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Resumo
O objetivo do estudo foi avaliar a presenca de imunomarcadores fibronectina e tenascina em subcutaneo de rato com
cimento reparador biocerdmico Biodentine®, quando comparado ao MTA Branco Angelus® e Ca(OH), . Foram
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implantados tubos de polietileno no subcutaneo de 32 ratos machos Wistar contendo os materiais e um tubo vazio para
controle (n = 8 animais). Ap6s os dias 7, 15, 30 e 60, os animais foram eutanasiados, os tubos de polietileno removidos
com os tecidos circundantes e os espécimes foram preparados para analise de imunomarcagdo. Os dados foram
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis e Dunn com nivel de significancia de 5%. Os materiais apresentaram
moderado padrdo de imunomarcacdo para fibronectina a partir de 7 dias e de tenascina a partir de 15 dias. O grupo
Biodentine aos 60 dias foi 0 Gnico que apresentou alto padrdo de imunomarcacéo para as glicoproteinas. Conclui-se que
0 cimento Biodentine induziu maior padrdo de imunomarcacdo de tenascina e fribronectina no periodo de 60 dias, e se
igualando ao MTA e ao Ca(OH)2 nos outros periodos, mostrando resultados superiores aos outros materiais.
Palavras-chave: Endodontia; Imuno-histoquimica; Inflamacéo, Teste de materiais; Tenascina.

Abstract

The aim of the study was to evaluate the presence of fibronectin and tenascin immunomarkers in the subcutaneous
tissue of rats with Biodentine® bioceramic repair cement, when compared to White Angelus MTA® and Ca(OH)..
Polyethylene tubes were implanted in the subcutaneous tissue of 32 male Wistar rats containing the materials and an
empty tube for control (n = 8 animals). After days 7, 15, 30 and 60, the animals were euthanized, the polyethylene tubes
removed with the surrounding tissues, and specimens were prepared for immunostaining analysis. Data were analyzed
using the Kruskal-Wallis and Dunn test with a significance level of 5%. The materials showed a moderate pattern of
immunostaining for fibronectin after 7 days and tenascin after 15 days. The Biodentine® group at 60 days was the only
one that showed a high standard of immunostaining for glycoproteins. We can conclude that Biodentine® cement
induced a higher pattern of immunostaining of tenascin and fribronectin within 60 days, and equaling White Angelus
MTA® and Ca(OH); in the other periods, showing superior results to other materials.

Keywords: Endodontics; Immunohistochemistry; Inflammation; Materials testing; Tenascin.

Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar la presencia de inmunomarcadores de fibronectina y tenascina en el tejido
subcutaneo de ratas con cemento reparador bioceramico Biodentine®, en comparacién con MTA Blanco Angelus® y
Ca(OH),. Se implantaron tubos de polietileno en el tejido subcutaneo de 32 ratas Wistar macho que contenian los
materiales y un tubo vacio para el control (n = 8 animales). Después de los dias 7, 15, 30 y 60, se sacrifico a los
animales, se retiraron los tubos de polietileno con los tejidos circundantes y se prepararon las muestras para el analisis
de inmunotincion. Los datos se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y Dunn con un nivel de significancia
del 5%. Los materiales mostraron un patrén moderado de inmunotincién para fibronectina después de 7 dias y tenascina
después de 15 dias. El grupo Biodentine a los 60 dias fue el Unico que mostrd un alto nivel de inmunotincién para las
glicoproteinas. Podemos concluir que el cemento Biodentine indujo un mayor patrén de inmunotincion de tenascina y
fribronectina en 60 dias, igualando MTA Blanco Angelus® y Ca(OH); en los otros periodos, mostrando resultados
superiores a otros materiales.

Palabras clave: Endodoncia; Inmunohistoquimica, Inflamacién; Ensayo de materiales; Tenascina.

1.Introdugéo

As perfuraces radiculares, sdo caracterizadas por uma comunicagdo entre o sistema de canais radiculares e a superficie
dentéria dos tecidos periapicais (American Association of Endodontists, 2016). Alguns fatores podem predispor a acidentes ou
erros, por exemplo, a presenga de nédulos pulpares, dentes inclinados ou rotacionados no arco, caries extensas, reabsorcées
radiculares internas, canais radiculares e cdmara pulpar calcificadas (Estrela et al., 2017). A sobrevida de um dente tratado
endodonticamente com histérico de perfuracdo radicular depende dos resultados multifatoriais, sendo esses bioldgicos e
mecénicos (Estrela et al., 2018; Holland et al., 2001).

