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RESUMO

A matriz dentinaria desmineralizada liofilizada (MDDL) € um complexo de
colageno tipo 1 e fatores de crescimento sem os cristais minerais. Para que a
MDDL possa ser indicada para tratamentos reparadores como capeamentos
pulpares, pulpotomias e selamento de perfuragbes sua biocompatibilidade
precisa ser avaliada, comparando-a com a de materiais endoddnticos
contemporaneos. O objetivo deste estudo foi avaliar em tecido subcutaneo de
ratos a biocompatibilidade da MDDL comparada com o MTA e Biodentine. Foram
utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, cada animal recebeu duas incisdes
verticais realizadas no dorso para insercao de quatro tubos de polietileno, sendo
3 preenchidos com os materiais experimentais (MDDL, MTA e Biodentine) e 1
mantido vazio, configurando o grupo controle (n=10). Os animais foram
sacrificados apés 3, 7, 15 e 30 dias, e as amostras de tecido subcutaneo
adjacentes aos tubos implantados foram submetidas a preparacéao histotécnica.
Cortes semi-seriados de 5 micrémetros foram corados com hematoxilina e
eosina para avaliagao qualitativa descritiva e quantitativa em microscoépio de luz.
A analise histologica descritiva foi realizada pela observagao dos cortes com
aumentos de 100 e 400x, enquanto a analise histomorfométrica foi feita com
aumento de 400x. A quantificagao das células inflamatérias foi realizada por meio
do software Imaged, posteriormente para quantificar a intensidade da resposta
inflamatdria foram atribuidos escores de 0 a 3, representando desde a auséncia
de resposta inflamatoria até inflamacao severa. A analise estatistica foi realizada
pelos testes Anova e Bonferroni (p<0,05). Todos os grupos apresentaram
resposta inflamatéria moderada (escore 2) nos dois primeiros periodos, com
presenca de infiltrado inflamatério predominantemente de macréfagos e
proliferagdo angioblastica. Apos 15 dias o grupo controle apresentou resposta
inflamatadria leve e maior reparo com predominio de fibroblastos, com diferenga
significativa dos grupos dos materiais que ainda apresentaram uma inflamagéo
moderada. Aos 30 dias, todos os grupos apresentaram resposta inflamatéria
leve, com sinais de reparo, predominio de fibroblastos e maior quantidade de
fibras colagenas. Dentro das limitagbes desse estudo, pode-se afirmar que a
MDDL & um material biocompativel, com comportamento biolégico similar ao do
MTA e Biodentine.

Palavras-chaves: Matriz dentinaria desmineralizada liofilizada.
Biocompatibilidade. Inflamacéao. Teste de materiais. Endodontia.



ABSTRACT

Lyophilized demineralized dentin matrix (MDDL) is a type 1 collagen
complex and growth factors without the mineral crystals. For MDDL to be
indicated for repair treatments such as pulp capping, pulpotomies and perforation
sealing its biocompatibility needs to be evaluated comparing it with contemporary
endodontic materials. The aim of this study was to evaluate the biocompatibility
of MDDL in rat subcutaneous tissue compared to MTA and Biodentine. Four
Wistar rats were used, each animal received two vertical incisions performed on
the back for insertion of four polyethylene tubes, three of which were filled with
the experimental materials (MDDL, MTA and Biodentine) and 1 were kept empty,
as control group (n= 10). After 3, 7, 15 and 30 days, the animals were sacrificed,
and the subcutaneous tissue samples adjacent to the implanted tubes were
submitted to histotechnic preparation. Semi-serial cuts of 5 micrometers were
stained with hematoxylin and eosin for qualitative descriptive and quantitative
evaluation under a light microscope. The descriptive histological analysis was
performed by observing the sections with magnification of 100 and 400x, while
the histomorphometric analysis was done with a 400x magnification and analysis
by Imaged software. Scores from 0 to 3, ranging from the absence of
inflammatory response to severe inflammation, were assigned to quantify the
intensity of the inflammatory response for each sample. Statistical analysis was
performed using the Anova and Bonferroni tests (p <0.05). All groups presented
moderate inflammation in the first two periods, with presence of inflammatory
infiltrate predominantly of macrophages and angioblastic proliferation. After 15
days the control group presented mild inflammation and greater repair with
predominance of fibroblasts, with significant difference of the groups of materials,
which still presented moderate inflammation At 30 days, all groups presented
mild inflammatory response, with signs of repair, predominance of fibroblasts and
a greater amount of collagen fibers. Within the limitations of this study, it can be
stated that MDDL is a biocompatible material, with biological behavior similar to
MTA and Biodentine

Keywords: Lyophilized Demineralized Dentin Matrix. Biocompatibility. Dentin.
Inflammation. Materials testing. Endodontics.
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1 INTRODUGAO

A dentina representa a maior parte da estrutura dentaria, sendo composta
por cristais minerais de hidroxiapatita, fibras colagenas e macromoléculas nao
colagenas (BERTASSONI, 2017). Sua porgcao inorganica apresenta 27% de
calcio, com maior concentragcao deste elemento em sua superficie externa, 13%
de fésforo e 0,01% de magnésio. Também possui ferro, cobre, zinco e fluor e 0
seu teor de agua equivale a 10% (ATANCE, 1996).

A matéria organica da dentina € composta por fibras colagenas (90% sao
colageno do tipo 1) que sédo unidas por lipidios, glicosaminoglicanas e compostos
proteicos, acido condroitino-sulfurico, residuo proteico insoluvel e acido citrico.
Além disso, € possivel encontrar colesterol, lipidios e constituintes nao
colagenos, tais como: fosforinas, fosfoproteinas, sialoproteinas, Gla-proteinas
(osteocalcina), proteoglicanas, glicoproteinas, glicoproteinas  acidas
(osteonectina) e proteinas séricas (ATANCE, 1996; BERTASSONI et al., 2012;
OPSAHL VITAL et al., 2012; CHAUSSAIN et al., 2013; QIN et al., 2015). As
glicosaminoglicanas, que fazem parte dos proteoglicanos, sdo importantes para
a maturagao de fibrilas de colageno e mineralizacao adequada (EMBERY et al.,
2001).

O tecido dentinario apresenta elementos bioquimicos potenciais, os quais
poderdo interagir positivamente com as células permitindo uma melhor adesao,
crescimento, migragao e diferenciacao celular. Tais caracteristicas podem ser
importantes tanto na engenharia tecidual quanto nas enxertias realizadas na
ortopedia, neurocirurgia, odontologia, cirurgias plasticas e cirurgias de
reconstrugdo. A dentina é considerada um tecido conjuntivo mineralizado, cuja
composigdo e modo de formagdo exibem muitas similaridades com o 0sso
(HOLLINGER & WONG, 1996), é o tecido menos mineralizado e mais resiliente
da estrutura dentaria sendo componente chave para engenharia tecidual (LI et
al., 2011).

A dentina, tal como o 0sso, contém fatores de crescimento como proteinas
o0sseas morfogenéticas (BMP), insulinico (IGF), derivado de plaquetas (PGDF),
de crescimento fibroblastico (FGF) e de transformagédo do crescimento beta
(TGFR) (GAO et al., 1998; SCHMIDT-SCHULTZ & SCHULTZ, 2005; SMITH et
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al., 2012). Estes fatores de crescimento podem também estimular a produgéo de
matriz ou regular a producdo de proteinas ou moléculas que s&o importantes
para o processo de remineralizagao da matriz especifica (MAZZONI et al., 2009;
SMITH et al., 2012). A liberagdo dessas moléculas de dentina pode fornecer uma
fonte de moléculas bioativas com potencial significativo para aplicagdo no reparo
da estrutura dentinaria danificada ou restaurada (SMITH et al, 2012;
FERRACANE et al., 2013). As BMPs sado moléculas que atuam sobre as células
tronco levando a diferenciagcao de células secretoras de matriz 6ssea (KATZ et
al., 1993; HOTZ & HERR, 1994) e tém funcao de regular a diferenciacdo do
tecido cartilaginoso e ésseo in vivo. Elas desempenham varias fungdes durante
0 desenvolvimento embrionario e na organogénese, incluindo a
esqueletogénese e o desenvolvimento craniofacial dos tecidos O&sseos e
dentarios. Durante a enxertia 6ssea onde ocorre a reabsorcdo Ossea, 0s
osteoclastos degradam a matriz 6ssea que propicia a liberagdo das BMPs. Estas
proteinas induzem a quimiotaxia, a proliferacdo e a diferenciagdo das células
osteoprogenitoras em osteoblastos, bem como aumentam a sintese de matriz
O0ssea (BESSHO et al., 1990; 1992).

