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RESUMO

De S3a, RC. Avaliacao da reacao tecidual em subcutaneo de camundongos e
expressao génica de marcadores pro- e anti-inflamatdrios apds implante de
Biodentine™ e MTA. Ribeirdo Preto, 2020. 91p. Tese [Doutorado]. Faculdade de Odontologia
de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.

Pulpotomia consiste na remocao da porgao coronal de uma polpa vital como forma de
preservar a vitalidade da porcdo radicular restante. Apds esse procedimento, diversos
materiais tém sido utilizados para o recobrimento da polpa radicular. Desses materiais,
destacam-se o agregado trioxido mineral (MTA) e a Biodentine™. Estudos tém avaliado e
comparado a resposta inflamatdria de ambos os materiais, a fim de identificarem um material
capaz de promover um adequado processo de reparo, sem acao citotoxica ou irritante ao
organismo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual, resposta imune e
participacdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias induzidas pelos materiais Biodentine™ e MTA
em tecido conjuntivo subcutédneo de camundongos isogénicos. Para isso, foram utilizados 120
camundongos isogénicos da linhagem BALB/c divididos em 4 grupos, sendo 2 experimentais
(Biodentine™ e MTA nos periodos de 7, 21 e 63 dias) e 2 controles (Oxido de Zinco e Eugenol
e sham, nos mesmos periodos). Decorridos os periodos experimentais, os blocos de tecido
conjuntivo contendo o corpo de prova com o material foram removidos. A parte superior do
tecido foi removido, fixado em formol e enviado para o processamento histotécnico de rotina
para posterior analise microscdpica com H&E. Ja a parte inferior do bloco foi mergulhada em
solugdo de RNAlater® para posterior andlise da expressao génica pela técnica de gqRT-PCR. Foi
realizada a descricdo da reacao tecidual em contato com cada material, andlise semi-
quantitativa do fibrosamento e do infiltrado inflamatério e analise quantitativa da espessura
do tecido reacional granulomatoso em contato com o material testado ou o tecido conjuntivo
do grupo sham. Foi realizado, também, o gRT-PCR para analise de expressao génica de 7/10,
Infg, 1l6, Tnfe receptor I/1r1. Os resultados foram comparados por meio do teste de Kruskal-

Wallis seguido do Pos-teste de Dunn ou pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias



seguido pelo pos-teste de Bonferroni (a=5). Inicialmente os materiais Biodentine™, MTA
induziram um discreto fibrosamento do tecido conjuntivo, mas aos 21 dias ele tornou-se maior
ao redor do MTA. Finalmente, no periodo final, todos os grupos apresentaram um fibrosamento
discreto. Em relacao ao infiltrado inflamatdrio, aos 7 dias, Biodentine™ e MTA induziram o
recrutamento de células inflamatdrias de intensidade moderada a intensa, e nos tempos
seguintes a maioria dos espécimes mantiveram-se com infiltrado discreto. A espessura da
capsula fibrosa apresentou-se aumentada ao redor dos espécimes de Biodentine™ aos 7 dias,
mas aos 21 e 63 dias, o tecido ao redor dos materiais ndo apresentou aumento de espessura.
Ainda, observou-se que a Biodentine™ e o MTA foram capazes de inibir, ao longo dos periodos
experimentais, a expressao dos marcadores pré-inflamatdrios 7nf e Infg. Tanto a Biodentine™
quanto o MTA estimularam a expressao de /6 nos periodos iniciais, mas aos 63 dias, 0 MTA
inibiu a expressao dessa citocina, o que nao aconteceu com a Biodentine. Para a //1r1, a
Biodentine™ e MTA nao apresentaram efeito aos 7 dias. Aos 21 dias nenhum material modulou
a expressao génica, diferentemente do periodo de 63 dias quando Biodentine™, MTA e ZOE
induziram Z/1r1. Observou-se ainda que a //-10 teve sua expressao diminuida apds estimulo
com MTA e ZOE no periodo de 7 dias. Ja aos 21 dias, a Biodentine foi capaz de estimular a
expressao de I/-10e no periodo final de avaliacao apenas o ZOE foi capaz de modular a inibigdo
dessa interleucina. Apds andlise dos dados, conclui-se que de maneira geral os materiais
avaliados, MTA e Biodentine™, mediaram a inflamacdao, com aumento do fibrosamento e

producdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Pulpotomia; MTA; Biodentine™; Subcutdneo; Interleucina.



ABSTRACT
De Sa, RC. Tissue reaction evaluation in mice subcutaneous tissue and gene
expression of pro- and anti-inflammatory markers after Biodentine ™ and MTA
implantation. Ribeirdao Preto, 2019. 91p. Thesis [Doctorate]. Ribeirao Preto Dental school,
Sao Paulo University.

Pulpotomy consists of the vital pulp from coronal portion remoting so as to preserve
the vitality of the remaining root portion. After this procedure, several materials have been
used to cover the root pulp. Of these materials, the mineral trioxide aggregate (MTA) and
Biodentine™ stand out. Studies have evaluated and compared the inflammatory response
induced by both materials, in order to identify a material capable of promoting an adequate
repair process, without cytotoxic or irritating action to the body. Thus, the aim of this study
was to evaluate the tissue response, immune response and participation of pro- and anti-
inflammatory cytokines induced by Biodentine™ and MTA materials in subcutaneous
connective tissue of isogenic mice. For this purpose, 120 isogenic mice of the BALB/c were
divided into 4 groups, being 2 experimental (Biodentine™ and MTA in the experimental periods
of 7, 21 and 63 days) and 2 controls (Zinc Oxide and Eugenol and sham, using the same
periods). After the experimental periods, the blocks containing connective tissue and the used
material were removed. The upper part of the tissue was removed, fixed in formaldehyde and
sent for routine histotechnical processing for further microscopic analysis with H&E. The lower
part of the block was immersed in RNAlater® solution for further analysis of gene expression
using the gRT-PCR technique. Were carried out the description of the tissue reaction in contact
with each material; semi-quantitative analysis of the collagen fibber formation and
inflammatory infiltrate; and quantitative analysis of the connective tissue in contact with the
tested material or the sham group. QRT-PCR was also performed for analysis of gene
expression of /10, Infg, 1/6, Tnf and I/1r1 receptor. The results were compared using the
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn post-test or by the two-way ANOVA followed by the
Bonferroni post-test (a=5%).