Ao contréario dos materiais obturadores de canais radiculares, os cimentos obturadores utilizados para selar perfuracdes
radiculares s@o posicionados em contato direto com os tecidos periapicais. A resposta tecidual desses materiais, portanto,
torna-se essencial e pode influenciar no resultado do tratamento endoddntico (Solanki, VVenkappa & Shan, 2018).

A biocompatibilidade e capacidade de mineralizagdo de materiais bioldgicos pode ser avaliada por meio de implantes

subcutaneos preenchidos com os materiais a serem testados em animais (Valentim et al., 2021). As condi¢des devem ser
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adequadas ao tempo de permanéncia desse material em contato com o tecido e as reaces do material podem ser consideradas
para a compreensdo da resposta biolégica. Os parametros avaliados sdo fendmenos relacionados ao infiltrado inflamatoério,
reparo e caracteristicas dos restos do material (Bueno et al., 2016; Bueno et al., 2017; Bueno et al., 2018; Bueno et al., 2019).

A endodontia estd em constantemente avanco, e diversos materiais destinados para perfuracfes radiculares sédo
disponibilizados constantemente, dentre eles, cimentos a base de silicato de calcio, também denomidados de bioceramicos
(Estrela et al., 2018). Apds hidratacéo, os cimentos bioceramicos, formam uma estrutura rigida mineralizada, uma vez que
possuem em sua composicéo silicato dicélcico e tricalcico (Camilleri, 2007). A principal vantagem da utilizacdo dos cimentos
bioceramicos sdo suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, capacidade de selar hermeticamente, formando ponte de
dentina e apresentar biocompatibilidade (Wang, 2015).

A caracteristica de ser biocompativel esta relacionada a sua semelhanca com a hidroxiapatita bioldgica, ndo sendo
toxica e aumentando a secrecdo de TGF-B1 (fator de crescimento) das células pulpares, 0 que causa angiogénese, recrutamento
de células progenitoras, diferenciacgéo celular e mineralizagéo (Singh, Kaur, Markan & Kapoon., 2014).

No tecido pulpar, a matriz extracelular (MEC) possui uma variedade de proteinas e polissacarideos, responsaveis pela
inducdo da formacdo de uma barreira de dentina reacionéria ou reparadora (Goldberg & Smith, 2004). A fibronectina (FNC) e
a tenascina (TNC) sdo as duas principais glicoproteinas ndo coldgenas envolvidas no processo de cicatrizacdo e na
odontogénese, por induzirem a diferenciacdo de odontoblastos (Piva, Tarquinio, Damarco, Silva & Araudjo, 2006; Thesleff,,
Vaahtokari & Partanen, 1995; Zarrabi, Javidi, Jafarian Joushan, 2011).

FNCs séo proteinas adesivas compostas por 2 subunidades de alto peso molecular com varias isoformas (Nakashima,
2005). Sao responsaveis por uma variedade de fungdes celulares, como adesdo, migragdo, crescimento e diferenciacéo celular
(Benetti et al., 2021; Piva et al., 2006). Além disso, a FNC pode estar envolvida na migracdo de odontoblastos (Yoshiba,
Yoshiba, lwaku, Nakamura & Ozawa, 1994).

A TNC é uma grande glicoproteina oligomérica da MEC, secretada por fibroblastos e células gliais em culturas de
tecidos, importante para a diferenciacdo de odontoblastos, (Piva et al., 2006; Zarrabi et al., 2011), portanto pode estar
associado a formacao de dentina secundéria durante o processo de reparo (Benetti et al., 2021; Piva et al., 2006).

Dentre os inimeros cimentos reaparadores bioceramicos disponiveis no mercado, o Biodentine® (Septodont, Saint Maur
des Fossés, France), comercialmente disponivel em 2009, foi formulado utilizando a tecnologia do cimento a base de MTA
com propriedades semelhantes a dentina (Laurent, Camps & About, 2012), o qual consiste em pé e liquido. O p6 contém
silicato tricélcico e dicélcico (3Ca0 SiO; e 2Ca0 SiOy), o principal componente do cimento Portland, bem como carbonato de
calcio (CaCOs3) e didxido de zirconio (ZrO;) servindo como meio de contraste. O liquido é composto de cloreto de célcio
(CaCl; 2H20), usado como um acelerador, numa solu¢do aquosa com uma mistura de policarboxilato (um agente
superplastificante) (Chicarelli et al., 2021; Laurent et al., 2012).

