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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade do cimento biocerdmico reparador Biodentine® guando
comparado ao MTA Branco Angelus®e hidroxido de calcio. Para isso foram utilizados vinte e quatro ratos Wistar (n=6
animais/grupo), divididos em quatro tempos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias. Os animais receberam implantes
subcutaneos de tubos de polietileno contendo os 3 materiais e um tubo vazio utilizado como controle. Apos os periodos
experimentais os animais foram eutanasiados e os tubos, juntamente com o tecido circundante, foram removidos e
processados histologicamente para avalicdo da biocompatibilidade. Infiltrado inflamatorio e espessura de cépsula
fibrosa foram analisados por coloragéo de HE através de escores de inflamag&o. Os dados foram submetidos ao teste de
Kruskal Wallis e Dunn (p<0,05). O Biodentine® aos 15 dias gerou menor resposta inflamatdria que o controle e o
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Ca(OH); (p<0,05). No grupo hidréxido de célcio, apartir dos 15 dias em diante houve diminuicdo do infiltrado
inflamatdrio, assim como diminuic&o da capsula fibrosa. O MTA Branco Angelus® mostrou capsula fibrosa fina e baixa
intensidade inflamatério em todos os periodos. Apos os periodos experimentais, todos materiais apresentaram
inflamacéo leve e capsula fibrosa fina. Conclui-se que o Biodentine® demonstrou biocompatibilidade tecidual pois
induziu baixa inflamagéo, que reduziu ao longo do tempo, comparavel ao MTA Angelus Branco® e hidréxido de calcio.
Palavras-chave: Pulpotomia; Inflamacgao; Teste de materiais; Endodontia.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of Biodentine® bioceramic repair cement when compared to
White Angelus MTA® and calcium hydroxide. Twenty-four Wistar rats were used (n = 6 animals / group), divided into
four experimental periods of 7, 15, 30 and 60 days. The animals received subcutaneous implants of polyethylene tubes
containing the 3 test materials and an empty tube used as control. After experimental periods, animals were euthanized
and the tubes were removed along with the adjacent surrounding tissue and histologically processed to assess
biocompatibility. Inflammatory infiltrate and fibrous capsule thickness were analyzed by HE staining through
inflammation scores. Data was submitted to Kruskal Wallis and Dunn’s test (p <0.05). After 15 days, Biodentine®
induced less inflammatory response than control group and Ca (OH), (p <0.05). In calcium hydroxide group there was
a decrease in the inflammatory infiltrate, as well as a decrease in the fibrous capsule, from day 15 to 60. The White
Angelus MTA® showed thin fibrous capsule and low inflammatory intensity in all periods. At the endo of experiment,
all materials showed mild inflammation and thin fibrous capsule. It is concluded that Biodentine® demonstrated tissue
biocompatibility as it induced low inflammation, which reduced over time, comparable White Angelus MTA® and
calcium hydroxide.

Keywords: Pulpotomy; Inflammation; Materials testing; Endodontics.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la biocompatibilidad del cemento biocerdmico reparador Biodentine® en
comparacion con MTA Branco Angelus® e hidroxido de calcio. Para ello se utilizaron veinticuatro ratas Wistar (n = 6
animales / grupo), divididas en cuatro tiempos experimentales de 7, 15, 30 y 60 dias. Los animales recibieron implantes
subcutaneos de tubos de polietileno que contenian los 3 materiales y un tubo vacio utilizado como control. Después de
los periodos experimentales, los animales fueron sacrificados y los tubos, junto con el tejido circundante, se retiraron y
se procesaron histologicamente para evaluar la biocompatibilidad. El infiltrado inflamatorio y el espesor de la capsula
fibrosa se analizaron mediante tincion con HE a través de puntuaciones de inflamacion. Los datos se sometieron a la
prueba de Kruskal Wallis y Dunn (p <0,05). Biodentine® a los 15 dias generé menos respuesta inflamatoria que el
control y Ca(OH), (p <0.05). A partir de los dias 15, 30 y 60 hubo una disminucion del infiltrado inflamatorio, asi como
una disminucién de la capsula fibrosa, en el grupo de hidroxido de calcio. EI White Angelus® MTA mostré capsula
fibrosa fina y baja intensidad inflamatoria en todos los periodos. Después de los periodos experimentales, todos los
materiales mostraron una leve inflamacion y una fina cépsula fibrosa. Se concluye que Biodentine® demostrd
biocompatibilidad tisular porque indujo una baja inflamacién, que se redujo con el tiempo, comparable a MTA Angelus
Branco® e hidroxido de calcio.