Com base no potencial de osteoindugao, osteocondugéao, e osteogénese,
e na similiaridade histologica da dentina com osso (KIM et al., 2013), muitos
estudos vém sendo realizados com a matriz dentinaria desmineralizada (MDD)
para avaliar a sua capacidade de atuar como um biomaterial. A MDD é um
complexo de colageno tipo 1 e fatores de crescimento sem os cristais minerais
(LIU et al., 2016). Nas ultimas décadas estudos nessa area vém sendo
realizados, principalmente utilizando-a como arcabougo para ligagao,
crescimento e diferenciagao celular, identificacao de fontes de células-tronco e
moléculas bioativas visando a regeneracdo de tecidos e 6rgéos
(ALBUQUERQUE et al., 2014). Como resultado, a evolugao dos biomateriais tem
estimulado o desenvolvimento de novos produtos além do aperfeicoamento dos
materiais ja disponiveis no mercado (DEB & CHANA, 2015). Na engenharia
tecidual, os biomateriais devem interagir positivamente com as células para
permitir uma melhor adeséo, crescimento, migracao e diferenciacéo celular (MA,
2004).
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Para utilizacdo da matriz dentinaria como um biomaterial, ela precisa ser
submetida aos processos de desmineralizagao e liofilizagdo. A liofilizagao a frio
consiste na desidratacdo da matriz dentinaria desmineralizada por mobilizagao
das moléculas de agua de solvatagcdo que envolvem as macromoléculas
proteicas. Esta dessecacdo ocorre por um mecanismo de queda brusca de
pressao devido a formagao de vacuo e diminuicao acentuada da temperatura,
controlada pelo aparelho liofilizador. A liofilizagdo se apresenta como uma
técnica importante para biomateriais de enxertos homogenos para diminuigao do
risco de transmissao de infecgbes como o HIV e declinio de sua antigenicidade.
(ZASACKI, 1991; MELLONIG et al., 1992).

Diversos estudos demonstraram que a matriz 6ssea desmineralizada
estimula condrogénese seguida de osteogénese quando em contato com células
mesequimais em implantes em musculo, medula 6ssea, tenddes e ligamento
periodontal (URIST, 1965; URIST & DOWELL, 1968; REDDI & HUGGINS, 1972;
CHALMERS et al., 1975). Com base nesses trabalhos, foram realizados outros
estudos que implantaram a MDD de ratos, coelhos e humanos, nos olhos e na
musculatura abdominal de ratos e coelhos, nos quais encontraram,
histologicamente, a formacgao de tecido 6sseo nesses tecidos (BANG & URIST,
1967b; YEOMANS & URIST, 1967; BANG, 1972; BANG et al., 1972; INOUE et
al., 1986; TZIAFAS & KOLOKURIS, 1990) BANG & URIST (1967a) (1967). Os
mesmos resultados também foram alcangados em estudos in vitro com MDD e
células mesenquimais (SOMERMAN et al., 1987). Bang (1972) comparou o grau
de antigenicidade da MDD xenogénica com a homdégena. Neste estudo, notou-
se o alto grau de antigenicidade do enxerto xenogénico sem a presenga de
osteoindugdo, enquanto a MDD homdgena provocava discreta reacao
imunoldgica. Além disso, evidenciou-se ainda, certo potencial osteoindutor. A
aplicagdo clinica da dentina desmineralizada homdgena foi relatada
posteriormente sem resultados superiores, evidenciados por meio de controle
radiografico (NORDENRAM et al., 1975). Embora a MDD autégena tenha sido
empregada experimentalmente em enxertos 0sseos variados, pouco se sabe

sobre o comportamento dessa substéncia de origem homaogena.
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A MDD também vém sendo testada para outras aplicagcbes além da
enxertia 6ssea. Tziafas & Kolokuris (1990) testaram a MDD autdgena extraida
de dentes deciduos de cdes quando implantada em polpa de dentes caninos
permanentes. Nos implantes pulpares foi observada a formacédo de dentina e
organizagcédo odontoblastica. Oguntebi et al. (1993) compararam capeamentos
pulpares realizados em suinos com MDD, um cimento ceramico bioativo
(Bioglass) e um cimento de hidroxido de calcio (Life). Em todos os espécimes
capeados com MDD foi encontrada uma grande formacdo de dentina
reparadora. Nakashima (1994) comparou a utilizagdo de MDD xendgena isolada
e combinada com BMP-2 e BMP-4 humanas em pulpotomias. Apds dois meses,
esse autor observou que a formagao de dentina foi menor em espessura quando
utilizada a MDD isolada e concluiu que as BMPs possuem um importante papel
na indugao da diferenciacdo de odontoblastos. Zhang et al. (2012) compararam
a MDD com diferentes materiais (0osso ceramico bovino - CBB, submucosa de
intestino delgado, ploi-L-lactato-co-glicolato, e sulfato acido hialurdénico
condroitin-colageno) na regeneracdo dentinaria através de células tronco
pulpares. Esses autores concluiram que as células cultivadas com MDD e CBB
apresentaram maiores niveis de atividade de fosfatase alcalina e expressao de
MmRNA de sialoproteina o6ssea, osteocalcina, sialofosfoproteina dentinaria
(DSPP) e proteina de matriz dentinaria 1 (DMP-1). Com a implantagéo in vivo
dos materiais, foi observada uma maior formagédo de dentina, pré-dentina e
odontoblastos nos grupos da MDD e CBB. Kang et al. (2017) compararam a
eficiéncia das células-tronco humanas da polpa na diferenciagado osteogénica e
na formagéo 6ssea in vivo quando combinadas com a MDD e os fosfatos de
hidroxiapatita-tricalcica (HA-TCPs). Os autores encontraram um maior potencial
de osteoindugcdo da MDD quando comparada com os HA-TCPs devido aos
componentes organicos da MDD. Entretanto, a formacao dssea in vivo foi similar
para os dois materiais. Quando esses dois biomateriais foram comparados em
relacdo a expressao génica osteogénica, o resultado foi similar. Por outro lado,
a expressdo génica dentinogénica foi maior para a MDD. Diferentes tamanhos e
densidades da MDD também ja foram avaliados, Nam et al. (2016) avaliaram

enxertos 6sseos com 2 diferentes tamanhos da MDD, e em avaliag&o histoldgica,



17

concluiram que menores particulas, com menor espacgo entre elas, foram mais
efetivas na promogéo da osteogénese.

Mehrvarzfar et al. (2017) compararam as respostas do agregado mineral
trioxido (MTA) com o MTA combinado com MDD autéloga em pulpotomias.
Nesse estudo clinico de boca dividida, um terceiro molar do paciente foi utilizado
para obtencdo da MDD e outros dois para capeamento pulpar com os dois
materiais. Apos seis semanas de acompanhamento clinico e radiografico, os
dentes foram extraidos e submetidos a uma avaliagéo histologica. Os autores
nao encontraram diferenga estatisticamente significativa quanto a qualidade das
pontes de dentina formadas. Por outro lado, houve um aumento significativo na
espessura das pontes de dentina no grupo do MTA tratado com MDD.

Varios modelos experimentais in vivo tém sido empregados para a
biocompatibilidade de biomateriais implantados em diferentes sitios em animais
(BANG, 1972; BESSHO et al., 1992; CARVALHO et al., 2004; DEB & CHANA,
2015). Avaliar a biocompatibilidade de um novo biomaterial por meio de estudos
in vivo é de suma importancia para seu aperfeicoamento e indicagdes clinicas.
A resposta bioldgica do tecido conjuntivo subcutaneo frente a materiais de uso
odontolégico vem sendo avaliada de longa data. Em 1963, Guttuso realizou um
estudo histopatoldgico para verificar a resposta inflamatéria provocada por
materiais endoddnticos em tecido subcutaneo de ratos. O método de
implantacéo de tubos de polietileno no referido tecido foi proposto por Torneck,
em 1966 (TORNECK, 1966). Em 1981, Olsson, Sliwkowski e Langeland,
(OLSSON et al., 1981) agruparam as duas metodologias citadas anteriormente
para avaliar a resposta inflamatéria de materiais endoddénticos inseridos em
tubos implantados no tecido subcutaneo. A técnica de avaligao bioldgica através
da implantagao de tubos de polietileno com materiais em tecido subcutaneo é a
opgao indicada pela Federagao Dentaria Internacional (Recommended standard
practices for biological evaluation of dental materials. Federation Dentaire
International, Commission of Dental Materials, Instruments, Equipment and
Therapeutics, 1980). Nos ultimos anos diversos estudos foram realizados
utilizando-se a mesma metodologia para avaliar a resposta biolégica de
materiais de uso endododntico (MIDENA et al., 2015; PETROVIC et al., 2015;
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SUZUKI et al., 2015; CAVENAGO et al., 2017; CINTRA et al., 2017a; MOZAYENI
et al., 2017; OMIDI et al., 2017).