Initially, Biodentine™ and MTA induced a slight collagen fibber formation, but at 21
days it became larger around the MTA. Finally, in the final period, all groups had a slight
collagen fibber formation. Regarding the inflammatory infiltrate, at 7 days, Biodentine™ and
MTA induced the inflammatory cells recruitment from moderate to intense, and in the following
times most specimens remained with discrete inflammatory infiltration. The fibrous capsule
thickness was increased around the Biodentine™ specimens at 7 days, but at 21 and 63 days,
the tissue around the materials did not increase. Furthermore, it was observed that

Biodentine™ and MTA were able to inhibit, over the experimental periods, the pro-



inflammatory markers, 7nfand Infg, expression. Both, Biodentine™ and MTA, stimulated 7/6
expression in the initial periods, but at 63 days, MTA inhibited the expression of this cytokine,
which did not happen with Biodentine. For 7/1r1, Biodentine™ and MTA had no effect at 7
days. At 21 days, no material modulated gene expression, unlike the 63-day period when
Biodentine™, MTA and ZOE induced //1r1. It was also observed that /L-10 had its expression
decreased after stimulation with MTA and ZOE in the period of 7 days. At 21 days, Biodentine™
was able to stimulate the expression of 7/-10 and in the final evaluation period only ZOE was
able to modulate the inhibition of this interleukin. After analyzing the data, it was concluded
that, in general, the evaluated materials, MTA and Biodentine ™, mediated inflammation, with

increased fibrous tissue and production of pro- and anti-inflammatory cytokines.

Keywords: Pulpotomy; MTA; Biodentine™; Subcutaneous; Interleukin.
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INTRODUCAO

Segundo o Glossario de Termos Endodénticos da Associacdo Americana de Endodontistas
(Glossary of Endodontic Terms), pulpotomia consiste na remogao da porcao coronal de uma polpa
vital como forma de preservar a vitalidade da porcao radicular restante. Sua indicagao esta
vinculada a dentes que possuem carie extensa, mas sem evidéncia de infeccao na polpa radicular,
exposicdo traumatica da polpa, além da auséncia de dor espontanea e persistente, abcesso e
fistula (AAPD, 2014). A taxa de sucesso deste tipo de tratamento endodontico conservador,
quando indicado corretamente, varia entre 90 a 100% em estudos clinicos, radiograficos e
histopatoldgicos (Holland et al., 2001; Faraco-Junior e Holland, 2004; Maroto et al., 2006; Bogen
et al., 2008; Nair et al., 2008; Sakai et al., 2009; Hugar e Despande, 2010; Cardoso-Silva et al.,
2011; Oliveira et al., 2013; De Rossi et al., 2014; tuczaj-Cepowicz et al., 2019; Paula et al., 2019).

Segundo Tan et al. 2020, a pulpotomia deve ser considerada tratamento definitivo em
dentes assintomaticos, com elevadas taxas de sucesso a longo prazo, desde que feito
monitoramento dos dentes restaurados, reduzindo o risco de novas infecgdes. Entretanto, falhas
na indicacdo do tratamento afetam o prognodstico (Mejare et al.,2012; Ricucci et al., 2014, Tan et
al., 2020).

A extensdao da pulpotomia pode ser determinada pelo tipo do dente envolvido, pela
etiologia da exposicao pulpar, pela gravidade e extensao da fratura do dente, estado de formagao
do dente e condicdo da polpa avaliada. Na pulpotomia, realizada em dentes deciduos e
permanentes, a polpa coronal é amputada e o restante da polpa radicular é tratado com um tipo
de medicagao, com o intuito de manter a vitalidade pulpar (AAPD, 2014; Bimstein et al., 2016).
Entretanto, em dentes permanentes jovens, as exposicbes pulpares decorrentes de traumas

complicados geralmente sao tratadas com a remogao parcial da polpa, de 1 - 3 mm de extensao,
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denominada pulpotomia Cevek, preservando o tecido da polpa rico em células com maior
probabilidade de cicatrizacao, do que a polpa radicular (de Blanco, 1996; AAPD, 2014; Bimstein
et al., 2016)

Apesar do uso contraditorio, o formocresol ainda € um material bastante utilizado na
pulpotomia por sua capacidade de “fixar a polpa radicular”, o que para alguns, reduz a inflamacao
pulpar (Chakraborty et al., 2018). Entretanto, seu uso tem sido questionado principalmente pela
carcinogenicidade do formaldeido e cresol, contido em sua formulacdo (Ghoniem et al., 2018).
Dentre os materiais estudados para substituir este produto, o glutaraldeido tamponado vem
sendo utilizado por apresentar propriedade fixadora e por ser ser menos volatil, diminuindo a
penetracao apical. Entretanto sua taxa de sucesso tem sido inferior aos demais materiais (Goyal
et al., 2016).

Também o sulfato férrico tem sido utilizado por alguns profissionais no caso de pulpotomia
em criangas por possuir agao hemostatica e curto tempo de aplicagao. No entanto, as proteinas
aglutinadas formam tampdes que obstruem os orificios capilares, impedindo que haja
regeneracao da polpa (Goyal et al., 2016), nao havendo evidencias cientificas confidveis para
indicar seu uso (Nuvvula et al., 2018). Tradicionalmente o hidréxido de calcio é o material de
escolha para a pulpotomia, especialmente por promover o reparo tecidual e por apresentar
elevada atividade antimicrobiana (Rao et al., 2020), atingindo uma taxa de sucesso entre 79% a
100% em casos de pulpotomia em incisivos permanentes com fraturas complicadas da coroa, por
exemplo (Gudkina et al., 2012; Caprioglio et al., 2014; Wang et al., 2017).

Dentre os métodos nao farmacoldgicos, a eletrocirurgia e o uso do laser estdo sendo
utilizados como alternativa em diversos casos. A eletrocirurgia possui a capacidade de

proporcionar uma boa visualizagdo e homeostase, necessitando de menos tempo de trabalho. Ja
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o laser possui a capacidade de superar os déficits histoldgicos e acelerar o processo de
cicatrizacao, além de propriedades antimicrobianas e estimulante celular (Gupta et al., 2015).

Contudo, apesar de ter bons resultados com os métodos ndo farmacoldgicos, como a
eletrocirurgia e o laser, para pulpotomia o agregado tridxido mineral (MTA) tem atraido a atencao
de clinicos e pesquisadores pela elevada taxa de sucesso, especialmente pela sua indicacao de
uso em caso de pulpotomias (Holland et al., 2001; Faraco-Junior e Holland, 2004; Maroto et al.,
2006; Bogen et al., 2008; Nair et al., 2008; Sakai et al., 2009; Hugar e Despande, 2010; Cardoso-
Silva et al., 2011; Oliveira et al., 2013; De Rossi et al., 2014; Stringhini Junior et al., 2015; tuczaj-
Cepowicz et al., 2019; Paula et al., 2019).

No entanto, o MTA apresenta algumas desvantagens, como longo tempo de
endurecimento (2,75 horas), necessidade de hidratacao durante esse periodo (Pérard et al.,
2013) e dificuldades de manuseio (Walker et al., 2013), além do alto custo frente a outros
materiais com respostas bioldgicas semelhantes (Lopes et al., 2019). Ainda, além dos tridxidos e
do pd de déxido de bismuto, esse material possui minerais nao conhecidos, com semelhanga ao
cimento Portland (Maroto et al., 2005).

