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RESUMO: O objetivo deste estudo foi
avaliar a capacidade de mineralizagéo do
Biodentine e MTA Angelus Branco, quando
comparados ao hidréxido de calcio. Trinta
e seis ratos Wistar foram submetidos a
pulpotomia dos primeiros molares inferiores
direito e esquerdo (n=6). Apds anestesia,
0 acesso a camara pulpar foi realizado
com broca carbide em alta rotacdo com
auxilio de microscopio operatorio, seguido
do corte da polpa, realizado com uma
cureta adaptada. Apds a remocéo da polpa
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coronaria, a camara pulpar foi irrigada com solucéo salina até hemostasia. O capeamento
pulpar foi realizado com Biodentine, MTA Angelus Branco ou pasta de hidroxido de célcio com
veiculo aquoso e a coroa restaurada com iondmero de vidro. A analise microtomografica (SKY
SCAN 1174) foi realizada ap6s 7, 15 e 30 dias, onde foram realizados cortes longitudinais
e transversais para mensuracdo da maior area de tecido mineralizado observado na luz
do canal distal, por meio do software CTan. Ap6s a obtencdo das areas, os valores foram
tabulados e submetidos ao teste estatistico ANOVA e Tukey, com um nivel de significancia
de 5%. Os resultados obtidos mostraram que o Biodentine induziu em média a formacéo
de 0,656 ym? aos 7 dias, 0,705 pm?aos 15 dias e 0,675 ym? aos 30 dias. O hidroxido de
célcio induziu 0,383 ym?, 0,556 ym? e 0,533 ym? aos 7, 15 e 30 dias, respectivamente. O
MTA Angelus Branco induziu 0,269 pm? aos 7 dias, 0,205 pym2ap6s 15 dias e 0,410 ym? ao
final do periodo experimental. Todos os materiais formaram ponte de tecido biomineralizado.
O Biodentine induziu a maior formagéo de mineralizacdo seguido do hidroxido de célcio e
MTA, podendo ser considerado uma alternativa ao MTA ou hidroxido de calcio em casos de
pulpotomia.

PALAVRAS-CHAVE: Biomineralizagédo; Endodontia; Microtomografia por Raio-X; Pulpotomia

MICROTOMOGRAPHIC ANALYSIS OF MINERALIZATION INDUCED BY
BIOCERAMIC REPAIR CEMENTS AFTER PULPOTOMY

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the mineralization ability of Biodentine and
Angelus White MTA when compared to calcium hydroxide. Thirty-six Wistar rats underwent
pulpotomy of the lower right and left first molars (n=6). After anesthesia, access to the
pulp chamber was performed with a carbide bur at high speed with the aid of an operating
microscope, followed by pulp removal, performed with an adapted curette. After removing
the coronary pulp, the pulp chamber was irrigated with saline solution until hemostasis. Pulp
capping was performed with Biodentine, Angelus White MTA or calcium hydroxide paste with
aqueous vehicle and the crown was restored with glass ionomer. Microtomographic analysis
(SKY SCAN 1174) was performed after 7, 15 and 30 days, where longitudinal and transversal
sections were made to measure the largest area of mineralized tissue observed in the distal
canal lumen, using the CTan software. After obtaining the areas, the values were tabulated
and submitted to the ANOVA and Tukey statistical tests, with a significance level of 5%. The
results obtained showed that Biodentine induced on average the formation of 0.656 ym? at
7 days, 0.705 um? at 15 days and 0.675 pym? at 30 days. Calcium hydroxide induced 0.383
um?2, 0.556 ym? and 0.533 ym?2 at 7, 15 and 30 days, respectively. Angelus White MTA induced
0.269 pym? at 7 days, 0.205 ym? after 15 days and 0.410 ym? at the end of the experimental
period. All materials induced the formation of a biomineralized hard tissue bridge. Biodentine
induced the largest mineralization area followed by calcium hydroxide and MTA, and can be
considered an alternative to MTA or calcium hydroxide in cases of pulpotomy.