A forma em p6 da matriz dentinaria desmineralizada liofilizada poderia ser
empregada sobre o tecido pulpar, de forma analoga ao hidréxido de calcio, com
o objetivo de formar uma barreira mineralizada em casos de capeamento pulpar
e pulpotomia. Atualmente, o MTA é o material de referéncia para o capeamento
pulpar, pulpotomia, selamento de perfuragdes radiculares, reabsorcoes,
apicificagao e retrobturacdo. Este material apresenta-se como um pé fino de
particulas hidrofilicas na coloracao cinza ou branca, sendo composto por silicato
tricalcio, aluminato tricalcio, 6xido tricalcio, 6xido de silicato e outros 6xidos
minerais (TORABINEJAD et al., 1993; PARIROKH & TORABINEJAD, 2010).
Esse cimento foi validado por diversos estudos que comprovaram sua
biocompatibilidade. Dentre os estudos in vivo, a avaliagdo da resposta tecidual
foi muito experimentada por meio de implantes de MTA em tecido subcuténeo
(ZMENER et al., 2012; MIDENA et al., 2015; MINOTTI et al., 2015). De modo
geral, o MTA gera um infiltrado inflamatério crénico de leve a moderada
intensidade que é gradualmente reduzido em fungéo do tempo (HOLLAND et al.,
1999; CAMILLERI & PITT FORD, 2006; BOSIO et al., 2014).

O Biodentine (Septodont, St-Maur-des-Fosses, Franga) € outro material
também a base de silicato tricalcio que tem sido proposto como um substituto
para dentina. Ele pode ser empregado em casos de perfuragdes radiculares,
capeamentos pulpares, pulpotomia, em cirurgias parendoddnticas como selador
apical e, até, como restaurador coronario em dentes posteriores (KOUBI et al.,
2013). Em um estudo in vitro para avaliacado das propriedades biologicas do
Biodentine, Zanini et al (2012) testaram células indiferenciadas da polpa dental
(OD-21) quando em contato com o cimento, e encontraram diferenciacao dessas
células em odontoblastos, concluindo que cimento é considerado bioativo, pois
€ capaz de induzir a biomineralizacado. Dentre os poucos estudos que avaliaram
suas propriedades bioldgicas, Mori et al. (2014), implantaram o Biodentine em
tecido subcutédneo e concluiram que este cimento pode ser considerado

biocompativel.
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Apesar do MTA e o Biodentine serem atualmente os materiais de escolha
para capeamento pulpar direto, pulpotomia e selamento de perfuracdes, eles
podem liberar uma pequena quantidade de arsénico e chumbo quando em
contato com fluidos corporais (CAMILLERI et al., 2012). Aléem disso, outro estudo
mostrou que o radiopacificador utilizado no MTA pode causar pigmentagao das
coroas dentarias quando em contato com o hipoclorito de sddio (MARCIANO et
al., 2015).

Face ao exposto, justifica-se a realizagédo de uma avaliagéo da resposta
bioldgica por meio da implantagéo de tubos de polietileno em tecido subcutaneo
de ratos, de modo a confrontar os resultados dos cimentos ja conhecidos com a
MDD liofilizada em p6. Até a presente data e nas bases de dados consultadas,
ndao ha nenhum relato na literatura sobre a reacédo do tecido conjuntivo
subcuténeo frente a referida matriz em p6. Essas analises biolégicas primarias
serao o ponto inicial de estudos para investigar e validar o uso da MDD liofilizada

em procedimentos clinicos em humanos.
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2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta biolégica da matriz dentinaria desmineralizada

liofilizada em po.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a biocompatibilidade da matriz dentinaria desmineralizada
liofiizada em pd, do Biodentine e do MTA branco implantados em tecido

subcutaneo de ratos.
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3.2 RESUMO

Introdugdo A matriz dentinaria desmineralizada liofilizada (MDDL) & um
complexo de colageno tipo 1 e fatores de crescimento sem os cristais minerais.
Acredita-se que esta matriz, na forma de po, possa ser uma substituta a materiais
endodénticos contemporéneos. O objetivo deste estudo foi avaliar em tecido
subcutaneo de ratos a biocompatibilidade da MDDL comparada com o MTA e
Biodentine. Metodologia: Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, cada
animal recebeu duas incisées no dorso para insercao de quatro tubos de
polietileno, sendo 3 preenchidos com os materiais experimentais (MDDL, MTA e
Biodentine) e 1 vazio (grupo controle) (n=10). Apés 3, 7, 15 e 30 dias os animais
foram sacrificados e as amostras de tecido adjacentes aos tubos foram
processadas em laminas histololégicas e coradas com hematoxilina e eosina
para avaliagdo qualitativa descritiva e quantitativa em microscopio éptico. Foram
atribuidos escores para quantificar a intensidade da resposta inflamatoria que
foram estatisticamente comparados por meio do teste Anova (p<0,05)
Resultados: Na analise descritiva, todos os grupos apresentaram resposta
inflamatoéria moderada nos dois primeiros periodos. Apdés 15 dias o grupo
controle apresentou inflamagéo leve enquanto os grupos dos materiais ainda
apresentaram inflamacao moderada. Aos 30 dias, todos os grupos apresentaram
resposta inflamatoria leve e com sinais de reparo. A analise histomorfométrica
mostrou semelhanga entre os grupos nos periodos de 3 e 7 dias (escore 2). Aos
15 dias, o grupo controle se apresentou com escore 1, com diferenga significativa
em relagado aos outros grupos (escore 2). No ultimo periodo, todos os grupos
apresentaram o mesmo resultado (escore 1). Conclusao: Dentro das limitagdes
desse estudo, pode-se afirmar que a MDDL em p6 € um material biocompativel.

Palavras-chaves: Matriz dentinaria desmineralizada liofilizada.
Biocompatibilidade. Inflamagéo. Teste de materiais. Endodontia.
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3.4 INTRODUGAO

A matriz dentinaria desmineralizada liofilizada (MDDL) é um complexo de
colageno tipo 1 e fatores de crescimento sem os cristais minerais (1). A dentina
€ uma fonte de moléculas bioativas com potencial significativo para aplicagdo no
reparo da estrutura dentinaria danificada ou restaurada (2, 3). De acordo com
Albiquerque et al (4) Varios estudos foram realizados, principalmente utilizando-
a como arcabouco para ligacdo, crescimento e diferenciacdo celular e
identificagcédo de fontes de células-tronco e moléculas bioativas visando a
regeneracao de tecidos e 6rgaos. Pesquisas usando diferentes técnicas de
preparo desse material foram realizadas, sendo a sua maioria para avaliacdo
desse material na enxertia 6ssea (5-12). O processo de desmineralizagao €&
necessario para liberar os varios fatores de crescimento e proteinas (13).
Diversos estudos demonstraram que a matriz 6ssea desmineralizada estimula

osteogénese (8, 10-12) e a dentinogénese (14-17).

Atualmente, o Agregado Tridxido Mineral (MTA) e o Biodentine sdo os
materiais de escolha para capeamento pulpar, pulpotomia, selamento de
perfuragdes radiculares, reabsor¢des, apicificacdo e retrobturacédo (18-20). O
MTA apresenta biocompatibilidade (18), adequada capacidade seladora (19),
baixa solubilidade (21), promove a liberagdo de ions calcio e & altamente
alcalino. (22) O Biodentine também é considerado um cimento biocompativel
(23) e bioativo (24). Apesar das boas propriedades desses cimentos, eles podem
liberar uma pequena quantidade de arsénico e chumbo quando em contato com
fluidos corporais (25). Além disso, o 6xido de bismuto, radiopacificador utilizado
no MTA pode causar pigmentagéo das coroas dentarias quando em contato com
o hipoclorito de sodio (26).

A MDDL pode ser produzida em diferentes tamanhos de particulas, tdo
diminutas que constituem o material na forma de p6. (27) A maior parte dos
estudos empregaram esse material para enxertos 6sseos, e por isso utilizam
particulas maiores. Para aplicacdo em endodontia € indicado o material estar em
forma de pé, pois areas de perfuracdo, capeamentos pulpares e reabsorgoes,

por exemplo, apresentam tamanho diminuto, impossibilitando o uso de particulas
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maiores. Nao foram encontrados até o momento, nas principais bases de dados
pesquisadas, estudos que avaliaram a biocompatibilidade desse material na

forma de pequenas particulas (po).

