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Resumo

GOMES, AC. Avaliacdo da capacidade de mineralizacdo e citotoxic  idade
do MTA, Sealapex e Sealapex plus 2010. 86f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2010.

A necessidade de melhorar a qualidade dos materiais utilizados no tratamento
endodontico tem estimulado o estudo de varios materiais buscando melhores
condicbes de trabalho, biocompatibilidade e capacidade de estimular a
mineralizagdo dos tecidos. Este trabalho teve a finalidade de avaliar a
capacidade de mineralizacdo do MTA, Sealapex e Sealapex plus (combinacgéo
entre MTA e Sealapex) usando o implante de tubos de dentina preenchidos
com 0s materiais em tecido subcutaneo de ratos e a citotoxicidade e a
producdo de citocinas (IL-1B3 e IL-6) por fibroblastos de camundongos
estimulados por estes cimentos. Para avaliagdo da capacidade de
mineralizacdo foram utilizados 32 ratos, os quais receberam individualmente
dois implantes de tubos de dentina contendo 0s cimentos ou tubos vazios que
serviram de controle. Os periodos de avaliacdo foram 7 e 30 dias. Apds cada
periodo experimental, quatro animais foram sacrificados e os tubos de dentina
juntamente com o tecido que o circunda foram removidos, fixados e
processados para analise em microscopia optica. As pecas foram incluidas em
uma mistura de parafina e cera de carnauba (5%). As seccdes foram feitas
seriadamente com 10um de espessura e foram coradas de acordo com a
técnica Von Kossa ou permaneceram sem coloracdo para serem visualizadas
sob luz polarizada em microscopio oOptico. Os critérios de avaliagdo foram:

capsula fibrosa fina quando < 150um e espessa quando > 150um. Necrose e



calcificacdo foram registradas como presente ou ausente. Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste Qui-quadrado. A formacdo de tecido
mineralizado e granulacdes birrefringentes a luz polarizada foram observadas
em todos 0s materiais nos tempos de 7 e 30 dias.

Para o teste de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos de camundongos
(L929) que foram incubados em placas de 24 pocos e estimulados com tubos
de polietileno preenchidos com os cimentos testados. Culturas de células sem
0s materiais foram utilizadas como controle. Apés 24 horas de estimulacgéo, a
citotoxicidade foi avaliada através do ensaio colorimétrico de reducéo de MTT.
Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA com corregéo de Bonferroni,
com p<0,05. Os cimentos MTA, Sealapex e Sealapex plus ndo inibiram a
viabilidade celular.

Para a avaliagdo da produgéo de IL-1 B e IL-6 por fibroblastos estimulados com
os cimentos foi utilizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os materiais foram
inseridos no fundo da placa de 24 pocos e condensados até atingirem
aproximadamente 1 mm de espessura e o0 mesmo diametro dos pogos. O
material foi deixado tomar presa por 2 semanas em meio de cultura DMEM.
Pocos sem material serviram como controle. Fibroblastos da linhagem L929
foram semeados e incubados por 24 horas. Ap6s este periodo, o meio foi
coletado e analisado para IL-1B e IL-6. Os resultados foram analisados pelo
teste ANOVA com correcdo de Bonferroni, com p<0,05. Todos os materiais
liberaram IL-6 e IL-1 B. Os resultados sugerem que MTA, Sealapex e Sealapex
plus foram biocompativeis tanto em tecido subcutaneo de rato como em cultura

de fibroblastos. Além disso, todos os cimentos foram capazes de estimular a



mineralizacao, favorecendo o processo de reparo pela liberacdo de IL-6 e IL-
1B.
Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Endodontia. Citotoxicidade.

Cimentos dentéarios.



Abstract

GOMES, AC. Evaluation of mineralization ability and cytotoxicit y of MTA,
Sealapex and Sealapex plus. Aracatuba, 2010. 86p. Thesis (Doctor Degree in
Pediatric Dentistry) — Unesp- Univ Estadual Paulista, 2010.

The quality improvement of the endodontic materials is a need that has been
stimulating the study of several materials aiming better work conditions,
biocompatibility and mineralized tissue stimulation ability. The present work
aimed to evaluate the mineralization ability of MTA, Sealapex and Sealapex
plus (combination between MTA and Sealapex) using the implant of dentin
tubes filled with the materials into the subcutaneous tissue of rats, the
cytotoxicity, and cytokines production (IL-18 and IL-6) by fibroblasts stimulated
by the materials. Thirty two rats were used for the tissue reaction test which
received two implants of dentine tubes filled with the materials or empty tubes
were used as control. The periods of evaluation were 7 and 30 days. After each
period of evaluation, four animals were killed and the tubes and the surrounding
tissue were removed, fixed and processed to be evaluated in optic microscope.
The specimens were embedded in a mixture of paraffin and carnauba wax
(5%). The sections were serially cut with 10um and stained with Von Kossa or
remained without staining to be evaluated under polarized light. The evaluation
criteria were: fibrous capsule thin < 150 um and thick > 150 um. Necrosis and
calcification were recorded as present or absent. The results were statistically
analyzed using Qui-square test. Mineralization and birrefringent granulations to
polarized light were observed with all materials and in both periods of
observation. For the cytotoxicity test, fibroblasts from mice (L929) were

incubated in 24 well plates and stimulated with polyethylene tubes filled with the



materials. Cells cultured without the materials stimulation were used as control.
After 24 hours of stimulation, the cytotoxicity was evaluated using the reduction
colorimetric test (MTT). The results were analyzed using ANOVA and
Bonferroni’s correction tests (p<0.05). MTA, Sealapex and Sealapex plus did
not inhibited the cell viability. ELISA was used for the evaluation of the
production of IL-1 B and IL-6 by fibroblasts stimulated with the materials. The
materials were inserted in the deep of 24 wells plates and condensed until the 1
mm thick and the same diameter of the wells. The materials were set for 2
weeks in DMEM medium. Wells without material served as control. Fibroblasts
(L929) were seed in the wells and incubated for 24 hours, when the medium
was collected and analyzed for IL-1 8 and IL-6. The results were analyzed using
ANOVA and Bonferroni’'s correction tests (p<0.05). All materials produced IL-1
B and IL-6. The results suggested that MTA, Sealapex and Sealapex plus were
biocompatible in subcutaneous tissue of rats and in fibroblasts culture.
Moreover, all materials were able to stimulate the mineralization, favoring the

healing process with the production of IL-1 3 and IL-6.

Key words: Biocompatible Materials. Endodontics. Cytotoxicity. Sealer.
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kossa positivo préxima a abertura dos tubos (7dias, VK,
50x). (B) Auséncia de granulacdes Von kossa positivo
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MTA, Sealapex e Sealapex Plus néo inibiram a viabilidade
celular. Os resultados foram expressos pela média + EPM.
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Bonferroni).
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Bonferroni).
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Introducdo Geral

A manutencdo e a integridade da denticAo Sao essenciais para
condicBes estéticas e funcionais adequadas, sendo muitas vezes necessaria a
realizacdo da terapia endodontica. Embora a evolucéo das técnicas operatérias
tenha possibilitado a reducdo do numero de complicacbes no tratamento
endodoéntico, perfuracdes radiculares podem ainda estar presentes na clinica
odontoldgica.