Outro material amplamente avaliado para o tratamento de perfuragfes nos canais radiculares é o hidréxido de célcio,
com resultados bem difundidos na literatura cientifica (Estrela & Holland, 2003; Holland et al., 1999; Holland et al., 2002). A
reacdo entre o hidroxido de célcio e o dioxido de carbono tissular forma carbonato de célcio, essencial para mineralizagao,
favorecendo o processo de reparo (Bueno et al., 2016; Estrela et al., 1995). A liberagdo de ions calcio estimula a sintese de
fibronectina nas células da polpa dentéria, induzindo a diferenciacdo das células da polpa dentaria em células formadoras de
tecido mineralizadas (Mizuno & Banzai, 2008).

O agregado de triéxido mineral (MTA) pode ser empregado como alternativa ao Ca(OH); para tratamento de injurias
pulpares, estimulando a formacdo de pontes de dentina. O MTA é um material bioativo, biocompativel, estivel e com alta

capacidade de vedagdo (Bueno et al., 2019; Eskandarizadeh, Shahpasandzadeh, Shahpasandzadeh, Torabi & Parirokh,, 2011;
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Faraco & Holland, 2001). Entretanto, o MTA é dificil de ser manipulado, seu tempo de presa é longo, possui custos elevados e
pode causar pigmentacdo do elemento dental (Bueno et al., 2019; Dammaschke, Gerth, Zuchner & Schafer, 2005).

Visando a qualidade e eficacia do reparo promovido pelos materiais disponiveis, o objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de imunomarcadores FNC e TNC em subcutaneo de rato com cimento reparador bioceramico Biodentine®, quando

comparado ao MTA Branco Angelus® e Ca(OH); .

2.Metodologia

A pesquisa foi realizada apds aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba CEUA—
UNESP, Processo n° 2014-00452. Trinta e dois ratos Wistar machos, pesando 250-280¢g, foram utilizados neste estudo. Os
animais foram alojados em gabinetes com temperatura controlada e com agua e comida ad libitum. O calculo amostral foi
baseado em estudos prévios (Benetti et al., 2019, Benetti et al., 2021; Cintra., 2017).

Implante subcuténeo

Cento e vinte oito tubos de polietileno foram confeccionados (Abbott Laboratories do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil),
com um didmetro interno de 1,0 mm, didmetro externo 1,6 mm, e 10,0 mm de comprimento (Benetti et al., 2020; Bueno et al.,
2018; Bueno et al., 2019). Destes, 96 foram preenchidos com um dos matreriais experimentais; Ca(OH).+agua destilada, MTA
Angelus Branco®, Biodentine® e 32 tubos foram utilizados como controle e ndo foram preenchidos.

Para realizacdo da intervencdo cirdrgica, 32 animais divididos em 4 periodos de tempo (n=8) 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 maximo 1cm atingindo o tecido subcutaneo. Desta forma, com o auxilio
de um trocarte adaptado os tubos de polietileno foram implantados do lado direito e esquerdo no tecido subcutdneo dos
animais, esses tubos continham Ca(OH),+agua destilada, MTA Angelus Branco®, Biodentine®, e um tubo vazio como
controle. A pele foi suturada com fio de seda 4-0 (Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda, Sdo José dos Campos,
Brasil).

Apos 7, 15, 30 e 60 da implantagdo, os animais foram eutanasiados por injecéo intraperitoneal de Tiopental sédico e 0s
tubos, com os tecidos circundantes, foram removidos e fixados em soluc¢do formalina a 10% tamponada em pH neutro por 24
horas, seguido de lavagem em &gua corrente por 12 horas. Os espécimes foram incluidos em parafina para obtencéo de cortes
seriados de 5um para aplicacdo de imunomarcadores de FNC e TNC

Para a imunomarcacdo, o critério para o estabelecimento dos escores foi baseado em estudo prévios (Benetti et al.,
2018; Benetti et al., 2021): 0 = auséncia de imunomarcacdo; 1 = baixo padrdo de imunomarcacgdo; 2 = moderado padréo de
imunomarcacdo; 3 = alto padrdo de imunomarcacéo; 4 = padrdo extremamente alto de imunomarcacéo, sob magnificacdo de

400x. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn; p<0.05 foi considerado significativo.