Palabras clave: Pulpotomia; Inflamacién; Ensayo de materiales; Endodoncia.

1. Introducéo

Quando a exposicdo da polpa provoca lesbes pulpares reversiveis, em dentes em desenvolvimento ou maduros, 0
capeamento pulpar direto e indireto sdo formas de preservar a vitalidade pulpar via a formacdo da ponte de dentina. Durante a
formacdo da dentina, células da polpa dentaria sofrem proliferacdo e diferenciacdo em células odontoblasticas que secretam
proteinas da matriz dentinéria que induzem a mineralizacdo da dentina (Tziafas et al.,1995).

Diferentes materiais sdo utilizados em terapias onde a polpa encontra-se com vitalidade, sendo o progndstico do
tratamento dependente de fatores como a biocompatibilidade e a capacidade de prevenir a infiltracdo bacteriana, além do
resultado também depender da capacidade de resposta da polpa frente a agressdo (Camps et al., 2000). O material ideal para ser
utilizado na protecédo do complexo dentino-pulpar deve ser biocompativel (Minamikawa et al., 2011), ou seja, ndo provocar

injurias no tecido que esta em contato.
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O hidréxido de célcio [Ca(OH):] ¢ amplamente utilizado quando se trata de agente de protecdo pulpar (Paranjpe et al.,
2010). No entanto, evidéncias sugerem que a infiltracdo e a porosidade podem ocorrer devido a sua elevada solubilidade em
agua, o que poderia levar ao fracasso do capeamento pulpar (Schuurs et al., 2000; Al-Hezaimi et al., 2011). Além disso, 0
hidréxido de célcio destroi uma fina camada do tecido pulpar subjacente, deixando uma camada necrética, devido ao seu pH
elevado (Ford et al., 1995).

O agregado de triéxido mineral (MTA) pode ser empregado como alternativa ao Ca(OH), para tratamento de injurias
pulpares, estimulando a formacéo de pontes de dentina. O MTA é um material bioativo, biocompativel, estavel e com alta
capacidade de vedacdo (Faraco et al., 2001; Eskandarizadeh et al., 2011; Bueno et al., 2019). Entretanto, 0 MTA é dificil de ser
manipulado, seu tempo de presa € longo, possui custos elevados e pode causar pigmentacdo do elemento dental (Dammaschke
et al., 2005).

Outro material utilizado como cimento restaurador/forrador é o Biodentine® (Septodont, Saint Maur des Fossés, France),
a base de silicato de célcio, com propriedades mecénicas semelhantes a dentina, podendo ser utilizado como um substituto da
dentina na coroa, e tem seu uso similar ao do MTA no canal radicular (Laurent et al., 2012; Koubi et al., 2013).

O Biodentine® consiste em um p6 e liquido. O p6 contém principalmente silicato tricalcico e dicéalcico (3CaO SiO; e
2Ca0 Si0y), o principal componente do cimento Portland, bem como carbonato de calcio (CaCO3) e o didxido de zircénio (ZrO)
serve como meio de contraste. O liquido é composto de cloreto de célcio (CaCl, 2H,0), que é usado como um acelerador de
configuracdo e o agente de reducdo de dgua numa solucdo aquosa com uma mistura de policarboxilato (um agente
superplastificante) (Laurent et al., 2012; Chicarelli et al., 2021).

Visando a qualidade e eficacia dos materiais langados no mercado, o objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual
do cimento reparador bioceramico Biodentine®, quando comparado ao MTA Branco Angelus® e Ca(OH),, por meio da analise

histologica em tecido subcuténeo de ratos Wistar.

2. Material e Métodos
Animais

O calculo amostral foi baseado em um estudo prévio (Chicarelli et al., 2021): considerando um poder de analise de 0.80,
diferenga minima entre as médias de 0,22 e desvio padrdo (SD) do erro médio de 0.11, garantiu um minimo de seis animais (n=6)
por grupo experimental.

Vinte e quatro ratos Wistar machos, pesando 250-280g, foram utilizados neste estudo. Os animais foram alojados em
gabinetes com temperatura controlada e com agua e comida ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com as normas da
Comissio de Etica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, Processo n® 2014-00452.

Implante subcuténeo

Setenta e dois tubos de polietileno (Abbott Laboratories do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), com um diametro interno de
1,0 mm, didmetro externo 1,6 mm, e 10,0 mm de comprimento (Bueno et al., 2019; Benetti et al., 2020) foram preenchidos com
um dos materiais experimentais: Ca(OH),+agua destilada, MTA Angelus Branco®, Biodentine® e 24 tubos foram utilizados
como controle, portanto, ndo foram preenchidos.