As perfuracfes radiculares sdo consideradas, na maioria das vezes,
como complicacBes e acidentes no tratamento endodéntico e foram definidas
como comunicacdes artificiais, normalmente de etiologia iatrogénica, ou ainda
de origem patolégica (processo de carie ou reabsorcdo), comunicando a
cavidade pulpar com os tecidos periodontais (1).

O material ideal para o reparo de perfuracdes deve ser biocompativel,
facil manipulacédo, dimensionalmente estavel e ndo ser afetado pela presenca
de umidade. Além disso, deve ser capaz de selar o sistema de canais
radiculares e induzir osteogénese e cementogénese (2). Apesar de alguns
materiais terem sido desenvolvidos ha muito tempo e estarem ainda em uso
clinico, tem havido uma preocupacdo cada vez maior ndo s6 com as
propriedades mecanicas, mas também com a biocompatibilidade destes
materiais (3)

Na tentativa de se obter sucesso no tratamento das perfuracoes
radiculares muitos materiais incluindo Cavit IRM, amalgama, Super EBA,
compostos resinosos e ionbmero de vidro tém sido testados, mas nenhum

deles possui todos os requisitos (4,5).

As referéncias citadas na Introducao Geral estfostas no anexo C. 21



No inicio da década de 90, a equipe de pesquisadores da Universidade
de Loma Linda, Califérnia — EUA idealizaram e desenvolveram um material
com o objetivo de selar todas as comunicacdes entre o sistema de canais
radiculares, e a superficie externa do dente. Este foi denominado de agregado
de trioxido mineral ou MTA (5).

O MTA é um material biocompativel (6), indutor de dentinogénese,
cementogénese e osteogénese (7,8,9,10), hidréfilo (11), radiopaco (12),
antimicrobiano (13),capaz de promover selamento adequado (14,15)
prevenindo microinfiltracdo bacteriana (16) e infiltracdo de endotoxinas (17). De
forma geral, tem-se observado que o MTA apresenta propriedades fisico-
quimicas e biologicas favoraveis, sendo amplamente empregado no tratamento
endoddntico. Por outro lado, apesar de suas inUmeras caracteristicas positivas,
este material apresenta algumas dificuldades durante sua manipulagdo, um
tempo de presa demorado e um tempo de trabalho relativamente curto (12,18),
fatores estes que poderiam, por sua vez, desestimular seu uso em algumas
situacdes clinicas.

Os cimentos a base de hidroxido de célcio para obturacdo de canal
radicular foram objetos de uma série de trabalhos experimentais que
analisaram tanto suas propriedades fisico-quimicas quanto biolégicas. O
Sealapex tem mostrado biocompatibilidade junto a polpa dental, excelente acéo
bactericida por apresentar um pH elevado, boa capacidade de selamento por
induzir a reparacao por formacgao de tecido duro, baixa infiltracdo marginal e
controle da reabsorcéao radicular inflamatoéria (19,20,21,22,23,24)

Na tentativa de melhorar as propriedades de trabalho do MTA, uma

combinacdo de dois materiais com caracteristicas biolégicas individuais
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adequadas (Sealapex e MTA), denominada Sealapex plus estd sendo
proposta. Esta combinacdo de materiais demonstrou alta capacidade de
selamento marginal e baixa infiltragdo marginal quando utilizada em obturactes
de dentes humanos extraidos (25). No entanto, antes da indicacdo clinica, é
necessario testar a biocompatibilidade deste novo material e para tanto, a
utilizacdo de modelos experimentais “in vivo”, como o subcutaneo de ratos e “in
vitro”, como a cultura de células.

Desta forma, o estudo foi dividido em 2 capitulos, sendo cada um deles
escrita em formato de artigo, com objetivo de tornar o trabalho mais didatico e
facilitar sua divulgagéo nos meios de pesquisa.

No primeiro capitulo, “Avaliacdo da capacidade de mineralizacao do
MTA, Sealapex e Sealapex plus em tecido subcutaneo  de rato” , foi avaliada
a capacidade de inducdo de mineralizacdo do MTA, Sealapex e Sealapex plus
empregando-se como modelo experimental, o implante de tubos de dentina
preenchidos com os materiais em subcutaneo de ratos.

No segundo capitulo, “Avaliacdo da viabilidade celular e producao de
citocinas induzida pelo MTA, Sealapex e Sealapex plu s”, foi avaliada a
viabilidade celular através do ensaio MTT e a producéo de citocinas (IL-1f e IL-
6) através do ensaio ELISA em cultura de fibroblastos de camundongos

estimulados por MTA, Sealapex e Sealapex plus.
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Capitulo I




Avaliacao da capacidade de mineralizacao
do MTA, Sealapex e Sealapex plus em

tecido subcutaneo de rato



Resumo

Introducdo: A necessidade de melhorar a qualidade dos materiais utilizados
no tratamento endodéntico tem estimulado o estudo de varios materiais
buscando melhores condi¢des de trabalho. Este trabalho teve a finalidade de
avaliar a capacidade de mineralizacdo do MTA, Sealapex ou Sealapex plus
(combinacdo entre MTA e Sealapex) em tecido subcutaneo de ratos. Métodos:
Os materiais foram colocados em tubos de dentina e implantados em tecido
subcutaneo de ratos Wistar. A andlise histoldgica foi realizada apés 7 e 30 dias.
Os espécimes foram preparados para serem corados com Von Kossa e sem
coloracao para luz polarizada. Os resultados foram analisados estatisticamente
pelo teste Qui-quadrado. Resultados: Granulos Von Kossa positivos que foram
birrefringentes a luz polarizada foram observados em todos os materiais nos
tempos de 7 e 30 dias. Conclusdo: Os resultados sugerem que MTA,

Sealapex e Sealapex plus estimularam a mineralizacao do tecido.

Descritores : Materiais Biocompativeis. Endodontia. Agregado de Triéxido

Mineral.
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Abstract

Introduction: The needing for improving the quality of the endodontic materials
has stimulating the study of several materials aiming better work conditions.
The aim of this study was to evaluate the tissue reaction of subcutaneous
connective tissue of rats to the implant of dentin tubes filled with MTA, Sealapex
or Sealapex plus (combination of Sealapex and MTA). Methods: These
materials were placed in dentine tubes and implanted into dorsal connective
tissue of Wistar rats. The histological analysis was achieved after 7 and 30 days
The specimens were prepared to be stained to Von Kossa or without stained to
polarized light. The results were analised by Qui-square test. Results: At the 7
and 30", the undemineralized sections exhibited birefringent granulations to
polarized light as well as extensive and irregular areas which were positive to
Von Kossa staining in all the materials Conclusion: The results suggest that

MTA, Sealapex and Sealapex Plus stimulated the mineralization of the tissue.