Uma vez que o principal componente ativo do MTA ¢ o silicato tricdlcico, pesquisadores
tém buscado o desenvolvimento de materiais que apresentem esse componente em sua forma
pura, sintetizados em laboratdrio, com condicdes controladas a partir de matérias-primas de
natureza conhecida. As tentativas de substituicdo do cimento Portland resultaram no
desenvolvimento experimental de materiais dentarios contendo o silicato tricalcico puro, com
propriedades fisicas adequadas (Camilleri et al., 2007; Sorrentino, 2008; Hursh et al., 2019;
Miletic et al., 2019), acdo antimicrobiana comparavel a do hidroxido de calcio (Boddeda et al.,
2019) e boa capacidade seladora (Wang et al., 2012). O sucesso nas pesquisas laboratoriais

resultou na comercializagdo de um cimento a base de silicato tricalcico, a Biodentine™ (Septodont
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- St-Maur-des-Fossés - Franca). De acordo com o fabricante, a Biodentine™ é um material
bioldgico com boas propriedades fisicas, quimicas e alta resisténcia mecanica, atuando como
substituto da dentina em procedimentos restauradores, sem necessidade de realizacao de
condicionamento acido da superficie.

As principais vantagens da utilizagdo da Biodentine™ sobre o MTA incluem facilidade de
manuseio, grande viscosidade, menor tempo de endurecimento e melhores propriedades fisicas
(Villat et al., 2010; Nowicka et al., 2013), além de apresentar em sua composicao matéria prima
de grau de pureza conhecido (Predelle-Plasse et al., 2009). Apesar de apresentar diferencas, com
relacado ao MTA, na composicao e tempo de presa, a Biodentine™ permite a deposicao de
hidroxiapatita em sua superficie quando exposta ao fluido corporal (Camilleri et al., 2013),
apresenta estabilidade de cor (Vallés et al., 2013), ndo é genotdxica (Opacic-Galic et al., 2013) e
apresenta baixa citotoxidade (Laurent et al., 2008), mantendo a viabilidade de fibroblastos
gengivais (Zhou et al., 2013). Estudos in vitro demostraram que a Biodentine™ apresentou
compatibilidade com células da polpa dental e estimulou a formacao de dentina terciaria (Zanini
et al., 2012; Laurent et al., 2012; Pérard et al., 2013; Chang et al., 2014; Jung et al., 2014; Lee
et al., 2014; Luo et al., 2014; Mythraiye et al., 2019; Riccuci et al., 2020).

Atualmente, a busca de materiais bioldgicos tem crescido na Odontologia, na tentativa de
promover adequado processo de reparo, sem acao citotoxica ou irritante ao organismo e estudos
tém avaliado e comparado a resposta inflamatdria dos materiais MTA e Biodentine™ (Simsek et
al., 2015; de Fonseca et al., 2016; Simsek et al., 2016; Hinata et al. 2017; Andrade et al., 2018;
Pinheiro et al., 2018; Cosme-Silva et al., 2019). Embora existam estudos na literatura avaliando
ambos os materiais, € importante a deteccdo de marcadores pro e anti-inflamatdrios estimulados

pelo MTA e Biodentine™ para determinar o sucesso apos o tratamento.



2. Proposwgdo
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PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual, resposta imune e participacao de
citocinas pro- e anti-inflamatodrias induzidas pelos materiais Biodentine™ e MTA em tecido

conjuntivo subcutaneo de camundongos isogénicos.






3. Materwald e
M étodos
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MATERIAL E METODOS

O delineamento do projeto foi baseado nas diretrizes ARRIVE (Animal Research. Reporting
of In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2012). Inicialmente, o projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (CEUA/FORP-USP) (Processo Numero 2015.1.890.58.4) (Anexo A). Os
cuidados com o bem-estar dos animais seguiram as normas e principios éticos adotados pela
CEUA/FORP-USP e as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional do Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), regulamentadas pela Constituicao Federal Brasileira na Lei n°
11.794 de 8 de outubro de 2008. Os testes foram conduzidos como determinado pela norma ISO

10993-6:2007.

Preparo dos Materiais

Os materiais Biodentine™ (Septodont, Saint Maur des Fosses, France) e Pro-Root MTA
(Dentsplay, Tulsa, USA), e Oxido de zinco e eugenol (Biodindmica Quimica e Farmacéutica LTDA.,
Ibipora, PR — Brasil) foram manipulados de acordo com seus respectivos fabricantes em fluxo
laminar para a manutencdo da cadeia asséptica. Foram preparados trinta corpos de prova de
cada material introduzindo o material em matrizes de Teflon com dimensdes de 5 mm de altura

por 1,5 mm de didmetro até que ele tomasse presa.

Obtencgédo dos Animais
Foram utilizados 120 camundongos machos isogénicos da linhagem BALB/c, de 6 a 8
semanas de idade, pesando em média 20 gramas, adquiridos no Biotério Geral do Campus de

Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (USP). Todos os animais foram mantidos no Biotério
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I da FORP/USP, em gaiolas de polipropileno (5 animais por gaiola e em alguns grupos, gaiolas
individuais), com temperatura (22 £ 2°C) e umidade relativa do ar (55 £ 10%) constantes, em

ciclo de claro escuro de 12:12 horas, com ragdo padrao e livre acesso a agua.

Estudo in vivo da resposta em tecido subcutdneo em camundongos isogénicos

Apds uma semana de adaptacdo, os animais foram anestesiados na parte interna da pata
traseira esquerda com injecdo intramuscular de ketamina 10% (Agener Unidao Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina (Dopaser, Laboratdrios Calier, SA,
Barcelona, Espanha) na proporcao de 0,2 mL/kg e 0,8 mL/kg, respectivamente, imediatamente
antes do ato cirdrgico. Em seguida, foi realizada a tricotomia do pelo do dorso do animal e a
antissepsia da regido com digluconato de clorexidina a 1%. A incisao foi realizada com tesoura
cirdrgica, na regiao lombar do dorso do animal, com tamanho de 1 cm, seguida de divulsao com
tesoura romba. Apos posicionar o corpo de prova no interior do tecido, foi realizada a sutura da
pele utilizando fio de seda (Vicryl 4-0, Ethicon, Johnson & Johnson). Os animais foram mantidos
no Biotério I da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP, durante os periodos
experimentais, com alimentacao e agua ad /ibitum.