O objetivo desse estudo foi avaliar a resposta biolégica da MDDL em po
por meio da implantacido de tubos de polietleno com esse material, MTA e

Biodentine, em tecido subcutaneo de ratos.
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3.5 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Setor de Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-
UFPR - processo 23075167918/2016-35; Aprovagao 1050). Foram utilizados 40
ratos da linhagem Wistar (Rathus norvegicus), fémeas, adultos, com peso entre
250 e 300 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas coletivas,
com cinco animais cada. Estes receberam agua e ragao comercial balanceada
ad libitum. Essas gaiolas foram mantidas, pré e pos-procedimentos cirurgicos,
em uma sala com temperatura controlada (23 £ 1° C). Para a realizacdo do
procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados com uma associagao de
cloridrato de Xilazina (0,04 mL/100 g Xilazin® - Syntec do Brasil Ltda, Santana
de Parnaiba, Brasil) e cloridrato de Ketamina (0,08 mL/100 g Cetamin® - Syntec
do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba, Brasil) por meio de inje¢ao intramuscular.

Foram selecionados 160 tubos de polietileno (Embramed Ind. Com. Ltda.
Sao Paulo, Brasil) com 1,5 mm de didmetro interno, 2 mm de didmetro externo
e 10 mm de comprimento, esterilizados por 6xido de etileno, foram divididos em
quatro grupos:

1. MTA (n=40): Preenchidos com MTA (Angelus, Londrina, Brasil)

2. MDDL (n=40): Preenchidos com a MDDL.

3. Biodentine (n=40): Preenchidos com Biodentine (Septodont, St-Maur-

des-Fosses, Franga)

4. Controle negativo (n=40) Tubos vazios.

A MDDL utilizada nesse estudo foi obtida do banco de dentes da UFPR.
Foram selecionados dentes terceiros molares higidos, com indicagao clinica
para exodontia. O processo de obtencdo da matriz foi iniciado com a remocgao
do ligamento periodontal e polpa dos dentes extraidos, seguido pela
esterilizacdo em autoclave. Em seguida foi realizada a pulverizagcdo em
diferentes granulometrias e peneiragcao em telas graduadas, para esse estudo
foram utilizadas particulas pequenas (75 um) de modo a se obter uma matriz fina
com apresentacao em po. A separacdo quimica entre esmalte, dentina e

cemento foi realizada por fracionamento de liquidos de densidade adequada. A
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dentina separada foi desmineralizada de acordo com o protocolo de LI et al.
(2011), que consiste numa sequéncia de solu¢des de EDTA de 17%, 10% e 5%.
Apos secagem, a matriz foi levada a um liofilizador até a sua completa
liofilizacdo. Assim que obtida a MDDL, foi esterilizada por raios Gama e
criopreservada a -80°C.

Os cimentos MTA e Biodentine foram preparados de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A MDDL foi manipulada, sobre uma placa de vidro
esterilizada, com agua destilada esterilizada, agregada aos poucos, com auxilio
de uma espatula metalica flexivel n® 24 (SS White/Duflex, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) até obter-se uma consisténcia de pasta.

Apos manipulacédo, os materiais foram inseridos nos tubos de polietileno
com auxilio de uma espatula de insercdo e condensadores endoddnticos
(Maillefer, Ballaigues, Suica), de modo a preencher de forma homogénea suas
extremidades.

Com os animais anestesiados, foi realizada a tricotomia do dorso dos
animais e antissepsia desta regido com solugédo de iodopovidona (Rioquimica
Industria Farmacéutica Ltda., Sdo José do Rio Preto, Brasil). Em seguida, foi
realizada uma incisdo longitudinal com uma extensdo de aproximadamente 15
mm na regidao mediana do dorso de cada animal com lamina de bisturi n°15
(Embramac — Empresa Brasileira de Materiais Cirurgicos Ltda., Itajai, Brasil). Os
tubos de polietilieno foram posicionados dentro de um dispositivo Transofix
(B.Braun, Sao Gongalo, Brasil) utilizado como um trocarte, juntamente com um
artroscépio TM Action para ATM (Traumec, Rio Claro, Brasil). Este instrumento
foi introduzido com movimentos de cateterismo com leve pressao, divulsionando
os tecidos até atingir uma profundidade de 18 mm, onde o tubo foi depositado.

Os implantes foram depositados perpendicularmente a linha de inciséo,
cada animal recebeu quatro implantes, dois na incisdo superior (grupo 1 para
esquerda, grupo 2 para direita) e dois na regiao inferior (grupo 3 para esquerda
e grupo 4 para direita). As bordas das incisdes foram suturadas com fio de seda
4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Produtos Profissionais Ltda., Sdo José dos
Campos, Brasil). Em seguida, uma nova antissepsia desta regido com solu¢ao
de iodopovidona foi realizada. Os animais foram divididos em quatro periodos

experimentais (3, 7, 15 e 30 dias), com 10 animais por periodo.
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Decorridos os periodos experimentais, os animais foram sacrificados com
uma overdose de solugcido anestésica. Apds constatada a morte do animal, foi
realizada a tricotomia da regido dorsal e os tubos implantados foram localizados
por palpacao. A area do local do implante foi dissecada com lamina de bisturi n®
15 juntamente com uma margem de tecido ao redor do tubo. Os tecidos foram
fixados em solugédo de formalina a 10%. Os tubos foram removidos e os
espécimes foram incluidos em parafina. Cortes longitudinais de 5 micrometros
de espessura, foram realizados no sentido longitudinal do tubo. As Iaminas foram
coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE) e analisadas por
microscopia de luz. Os cortes corados com HE foram usados para as analises
histolégica descritiva e histomorfométrica.

A descrigao histologica foi realizada para identificar a resposta do tecido
subcutdneo aos materiais testados. Foi utilizado um microscopio de luz
(Olympus, Toquio, Japao) com aumentos de 100 e 400x. A area avaliada foi a
porcao de tecido localizada na embocadura do tubo de polietileno, regido dos
tecidos que esteve em contato com os materiais testados. A analise foi realizada
por meio de uma descricdo dos fendmenos celulares vinculados a reagao
tecidual frente ao material testado. Foram considerados o infiltrado inflamatério
(e os fenbmenos correlatos) e o reparo.

A analise histomorfométrica foi realizada com o uso de um microscopio de
luz com aumento de 400x. A porcao do tecido que permaneceu em contato com
o material na extremidade do tubo foi avaliada. Trés campos adjacentes foram
capturados e as imagens foram analisadas pelo uso do software ImageJ
(ImagedJ, Bethesda, EUA). Entdo, foram classificados em escores, de acordo
com a metodologia de estudos similares (28-31), sendo: (0) - nenhuma ou
poucas células; (1) - menos de 25 células; (2) - entre 25 e 125 células; e (3) -
125 ou mais células infllamatérias.

As prevaléncias dos escores foram convertidas em porcentagem, bem
como estabelecidas suas medianas para cada grupo em cada periodo
experimental. Os dados foram analisados estatisticamente pela conversdo das
variaveis em Ranks e teste Anova com analise de Bonferroni com nivel de

significancia de 5% (p<0,05)



3.6 RESULTADOS

3.6.1 Analise histologica descritiva
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Como caracteristica comum entre os grupos observou-se a formagéo

de tecido conjuntivo ao redor da area de implantacédo do tubo. Nos grupos com

materiais foi possivel observar particulas dos materiais nos tecidos. Outra reacéo

tecidual observada em todos os grupos, foi a evolugéo do reparo em fungao do

tempo.

Periodo de 3 dias

Nesse periodo, todos os grupos apresentaram infiltrado inflamatério moderado,

com predominio de macréfagos. Além disso, alguns fibroblastos e vasos

sanguineos também foram observados. Observou-se presenga de edema

(Figura 1).
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Figura 1- Periodo de 3 dias - (A) Controle (B) MDDL (C) MTA (D) Biodentine. Triangulos indicam

infiltrado inflamatério. Flechas indicam vasos sanguineos
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Periodo de 7 dias

Todos os grupos ainda apresentaram infiltrado inflamatério moderado
com predominio de macrofagos. Foi observada presenga de proliferagéo
angioblastica. Nos grupos dos cimentos observou-se o0s macrofagos
posicionados ao redor e em interagcdo com o material extravasado, na realizagao

de fagocitose (Figura 2).
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Figura 2 - Periodo de 7 dias -(A) Controle (B) MDDL (C) MTA (D) Biodentine. Tridangulos indicam
infiltrado inflamatério. Flechas indicam vasos sanguineos.