Key-words: Biocompatible Materials. Endodontics. Mineral Trioxide

Aggregate.
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Capitulo 1

1.1- Introducdo

O material ideal para o reparo de perfuracées deve ser biocompativel,
facil manipulacéo, dimensionalmente estavel e ndo ser afetado pela presenca
de umidade. Além disso, deve ser capaz de selar o sistema de canais
radiculares e induzir osteogénese e cementogénese (1). Muitos materiais
incluindo Cavit IRM, amalgama, Super EBA, compostos resinosos e iondmero
de vidro tém sido testados, mas nenhum deles possui todos os requisitos (2,3).

O agregado de trioxido mineral (MTA) foi desenvolvido para perfuracdes
patologicas ou iatrogénicas, bem como material obturador de cavidades (3,4).
Alguns estudos demonstraram que o MTA promove reacao tecidual favoravel,
caracterizado por auséncia de resposta inflamatéria severa, presenca de
capsula fibrosa, formacdo de tecido mineralizado e selamento de perfuracbes
radiculares (4,5). A formacdo de ponte de dentina cobrindo o tecido pulpar,
também foi encontrada ap0s o capeamento pulpar com MTA (6). Além disso, a
natureza hidrofilica das particulas do p6 do MTA permite sua utilizacdo mesmo
na presenca de umidade (3). No entanto, apresenta propriedades de trabalho
que nao sao ideais. O cimento resultante da mistura do pé com a agua é de
dificil manipulacéo (7), seu tempo de presa tem sido relatado ser em torno de 3
horas, enquanto o tempo de trabalho menor que 4 minutos (8). Além disso, é

necessario umidade para ativar a presa do cimento (5).
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O Sealapex € um cimento endodbdntico a base de hidréxido de calcio
clinicamente utilizado devido ao favoravel processo de reparo relacionado
dentre outros fatores a difuséo de ions (9). Esta difusdo de ions provenientes
do cimento aumenta o pH da superficie radicular adjacente aos tecidos
periodontais e favorecem o reparo (10). O pH alto favorece a acédo
antimicrobiana (11), degradacao de lipopolissacarideos bacterianos (12), bem
como, a inducdo de formacédo de tecido duro (13) e o controle da reabsorcéo
radicular inflamatoria (14,15).

Uma combinacdo experimental entre Sealapex e MTA (Sealapex Plus)
foi proposta no intuito de obter propriedades biolégicas semelhantes as do
MTA, mas com melhores propriedades de trabalho, tais como aumento no
tempo de trabalho, facilidade de insercdo e manutencdo da capacidade de
selamento marginal (16).

A necessidade de materiais biocompativeis implica na necessidade de
testes de biocompatibilidade. Biocompatibilidade pode ser definida como a
capacidade de um material exercer funcbes especificas quando aplicado em
contato com tecidos vivos de determinado hospedeiro, sem contudo, causar
danos ou prejuizo ao mesmo (17).

A presenca e liberacdo de substancias do material podem gerar
diferentes reacdes quando em contato com tecidos vivos. A reagcao varia em
funcdo da substancia, da quantidade liberada e da taxa de reabsorcéo (3). Tais
substancias podem influenciar no processo de reparo, 0 que justifica a
importancia do estudo da reacao tecidual em modelos experimentais antes da

sua utilizacao clinica.
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Embora o Sealapex plus apresente caracteristicas positivas para ser
usado como material para perfuracdes radiculares, pois une dois materiais com
caracteristicas favoraveis, ndo existem estudos avaliando a reacgdo tecidual

apos a sua implantacao.
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1.2 - Proposicdo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de mineralizacéo

do MTA, Sealapex e Sealapex plus em tecido subcutaneo de rato.

31



1.3- MATERIAL E METODO

Animais

Para realizacéo deste trabalho foram utilizados 32 ratos machos (Rattus,
norvegicus, albinus, Wistar), com idades aproximadas de 120 dias, pesando
entre 250-280g provenientes do biotério da Universidade Estadual Paulista
(campus Aracatuba). Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 e 24<C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12
horas escuro), racdo sélida e agua “ad libitum”. Previamente ao inicio do
experimento, o projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo do Comité de

Etica em Pesquisa Animal (ANEXO A).

Cimentos

Foram utilizados os seguintes cimentos: MTA cinza (Angelus Solucdes
em Odontologia, Londrina-Pr, Brasil), Sealapex (Sybron Endo, Glendora, USA)
e Sealapex Plus (combinacdo entre Sealapex e MTA). Os cimentos foram
preparados de acordo com instrucdes do fabricante. O Sealapex Plus foi obtido

através de uma combinacao de 0,159 de Sealapex e 0,59 de MTA.

Tubos de dentina

Foram utilizados 64 tubos de dentina, preparados a partir de raizes de
dentes humanos extraidos por condi¢des diversas. Os canais foram alargados
até a lima K #35 e sobreinstrumentados em 2 mm além do forame apical.

Durante todo procedimento foi realizada irrigagdo com solucao de hipoclorito de

32



sédio 1%. O comprimento dos tubos foi padronizado em 7mm e o diametro das
paredes em 0,5mm. O desgaste foi realizado com broca Endo-Z movida em
caneta de alta rotacdo. Em seguida, os tubos ficaram imersos em EDTA 17%
por 3 minutos, lavados com soro fisiolégico e autoclavados. Os tubos de
dentina foram completamente preenchidos pelos materiais a serem avaliados

(18).

Procedimentos cirtirgicos

Em cada animal foi realizada a injecéo intramuscular de sedativo a base
de xilazina (Dopaser, Calier S.A. - Barcelona, Espanha — 10mg/Kg) e de
anestésico a base de Cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Kénig S. A. —
Avellaneda, Argentina — 25mg/Kg).

ApGs a anestesia, foi realizada a tricotomia da regido dorsal e
antissepsia da area desprovida de pélos com gaze embebida em solucéo
aquosa de PVPI 10%. Em seguida, com lamina de bisturi nimero 15 foi
realizada uma incisédo de 2 cm no dorso do animal, tendo a coluna vertebral
como linha média de marcacdo. Entdo, o tecido subcutaneo foi divulsionado e
foi introduzido 1 tubo com o material em estudo de cada lado da incisdo. Os
tubos foram implantados com o apoio de pinca reta, sendo que cada rato
recebeu um total de dois tubos preenchidos pelo mesmo material. Os tubos de
dentina foram preenchidos com MTA, Sealapex ou Sealapex Plus com auxilio
de uma espiral lentulo movida por micromotor de baixa rotacdo e
condensadores antes de serem implantados nos animais. Todos os

procedimentos foram realizados sob condicdes estéreis.
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As incisbes foram suturadas com fio de seda 4-0 nao reabsorvivel e
receberam nova antissepsia com PVPI 10%.

Os animais foram acompanhados até se recuperarem da anestesia
antes de serem devolvidos ao biotério para se aguardar os periodos

experimentais.