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o material inserido no dorso de
cada animal. A distribuicdo dos grupos, materiais utilizados, nimero de animais e tempos

experimentais e estao expostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais, materiais utilizados, quantidade de animais e periodos experimentais

. Animais Periodos
Grupo Material ) ) )

por periodo experimentais

Experimental Biodentine™ n=10 7, 21 e 63 dias
Experimental MTA n=10 7, 21 e 63 dias
Controle positivo Oxido de zinco e eugenol n=10 7, 21 e 63 dias

Procedimento cirlrgico somente
Controle negativo n=10 7, 21 e 63 dias
(sham)

Ao final de cada um dos periodos experimentais (7, 21 e 63 dias), os animais foram
novamente anestesiados, como previamente descrito, e submetidos a eutanasia por sobredose
anestésica. O bloco de tecido conjuntivo contendo o corpo de prova com o material foi removido
com tesoura cirdrgica e dividido em duas partes. A parte superior, o tecido foi removido, fixado
em formol a 10% e enviado para o processamento histotécnico de rotina para posterior analise
microscdpica com H&E. Ja a parte inferior do bloco de tecido conjuntivo contendo o corpo de
prova com o material foi mergulhada em solugdo de RNAlater® (AmbionTM, Carlsbad, CA, EUA)

para posterior andlise da expressao génica pela técnica de qRT-PCR.

Processamento histotécnico e avaliagdo microscopica

Para a realizacdo da analise microscdpica em H&E foram utilizadas as pegas contento a
parte superior do tecido conjuntivo subcutaneo. O conjunto contendo o corpo-de-prova do
material testado, a porgao circundante do tecido conjuntivo subcuténeo e a pele foram removidas
com tesoura cirurgica esterilizada, fixadas por imersao em formol tamponado a 10% por 24 horas
a temperatura ambiente e, em seguida, lavadas por, aproximadamente, 4 horas em agua
corrente. Em seguida, as pecas foram submetidas ao processamento histotécnico de rotina, sendo

lavadas em agua corrente por 2 horas, desidratadas em dalcool de concentragdes crescentes (70%
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e 95% por 30 minutos cada; 2 trocas de 100% por 20 minutos cada e 2 trocas de alcool 100%
por 40 minutos cada), diafanizadas em xilol (2 banhos de 20 minutos e 1 de 40 minutos) e
incluidas em parafina.

Cortes semi-seriados de 5um (10 a 15 laminas com 2 cortes por lamina), com intervalos
de 15um, foram obtidos em toda a extensao do tecido. Entdo, os cortes foram corados com HE,
e submetidos a anadlise em microscopia dptica convencional, para descricao do fibrosamento e
infiltrado inflamatdrio e analise quantitativa e semi-quantitativa do tecido adjacente aos materiais
avaliados. Para as andlises utilizou-se microscopio Axio Imager.M1 (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Gottingen, Alemanha), com camera AxioCam MRc5 acoplada (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Gottingen, Alemanha). Todas as analises foram realizadas por um Unico avaliador

experiente, sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado.

Analise microscdpica descritiva
Foi realizada a descricao histopatoldgica do tecido reacional em contato com os materiais
testados ou do grupo controle (Sham) foi realizada em cada periodo experimental (7, 21 e 63

dias).

Analise microscopica semi-quantitativa

No tecido periférico ao material testado, foram observados fendmenos referentes ao
fibrosamento e infiltrado inflamatdrio do tecido adjacente aos materiais avaliados, de acordo com
0s seguintes critérios descritos por nosso grupo de pesquisa previamente (Queiroz, 2011; Queiroz
et al., 2011; Martinez-Colomer et al., 2016; Silva et al., 2017):

. Fibrosamento: O nimero e a densidade de fibras colagenas de permeio as células

periféricas no tecido reacional circunjacente aos materiais avaliados foram analisados. O
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fibrosamento foi classificado em 4 graus de severidade, de acordo com os seguintes escores:
Escore 0: auséncia de fibrosamento; Escore 1: fibrosamento discreto: quando as fibras colagenas
apresentaram-se individualizadas tal qual um tecido conjuntivo normal, entremeadas por espacos
negativos indicativos de componentes nao fibrosos de matriz extracelular; Escore 2: fibrosamento
moderado: quando em algumas areas as fibras colagenas apresentaram-se individualizadas, mas
com areas alternadas de matriz extracelular eosinofilica sem formagoes lineares e onduladas
tipicas das mesmas; Escore 3: fibrosamento intenso: quando as fibras coldgenas apresentaram-
se em meio a uma matriz extracelular eosinofilica, sem formacdes lineares e onduladas tipicas,
nao permitindo observagao individualizada das mesmas.

. Infiltrado Inflamatério: A densidade de neutrofilos polimorfonucleares de permeio
ao tecido reacional adjacente aos materiais avaliados foi analisada. Esta densidade foi classificada
em 4 graus de severidade (valores numéricos) de acordo com os seguintes escores: Escore 0:
auséncia de infiltrado inflamatério; Escore 1: infiltrado inflamatério discreto: quando foram
observados de 1 a 10 neutrdfilos no tecido reacional; Escore 2: infiltrado inflamatdrio moderado:
quando foram observados de 11 a 20 neutrdfilos no tecido reacional; Escore 3: infiltrado

inflamatorio intenso: quando foram observados mais de 21 neutrdfilos no tecido reacional.

Analise microscopica quantitativa
A espessura da capsula fibrosa foi mensurada em imagens obtidas de 3 regides de cada
corte, sendo utilizados 3 cortes por espécime, no aumento de 10x. Os resultados foram expressos

em pum.
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Figura 1. Imagem representativa da mensuragdo da espessura da cdpsula fibrosa no tecido subcuténeo de
camendongo, apds implante com Biodentine™, MTA, Oxido de zinco e eugenol e do grupo Sham

Avaliacdo da expressdo génica - gRT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)
Para a realizacao da andlise de qRT-PCR foram utilizadas as pegas contento a parte inferior
do conjunto contendo o corpo-de-prova do material testado, a porgao circundante do tecido
conjuntivo subcutdneo. As pecas foram removidas e mergulhadas em solucdo de RNAlater®
(AmbionTM, Carlsbad, CA, EUA) para posterior realizacdao do gqRT-PCR para deteccao do RNA
mensageiro para as citocinas 7/10, Infg, 16, Tnf e receptor I/1r1. RNA total foi extraido pelo
método de colunas, utilizando um método a base de tiocianato de guanidina (RNEasy, Qiagen
Inc.). Em seguida foi realizada a transcricdo reversa para sintese do DNA complementar (cDNA)
e, finalmente, a reacdo em cadeia da polimerase. Primers e sondas para 7/10 (Mm00439614),
Infg(Mm01168134), 76 (Mm00446190), 7/1r1 (Mm00434237), Tnf(MmO00443258) foram obtidos
comercialmente e s3ao propriedades privadas, portanto as sequéncias nao estao disponiveis

(TagMan® Gene Expression Assay, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O gene
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gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh, Hs 138400) foi utilizado como referéncia. As
reacoes de gRT-PCR foram realizadas em duplicata, utilizando o aparelho StepOne Plus (Applied
Biosystems).