Periodo de 15 dias

O grupo controle apresentou maior reducédo do infiltrado inflamatério,
apresentando intensidade leve. Os demais grupos mantiveram um infiltrado

inflamatoério moderado com maior proliferagao fibro-angioblastica (Figura 3).
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Figura 3 - Periodo de 15 dias - (A) Controle (B) MDDL (C) MTA (D) Biodentine. Tridngulos indicam
infiltrado inflamatério. Flechas pretas indicam vasos sanguineos. Flechas azuis indicam
fibroblastos. Quadrados indicam fibras colagenas.

Periodo de 30 dias

Todos o0s grupos apresentaram infiltrado inflamatério leve, capsula
delgada, grande quantidade de fibras colagenas e diminui¢do da populagéao de
células inflamatérias e de vasos sanguineos neste periodo. Além disso,

observou-se um predominio de fibroblastos (Figura 4).
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Figura 4- Periodo de 30 dias - (A) Controle (B) MDDL (C) MTA (D) Biodentine. Flechas pretas
indicam vasos sanguineos. Flechas azuis indicam fibroblastos. Quadrados indicam fibras
colagenas.

3.6.2 Andlise histolégica morfométrica

A Tabela 1 apresenta as porcentagens dos escores que categorizam a
resposta inflamatéria dos diferentes grupos em todos os tempos experimentais.
Nos periodos de 3 e 7 dias nao foram observadas diferencas entre todos os
grupos, os especimes apresentaram contagem de células entre 25 e 125.
(escore 2). No periodo de 15 dias, os grupos dos materiais apresentaram maior
resposta inflamatoria (escore 2), com diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05), com o grupo controle que apresentou maior reparo (escore 1). Em 30

dias, todos os grupos apresentaram sinais evidentes de reparacgao (escore 1).



Tabela 1 — Porcentagem dos escores que categorizam a resposta inflamatdria dentre os grupos
avaliados nos diferentes periodos experimentais.
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Escores
Periodo/Grupo 0 1 2 3 Mediana

Controle 0 0 100 0 2

w MTA 0 0 100 0 2
§ Biodentine 0 0 100 0 2
MDDL 0 0 100 0 2

Controle 0 0 100 0 2

w MTA 0 0 100 0 2
§ Biodentine 0 0 100 0 2
MDDL 0 0 100 0 2
Controle 0 100 0 0 12
. MTA 0 0 100 0 2v
§ Biodentine 0 6.66 93.34 0 2b
MDDL 0 13.33 86.67 0 2v

Controle 0 100 0 0 1

0 MTA 0 100 0 0 1
g Biodentine 0 93.34 6.66 0 1
MDDL 0 100 0 0 1

Escores — 0 (henhuma reagao inflamatéria): nenhuma ou poucas; 1 (reagéo inflamatdria
leve): menos de 25 células; 2 (reacao inflamatéria moderada): entre 25 e 125 células; 3
(reacao inflamatdria severa): 125 ou mais células.

*No periodo de 15 dias, letras diferentes indicam diferencga estatistica significante entre

os grupos (ANOVA, Bonferroni, p<0,05)
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3.7 DISCUSSAO

De acordo com os resultados, a MDDL em pé apresentou-se
biocompativel, com resposta bioldgica similar aos cimentos MTA e Biodentine.

Em geral, os biomateriais ndo devem induzir uma resposta negativa do
tecido hospedeiro e, para tanto, devem se assemelhar quimicamente ao mesmo.
Essa caracteristica € definida como biocompatibilidade (32). Algumas
caracteristicas dos estudos em tecido subcutaneo fazem com que esse método
seja referéncia pela FDI (33) e ISO (34). Uma das vantagens € que apos a
implantacdo de tubos de polietileno vazios em tecido subcutaneo do dorso de
ratos ocorre reparo com formacao de tecido fibroso e a inflamagao nao se
apresenta persistente; outra vantagem da aplicagao deste método € de permitir
a implantagédo de materiais prontamente manipulados, diminuindo a difusao para
os tecidos adjacentes dos componentes dos materiais, assim como a
padronizagcao do contato material/tecido por meio do didmetro do tubo. O
didmetro externo adotado nesse estudo, permite seguranga quanto ao
extravasamento do material, ao mesmo tempo fornece uma area adequada e
padronizada para analise histologica. Para resolugdo do problema de
extravasamento de material poderia se implantar o material depois da sua presa,
entretanto, desse modo, seria perdida a avaliacdo das reagcdes que ocorrem
antes da presa (35).

Para esse estudo realizou-se a liofilizagdo da MDDL, que consiste numa
técnica de preparo adequada a biomateriais de enxertos, uma vez que, tém-se
observado a diminui¢ao do risco de transmissao de infecgdes como o HIV, no
caso de enxertos homogenos, além do significativo declinio de sua
antigenicidade, estimulando apenas discretamente a reagéo de resposta imune
do paciente (36-38). O processo de liofilizagédo a frio promove a desidratagéo da
matriz dentinaria desmineralizada por mobilizagédo das moléculas de agua de
solvatagcao que envolvem as macromoléculas proteicas. A liofilizagao poderia
provocar a hidrélise dessas macromoléculas mantendo, entretanto, intactos os
polipeptideos que constituem segmentos proteicos de natureza colagena ou néo,
biologicamente ativos no processo de regeneragao tecidual. Tal fato poderia

explicar a diminuigdo da antigenicidade da MDDL, sem perdas das
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caracteristicas osteopromotoras. Considerando que nesse estudo foi utilizado
um enxerto xendgeno, a biocompatibilidade apresentada pode ser decorrente da
liofilizacao.

O tamanho das particulas e a interconexdo dos poros da MDD
desempenham um importante papel na formagdo 6ssea. Nam et al. (27)
avaliaram enxertos 6sseos com 2 diferentes tamanhos da MDD, e em avaliagao
histoldgica, concluiram que menores particulas, com menor espaco entre elas,
foram mais efetivas na promogéo da osteogénese. Porém, para utilizagdo em
endodontia, o material deve estar na forma de pd, ja que as dimensdes das
estruturas tratadas sdo bastante reduzidas, ndo sendo possivel a aplicagao de
materiais em forma granular.

A escolha do MTA como material para comparacao se deve ao fato de ser
uma material extensamente estudado e presente no mercado ha varios anos (18,
26, 39-41). Esse material € o padrao-ouro para tratamentos de reabsorgdes,
perfuragdes, pulpotomias e retro-obturacdo. Tal fato se deve as suas
caracteristicas fisico-quimicas e boas propriedades biolégicas. Varios estudos ja
comprovaram que o MTA €& biocompativel (42). Estudos clinicos também
demonstraram a superioridade biolégica desse material a outros cimentos
utilizados para retro-obturagéo (43-45). Em 2008, Fernandez-Yanez Sanchez et
al. (46) através de uma meta-analise comparando MTA e outros cimentos retro-
obturadores encontraram os mesmos resultados. Os resultados desse estudo
demonstraram que o MTA apresentou reagao inflamatéria moderada nos
periodos iniciais de 3, 7 e 15 dias, havendo reparo com o tempo. Além disso, aos
30 dias, ele induziu uma resposta inflamatéria leve e formagao de um novo
tecido, sendo este, organizado, com predominio de fibras colagenas e
fibroblastos, corroborando com os resultados de outros estudos (40, 47-49).
Resultado diferente de Mori et al. (23) que encontrou resposta inflamatéria leve
também nos periodos iniciais, por outro lado Moretton et al. (48), verificaram
presenca de inflamacéao severa, com presenga de necrose, aos 15 e 30 dias.

Apesar das satisfatorias propriedades do MTA, seu longo tempo de presa e
dificuldade de manipulagdo estimulam a busca por um material substituto. A
inclusdo do Biodentine nesse estudo se deve ao fato desse cimento ser

apresentado como uma opgao ao MTA pois possui as mesmas indicacdes
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clinicas. Em um estudo clinico, Nowicka et al. (50) compararam Biodentine e
MTA quanto a resposta pulpar de dentes humanos apds capeamento com 0s
dois materiais. Os autores encontraram resultados semelhantes para os dois
grupos e concluiram que o Biodentine teve eficacia similar ao MTA na realizagao
de capeamentos pulpares diretos, além disso, se apresenta como uma opgao de
manejo e técnica mais simples que o MTA. Outros autores também encontraram
bons resultados sobre células pulpares (24, 51-53) e estimulagdo da formagéao
de dentina (51, 52). Em um estudo in vitro comparando a ocorréncia de
descoloragao coronaria, os autores encontraram diferenga significativa para o
Biodentine, que apresentou menor alteracdo de cor nos dentes quando
comparado aos cimentos Bioaggregate e MTA. Nesse estudo observou-se uma
resposta inflamatéria moderada nos periodos iniciais e reparo nos periodos
finais. Estes achados corroboram os resultados de estudos prévios (23, 54).
Usados como controle, os tubos vazios mostraram reacao inflamatéria nos
periodos iniciais (3 e 7 dias) semelhante a dos outros grupos. Aos 15 dias, o
grupo controle apresentou maior reparo, diferindo dos grupos dos cimentos que
ainda apresentaram reacéo inflamatoria moderada. Aos 30 dias, todos os grupos
apresentaram reparo, com presenca de poucas células inflamatdrias. A presenca
de inflamacéao nos dois primeiros periodos sugere que essa resposta se deu pelo
trauma cirurgico, e, portanto, a reagao inflamatéria encontrada nos outros grupos
apods 7 dias se deu pelos materiais.
Tendo em vista a biocompatibilidade da MDDL encontrada nesse estudo,
esse material pode ser uma alternativa interessante para tratamentos que sao
realizados na atualidade com o MTA. Para sua utilizagado em humanos se fazem

necessarios novos estudos que testem suas propriedades fisico-quimicas.
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4 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, é possivel afirmar que a MDDL é

um material biocompativel apresentando comportamento semelhante aos
cimentos MTA e Biodentine.
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ANEXO 2 - MATERIAIS E METODOS DETALHADOS

1. Aprovagao do comité de ética

O presente estudo (processo 23075167918/2016-35) foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais do Setor de Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana (CEUA/BIO-UFPR) sob numero 1050.