Grupos experimentais

De acordo com os materiais empregados e tempos pds-operatorios, 0s
32 ratos foram divididos em 4 grupos, sendo 3 grupos experimentais e 1 grupo
controle. Cada grupo experimental foi composto de 8 ratos, sendo 4 para cada
tempo poés-operatério (7 e 30 dias). O grupo controle foi composto por tubos de

dentina vazios.

Obtencdo das pecas

De acordo com os grupos, os animais foram sacrificados aos 7 e 30 dias
por meio de uma dose excessiva de anestésico. Apés o sacrificio, foi realizada
a tricotomia da regido dorsal, antissepsia da area com PVPI 10% e uma nova
incisdo com lamina de bisturi nimero 15, tendo a coluna vertebral como linha
meédia de marcacédo. Os tubos foram localizados e removidos de modo a incluir

todo o tecido que o envolvia.

Processamento laboratorial

As pecas foram colocadas em frascos individuais identificados contendo
solucéo de formalina a 10% por 48 horas. ApGs este periodo, as pecas foram

lavadas em agua corrente por 5 horas para remocéao da solucao de fixacao.
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As pecas foram incluidas em uma mistura de parafina (95%) e cera de
carnauba (5%) (13). As seccbes foram feitas seriadamente com 10um de
espessura utilizando um micr6tomo de tecido duro. As seccdes foram obtidas
uma a uma, sempre apés a aplicacdo de parafina na superficie do bloco para
prendé-las em laminas de vidro aquecidas e besuntadas com albumina. As
seccdes foram coradas de acordo com a técnica Von Kossa, ou permaneceram
sem coloracdo para serem visualizadas sob luz polarizada em microscépio
optico. A técnica Von Kossa foi utilizada para observar estruturas mineralizadas
nos tecidos (coradas de preto). A técnica para luz polarizada permite observar
estruturas birrefringentes relacionadas com cristais de carbonato de célcio
originadas da combinacao de ions célcio do material com gas carbonico do
tecido (18).

As reacgdes nos tecidos em contato com o material na abertura dos tubos
foram observadas, sendo atribuidos escores. A capsula fibrosa foi considerada
fina quando < 150um e espessa quando > 150um. A presenca de necrose bem
como a formagédo de calcificagdo em contato com o material testado foi
registrada como presente ou ausente.

Os dados foram tabulados e submetidos a analise estatistica, através do
Teste Qui-quadrado, sendo considerado o nivel de significancia de 5%

(p<0,05).
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1.4- RESULTADOS

Controle (tubos vazios)

No 7° dia, granulacdes Von kossa positivas ndo foram observadas a
abertura dos tubos (Fig.1A).
No 30dia, granulagBes Von kossa positivas ndo foram observadas a

abertura dos tubos (Fig.1B).

MTA

No 7° dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa
positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 2A e 2C)

No 30°dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa

positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 2B e 2D).

Sealapex

No 7° dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa
positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 3A e 3C)
No 30°dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa

positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 3B e 3D).

Sealapex plus

No 7° dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa
positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 4A e 4C)
No 30° dia, granulacdes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa

positivo foram observadas a abertura dos tubos (Fig. 4B e 4D).
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Comparacédo entre 0s grupos

Os valores encontrados foram comparados em cada periodo de tempo e
sao apresentados na tabela 1

Dia 7

N&o houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre MTA,
Sealapex e Sealapex plus. Entretanto, houve diferenca estatisticamente
significante entre os materiais testados e o grupo controle (p<0,05).

Dia 30

N&o houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre MTA,
Sealapex e Sealapex plus. Entretanto, houve diferenca estatisticamente

significante entre os materiais testados e o grupo controle (p<0,05).
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Figura 1. Grupo controle (A) 7 dias. Auséncia de granulacdes Von kossa

positivo proxima a abertura dos tubos (7dias, VK, 50x). (B) Auséncia de
granulacées Von kossa positivo proxima a abertura dos tubos (30 dias, VK,

100X).
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Figura 2. MTA (A) Observar tecido irregular Von kossa positivo (flechas)
localizado proximo ao material (7 dias, VK, 50x), (B) Observar tecido irregular
Von kossa positivo (flechas) localizado préximo ao material (30 dias, VK, 50x).
(C) Notar numerosas granulacdes (flechas), birrefringentes a luz polarizada (7
dias, luz polarizada, 50x). (D) Notar numerosas granulacdes (flechas),

birrefringentes a luz polarizada (30 dias, luz polarizada, 50x).
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Figura 3. Sealapex (A) Observar tecido irregular Von kossa positivo (flechas)
localizado proximo ao material (7 dias, VK, 50x), (B) Observar tecido irregular
Von kossa positivo (flechas) localizado proximo ao material (30 dias, VK, 50x).
(C) Notar numerosas granulacdes (flechas), birrefringentes a luz polarizada (7
dias, luz polarizada, 50x). (D) Notar numerosas granulacdes (flechas),

birrefringentes a luz polarizada (30 dias, luz polarizada, 50x).
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Figura 4. Sealapex plus (A) Observar tecido irregular Von kossa positivo
(flechas) localizado préximo ao material (7 dias, VK, 100x). (B) Observar tecido
irregular Von kossa positivo (flechas) localizado proximo ao material (30 dias,
VK, 100x). (C) Notar numerosas granulacdes (flechas), birrefringentes a luz
polarizada (7 dias, luz polarizada, 100x). (D) Notar numerosas granulagdes

(flechas), birrefringentes a luz polarizada (30 dias, luz polarizada, 100x).
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Tabela 1- Escores relativos as caracteristicas da cépsula fibrosa e ocorréncia

de calcificacdo ou de necrose para cada grupo e periodo experimental

ESCORE
MATERIAL

calcificacdo necrose céapsula
7 dias
Sealapex presente presente espessa
MTA presente presente espessa
Sealapex Plus presente presente espessa
Controle ausente ausente espessa
30 dias
Sealapex presente ausente fina
MTA presente ausente fina
Sealapex Plus presente ausente fina
Controle ausente ausente fina
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1.5- DISCUSSAO

Os tubos vazios utilizados no grupo controle promoveram pouca ou
nenhuma reacdo no tecido subcutaneo e produziram reparo tecidual normal,
semelhantes aos resultados encontrados na literatura (18,19).

Os resultados do grupo MTA estdo em concordancia com outros estudos
que também utilizaram tubos de dentina preenchidos com o0 mesmo material e
que foram implantados em tecido subcutaneo de rato (18,19). E conhecido que
MTA néo tem hidréxido de calcio em sua composicdo (13). Entretanto, a
mistura do pé com a agua resulta em uma estrutura que contém basicamente
oxido de calcio e fosfato de célcio (7). O 6xido de calcio pode reagir com fluidos
teciduais para formar hidréxido de calcio. As granulacdes birrefringentes
observadas proximo ao MTA e dentro dos tubulos da parede dentinaria séao
provavelmente cristais de calcita originadas da reacdo do calcio do material
com o didxido de carbono do tecido conjuntivo (18).