A amplificagao foi realizada sob as seguintes condicOes: ativacao da polimerase AmpliTaq
Gold Enzyme a 95°C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 segundo para
desnaturagao do DNA e 60°C por 15 segundos para anelamento do primer e polimerizagao. Os
resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, cicle threshold). Como controle
negativo foi utilizada a agua destilada deionizada, submetida a reacdo com cada par das
sequéncias dos primers e sondas utilizados. Para cada gene, o calculo da expressao relativa foi
realizado a partir da diferenca entre o ACt das amostras e o ACt apresentado pelo controle (AACt),

com base na equacdo: Expressio relativa = 2444,

Andlise Estatistica

Para a comparacao dos resultados do fibrosamento e infiltrado inflamatério os dados
obtidos foram e comparados entre si por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido do Pos-teste
de Dunn. Para os valores obtidos ap6s analise da espessura da capsula de tecido e para os valores
de expressao relativa de cada RNAm, os dados obtidos foram analisados por meio da analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo pds-teste de Bonferroni. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. Todas as analises e representagOes graficas foram realizadas com o auxilio

do Software GraphPad Prism 7a (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

Analise Microscopica Descritiva
Biodentine™

A Figura 2 é uma imagem representativa da resposta tecidual observada no conjuntivo
subcutaneo de camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias apds implantagao do cilindro
de Biodentine™. No periodo experimental de 7 dias observa-se a formagao de uma membrana
fibrosa desorganizada e grande infiltracdo de polimorfonucleares e macréfagos. Nessa area,
focalmente ou logo abaixo do tecido reacional, notou-se degeneracdo basofilica do tecido,
caracterizado pela perda dos limites celulares com coloragao azulada e/ou arroxeada dos espacgos
intercelulares. Observou-se ainda pontos isolados de calcificacao distrdfica.

Aos 21 dias, na interface ao redor do material, o tecido reacional apresentou um grau de
fibrosamento leve e infiltrado inflamatdrio misto composto por macréfagos e polimorfonucleares,
variando de leve a moderado. A espessura do tecido reacional era uniforme e a estrutura
organizacional rudimentar. Na parte mais periférica ao material, o tecido conjuntivo apresentou
muitas formagdes basofilicas, indicando a presenca de calcificagdes distroficas.

Aos 63 dias, o tecido reacional apresentava-se com fibrosamento leve e discreto infiltrado
inflamatdrio mononuclear, predominantemente macrofagico e com eventuais polimorfonucleares
dispersos aleatoriamente. A espessura da cdpsula formada era uniforme. Muitas calcificacdes

distroficas foram encontradas na periferia do tecido reacional.
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Figura 2. Fotomicrografias representativas da resposta tecidual observada no tecido conjuntivo subcuténeo de

camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias apds implantacdo do cilindro de Biodentine™.

“g o
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MTA

A Figura 3 evidencia a resposta tecidual no conjuntivo subcutaneo de camundongos aos
7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias apds implantacdo do cilindro de MTA. Aos 7 dias, observou-se
reacao tecidual uniforme em sua espessura, com grau de fibrosamento discreto. A intensidade
do infiltrado variou, em alguns espécimes de moderado a intenso e em outros de leve a
moderado. Apesar da predominancia macrofagica, os polimorfonucleares eram comuns. Em dois
espécimes observou-se particulas de material envoltos pelo tecido reacional.

Aos 21 dias, ocorreu um aumento no grau de fibrosamento do tecido reacional. O infiltrado
inflamatdrio predominantemente mononuclear, variou de leve a moderado com eventuais
polimorfonucleares. Em dois espécimes notou-se calcificacdo distrofica na periferia do tecido
reacional.

Aos 63 dias, a espessura do tecido reacional era acentuadamente fina e regular com
poucos leucdcitos infiltrados na estrutura. O fibrosamento, em alguns casos, foi moderado. Em

dois espécimes observou-se calcificacao distréfica na periferia do tecido reacional.






Figura 3. Fotomicrografias representativas da resposta tecidual observada no tecido conjuntivo subcutdneo de
camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias ap6s implantagdo do cilindro de agregado de tridxido mineral
(MTA).
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Oxido de zinco e eugenol

A Figura 4 é uma imagem representativa da resposta tecidual observada no conjuntivo
subcutaneo de camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias apds implantagao do cilindro
de Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE). No periodo de 7 dias, observou-se um tecido reacional
periférico com reduzida densidade de coldageno e edema, com infiltrado inflamatdrio
predominantemente macrofdgico e com presenca marcante de polimorfonucleares,
especialmente do tipo neutrdfilos, embora tenham sido observados eosindfilos ocasionalmente.
A espessura apresentou-se uniforme em toda a extensao de contato com o material.

Aos 21 dias, o tecido reacional formou uma cdpsula muito fina e uniforme na sua
espessura, com fibrosamento leve e um discreto infiltrado mononuclear predominantemente
macrofagico. Neutrofilos e eosindfilos foram observados eventualmente.

A caracteristica principal no periodo experimental de 63 dias frente ao dxido de zinco e
eugenol foi a fina espessura do tecido reacional e a reduzida quantidade de células inflamatdrias

caracterizadas por macréfagos e polimorfonucleares.






Figura 4. Fotomicrografias representativas da resposta tecidual observada no tecido conjuntivo subcutédneo de
antagdo do cilindro de 6xido de zinco e eugenol (ZOE).
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Sham

A Figura 5 é uma imagem representativa da resposta tecidual observada no conjuntivo
subcutaneo de camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias ap0s o procedimento cirtrgico
(sham).

Aos 7 dias, o tecido conjuntivo apresentou-se acentuadamente frouxo e infiltrado por
eventuais leucdcitos mononucleares. A estrutura organizacional era delicada e livre de edema ou
manipulagOes por instrumentos ou implantacoes.

Aos 21 dias, o grupo Sham revelou no local um ligeiro aumento da espessura do tecido
reacional quando comparados aos espécimes do periodo de 7 dias. Nao houve infiltrado
inflamatdrio nem edema.

Aos 63 dias, o tecido reacional na area era fino, bem organizado e pouco fibrosado, sem

edema ou infiltracdo local por leucdcitos.






Figura 5. Fotomicrografias representativas da resposta tecidual observada no tecido conjuntivo subcutdneo de
camundongos aos 7 (A, B), 21 (C, D) e 63 (E, F) dias ap6s realizacdo do procedimento cirlrgico experimental sem
implantacdo do material (sham).
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Analise Microscopica Semi-quantitativa

Fibrosamento (Tabela 2)

Aos 7 dias, todos os grupos, Biodentine™, MTA, ZOE e sham induziram um discreto
fibrosamento do tecido conjuntivo ao redor do implante (p > 0,05).