2. Animais de experimentacao

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar (Rathus norvegicus),
fémeas, adultos, com peso entre 250 e 300 gramas, oriundos do Biotério da
Universidade Federal do Parana — UFPR. Somente animais que apresentaram
fungdes vitais normais foram utilizados. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas coletivas, com cinco animais cada. Estes receberam agua e racao
comercial balanceada ad libitum. Essas gaiolas foram mantidas, pré e pos-
procedimentos cirurgicos, em uma sala do Biotério com temperatura controlada
(23 £ 1°C).

3. Anestesia

Para a realizagdo do procedimento cirdrgico, os animais foram
anestesiados com uma associagao de cloridrato de Xilazina (0,04 mL/100 g
Xilazin® - Syntec do Brasil Ltda, Brasil) e cloridrato de Ketamina (0,08 mL/100 g

Cetamin® - Syntec do Brasil Ltda, Brasil) por meio de injecao intramuscular.

4. Delineamento do Experimento

A resposta biologica da matriz dentinaria desmineralizada liofilizada (em
po), do MTA branco (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) e do Biodentine
(Septodont, Saint-Maur-des-fossés Cedex, Franga) foi avaliada por meio da
implantagdo de tubos de polietileno no tecido subcutaneo de animais de

experimentagao.
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5. Obtencao da Matriz Dentinaria Liofilizada (MDDL)

A MDDL utilizada nesse estudo foi obtida do banco de dentes da UFPR.
Foram selecionados dentes terceiros molares higidos. O processo de obtengao
da matriz foi iniciado com a remogéao do ligamento periodontal e polpa, seguido
pela esterilizacdo em autoclave. Em seguida foi realizada a pulverizagdo em
diferentes granulometrias e peneiracdo em telas graduadas. Para esse estudo
foi utilizada a MDDL fina (75 ym).

A separagao quimica entre esmalte, dentina e cemento foi realizada por
fracionamento de liquidos de densidade adequada. A dentina separada foi
desmineralizada de acordo com o protocolo de LI et al. (2011), que consiste
numa sequéncia de solucbes de EDTA em diferentes concentracbes. Apos
secagem, a matriz foi levada a um liofilizador até a sua completa liofilizag&o.

Assim que obtida a MDDL, ela foi esterilizada por raios Gama, e quando

foi validado o processo, foi criopreservada a -80°C.

6. Preparo dos materiais

A MDDL foi manipulada, sobre uma placa de vidro esterilizada, com agua
destilada esterilizada, agregada aos poucos, com auxilio de uma espatula
metalica flexivel n° 24 (SS White/Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) até obter-se
uma consisténcia de pasta.

O Biodentine foi manipulado de acordo com as recomendagdes do
fabricante, utilizando-se um amalgamador (Dabi Atlante, Ribeirdo preto, SP,
Brasil) para a mistura do cimento. Foram adicionadas 5 gotas do liquido ao p6 e
capsula acondicionadora do material foi levada a agitagao por 30 segundos.

O MTA branco foi manipulado com agua destilada esterilizada
empregando a proporcao de 3 partes de p6 para uma de liquido (Cavenago et
al., 2014). Para fracionar a quantidade de p6, este foi pesado em uma balanga
analitica eletronica (Ohaus Adventurer, Parsippany, Estados Unidos) e o liquido
proporcionado com auxilio de uma micropipeta monocanal de volume variavel
(Digipet, Curitiba, PR, Brasil).



54

7. Preparo dos implantes

Foram utilizados 160 tubos de polietileno (Embramed Ind. Com. Ltda. —
Sao Paulo — SP — Brasil) com 1,5 mm de didmetro interno, 2 mm de didametro
externo e 10 mm de comprimento. Estes tubos foram previamente esterilizados
com Oxido de etileno (Unidade de Processamento de Materiais Esterilizados,
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana).

Apds manipulagao, os materiais, foram inseridos nos tubos de polietileno
com auxilio de uma espatula de insercdo e condensadores endoddnticos
(Maillefer, Ballaigues, Suica), de modo a preencher toda a extensao do tubo com
o total selamento de suas extremidades. Tubos de polietileno vazios foram

utilizados como controle.

8. Procedimentos cirurgicos

Com os animais anestesiados, foi realizada a tricotomia do dorso dos
animais e antissepsia desta regiao com solugdo de iodopovidona (Rioquimica
Industria Farmacéutica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil).

Em seguida, foi realizada uma incisdo longitudinal com uma extensao de
aproximadamente 15 mm na regido mediana do dorso de cada animal com
ldmina de bisturi n°15 (Embramac — Empresa Brasileira de Materiais Cirurgicos
Ltda., Itajai, SC, Brasil). Os tubos de polietileno foram posicionados dentro de
um dispositivo Transofix (B.Braun, Sdo Gongalo, Brasil) utilizado como um
trocarte, juntamente com um artroscépio TM Action para ATM (Traumec, Rio
Claro, Brasil). Este instrumento foi introduzido com movimentos de cateterismo
com leve presséo, divulsionando os tecidos até atingir uma profundidade de 18
mm, onde o tubo foi depositado.

Os implantes foram depositados perpendicularmente a linha de incisao,
cada animal recebeu quatro implantes, dois para o lado direito e outros dois para
o lado esquerdo do dorso do animal, conforme descrito anteriormente. As bordas
das incisbes foram suturadas com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson,

Produtos Profissionais Ltda., Sdo José dos Campos, SP, Brasil). Em seguida,
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uma nova antissepsia desta regido com solucéo de iodopovidona foi realizada.
Para a identificagdo dos animais foram realizadas marcagdes, de diferentes
cores, com caneta permanente na base da cauda dos animais. Os animais foram
divididos em quatro periodos experimentais (3,7, 15 e 30 dias), com 10 animais

por periodo.

9. Obtengao das amostras e procedimentos histotécnico

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram sacrificados com
uma overdose de solucao anestésica. Para esse método, os animais foram
novamente anestesiados e entdo, foi realizada uma injecdo intracardiaca de
solucao anestésica.

Apods constatada a morte do animal, foi realizada a tricotomia da regiéo
dorsal e os tubos implantados foram localizados por palpagao. A area do local
do implante foi dissecada com lamina de bisturi n® 15 juntamente com uma
margem de tecido ao redor do tubo. A pega cirurgica contendo o tecido cutaneo,
corpo de prova e tecido subcutaneo foi distendida em papel cartdo e fixada em
solugado de formol tamponado a 10% (Farmanilquima, Curitiba, Brasil). Cada
espécime foi acondicionado em frasco unitario com identificacdo do animal,
grupo e periodo experimental correspondente.

Apos sete dias de fixacdo, as pecas foram recortadas com navalha para
a remocgao do excesso de tecido. Os tubos de polietileno foram cuidadosamente
removidos realizando-se uma inciséo firme e unica com lamina de bisturi n® 15
em uma das laterais do tubo. O tecido ao redor do tubo com especial atencao as
extremidades foi desprendido com o auxilio de uma pinga clinica. Para a
desidratacéo, as pecas foram armazenadas em alcool 70% por um periodo de 2
dias. Em seguida, foram submetidas a 3 banhos com alcool absoluto. Para a
diafanizacao dos tecidos, as pegas foram armazenadas em xilol (Farmanilquima,
Curitiba, Brasil). Na sequéncia, as amostras foram banhadas e incluidas em
Histosec (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) que € composto por parafina e
resina plastica.