3. Resultados
Fibronectina

Ao se avaliar a imunomarcacdo da glicoproteina fibronectina, em subcutaneo, no periodo de 7 dias ndo houve diferenga
entre os grupos p> 0,05. No periodo de 15 dias os materiais MTA Branco, Biodentine e Ca(OH); apresentaram diferenca
estatistica em relacdo grupo controle (p<0,05). No periodo de 30 dias 0s grupos MTA Branco e Biodentine apresentaram mais
imunomarcacdo, mas sem diferenca com relagdo ao Ca(OH), (p>0,05). Ja no periodo de 60 dias o Biodentine apresentou um

alto padréo de imunomarcacdo p< 0,05 (Tabela 1/ Figura 1).
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Tenascina

Ao se avaliar a imunomarcacdo da Tenascina, em subcutaneo, no periodo de 7 dias ndo houve diferenca entre os grupos
p>0,05. No periodo de 15, 30 e 60 dias o Biodentine apresentou mais imunomarcacdo em relacdo aos demais grupos p< 0,05
(Tabela 2/ Figura 2).

Tabela 1. Classificacdo dos espécimes de acordo com escores para marcagdo imunohistoquimica de FNC. Letras sobrescritas
iguais ndo demonstram diferenga estatistica.

Escores para FNC

Tempo Material 1 > 3 2 Mediana
7 dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus  6/8  2/8 0 0 12
Biodentine 2/18  6/8 0 0 2b
Ca(OH), 7/8  1/8 0 0 12
15dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus 0 6/8  2/8 0 2b
Biodentine 0 7/18  1/8 0 2b
Ca(OH), 0 8/8 0 0 2b
30dias Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus 0 0 6/8  2/8 3
Biodentine 0 0 7/18  1/8 3
Ca(OH), 0 6/8 2/8 0 2b
60 dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus 0 0 8/8 0 3
Biodentine 0 0 2/8 6/8 4¢
Ca(OH), 0 6/8 2/8 0 2b

Fonte: Autores.

Tabela 2. Classificacdo dos espécimes de acordo com escores para marcagdo imunoistoquimica de TNC. Letras sobrescritas

iguais ndo demonstram diferenga estatistica.

. Escores para TNC .

Tempo Material 1 > 3 2 Mediana
7 dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus  8/8 0 0 0 12
Biodentine 8/8 0 0 0 12
Ca(OH); 8/8 0 0 0 12
15dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus  7/8  1/8 0 0 18
Biodentine 2/18 6/8 0 0 20
Ca(OH), 8/8 0 0 0 12
30dias Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus 0 8/8 0 0 2°
Biodentine 0 2/8  6/8 0 3¢
Ca(OH), 6/8 2/8 0 0 12
60 dias  Controle 8/8 0 0 0 12
MTA Branco Angelus 0 6/8 2/8 0 2°
Biodentine 0 0 6/8  2/8 3¢
Ca(OH), 0 718 1/8 0 20
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Fonte: Autores.
Figura 1. Grupos: Controle (A, E, I, M), Biodentine® (B, F, J, N), Ca(OH): (C, G, K, O) e MTA Angelus Branco® (D, H, L,
P). Tempos de andlise: 7 dias (A-D), 15 dias (E-H), 30 dias (I-L), 60 dias (M-P). [Marcacdo imunoistoquimica para

Fibronectina; 400X].

Controle Biodentine MTA Branco

Fonte: Autores.
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Figura 2. Grupos: Controle (A, E, I, M), Biodentine® (B, F, J, N), Ca(OH)2 (C, G, K, O) e MTA Angelus Branco® (D, H, L,
P). Tempos de anélise: 7 dias (A-D), 15 dias (E-H), 30 dias (I-L), 60 dias (M-P). [Marca¢do imunoistoquimica para Tenascing;
400X].

MTA Branco

Controle Biodentine

-- T . . |
.E &
.- -

Fonte: Autores.
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4. Discussao

A proposta deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade relacionada a presenca das glicoproteinas Fibronectina e
Tenascina dos cimentos endodénticos biocerdmicos reparadores Biodentine® e MTA Angelus Branco® comparados ao
hidréxido de calcio em subcutaneo de ratos Wistar.