Aos 21 dias, o fibrosamento tornou-se maior ao redor do MTA e dos espécimes do grupo
sham. Esses grupos experimentais apresentaram diferenca estatisticamente significante quando
comparados aos grupos Biodentine™ e ZOE (p < 0,05), os quais mantiveram-se com discreto
fibrosamento.

Aos 63 dias, todos os grupos apresentaram um fibrosamento discreto na maioria dos

espécimes (p > 0,05).

Infiltrado inflamatorio (Tabela 2)

Aos 7 dias, Biodentine™ e MTA e ZOE induziram o recrutamento de células inflamatérias
de intensidade moderada a intensa para o tecido conjuntivo subcutaneo ao redor do implante,
diferentemente do grupo sham que apresentou um infiltrado inflamatdrio discreto. Essa resposta
foi mais intensa para a Biodentine™ e MTA, os quais apresentaram diferenca estatisticamente
significante quando comparados ao grupo ZOE e sham (p < 0,05).

Aos 21 e 63 dias a maioria dos espécimes mantiveram-se com infiltrado discreto (p >

0,05).
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Tabela 2. Tabela apresentando os valores das medianas dos escores do fibrosamento e infiltrado inflamatério ao redor
do material implantado qualificado em ausente(0), discreto (1), moderado (2) e intenso (3), aos 7, 21 e 63 dias apds
implantacdo de Biodentine™, Agregado de tridxido mineral (MTA), Oxido de zinco e eugenol (ZOE) ou o procedimento

cirdrgico experimental sem implantacao (sham) no tecido subcutaneo de camundongos. (1Q: 1° quartil; 3Q: 3° quartil)

Periodos Grupos Fibrosamento Infiltrado
Experimentais P (Q1-Q3) Inflamatorio
Biodentine™ 1 ¥
(1-1) (3-3)
12 2,52
MTA !
7 dias (1_a1) (2;:;)
ZOE 1 2
(1-1) (1,25-2,75)
sham I 1
0,5-1 0,5-1
. - 12 1,52
Biodentine (1-1) (1-2)
20 12
MTA
21 dias (i;ﬁ) (11'a1)
Z0E (1-1) (1-1)
sham 22 1°
1-2 1-1
. - 12 12
Biodentine (1-1) (1-1)
12 12
MTA
63 dias (1-1) (1-1)
ZOE L I
(1-1,5) (0,5-1)
sham 1° 1°
(1-1) (1-1)

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Analise Microscopica Quantitativa
Espessura da cdpsula fibrosa (Figura 6)

Aos 7 dias, a espessura da capsula fibrosa apresentou-se aumentada ao redor dos
espécimes de Biodentine™ e ZOE, comparativamente ao grupo sham e MTA (p< 0,05).
Nos periodos de 21 e 63 dias, o tecido ao redor dos materiais ndo apresentou aumento

de espessura e se mostrou semelhante ao grupo sham (p > 0,05).
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Figura 6. Grafico representativo da espessura da capsula fibrosa ao redor do material implantado, aos 7, 21 e 63 dias
apds implantacdo no tecido subcutaneo de camundongos. Valores expressos em micrometros para os espécimes dos
grupos Biodentine™, Agregado de tridxido mineral (MTA), Oxido de zinco e eugenol (ZOE) e procedimento cirtirgico

experimental sem implantacdo (sham). * p < 0,05 comparado ao grupo sham.
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Avaliacdo da Expressdo Génica (Figura 7)
Tnf

Aos 7 dias, Biodentine™, MTA e ZOE inibiram a expressao de 7nf (p < 0,05), mas nao
mostraram nenhum efeito aos 21 dias (p > 0,05). Aos 63 dias, novamente Biodentine™, MTA e
ZOE inibiram a expressao de 7nf (p < 0,05). A maior inibicdo da expressao génica ocorreu no
tecido conjuntivo subcutdneo em contato com o MTA, aos 7 dias, e com a Biodentine™ aos 63

dias.

Infg

Aos 7 e 21 dias, Biodentine™, MTA e ZOE inibiram a expressao de Infg (p < 0,05). Essa
inibicdo se manteve até os 63 dias para a Biodentine™ e ZOE (p < 0,05), porém nao foi modulada
pelo MTA nesse periodo (p > 0,05). A maior inibicao ocorreu em contato com o MTA aos 7 dias

e com a Biodentine™ e ZOE aos 63 dias, sem diferenca estatistica entre eles (p > 0,05).
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Aos 7 dias, Biodentine™, MTA e ZOE induziram a expressao de 7/6 (p < 0,05). Essa indugao
se manteve até os 21 dias para a Biodentine™ e ZOE (p < 0,05), porém nao foi modulada por
MTA nesse periodo (p > 0,05). Aos 63 dias, MTA e ZOE inibiram /6 enquanto a Biodentine™ nao

apresentou nenhum efeito na modulagao génica (p > 0,05).

I1r1

Aos 7 dias, ZOE induziu a expressao de //1r1 (p < 0,05) enquanto Biodentine™ e MTA
nao apresentaram efeito (p > 0,05). Aos 21 dias nenhum material modulou a expressao génica
(p > 0,05), diferentemente do periodo de 63 dias quando Biodentine™, MTA e ZOE induziram

Il1r1 (p < 0,05).

1110

Aos 7 dias, MTA e ZOE inibiram a expressao de /10 (p < 0,05) e Biodentine™ nao
apresentou nenhum efeito (p > 0,05). Aos 21 dias, MTA e ZOE nao apresentaram nenhum efeito
(p > 0,05) enquanto a Biodentine™ induziu /10 (p < 0,05). Aos 63 dias, ZOE inibiu 7/10 (p <

0,05), mas MTA e Biodentine™ nao apresentaram nenhum efeito (p > 0,05).
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Figura 7. Grafico representativo da expressdo génica relativa ao 7nf(A), Infg (B), 1/6 (C), I/l1r1 (D) e [/10 (E) para
os espécimes dos grupos Biodentine, Agregado de triéxido mineral (MTA), Oxido de zinco e eugenol (ZOE) e
procedimento cirdrgico experimental sem implantacao (sham), aos 7, 21 e 63 dias apo6s implantacao no tecido

subcutaneo de camundongos. * p < 0,05 comparado ao grupo sharm.
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Di1scussAo

Com o objetivo de avaliar para a pulpotomia materiais que possuam propriedades que
possam manter a homeostase tecidual da polpa remanescente, no presente trabalho foram
avaliados dois materiais - Biodentine™, Agregado de tridxido mineral (MTA), e dois grupos
utilizados como controles - Oxido de zinco e eugenol (ZOE) e procedimento cirtirgico experimental
sem implantagao (sham), com a finalidade de identificar a resposta tecidual frente a esses
materiais, avaliando o grau de fibrosamento e infiltrado inflamatdrio, além da espessura da
capsula fibrosa e expressao génica de marcadores pré- e anti-inflamatorios.