A deposicéo de cristais de calcita parece ser muito importante para o
mecanismo de acdo do hidréxido de calcio formado apés a mistura do MTA
com agua. Seux et al (20) relataram uma rede extra celular de fibronectina em
contato préximo a estes cristais sob incuba¢do em meio de cultura sem células.
Os autores concluiram que estes achados podem explicar o papel dos cristais
de calcita e fibronectina como iniciadores na formacao da barreira de tecido
duro. Em nosso estudo foi observado uma barreira de tecido von Kossa-
positivo proximo a estes cristais, bem como, a deposicdo de tecido duro em
contato direto com MTA, como descrito em outro estudo (18). Este tecido duro

€ muito irregular em tecido subcutaneo (18,19), mas semelhante a dentina em

43



tecido pulpar (7,21), cemento em perfuracées de furca (22,23) e tecidos
perapicais (24,25,26).

Neste estudo, as mesmas estruturas encontradas no grupo que os tubos
de dentina foram preenchidos com MTA, também foram observadas no grupo
em que os tubos de dentina foram preenchidos com Sealapex plus. Areas Von-
Kossa positivo e estruturas birrefringentes a luz polarizada foram observadas
demonstrando que esta combinacdo de materiais estimulou a formacédo de
tecido mineralizado em tecido subcutaneo de rato.

Sealapex € um cimento a base de hidroxido de célcio, e € possivel
observar as mesmas caracteristicas biolégicas e mecanismo de acdo do
hidréxido de calcio e MTA (20). Os resultados do presente estudo, juntamente
com outros estudos, corroboram a promocdo de estruturas mineralizadas
birrefringentes a luz polarizada ou Von Kossa positivo (19). Estas calcificacdes
podem se originar a partir do 6xido de calcio presente no Sealapex que reage
com os fluidos dos tecidos formando o hidroxido de calcio. As granulacbes
birrefringentes observadas proximas ao Sealapex sdo provavelmente cristais
de calcita originados da reacao dos ions calcio com o diéxido de carbono dos
tecidos (18). O processo de reparo do Sealapex esta relacionado dentre outros
a difusédo de ions (9). Esta difusdo de ions provenientes do cimento aumenta o
pH da superficie radicular adjacente aos tecidos periodontais e favorecem o
reparo (10). A alta solubilidade do Sealapex garante as caracteristicas
guimicas e bioldgicas e a liberacdo de mais calcio e ions hidroxila pode levar a
inducdo da mineralizacdo do &pice radicular (27). Entretanto, uma possivel
hipétese seria que a combinacdo do Sealapex com MTA pudesse alterar a

solubilidade e a liberacdo de ions calcio do material, prejudicando a deposicao
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de tecido duro, mas os resultados deste estudo mostram que esta hipétese nao
é vdlida, uma vez que estruturas birrefringentes a luz polarizada e estruturas
Von Kossa-positivo continuaram ser observadas.

Em concluséo, os resultados observados sugerem que o Sealapex plus
foi biocompativel e estimulou a mineralizacdo de maneira semelhante aquela
relatada para o MTA e Sealapex, mas outros estudos sdo necessarios para

comprovar sua utilizagéo.
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Capitulo IT




Avaliacao da viabilidade celular e producéo
de citocinas induzida pelo MTA, Sealapex e

Sealapex plus



Resumo

Introducéo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do MTA,
Sealapex e Sealapex plus (combinacéo entre Sealapex e MTA) sobre a
viabilidade celular e a producéo de citocinas por fibroblastos de camundongos
(L929). Métodos: Fibroblastos foram semeados nos poc¢os e estimulados por
tubos de polietileno preenchidos com os cimentos. Tubos vazios foram
utilizados como controle. ApGs 24 horas, a viabilidade celular foi analisada pelo
ensaio colorimétrico de reducdo de MTT. O ensaio ELISA foi utilizado para
avaliacdo da producdo de IL-1B e IL-6 por fibroblastos estimulados com os
materiais. Os materiais foram inseridos no fundo da placa de 24 pocos,
condensados e deixados tomar presa por duas semanas em meio de cultura.
Fibroblastos da linhagem L929 foram semeados e ap6s 24 horas, os meios
foram coletados e analisados para IL-6 e IL-1B através do método de ensaio
imunoenzimético (ELISA). Os resultados foram analisados estatisticamente
pelo teste ANOVA com correcdo de Bonferroni. Resultados : MTA, Sealapex e
Sealapex plus ndo foram citotéxicos (p>0,05). A producédo de IL-6 e IL-1B
mostrou-se aumentada em todos 0s grupos em relacdo ao grupo controle
(p>0,05). Conclusdo: Em concluséo, MTA, Sealapex e Sealapex plus foram
biocompativeis em cultura de fibroblastos. Além disso, sugere-se que 0s
materiais possam favorecer o processo de reparo pela liberacéo de IL-6 e IL-
1B.

Descritores : Citotoxicidade. Biocompatibilidade. Citocinas
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Abstract

Introduction: The aim of this study was to investigate the effects of
MTA, Sealapex and Sealapex plus (combination of Sealapex and MTA) on cell
growth and cytokine production in mouse fibroblast (L929). Methods: The cell
growth was determined with fibroblasts stimulated by polyethylene pipes filled
with freshly manipulated material. Cell cultured without polyethylene pipes
served as control. After 24- hour incubation, the cell viability was analyzed by
MTT assay. ELISA was used for the evaluation of IL-13 and IL-6 by fibroblasts
stimulated with the materials. The materials were inserted in the deep of
24wells plates, condensed and were set for 2 weeks in DMEM medium. Wells
without materials served as control. Fibroblasts (L929) were seed in the wells
and incubated for 24 hours, when the medium was collected and analyzed for
IL-18 and IL-6. Statistical analysis was performed by ANOVA test and
Bonferroni correction. Results: MTA, Sealapex and Sealapex plus did not
inhibit the cell viability (p>0,05). It was detected IL-6 and IL-13 production in all
groups (p>0.05). Conclusion: In conclusion, MTA, Sealapex and Sealapex
plus were biocompatible in mouse fibroblast, favoring the healing process with

the production of IL-6 e IL-13.

Key-words: Cytotoxicity, Biocompatibility. Cytokines.
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Capitulo 2

2.1- INTRODUCAO

Perfuracdes radiculares criadas iatrogenicamente durante o tratamento
endoddntico ou como conseqiéncia de reabsorcdo radicular resultam em
comunicacdo entre o espaco pulpar e os tecidos periodontais (1). Algumas
variaveis podem afetar o progndstico do reparo das perfuragdes, tais como: sua
localizacdo e tamanho, periodo de tempo entre o dano e o reparo,
contaminagcdo bacteriana, capacidade de selamento e biocompatibilidade do
material utilizado (2). Em geral, materiais dentarios devem ser biocompativeis
para minimizar os efeitos adversos produzidos pelo contato direto de seus
componentes com tecidos periodontais e 0sso alveolar (3).