As pecas incluidas foram cortadas em microtomo rotativo automatico

Leica RM2265 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha), obtendo cortes
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semi-seriados com 5 micrometros de espessura, estendidos em banho Maria (40
a 50° C) e fixados em laminas de vidro. De cada pega foram obtidas seis laminas,
com quatro cortes cada uma. Os cortes foram realizados no sentido longitudinal
do tubo, para se obter as duas extremidades do mesmo. As laminas foram
coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE).

Para analisar a reacao provocada no tecido subcutaneo foram realizadas
avaliagbes das laminas por meio de um microscopio de luz Olympus BX41
(Olympus, Toquio, Japao). Esta anadlise foi realizada nas extremidades do tubo
implantado, na interface de contato do material com os tecidos. Os cortes
corados com HE foram usados para as analises histolégica descritiva e
histomorfométrica.

Figura 5 - Procedimentos cirtrgicos. - (A) Tubos de polietileno com materiais. (B) Incisées longitudinais no dorso dos
ratos. (C) Implantagdo de tubo de polietileno com uso de trocarte. (D) Dissecagdo, localizagdo dos tubos e remogéo
do tecido para andlise.
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10.Analises histologicas

A descrigao histologica foi realizada para identificar a resposta do tecido
subcutaneo aos materiais testados. Foi utilizado um microscopio de luz com
aumentos de 100 e 400x. A area avaliada foi a por¢cao de tecido localizada na
embocadura do tubo de polietileno, regido dos tecidos que esteve em contato
com os materiais testados. A analise foi realizada por meio de uma descricao
dos fendbmenos celulares vinculados a reacao tecidual frente ao material testado.
Foram considerados o infiltrado inflamatério (e os fenébmenos correlatos) e o

reparo.

11.Analise histomorfométrica

A analise histomorfométrica foi realizada com o uso de um microscoépio de
luz com aumento de 400x. A porgao do tecido que permaneceu em contato com
o material na extremidade do tubo foi avaliada. Trés campos adjacentes foram
capturados por meio do microscopio de luz com maquina digital Olympus DP25
(Olympus, Toquio, Japao) obtendo-se imagens com resolugdo de 5.1
Megapixels. As analises foram realizadas pelo uso do software ImageJ (ImageJ,
Bethesda, EUA).

Cada corte foi analisado aplicando-se a grade de cruz (Analyze> Tools>
Grid > Crosses) com 391 pontos, e com auxilio da ferramenta de contagem (Point
tool). Para cada célula inflamatéria que coincidiu com o centro de uma cruz um
ponto foi contado.

Entao, foram classificados em escores, de acordo com a metodologia de
estudos similares (GOMES-FILHO et al., 2012; CINTRA et al., 2017b;
VALENTIM et al., 2017; BUENO et al., 2018), sendo: (0) - nenhuma ou poucas
células; (1) - menos de 25 células; (2) - entre 25 e 125 células; e (3) - 125 ou
mais celulas.

As prevaléncias dos escores foram convertidas em porcentagem, bem
como estabelecidas suas medianas para cada grupo em cada periodo

experimental.



58

Figura 6 - Contagem das células no software Imagel.
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APENDICE

APENDICE 1 — NORMAS PARA AUTORES DO PERIODICO ESCOLHIDO

Journal of Endodontics
General Points on Composition

Authors are strongly encouraged to analyze their final draft with both software
(e.g., spelling and grammar programs) and colleagues who have expertise in
English grammar. References listed at the end of this section provide a more
extensive review of rules of English grammar and guidelines for writing a scientific
article. Always remember that clarity is the most important feature of scientific
writing. Scientific articles must be clear and precise in their content and concise
in their delivery since their purpose is to inform the reader. The Editor reserves
the right to edit all manuscripts or to reject those manuscripts that lack clarity or
precision, or have unacceptable grammar or syntax. The following list represents
common errors in manuscripts submitted to the JOE:

The paragraph is the ideal unit of organization. Paragraphs typically start with an
introductory sentence that is followed by sentences that describe additional detail
or examples. The last sentence of the paragraph provides conclusions and forms
a transition to the next paragraph. Common problems include one-sentence
paragraphs, sentences that do not develop the theme of the paragraph (see also

section “c” below), or sentences with little to no transition within a paragraph.

Keep to the point. The subject of the sentence should support the subject of the
paragraph. For example, the introduction of authors’ names in a sentence
changes the subject and lengthens the text. In a paragraph on sodium
hypochlorite, the sentence, “In 1983, Langeland et al., reported that sodium
hypochlorite acts as a lubricating factor during instrumentation and helps to flush
debris from the root canals” can be edited to: “Sodium hypochlorite acts as a
lubricant during instrumentation and as a vehicle for flushing the generated debris
(Langeland et al., 1983)." In this example, the paragraph’s subject is sodium
hypochlorite and sentences should focus on this subject.

Sentences are stronger when written in the active voice, i.e., the subject performs
the action. Passive sentences are identified by the use of passive verbs such as
‘was,” “were,” “could,” etc. For example: “Dexamethasone was found in this study
to be a factor that was associated with reduced inflammation,” can be edited to:
“‘Our results demonstrated that dexamethasone reduced inflammation.”
Sentences written in a direct and active voice are generally more powerful and

shorter than sentences written in the passive voice.
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Reduce verbiage. Short sentences are easier to understand. The inclusion of
unnecessary words is often associated with the use of a passive voice, a lack of
focus or run-on sentences. This is not to imply that all sentences need be short
or even the same length. Indeed, variation in sentence structure and length often
helps to maintain reader interest. However, make all words count. A more formal
way of stating this point is that the use of subordinate clauses adds variety and
information when constructing a paragraph. (This section was written deliberately
with sentences of varying length to illustrate this point.)

Use parallel construction to express related ideas. For example, the sentence,
“Formerly, endodontics was taught by hand instrumentation, while now rotary
instrumentation is the common method,” can be edited to “Formerly, endodontics
was taught using hand instrumentation; now it is commonly taught using rotary
instrumentation.” The use of parallel construction in sentences simply means that
similar ideas are expressed in similar ways, and this helps the reader recognize
that the ideas are related.

Keep modifying phrases close to the word that they modify. This is a common
problem in complex sentences that may confuse the reader. For example, the
statement, “Accordingly, when conclusions are drawn from the results of this
study, caution must be used,” can be edited to “Caution must be used when
conclusions are drawn from the results of this study.”

To summarize these points, effective sentences are clear and precise, and often
are short, simple and focused on one key point that supports the paragraph’s
theme.

Authors should be aware that the JOE uses iThenticate, plagiarism detection
software, to assure originality and integrity of material published in the Journal.
The use of copied sentences, even when present within quotation marks, is highly
discouraged. Instead, the information of the original research should be
expressed by new manuscript author’s own words, and a proper citation given at
the end of the sentence. Plagiarism will not be tolerated and manuscripts will be
rejected, or papers withdrawn after publication based on unethical actions by the
authors. In addition, authors may be sanctioned for future publication.

Organization of Original Research Manuscripts

Please Note: All abstracts should be organized into sections that start with a one-
word title (in bold), i.e., Introduction, Methods, Results, Conclusions, etc., and
should not exceed more than 250 words in length.

Title Page: The title should describe the major emphasis of the paper. It should
be as short as possible without loss of clarity. Remember that the title is your
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advertising billboard—it represents your major opportunity to solicit readers to
spend the time to read your paper. It is best not to use abbreviations in the title
since this may lead to imprecise coding by electronic citation programs such as
PubMed (e.g., use “sodium hypochlorite” rather than NaOCI). The author list must
conform to published standards on authorship (see authorship criteria in the
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
at icmje.org). The manuscript title, name and address (including email) of one
author designated as the corresponding author. This author will be responsible
for editing proofs and order reprints when applicable. The contribution of each
author should also be highlighted in the cover letter.

Abstract: The abstract should concisely describe the purpose of the study, the
hypothesis, methods, major findings, and conclusions. The abstract should
describe the new contributions made by this study. The word limitations (250
words) and the wide distribution of the abstract (e.g., PubMed) make this section
challenging to write clearly. This section often is written last by many authors
since they can draw on the rest of the manuscript. Write the abstract in past tense
since the study has been completed. Three to ten keywords should be listed
below the abstract.

Introduction: The introduction should briefly review the pertinent literature in
order to identify the gap in knowledge that the study is intended to address and
the limitations of previous studies in the area. The purpose of the study, the tested
hypothesis and its scope should be clearly described. Authors should realize that
this section of the paper is their primary opportunity to establish communication
with the diverse readership of the JOE. Readers who are not expert in the topic
of the manuscript are likely to skip the paper if the introduction fails to succinctly
summarize the gap in knowledge that the study addresses. It is important to note
that many successful manuscripts require no more than a few paragraphs to
accomplish these goals. Therefore, authors should refrain from performing the
extensive review or the literature, and discuss the results of the study in this
section.