Para ser utilizado diretamente no tecido pulpar, qualquer material Odontoldgico deve
apresentar propriedades fisico-mecanicas adequadas e também propriedades bioldgicas
satisfatorias. Desse modo, os testes de compatibilidade tecidual s3o essenciais (Haurman e Love,
2003; Giraud et al., 2019) e para isso diversas metodologias podem ser utilizadas (Noorani et al.,
2017; Thomas e Gupta, 2017), dentre elas destaca-se a avaliacao da resposta tecidual de
subcuténeo de camundongos isogénicos apds implante de diferentes materiais Odontoldgicos (da
Silva et al., 2018; Pucinelli et al., 2019). A avaliacdo do subcutdneo é efetuada pela andlise do
tecido reacional apds o implante do material, avaliando as caracteristicas desse tecido, como a
descrigao das fibras colagenas, infiltrado inflamatdrio, e andlises quantitativas como a espessura
da capsula fibrosa e PCR para diversos mediadores (Queiroz et al., 2011; Boaventura et al., 2012;
da Silva et al., 2018).

Para que um material seja considerado biocompativel, a toxicidade deve ser baixa ou nula.
Quanto a inflamagdo, sabe-se que para que haja reparo tecidual, ela é um pré-requisito
necessario, sendo inclusive considerado como o estagio inicial do reparo juntamente com a

coagulacao, seguido da resolugao da inflamagao e finalizando pela revascularizacao (Kim e Nair,
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2019). Entdo, é aceitavel que o material biocompativel desencadeie uma inflamacdo nos periodos
iniciais de avaliagao (Silveira et al., 2011).

Estudos prévios demonstraram que a Biodentine™ é capaz de promover uma reacao
inflamatdria inicial, a qual se torna discreta em pouco tempo (Mori et al., 2014; da Fonseca et
al., 2016). Concordamos com esses estudos, pois a semelhanga do que foi observado neles, no
presente estudo a Biodentine™ induziu um grau severo de infiltrado inflamatdrio no periodo
inicial, chegando a discreto no periodo mais tardio de avaliacdo.

A capsula fibrosa formada em resposta aos materiais € um importante marcador
inflamatdrio (Sanders e Rochefort, 2003), isso porque os materiais podem liberar substancias as
quais estimulam a constante resposta inflamatdria, estimulando a manutencao da capsula na
tentativa do organismo em isolar aquele material (Zmener et al., 2012). No presente trabalho,
observou-se que a Biodentine™ formou inicialmente uma capsula fibrosa mais espessa que o
MTA e o grupo sham, mas nao foi diferente estatisticamente do grupo induzido por éxido de zinco
e eugenol. No entanto, com o decorrer dos dias, essa espessura sofreu redugao nao sendo mais
possivel observar diferenca com os outros grupos experimentais.

Em relacdao ao MTA, um estudo de 2013 de Cintra e colaboradores, observou que aos 7
dias, o MTA induziu uma resposta inflamatdria variando de leve a moderada, a qual nao se
mantinha ao longo do tempo. Andrade e colaboradores (2018) apds avaliacdo de tecido
subcuténeo em ratos estimulados por materiais a base de silicato tricalcio, como a Biodentine™
e 0 MTA, concluiu que esse tipo de material pode apresentar uma propriedade importante no
reparo radicular, ja que houve uma reducdo significativa na reagao inflamatdéria acompanhada
pela diminuicdo da expressao de IL-6 nas capsulas fibrosas ao longo do tempo.

Quando bem indicados, os casos tratados com MTA e Biodentine™ podem atingir uma

taxa de sucesso de 84,6% e 92,3%, respectivamente (Linu et al., 2017). Essa taxa de sucesso
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pode estar associada ao mecanismo de acao de ambos os materiais. Materiais como MTA e a
Biodentine™ sao considerados bioativos, ou seja, materiais que tém algum efeito sobre o
organismo no qual ele é inserido. A Biodentine™ - material a base de silicato tricalcico — quando
em contato com a agua se dissocia em silicato de calcio e hidroxido de célcio (Paula et al., 2019).

De forma semelhante, os cimentos a base de agregados de tridéxido mineral (MTA), quando
aplicado nos tecidos, formam hidroxido de calcio. O hidréxido de calcio, por sua vez, apresenta
duas propriedades fisioldgicas importantes: libera ions célcio, fundamentais para a adesdo e
proliferacao celular; e alcaliniza o meio, criando assim um ambiente antibacteriano, modulando a
produgao de citocinas, induzindo a diferenciacdo e migragao de células capazes de produzir tecido
dentinario e dsseo dentina, dando inicio entdo a producdo da ponte de dentina (Camilleri e Pitt
Ford, 2006).

Seguindo essa linha de raciocinio, o presente estudo observou em analise microscdpica
que ambos os materiais bioativos, Biodentine™ e MTA apresentaram na porcao mais periférica
do tecido conjuntivo analisado muitas formagbes basofilicas, o que sdao compativeis com
calcificacdes distroficas. Ainda nesse sentido, trabalhos prévios /in vivo do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que apos utilizacdo de MTA e Biodentine™ apds perfuracao da furca, o
MTA apresentou maior espessura e area de tecido mineralizado recém-formado (Silva et al.,
2017). Silva e colaboradores (2019) observaram ainda que o MTA e a Biodentine™ mostraram-
se biocompativeis, favorecendo a formagao de tecido mineralizado e reinsergao parcial das fibras
colagenas apds sua utilizacdo em perfuracdo de furca induzida em cdes. Contrariamente a
Biodentine™, o MTA estimulou a expressdo de proteinas associadas a formagao de um tecido
mineralizado semelhante ao cemento. No presente trabalho os resultados demonstraram a
presenca de uma calcificagao distrofica precoce estimulada pela Biodentine™, aos 7 dias, ao passo

que com o MTA a mesma aconteceu apenas apos 21 dias.
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Os receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) sao expressos em células da primeira
linha de defesa tais como os odontoblastos e os fibroblastos. Para que ocorra o reconhecimento
dos patdgenos, os PRRs devem se ligar aos padroes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), expressos pelos antigenos. Esse reconhecimento desencadeia a produgao de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatorias capazes de atrair células inflamatdrias para a regiao, tais como
neutrofilos e macréfagos (Lawrence, 2009; Cooper et al., 2014; da Rosa et al., 2014; Giraud et
al., 2019). Além disso, as citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias estimulam a migragao de
células pulpares indiferenciadas para o local da lesdo pulpar (Tecles et al., 2005), podendo se
diferenciarem em odontoblastos, formando assim uma barreira reparadora a dentina (Sloan e
Smith, 2007). Dessa maneira, o estudo dos marcadores inflamatdrios como citocinas e
interleucinas sao de extrema importancia para o entendimento do processo de reparo tecidual da
polpa dental. Eles sdo moduladores das respostas imunes e inflamatdrias, podendo exercer um
papel pré- ou anti-inflamatério, ou ambos, dependendo das células e dos tecidos analisados
(Turner, 2014), podendo favorecer o agravamento da inflamacao ou o processo de reparo.