A metodologia in vivo de testes em animais tem sido amplamente utilizada na endodontia, diferindo o modelo animal
desde uso em cées (Dezan-Junior et al., 2021; Gomes-Filho et al., 2013, Holland et al., 2007), preds (Bhambhani & Bolanos
1993), coelhos (Tabarsi et al., 2012) ou ratos (Bueno et al., 2021; Cintra et al., 2017).

A avaliacdo de compatibilidade tecidual em subcutaneo de ratos foi proposta por Torneck na década de 60 (Torneck,
1966) e tornou-se um método preliminar comumente usado para avaliar a resposta biolégica a materiais (Benetti et al., 2020,
Benetti et al., 2021; Bueno et al., 2016; Bueno et al., 2018; Bueno et al., 2019; Cintra et al., 2013; Valentim et al., 2021),
determinada como metodologia padrdo recomendada pela 1SO 10993 (1SSO, 2016).

O uso de imunomarcadores como a Fibronectina e a Tenascina foi devido a fungdo dessas duas glicoproteinas ndo
colagenas da matriz extracelular, que esta relacionada ao reparo tecidual (Chiquet-Ehrismann, 1990; Zarrabi et al., 2011).
Estudos prévios avaliando materiais endoddnticos utilizaram a analise imunohistoquimica de tenascina e fibronectina
(Baldissera et al., 2013; Moradi et al., 2015; Zarrabi et al., 2011), embasando nossa metodologia.

Uma vez que o presente estudo usou cimentos reparadores biocerdmicos, é importante ressaltar que estudos previos
indicaram que a tenascina é necesséria para a mineralizacdo (Benetti et al., 2021; Zarrabi et al., 2011). Embora a anélise
subcutanea tenha sido realizada em tecido conjuntivo com auséncia de células adequadas & biomineralizagcdo, como
odontoblastos ou osteoblastos, a imunomarcacdo da tenascina indicou ndo apenas um processo de reparo, mas também a
inducéo de biomineralizacdo (Benetti et al., 2021; Piva et al., 2006).

Concomitantemente, no processo de reparo, uma matriz rica em Fibronectina pode servir como um reservatério de
fatores de crescimento e moléculas que sinalizam para a diferenciacdo de odontoblastos em dentina terciaria (Tziafas et al.,
1995). Além disso, a tenascina pode facilitar a adeséo entre células e a Fibronectina, facilitando a migracéo celular através da
matriz (Zarrabi et al., 2011).

Em um recente estudo realizado para avaliar a biocompatibilidade de cimentos endodénticos bioceramicos reparadores,
Valentim et al. (2021) demonstraram que o Biodentine® induz baixa inflamacdo e regrediu durante o tempo experimental,
quando comparado com MTA branco e hidréxido de célcio. Este resultado corrobora resultados prévios em que o Biodentine®
apresenta-se como alternativa viavel (Corral Nufiez, Bosomworth, Field, Whitworth & Valentine, 2014), com caracteristicas
histologicas favoraveis em relagdo ao hidroxido de célcio, que antes era considerado o padrdo ouro para esse tratamento.
(Chicarelli et al., 2021).

O alto padrdo de imunomarcacdo de fibronectina e tenascina observado neste estudo indica um processo de reparo
avangado e indicios de mineralizacdo, induzidos pelos cimentos biocerdmicos. A presenca de alto padrdo desses
imunomarcadores relacionados ao reparo tecidual péde ser observado em um recente estudo conduzido por Leite et al. (2021),
no qual os autores sugeriram aplicacdo de fibronectina associada a hidrogel em polpas de dentes com rizogénese incompleta,

funcionando como uma técnica de regeneracéo tecidual guiada e evitando um tratamento endoddntico radical.

5. Concluséao

De acordo com os resultados, conclui-se que cimento Biodentine induziu maior padrdo de imunomarcacdo de

tenascina e fribronectina no periodo de 60 dias, se igualando ao MTA e ao Ca(OH); nos outros periodos. Sd0 necessarias
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pesquisas adicionais com outros imunomarcadores, como de biomineralizacdo e citocinas pro e anti-inflamatérias para

complementar os achados desta pesquisa.
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