Materials and Methods: The objective of the materials and methods section is
to permit other investigators to repeat your experiments. The four components of
this section are the detailed description of the materials used and their
components, the experimental design, the procedures employed, and the
statistical tests used to analyze the results. The vast majority of manuscripts
should cite prior studies using similar methods and succinctly describe the
essential aspects used in the present study. Thus, the reader should still be able
to understand the method used in the experimental approach and concentration
of the main reagents (e.g., antibodies, drugs, etc.) even when citing a previously
published method. The inclusion of a “methods figure” will be rejected unless the
procedure is novel and requires an illustration for comprehension. If the method
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is novel, then the authors should carefully describe the method and include
validation experiments. If the study utilized a commercial product, the
manuscript must state that they either followed manufacturer’s protocol or specify
any changes made to the protocol. If the study used an in vitro model to simulate
a clinical outcome, the authors must describe experiments made to validate
the model, or previous literature that proved the clinical relevance of the model.
Studies on humans must conform to the Helsinki Declaration of 1975 and state
that the institutional IRB/equivalent committee(s) approved the protocol and that
informed consent was obtained after the risks and benefits of participation were
described to the subjects or patients recruited. Studies involving animals must
state that the institutional animal care and use committee approved the protocol.
The statistical analysis section should describe which tests were used to analyze
which dependent measures; p-values should be specified. Additional details may
include randomization scheme, stratification (if any), power analysis as a basis
for sample size computation, drop-outs from clinical trials, the effects of important
confounding variables, and bivariate versus multivariate analysis.

Results: Only experimental results are appropriate in this section (i.e., neither
methods, discussion, nor conclusions should be in this section). Include only
those data that are critical for the study, as defined by the aim(s). Do not include
all available data without justification; any repetitive findings will be rejected from
publication. All Figures, Charts, and Tables should be described in their order of
numbering with a brief description of the major findings. The author may consider
the use of supplemental figures, tables or video clips that will be published online.
Supplemental material is often used to provide additional information or control
experiments that support the results section (e.g., microarray data).

Figures: There are two general types of figures. The first type of figures includes
photographs, radiographs or micrographs. Include only essential figures, and
even if essential, the use of composite figures containing several panels of
photographs is encouraged. For example, most photos, radio- or micrographs
take up one column-width, or about 185 mm wide X 185 mm tall. If instead, you
construct a two columns-width figure (i.e., about 175 mm wide X 125 mm high
when published in the JOE), you would be able to place about 12 panels of
photomicrographs (or radiographs, etc.) as an array of four columns across and
three rows down (with each panel about 40 X 40 mm). This will require some
editing to emphasize the most important feature of each photomicrograph, but it
greatly increases the total number of illustrations that you can present in your
paper. Remember that each panel must be clearly identified with a letter (e.g.,
“‘A,” “B,” etc.), in order for the reader to understand each individual panel. Several
nice examples of composite figures are seen in recent articles by Jeger et al (J
Endod 2012;38:884—-888); Olivieri et al., (J Endod 2012;38:1007 1011); Tsai et al
(J Endod 2012;38:965-970). Please note that color figures may be published at
no cost to the authors and authors are encouraged to use color to enhance the
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value of the illustration. Please note that a multi-panel, composite figure only
counts as one figure when considering the total number of figures in a manuscript
(see section 3, below, for the maximum number of allowable figures).The second
type of figures is graphs (i.e., line drawings including bar graphs) that plot a
dependent measure (on the Y-axis) as a function of an independent measure
(usually plotted on the X axis). Examples include a graph depicting pain scores
over time, etc. Graphs should be used when the overall trend of the results are
more important than the exact numerical values of the results. For example, a
graph is a convenient way of reporting that an ibuprofen-treated group reported
less pain than a placebo group over the first 24 hours, but was the same as the
placebo group for the next 96 hours. In this case, the trend of the results is the
primary finding; the actual pain scores are not as critical as the relative
differences between the NSAID and placebo groups.

Tables: Tables are appropriate when it is critical to present exact numerical
values. However, not all results need be placed in either a table or figure. For
example, the following table may not be necessary:Instead, the results could
simply state that there was no inhibition of growth from 0.001-0.03% NaOCI, and
a 100% inhibition of growth from 0.03-3% NaOCI (N=5/group). Similarly, if the
results are not significant, then it is probably not necessary to include the results
in either a table or as a figure. These and many other suggestions on figure and
table construction are described in additional detail in Day (1998).

% NaOCI N/Group % Inhibition of Growth
0.001 5 0

0.003 5 0

0.01 5 0

0.03 5 0

0.1 5 100

0.3 5 100

1 5 100
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% NaOCI N/Group % Inhibition of Growth

3 5 100

Discussion: This section should be used to interpret and explain the results.
Both the strengths and weaknesses of the observations should be discussed.
How do these findings compare to the published literature? What are the clinical
implications? Although this last section might be tentative given the nature of a
particular study, the authors should realize that even preliminary clinical
implications might have value for the clinical leadership. Ideally, a review of the
potential clinical significance is the last section of the discussion. What are the
major conclusions of the study? How does the data support these conclusions
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Manuscripts Category Classifications and Requirements

Manuscripts submitted to the JOE must fall into one of the following categories.
The abstracts for all these categories would have a maximum word count of 250
words:

CONSORT Randomized Clinical Trial-Manuscripts in this category must strictly
adhere to the Consolidated Standards of Reporting Trials-CONSORT- minimum
guidelines for the publication of randomized clinical trials. These guidelines can
be found at . These manuscripts have a limit of 3,500 words, [including abstract,
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introduction, materials and methods, results, discussion, and acknowledgments;
excluding figure legends and references]. In addition, there is a limit of a total of
4 figures and 4 tables™*.

Review Article-Manuscripts in this category is either narrative articles, or
systematic reviews/meta-analyses. Case report/Clinical Technique articles even
when followed by the extensive review of the literature will be categorized as
“Case Report/Clinical Technique”. These manuscripts have a limit of 3,500
words, [including abstract, introduction, discussion, and acknowledgments;
excluding figure legends and references]. In addition, there is a limit of a total of
4 figures and 4 tables™.

Clinical Research (e.qg., prospective or retrospective studies on patients or patient
records, or research on biopsies, excluding the use of human teeth for technique
studies). These manuscripts have a limit of 3,500 words [including abstract,
introduction, materials and methods, results, discussion, and acknowledgments;
excluding figure legends and references]. In addition, there is a limit of a total of
4 figures and 4 tables™.

Basic Research Biology (animal or culture studies on biological research on
physiology, development, stem cell differentiation, inflammation or pathology).
Manuscripts that have a primary focus on biology should be submitted in this
category while manuscripts that have a primary focus on materials should be
submitted in the Basic Research Technology category. For example, a study on
cytotoxicity of a material should be submitted in the Basic Research Technology
category, even if it was performed in animals with histological analyses. These
manuscripts have a limit of 2,500 words [including abstract, introduction,
materials and methods, results, discussion, and acknowledgments; excluding
figure legends and references]. In addition, there is a limit of a total of 4 figures
or 4 tables*.

Basic Research Technology (Manuscripts submitted in this category focus
primarily on research related to techniques and materials used, or with potential
clinical use, in endodontics). These manuscripts have a limit of 2,500 words
[including abstract, introduction, materials and methods, results, discussion, and
acknowledgments; excluding figure legends and references]. In addition, there is
a limit of a total of 3 figures and tables *.

Case Report/Clinical Technique (e.g., report of an unusual clinical case or the
use of cutting-edge technology in a clinical case). These manuscripts have a limit
of 2,500 words [including abstract, introduction, materials and methods, results,
discussion, and acknowledgments; excluding figure legends and references]. In
addition, there is a limit of a total of 4 figures or tables*.* Figures, if submitted as
multi-panel figures must not exceed 1-page length. Manuscripts submitted with
more than the allowed number of figures or tables will require the approval of the



66

JOE Editor or associate editors. If you are not sure whether your manuscript falls
within one of the categories above, or would like to request preapproval for
submission of additional figures please contact the Editor by email
at jendodontics@uthscsa.edu.Importantly, adhering to the general writing methods
described in these guidelines (and in the resources listed below) will help to
reduce the size of the manuscript while maintaining its focus and significance.
Authors are encouraged to focus on only the essential aspects of the study and
to avoid inclusion of extraneous text and figures. The Editor may reject
manuscripts that exceed these limitations.