Métodos in vitro tém sido recomendados para avaliacdo da
citotoxicidade dos materiais endoddnticos. Alguns modelos experimentais séo
utilizados para esta finalidade. Dentre eles, as técnicas de cultivo celular (4)
tendo como vantagens, ser um método relativamente barato e rapido para ser
aplicado para diversos materiais (5). Diversas células de linhagem e
fibroblastos derivados de humanos ou animais ja foram utilizados para avaliar
os efeitos citotoxicos de extratos, bem como espécimes de cimentos de canais
radiculares (6,7,8,9,10,11,12,13). Fibroblastos sédo as células predominantes no

tecido conjuntivo periodontal e sdo responsaveis pela formagdo e manutencao
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das fibras do ligamento periodontal, bem como, envolvidos no reparo,
remodelacéo e regeneracdo do 0sso e cemento adjacente (14).

Conceitos relacionados com imunotoxicologia estdo sendo utilizados em
modelos experimentais, tais como, a utilizacdo de reagentes toxicos para tentar
entender a funcdo do sistema imune. A avaliacdo do papel das citocinas vem
sendo empregada para tal finalidade; estas moléculas sdo responsaveis pela
regulacdo de uma variedade de processos incluindo imunidade, inflamacéo,
apoptose e hematopoiese (15,16).

Os resultados obtidos em varias pesquisas favorecem o uso do MTA na
Odontologia ja que este possui capacidade de selamento e de regeneracdo do
tecido periradicular, induz osteogénese e cementogénese e possui efeito
mineralizador (17,18,19,20,21,22). Desta forma, o MTA tem uma influéncia
significante sobre os tecidos do sistema orofacial induzindo o processo de
reparo. No entanto, o MTA possui algumas propriedades que ndo séo ideais. O
cimento resultante da mistura de p6 com a agua é dificil de manipular (23) e
seu tempo de presa tem sido relatado como sendo de quase 3 horas, enquanto
que o tempo de trabalho € inferior a 4 minutos (24).

O cimento endoddntico Sealapex (Sybron Endo Glendora, Califérnia,
E.U.A.)) € um cimento que contém hidroxido de calcio em sua composicao,
sendo clinicamente favoravel devido a sua influéncia positiva no processo de
reparo (25,26). A difusdo de ions do cimento no canal radicular eleva o pH na
superficie da raiz adjacente aos tecidos periodontais, favorecendo a reparacéo
(27), a acao antimicrobiana (28), a degradacdo bacteriana de
lipopolissacarideos (29), bem como, a inducdo da formacdo de tecido duro

(30).
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Uma combinacdo experimental entre Sealapex e MTA (Sealapex Plus)
foi proposta no intuito de obter propriedades biolégicas semelhantes as do
MTA, mas com melhores propriedades de trabalho, tais como tempo de
manipulacéo, de trabalho, facilidade de insercdo e manutencao da capacidade
de selamento marginal (31).

Embora esta combinacdo experimental aparentemente apresente
caracteristicas positivas, pois une dois materiais com caracteristicas individuais

adequadas, néo existem estudos avaliando sua biocompatibilidade in vitro.
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2.2- PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos do MTA, Sealapex e
Sealapex plus, (combinacéao entre Sealapex e MTA) sobre a viabilidade celular
em fibroblastos (L929), bem como, avaliar os efeitos destes materiais sobre a

liberacdo de IL-6 e IL-1[.
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2.3- MATERIAL E METODO

Cultura de fibroblastos de camundongos

Células da linhagem de fibroblastos de camundongo L929 foram
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM) contendo
10% de soro fetal bovino (Gibco BRL, Gainthersburg, Md), 100ug/mL de
penicilina, 100 ug/mL de streptomicina, 50 pyg/mL de gentamicina e 300 ng/mL
de anfoterricina B. As culturas foram mantidas a 37°C com 5% de CO,. A

medida que atingiram confluéncia, os fibroblastos foram utilizados nos ensaios.

Cimentos

Foram utilizados os seguintes materiais: MTA cinza (Angelus Solucdes
em Odontologia, Londrina-Pr, Brasil), Sealapex (Sybron Endo, Glendora, USA)
e Sealapex Plus (combinacdo entre Sealapex e MTA). Os cimentos foram
preparados de acordo com instrucdes do fabricante. O Sealapex Plus foi obtido

através de uma combinacao de 0,159 de Sealapex e 0,59 de MTA.

Avaliacdo do efeito citotoxico dos cimentos MTA, Se alapex e Sealapex

plus em cultura de fibroblastos

Para a avaliacdo da viabilidade celular dos materiais, o ensaio MTT foi
escolhido. Fibroblastos (3 X 10° células/pogo) foram distribuidos em placas de
24 pocos em meio DMEM e mantidos a 37°C com 5% de CO, por 24 horas até
atingirem confluéncia. Apos este periodo, os fibroblastos foram utilizados nos

ensaios. Tubos de polietiieno com 1,1mm de didmetro interno e 10mm de
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comprimento foram preenchidos com os cimentos testados (BARD, CR bard
Ltda Irlanda, Galway, Irlanda). Os tubos contendo MTA, Sealapex ou Sealapex
plus foram colocados em um “insert” para evitar o contato direto entre os
cimentos e as células. Para cada grupo experimental foram utilizados 6 pocos e
para o grupo controle foram utilizados tubos vazios. O tempo de estimulacao foi
de 24 horas, ap0s este periodo, o meio foi descartado. A seguir, 90 uL de meio
DMEM e 10 pL da solugdo MTT (5mg de 2,5-difenil brometo de tetrazolium e 1
mL de PBS) foi adicionada em cada poco. Os fibroblastos foram mantidos a
37°C com 5% de CO, por 4 horas. Posteriormente, a solugdo de MTT foi
retirada dos pocos e descartada. A seguir, foram adicionados 100 uL de alcool
isopropilico em cada poco e a placa foi mantida em mesa agitadora a
temperatura ambiente por 30 minutos para dissolver os cristais azuis que
coraram as mitocdndrias. ApOs essa etapa, a placa foi levada ao
espectrofotometro com comprimento de onda ajustado para 570 nm, no qual a

leitura de absorbéncia foi realizada (32).

Determinacdo da producdo de citocinas por fibroblas tos estimulados por

MTA, Sealapex e Sealapex plus

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para avaliacdo da
liberacdo de IL-18 e IL-6 por fibroblastos estimulados por MTA, Sealapex ou
Sealapex plus. Os materiais foram inseridos e condensados em placa de 24
pocos (Corning) até atingirem aproximadamente 1 mm de espessura e 0
mesmo diametro dos pocos. Os materiais foram deixados tomar presa por 2
semanas em meio de cultura DMEM a 37T e 5% de CO ,, sendo que, 0 meio

foi trocado diariamente durante esse periodo. Fibroblastos da linhagem L929
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foram semeados nos pocos (10° células/poco) contendo os materiais no fundo.
Pocos sem material, mas com fibroblastos serviram como controle. As placas
foram incubadas por 24 horas. ApGs este periodo, os meios de cultura foram
coletados e foi analisada a producédo de IL-1B e IL-6 por fibroblastos
estimulados por MTA, Sealapex e Sealapex plus através do ensaio
imunoenzimético ELISA (R & D Systems, Inc, Minneaplis, Minn), conforme

indicacao do fabricante.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Prism 3.0.
As diferengas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de correcdo de Bonferroni.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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2.4- RESULTADOS

MTA, Sealapex e Sealapex Plus néo inibiram a viabilidade celular. Além
disso, ndo houve diferenca estatisticamente significante (p>0.05) entre os
grupos experimentais e o grupo controle. Os resultados foram expressos pela
média de absorbancia (As7onm) de cada material e do grupo controle (Fig 1).