No presente estudo foram avaliados os marcadores pro-inflamatéoros (7nf, Infg, IL-6 e
1/1r1), marcadores anti-inflamatorio (7/10) apds estimulo do tecido subcutaneo de camundongos
com MTA e Biodentine™ e utilizando como controles o ZOE e o grupo sham.

O TNF (fator de necrose tumoral) faz parte de uma superfamilia de proteinas que podem
ser expressas em forma de receptores ou ligantes por diversos tipos celulares, ativando assim
uma ampla gama de atividades celulares (Wallach et al., 2018). Essas proteinas podem estar
associadas a morte celular imuno-mediada e também contribuem para a expansao e duracao das
atividades da populacdo de células imunes (Falschlehnet et al., 2009; Strasser et al., 2009;
Wallach at al., 2018). O interferon gama (IFN-y) por sua vez é uma citocina que apresenta

importantes propriedades inflamatdrias, servindo como gatilho para que os macréfagos produzam
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e liberem mediadores inflamatoérios como as espécies reativas de oxigénio, poderosos agentes
citostatico ou citotoxico de agentes agressores como bactérias, virus e células tumorais
(MacMicking et al., 2009; Elsalhy et al., 2013). Elsalhy e colaboradores em 2013 observaram altos
niveis de IFN-y nas polpas de dentes acometidos com lesdes de carie, bem como em polpas que
apresentavam um quadro de pulpite irreversivel, apresentando assim seus efeitos
imunomoduladores e inflamatorios.

Ainda sobre o IFN-y, sabe-se que ele é um indutor classico, juntamente com o TNF-a e
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), para a polarizacdo de macréfagos para o seu fendtipo M1
(Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Os macrdfagos polarizados apresentam fenétipos especificos
que ocorrem devido a diferenca de microambiente durante sua diferenciacao, resultando em
respostas distintas (Sica & Mantovani, 2012). Os principais fenotipos sao os macrofagos M1 e M2.
Os macroéfagos M1, ou classicamente ativados, apresentam como sua principal funcdo a remocao
de patdgenos durante a infeccdo, com importantes medidas pré-inflamatdrias, como a geracao
de espécies reativas de oxigénio. Por outro lado, os macrdéfagos M2 tém um carater mais anti-
inflamatdrio, protegendo o tecido contra danos teciduais causados pela propria resposta
inflamatdria e estimulando o reparo tecidual (Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

No presente estudo, observou-se que a Biodentine™ e o MTA foram capazes de inibir, ao
longo dos periodos experimentais, a expressao dos marcadores pro-inflamatdrios 7nf, Infg,
demonstrando assim a caracteristica anti-inflamatdria desses materiais. A Biodentine™ e o MTA
tém apresentado propriedades capazes de modularem o processo inflamatdrio, estimulando o
reparo tecidual (Giraud et al., 2019). A Biodentine™, por exemplo, possui atividade anti-
inflamatdria, controlando a secrecao de fatores pro-inflamatorios e diminuindo o recrutamento

de células inflamatdrias (Giraud et al., 2018).
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Foncesca et al. (2016) avaliou o processo inflamatdrio ocasionado pelo MTA e pela
Biodentine™, em que a resposta inflamatdria foi mensurada pelo nimero de células inflamatdrias
presentes no tecido conjuntivo de ratos, estimado em seccOes coradas com HE e pela densidade
numérica de células imunizadas com 7/6. Neste estudo observou-se uma reacao inflamatodria
incialmente induzida pela Biodentine™, em comparacao ao MTA. A partir de 15 dias, uma reducao
significativa no nimero de células inflamatdrias e da imunoexpressao de //6 em ambos os grupos.
No estudo de Giraud et al. (2018) os pesquisadores avaliaram /in vitro o efeito de materiais a base
de silicatos na modulacao das etapas inicias da inflamacdao e reparo, percebendo que,
independentemente do periodo de incubacdo do meio condicionado, a Biodentine proporcionou
menor expressao de /6. No presente estudo, corroborando com os estudos citados, tanto a
Biodentine quanto o MTA foram capazes de estimularem a expressao de /6 nos periodos iniciais.
No entanto, observamos que no Ultimo periodo avaliado, 63 dias, o0 MTA inibiu a expressao dessa
citocina, o que nao aconteceu com a Biodentine. A interleucina (IL)-6 exibe diferentes efeitos
bioldgicos, podendo atuar como mediador da resposta do hospedeiro apds lesdo e infecgao
tecidual, bem como um mediador inflamatorio, especialmente por apresentar atividade na
regulacdo das moléculas de adesao, induzindo a angiogénese e aumentando a permeabilidade
vascular e edema inflamatério (Elsalhy et al., 2013).

Observou-se ainda nesse estudo que a f/-10teve sua expressao diminuida apds estimulo
com MTA e ZOE no periodo de 7 dias. Ja aos 21 dias, a Biodentine foi capaz de estimular a
expressao de //-10 e no periodo final de avaliagdo, 63 dias, apenas o ZOE foi capaz de modular
a inibicdo dessa interleucina. A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatdria, sendo o
principal inibidor da sintese de citocinas pré-inflamatorias e da atividade de macréfagos (Mosser
& Zhang, 2008; Elsalhy et al., 2013). Sendo uma interleucina anti-inflamatéria, os resultados do

presente estudo demonstraram que o MTA foi capaz de mediar uma resposta pré-inflamatdria
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nos periodos iniciais, com a inibicdo da expressao da //-10. Sabe-se que a inflamacdo inicial é
essencial para o reparo tecidual e, consequentemente, para um resultado clinico bem-sucedido
(Farges et al., 2015). Por isso, o MTA nado ter inibido a expressao da 7/-10 foi um resultado
satisfatdrio. Por outro lado, a Biodentine demonstrou seu efeito anti-inflamatoério no periodo de
21 dias, com aumento da expressao dessa citocina.

De maneira geral, os resultados do presente estudo demonstraram que inicialmente houve
uma inflamacao tanto nos grupos estimulados por Biodentine tanto com MTA, com discreto

fibrosamento e com diminuigao das citocinas analisadas.
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CONCLUSAO

Apos andlise dos dados, conclui-se que de maneira geral os materiais
avaliados, MTA e Biodentine, mediaram a inflamacao, com aumento do fibrosamento e

producado de citocinas pré- e anti-inflamatorias.
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