Para realizagdo da intervencdo cirdrgica, 0s 24 animais divididos em 4 periodos de tempo (n=6) foram submetidos a
anestesia geral com xilazina (25mg/kg) e quetamina (50mg/kg), via intramuscular. Uma pequena area dorsal foi depilada, a
antissepsia foi obtida com solucéo de iodo a 5%, foi realizada uma incisdo longitudinal com lamina de bisturi nimero 15C
acompanhando a linha mediana, com extensdo de no méximo 1cm atingindo o tecido subcutaneo. Desta forma, com o auxilio de

um trocarte adaptado os tubos de polietileno foram implantados: dois do lado direito (superior e inferior) e dois no lado esquerdo
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(superior e inferior) no tecido subcutaneo dos animais. A incisao foi suturada com fio de seda 4-0 (Johnson & Johnson Produtos
Profissionais Ltda, Sdo José dos Campos, Brasil).

Apo6s 7, 15, 30 e 60 da implantagdo, os animais foram eutanasiados por overdose anestésica e 0s tubos, com os tecidos
circundantes, foram removidos e fixados em solugdo formalina a 10% tamponada em pH neutro por 24 horas, seguido de lavagem
em agua corrente por 12 horas. Os espécimes foram incluidos em parafina para obtengdo de cortes seriados de 5um, para
coloracdo em hematoxilina-eosina (HE).

A resposta tecidual produzida pelos materiais foi avaliada conforme estudos anteriores (Cintra et al., 2013., Bueno et
al., 2016; Bueno et al., 2019; Benetti et al., 2020): 0 - auséncia de células inflamatorias, sem reacdo; 1 - menos de 25 células,
reacdo leve; 2 - entre 25 e 125 células inflamatérias, reacdo moderada; e 3 - 125 ou mais células inflamatérias, reacdo grave
(400X). A Cépsula fibrosa foi considerada fina quando menor que 150um e espessa quando maior que 150um. (100X). Os dados
foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

3. Resultados

Controle
Aos 7, 15 e 30 dias, o grupo controle apresentou um processo inflamatério moderado, com presenga de macréfagos e
linfocitos, além de uma cépsula fibrosa espessa (Figura 1 - A, E, 1). Aos 60 dias, observou-se a formagdo de tecido conjuntivo

bem organizado, com poucas células inflamatorias (Figura 1 - M).

Biodentine®

Aos 7 dias observou-se infiltrado inflamatorio moderado, presenca de células gigantes, fibroblastos e vasos sanguineos
(Figura 1- B). Apds 15 dias o Biodentine® gerou menor resposta inflamatéria que o controle e o Ca(OH) (p<0,05) (Figura 1. F,
Tabela 1). Nos periodos de 30 e 60 dias houve uma reducéo no ndmero de células inflamatdrias (Figura 1 - J, N). A cépsula
fibrosa aos 7 dias (Figura 1 - B) se encontrava espessa e a partir dos 15, 30 e 60 dias foi observado a diminui¢do da capsula
fibrosa (Figural - F, J, N, Tabela 1).

Hidrdxido de Calcio

No periodo de 7 e 15 dias houve presenca de infiltrado inflamatdrio moderado, com linfécitos, macrdfagos (Figura 1 -C,
G). A capsula fibrosa se mostrou espessa aos 7 dias (Figura 1- C), a partir dos 15, 30 e 60 dias houve a diminuicdo da capsula
(Figural - G, K, O). Aos 30 e 60 dias, o tecido mostrou reacdo inflamatdria leve, com poucas células inflamatérias (Figura 1 -
K, 0).

MTA Branco Angelus®
Aos 7, 15, 30 e 60 dias foram observados uma capsula fibrosa fina, (Figura 1 - D, H, L, P). Aos 7 e 15 dias foi observado
moderado nimero de células inflamatorias identificando a presenca de linfocitos, neutréfilos e macrofagos. Aos 30 e 60 dias, foi

observado menor intensidade do infiltrado inflamatério.
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Figura 1. (HE - 100X). Imagens representativas da reacdo inflamatdria dos grupos experimentais e grupo controle. Aos 7 dias,
0s grupos controle (A), Biodentine (B) e Ca(OH). (C) apresentaram infiltrado inflamat6rio moderado e capsula fibrosa espessa;
0 grupo MTA Branco Angelus® (D) apresentou infiltrado inflamatdrio moderado e capsula fibrosa fina. Aos 15 dias: o grupo
controle (E) apresentou infiltrado inflamat6rio moderado e cépsula fibrosa espessa, o Biodentine (F), 0 Ca(OH), (G) eo MTA
(H), apresentaram infiltrado inflamatério moderado e céapsula fibrosa fina. Aos 30 dias, o controle (1) apresentou infiltrado
inflamatorio moderado e capsula fibrosa fina. Os grupos Biodentine (J), Ca(OH). (K) e 0 MTA (L) apresentaram infiltrado
inflamatorio leve e capsula fibrosa fina; Aos 60 dias, todos os 4 grupos (M, N, O, P) apresentaram infiltrado inflamatorio leve e
capsula fibrosa fina.