A producdo de IL-6 nos grupos MTA, Sealapex e Sealapex Plus
mostrou-se aumentada em relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos experimentais e o grupo
controle (p>0,05) (Fig. 2).

A producéo de IL-18 mostrou-se aumentada nos grupos estimulados por
MTA, Sealapex e Sealapex plus. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre 0s grupos experimentais e o grupo controle

(p>0,05) (Fig.3).
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Figura 1- Viabilidade dos fibroblastos na presenca de MTA, Sealapex e
Sealapex plus, apos estimulo de 24 horas. MTA, Sealapex e Sealapex Plus
nao inibiram a viabilidade celular. Os resultados foram expressos pela média +

EPM. *p<0,05 em relacdo ao controle (ANOVA com correcédo de Bonferroni).
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Figura 2- Liberacéo de IL-6 por fibroblastos estimulados por MTA, Sealapex e
Sealapex plus (combinacéo entre MTA e Sealapex), apos estimulacdo por um
periodo de 24 horas. Os resultados foram expressos pela média + EPM.

*p<0,05 em relac&o ao controle (ANOVA com correcao de Bonferroni).
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Figura 3- Liberacao de IL-1[ por fibroblastos estimulados por MTA, Sealapex e

Sealapex plus (combinacéo entre MTA e Sealapex), apos estimulacdo por um

periodo de 24 horas. Os resultados foram expressos pela média + EPM.

*p<0,05 em relac&o ao controle (ANOVA com correcao de Bonferroni).
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2.5- DISCUSSAO

Neste estudo, fibroblastos L929 foram utilizados para avaliar a
biocompatibilidade de materiais endodbnticos porque suas caracteristicas em
condi¢cBes experimentais de cultura e sua relevancia como modelo in vitro para
o desenvolvimento de pesquisa envolvendo materiais endodénticos, ja estdo
bem definidas (8,9,33). Modelos in vitro tém sido aplicados para determinar a
resposta celular destes materiais, juntamente com testes de implantacéo e
estudos in vivo (13).

Cultura de células € um método rapido e barato para avaliar a
citotoxicidade dos materiais dentarios. Estes estudos fornecem o passo inicial
na avaliacdo da resposta das células aos cimentos. Testes in vitro sdo Uteis na
avaliacdo dos efeitos bioldgicos de cimentos endodoénticos. Entretanto, devido
a variacdes entre estudos, é dificil interpretar e comparar os resultados de
pesquisas de cultura de células. Estudos in vivo e in vitro podem apresentar
resultados conflitantes sobre a biocompatibilidade dos materiais. Por isso, é
importante combinar resultados de ambos 0s tipos experimentais para o0
entendimento dos efeitos dos cimentos endoddnticos sobre os tecidos
perirradiculares (13).

Estudos tém demonstrado que o MTA promove reacgles teciduais
favoraveis, caracterizado pela auséncia de respostas inflamatérias severas e a
inducdo do reparo tecidual pela formagdo de mineralizacdo (20). Embora, as
condicdes experimentais deste estudo tenham sido diferentes de outras

pesquisas, nossos resultados concordam com trabalhos prévios que mostraram
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que o MTA ndo foi téxico em culturas de fibroblastos (9,34), osteoblastos like
(12) e células de osteossarcoma (35).

O Sealapex foi empregado no presente estudo, como uma referéncia de
cimento endodéntico contendo hidréxido de calcio, por ter sido extensivamente
estudado (27,28,29,30) e ser clinicamente utilizado em funcdo do favoravel
processo de reparo observado com sua utilizacao (25,26). Este material n&o foi
citotbxico comparado com o grupo controle. Os resultados deste trabalho
discordam com outros trabalhos que demonstraram que o Sealapex foi
citotéxico (10,35). O resultado pode estar relacionado com o ph elevado do
Sealapex ap6s a mistura (36,37). A liberacédo de ions deve ser interpretada de
acordo com o modelo experimental utilizado. Entretanto, produtos com
hidréxido de calcio sdo mais citotoxicos do que outros materiais em cultura de
células (10,37), apesar disso, estimulam o reparo através de deposicdo de
tecido mineralizado quando avaliado in vivo (26,30).

O Sealapex plus néo foi citotoxico neste estudo. E possivel que esta
combinacdo tenha propriedades bioldgicas semelhantes ao MTA que néao foi
citotéxico neste estudo e em outros (9,11,23,38). Embora esta combinacgao
experimental de dois materiais com propriedades biolégicas favoraveis e
caracteristicas positivas, outros estudos e metodologias sdo necessarias para
confirmar o beneficio deste material.

Vérios efeitos imunotdxicos resultantes da exposicado celular a materiais
dentarios tém sido relatados, estes efeitos podem ter sido de um organismo
especifico, célula especifica, funcdo imune especifica, efeito essencialmente
secundario seguido de efeitos toxicos anteriores de outros organismos ou eles

podem ser simplesmente efeitos ndo especificos. (39). Praticamente todas as
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situagcdes em que ocorreu um dano celular significante como um resultado de
exposi¢cdo quimica a tecidos biologicos, tais danos celulares aumentaram a
inflamacé&o, migracdo celular e agregacédo ao lugar do dano, e acredita-se que
o controle molecular para estas reacdes séo as citocinas (40 Foster). Aqui, a
monitoria da concentracdo de citocina no local do dano parece representar o
potencial para monitorar a extensao da citotoxicidade extraida do local por um
agente especifico (40).

O ensaio imunoenziméatico (ELISA) utilizado para avaliar a producéo de
citocinas € muito sofisticado (16). A avaliagdo das citocinas sob tais condicfes
experimentais parece fornecer quantificacdo adequada dos niveis relativos de
biocompatibilidade ao nivel bioquimico dos materiais testados (16).

IL-1B € uma citocina que medeia a reabsor¢do 0ssea. E sintetizada por
varias células, assim como macrofagos proximos a reabsor¢cdo Ossea e
osteoclastos (41). Estudos tém demonstrado que osteoblastos estimulados por
MTA produzem IL-1B (42,43). Neste estudo, fibroblastos estimulados por MTA,
Sealapex e Sealapex Plus produziram IL-13, entretanto esta producédo nao foi
estatisticamente significante comparando ao grupo controle. E possivel que
para a producdo de IL-18 seja necessario um estimulo maior do que para
outras citocinas e devido a quantidade de cimento utilizada, esta nao teria sido
suficiente para estimular a producao de IL-1.

IL-6 € uma citocina que medeia a resposta do hospedeiro para a injuria e
infeccdo, sendo secretada durante o processo inflamatério com a finalidade de
regular varios aspectos da resposta imune, fase aguda da reacéo,
hematopoiese e controle de infeccdao (44). Animais depletados de IL-6

mostraram lesdes periapicais mais amplas que ratos normais (44). Outros tipos
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celulares, como osteoblastos na presenca de MTA produziram altas
concentracbes de IL-6 (45,46). De acordo com os resultados encontrados,
todos os materiais liberaram IL-6 mostrando que todos tém um papel
importante no controle da inflamagdo e no favorecimento do processo de
reparo.

Em conclusdo, MTA, Sealapex e Sealapex plus foram biocompativeis
em cultura de fibroblastos. Além disso, sugere-se que 0S materiais possam

favorecer o processo de reparo pela liberacdo de IL-6 e IL-1[3.
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Anexo B- Normas do Periddico Journal of

Endodontics

Writing an effective article is a challenging assignment. The following guidelines are
provided to assist authors in submitting manuscripts.

1. The JOE publishes original and review articles related to the scientific and
applied aspects of endodontics. Moreover, the JOE has a diverse readership
that includes full-time clinicians, full-time academicians, residents, students
and scientists. Effective communication with this diverse readership requires
careful attention to writing style.

2. 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.
The following list represents common errors in manuscripts submitted to the

JOE:

a. 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 developthe theme of the paragraph (see also

[T

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

b. 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.

c. 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

(13 2> <

was,” “were,” “could,” etc. For example: “Dexamethasone was found in this study
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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.

d. 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.)

e. 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.

f. Keep moditying 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”.

g. 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.

General Points on the Organization of Original Research Manuscripts

a. Title Page: The title should describe the major conclusion of the paper. It
should be as short as possible without loss of clarity. Remember that the title is your
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
www.icmyje.org).

b. 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 (150 words) and the wide distribution of the
abstract (e.g., PubMed) make this section challenging to write clearly.
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C.

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. The purpose of the study, the tested hypothesis
and its scope should be 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 provide sufficient detail. However,
many successful manuscripts require no more than a few paragraphs
to accomplish these goals.

d. Material and Methods: The objective of the methods section is to

€.

permit other investigators to repeat your experiments. The three
components to this section are 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 particular aspects
used in the present study. The inclusion of a “methods figure” will be
rejected unless the procedure is novel and requires an illustration for
comprehension. If the method is novel, then the authors should
carefully describe the method and include validation experiments. If
the study utilized a commercial product, the manuscript should state
that they either followed manufacturer’s protocol or specify any
changes made to the protocol. Studies on humans should conform to
the Helsinki Declaration of 1975 and state that the institutional IRB
approved the protocol and that informed consent was obtained.
Studies involving animals should 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, drop-outs from clinical trials, etc.

Results: Only experimental results are appropriate in this section (i.e.,
neither methods nor conclusions should be in this section). Include
only those data that are critical for the study. Do not include all
available data without justification, any repetitive findings will be
rejected from publication. All Figs./Charts/Tables should be
described in their order of numbering with a brief description of the
major findings.

Figures: There are two general types of figures. The first type of figure 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 photo-, radio- or micrographs take up one column-
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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 on your part given
the small size of each panel, you will only be able to illustrate the most important
feature of each photomicrograph. 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 Chang, et al, (JOE 28:90, 2002), Hayashi, et al, (JOE 28:120, 2002) and by
Davis, et al (JOE 28:464, 2002). At the Editor’s discretion, color figures may be
published at no cost to the authors. However, the Editor is limited by a yearly
allowance and this offer does not include printing of reprints.

The second type of figure are graphs (i.e., line drawings) 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 necessary:

%% %  Inhibition  of
Naocl [N/ Grouplc th

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

3 5 100

Instead, the results could simply state that there was no inhibition of growth from
0.001-0.03% NaOCl, and a 100% inhibition of growth from 0.03-3% NaOCI
(N=5/group). Similatly, 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).
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f. Discussion: The conclusion section should describe the major
findings of the study. Both the strength and weaknesses of the
observations should be discussed. What are the major conclusions of
the study? How does the data support these conclusions? 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
readership. Ideally, a review of the potential clinical significance is the
last section of the discussion.

g. References: The reference style follows Index Medicus and can be
efficiently learned from reading past issues of the JOE. Citations are
placed in parentheses at the end of a sentence or at the end of a
clause that requires a literature citation. Do not use superscript for
references. Original reports are limited to 35 references. There are no
limits in the number of references for review articles.

4. Page Limitations for Manuscripts in the Category of Basic
Science/Endodontic Techniques

a. What is the limitation? Original research reports in the category of
basic science/endodontic techniques are limited to no more than
2,000 wortds (total for the abstract, introduction, methods, results and
conclusions), and a total of three Figs./Charts/Tables. If a composite
figure is used (as described above), then this will count as two of the
three permitted Figs./Charts/Tables.

b. Does this apply to me? Manuscripts submitted to the JOE can be
broadly divided into several categories including review articles,
clinical trials (e.g., prospective or retrospective studies on patients or
patient records, or research on biopsies excluding the use of human
teeth for technique studies), basic science/biology (animal or culture
studies on biological research related to endodontics, or relevant
pathology or physiology), and basic science/techniques (e.g.,
stress/strain/compression/strength/failure/composition studies on
endodontic instruments or materials). Manuscripts submitted in this
last category are the only category subject to these limitations. If you
are not sure whether your manuscript falls within this category please
contact the Editor by e-mail at jendodontics@uthscsa.edu.

c. Why page limitations? Most surveyed stakeholders of the JOE
desire timely publication of submitted manuscripts and an extension
of papers to include review articles and other features. To accomplish
these goals, we must reduce the average length of manuscripts since
increasing the JOE’s number of published pages is prohibitively
expensive. Although a difficult decision, restricting this one category
of manuscripts accomplishes neatly all of these goals since ~40-50%
of published papers are in this category.

d. How do I make my manuscript fit these limitations? Adhering to
the general writing methods described in these guidelines (and in the
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resources listed below) will help to reduce the size of the manuscript.
Authors are encouraged to focus on only the essential aspects of the
study and to avoid inclusion of extraneous text and figures. The
Editor will reject manuscripts that exceed these limitations.

5. Awvailable Resources:

Strunk W, White EB. The Elements of Style. Allyn & Bacon, 4th ed, 2000,
ISBN 020530902X

Day R.. How to Write and Publish a Scientific Paper. Oryx Press, 5th
ed. 1998. ISBN 1-57356-164-9

a. Woods G. English Grammar for Dummies. Hungry Minds:NY, 2001
(an entertaining review of grammar)

b. Alley M. The Craft of Scientific Writing. Springer, 3rd edition 1996
SBN 0-387-94766-3.

c. Alley M. The Craft of Editing. Springer, 2000 SBN 0-387-98964-1.
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