CONTROLE BIODENTINE CA(OH), MTA

7 Dias

15 Dias

30 Dias

60 Dias

Fonte: Autores.
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Tabela 1. Classificacdo dos espécimes de acordo com escores para infiltrado inflamatdrio e espessura da capsula fibrosa. Letras

iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>5%).

Escores para Infiltrado

Tempo Material Inflamatdrio Mediana  Cépsula Fibrosa
0 1 2 3

7 dias Controle 0/6 0/6 6/6 0/6 12 Espessa
MTA Branco Angelus 0/6 3/6 1/6 2/6 28 Fina
Biodentine 0/6 2/6 36 1/6 12 Espessa
Ca(OH). 0/6 0/6 6/6 0/6 28 Espessa

15 dias Controle 0/6 0/6 6/6 0/6 28 Espessa
MTA Branco Angelus 0/6 1/6 5/6 0/6 2@ Fina
Biodentine 06 206 4/6 0/6 1P Fina
Ca(COH), o6 1/6 46 1/6 22 Fina

30 dias Controle 0/6 56 16 0/6 28 Fina
MTA Branco Angelus 0/6 4/6 2/6 0/6 28 Fina
Biodentine 1/6 4/6 1/6  0/6 12 Fina
Ca(COH), 0/6 56 16 0/6 22 Fina

60 dias Controle 0/6 6/6 0/6 0/6 28 Fina
MTA Branco Angelus 1/6 5/6 0/6 0/6 28 Fina
Biodentine 1/6 5/6 0/6 0/6 12 Fina
Ca(COH), 1/6 5/6 0/6 0/6 22 Fina

Fonte: Autores.

4. Discusséo

A proposta deste estudo foi avaliar em subcutdneo de ratos Wistar a resposta tecidual do cimento endoddntico
Biodentine® comparado ao MTA Angelus Branco® e hidréxido de célcio.

Para a metodologia in vivo, o uso de modelos animais como cées (Holland et al., 1999; Holland et al., 2007; Dezan-
Junior et al., 2021) ou ratos é comumente utilizada (Bueno et al., 2016; Bueno et al., 2018; Bueno et al., 2019; Benetti et al,
2020).

O uso de implantes subcutaneos foi iniciado por Torneck na década de 60 (Torneck, 1966). A pesquisa visava avaliar a
reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos a tubos de polietileno implantados e tornou-se um método preliminar comumente
usado para avaliar a biocompatibilidade (Zmener et al., 1990; Gomes-Filho et al., 2012; Cintra et al., 2013; Bueno et al., 2016;
Bueno et al., 2018; Bueno et al., 2019; Benetti et al., 2020), estabelecido como metodologia padrdo recomendada pela ISO 10993
(1SO 2016).
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No presente estudo, as reagbes a tubos vazios no grupo controle foram semelhantes aos que foram relatados
anteriormente nos artigos supracitados, corroborando resultados previamente publicados.

O MTA Angelus Branco®, assim como o hidroxido de calcio foram utilizados como controle positivo para
biocompatibilidade de materiais reparadores, uma vez que estes sdo consagrados na literatura (Holland et al., 2001; Holland et
al., 2002; Estrela & Holland, 2003; Bernabé et al., 2007; Valentim et al., 2017, Bueno et al., 2019). Ap6s 15 e 30 dias observou-
se reducdo da inflamac&o e capsula fibrosa, em acordo com os resultados observados na literatura.

Quanto ao o Biodentine®, nossos resultados mostraram que ao ser implantado no tecido subcutaneo induziu resposta
tecidual com menor inflamacdo em relagdo ao hidréxido de calcio (p<0,05). Em relagdo ao MTA Angelus Branco® ndo houve
diferenca estatistica em nenhum dos periodos avaliados, resultado que diverge de um estudo prévio (Mori et al., 2014), que
relatou que aos 7 dias o Biodentine® gerou maior inflamacdo que o MTA. Entretanto aos 15 e 30 dias os resultados sdo
semelhantes, ndo havendo diferenca entre os grupos MTA e Biodentine®.

A inflamacéo inicial moderada aos 7 dias é esperada mesmo em grupo controle, uma vez que existe o trauma cirdrgico,
sendo a reag&o normal do tecido diante de um implante subcutaneo. E também comum observar uma reagdo inflamatoria inicial
com o uso de cimentos do tipo MTA devido a alcalinidade. Porém, é importante ressaltar que a biocompatibilidade de um
material é alcangada se a reacdo inflamatoria inicial reduzir ao longo do tempo, a um nivel ndo significativo (Gomes-Filho et al.,
2012; Bueno et al. 2019).

Avaliando o uso do Biodentine® na formac&o de tecido duro em polpas dentérias, Kim et al. (2016) compararam a
resposta tecidual a pulpotomia em ratos com ProRoot MTA e BioAggregate. Através de micro tomografia (microCT) e analise
imunohistoquimica, os autores observaram significativa formagéo de ponte de tecido mineralizado no grupo Biodentine®.

De Rossi et al., em 2014 mostraram que radiograficamente o Biodentine® promoveu maior mineralizagdo em dentes de
cdes que 0 MTA, mas quando realizada a anélise histoldgica, ambos materiais tiveram comportamento semelhantes. Tal resultado
corrobora com os achados do nosso estudo, pois na analise histoldgica, o Biodentine® ndo mostrou diferenca significante em
relacdo ao MTA (Simsek et al., 2015; Nowicka et al., 2015).

Diante das indicagdes de selamento de perfuracdo do Biodentine, sua resisténcia de unido push-out foi avaliada por
Guneser et al., (2013), comparada com ProRoot MTA, amalgama, Dyract AP e IRM. O Biodentine apresentou maior resisténcia
de unido push-out frente a vérios irrigantes utilizados em endodontia (hipoclorito, clorexidina e solucéo salina) em comparacgao
ao MTA.

Outro recente estudo em acordo com nossos resultados acerca de biocompatibilidade do MTA Angelus Branco® e
Biodentine® foi demonstrado por Alazrag et al. (2020), no qual evidenciaram a biocompatibilidade, solubilidade e adaptagdo
marginal do MTA Angelus Branco® e Biodentine®, indicando estes como material reparador de furca, através de estudo em
dentes de cdes analisados em microscopia eletronica de varredura (MEV).

Quanto “formacdo de uma capsula fibrosa inicialmente espessa que se torna fina ao longo do experimento, € interessante
destacar que, em pesquisas in vivo com tecido conjuntivo, é esperada a formagdo de uma capsula fibrosa ao redor de tubos
implantados, uma vez que faz parte do processo de reparo e indicando a tolerancia pelos tecidos (Yaltirik et al., 2004; Sumer et
al., 2006; Bueno et al., 2018; Bueno et al., 2019; Benetti et al., 2020).

Em um estudo imunohistoquimico inflamatério do Biodentine, um maior nimero de marcagdo de interleucina
inflamatoria (IL-6) foi observado em comparacdo ao MTA aos 7 e 15 dias, com uma reducdo desta imunoexpressdo apés os 60
dias, sugerindo a biocompatibilidade do Biodentine (da Fonseca et al., 2016). Nossos achados também indicaram uma reposta
inflamatéria mais acentuada nos periodos iniciais em comparacdo ao MTA Angelus Branco®, que reduziu ao longo do

experimento.
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No presente estudo, o Biodentine® mostrou melhor resposta tecidual que o grupo hidréxido de célcio. E importante
ressaltar que a condicdo sistémica pode influenciar na resposta tecidual frente aos materiais. Cosme-Silva et al. (2019)
demonstraram através de uma pesquisa em subcutaneo de ratos hipertensos, que a a condicdo sistémica de hipertensdo pode
aumentar a resposta inflamatéria e reduzir a biomineralizagdo de materiais como MTA e Biodentine®. Tal achado evidencia a
importancia de considerar a salde do paciente para cada caso individualmente e que condi¢Ges sistémicas influenciam o

tratamento dentario, ndo devendo de forma alguma ser considerado a parte.

5. Concluséao

Diante dos resultados, os autores consideram que o Biodentine® é biocompativel tanto em periodos iniciais quanto ao
longo de 60 dias, e podera ser utilizado como uma alternativa ao MTA Angelus Branco®e ao hidréxido de calcio, quando em
contato com tecido vivo. Estudos clinicos e randomizados e proservagao a longo prazo sdo necessarios para confirmar achados
sobre estes materiais.
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