KEYWORDS: Biomineralization; Endodontics; Pulpotomy; X-Ray Microtomography.
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INTRODUCAO

A manutencao da saude pulpar frente a lesées cariosas, trauméaticas ou iatrogénicas
continua a ser um desafio e é de primordial importancia, especialmente em dentes imaturos
permanentes onde a vitalidade pulpar permite a conclusdo da formacgéo da raiz (Edwards
et al. 2021).

Quando a exposicao da polpa ocorre como resultado de céries profundas, trauma,
danos mecanicos, nos casos de lesdes pulpares reversiveis, em dentes em desenvolvimento
ou maduros, o capeamento pulpar direto e indireto sdo formas de preservar a vitalidade
pulpar via a formacéo da ponte de dentina. Durante a formacéo da dentina, células da
polpa dentaria (DPCs) sofrem proliferagéo e diferenciacdo em células odontoblasticas que
secretam proteinas da matriz dentinaria que induzem a mineralizacdo da dentina (Alex
2018, Edwards et al. 2021).

Diversos materiais s@o utilizados em terapia conservadora na qual o tecido pulpar
encontra-se com vitalidade, sendo o prognéstico do tratamento dependente de fatores
como biocompatibilidade (Bueno et al. 2016, Valentim et al. 2021a) e capacidade de
prevenir infiltracdo bacteriana por deposicao de tecido mineralizado (Bueno et al. 2019),
além do resultado também depender da capacidade de resposta da polpa frente a agresséo
(Komabayashi et al. 2016, Valentim et al. 2021b).

O material ideal para ser utilizado na protecdo do complexo dentino-pulpar deve
ser biocompativel (Komabayashi et al. 2016, Valentim et al. 2021b). O hidréxido de calcio
[Ca(OH),] é altamente recomendado devido a sua biocompatibilidade e indug&o da formacéo
de ponte de tecido duro como agente de protecdo pulpar (Brizuela et al. 2017), além de
aproximadamente 75% dos tratamentos realizados com o hidroxido de célcio ocorrer a
formacéo total de uma ponte de tecido duro protegendo a polpa vital e ndo inflamada
(Auschill et al. 2003). No entanto, outros estudos 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). Em seu mecanismo de
acao, o hidréxido de calcio destréi uma fina camada do tecido pulpar subjacente, deixando
uma camada necrética devido ao seu pH elevado (Goldberg et al. 2015).

Estudos tem mostrado que o agregado de trioxido mineral (MTA) pode ser empregado
como alternativa ao Ca(OH), para tratamento de injarias pulpares, estimulando a formagéo
de pontes de dentina mais rapido que o Ca(OH), (Faraco et al., 2001, Aeinehchi et al. 2003,
Accorinte et al., 2008; Min et al., 2008; Eskandarizadeh et al., 2011).

O MTA é um material bioativo, biocompativel, antibacteriano, estavel e de alta
capacidade de vedacdo (lwamoto et al., 2006, Nair et al., 2008; Zarrabi et al., 2010,
Ramezanali et al. 2017, Bueno et al. 2019). Entretanto, o MTA é dificil de ser manipulado,
seu tempo de presa é longo, possui custos elevados e pode causar pigmentacdo do
elemento dental (Parirokh & Torabinejad, 2010).
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Outro material no mercado € o Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fossés, FR)
um cimento a base de silicato de calcio com propriedades mecéanicas semelhantes a da
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; Zanini et al., 2012; Koubi et al., 2013;
Raskin et al., 2012, Tran et al., 2012, Brizuela et al. 2017). Estudos in vitro mostraram que
em contato com as células da polpa vital tem um efeito positivo estimulando a formacgéo de
dentina terciaria (Laurent et al., 2012; Zanini et al., 2012; Peng et al., 2011). Ao contrario
do MTA, o Biodentine apresenta facil manipulacao e insercéo, aplicado diretamente na
cavidade sem qualquer condicionamento (Laurent et al., 2012; Koubi et al., 2013).

A tomografia micro-computadorizada (microCT) tem sido muito utilizada nos Gltimos
anos para analise dos procedimentos endoddnticos sejam eles estudos anatémicos, de
modelagem, obturacdo e retratamentos do sistema de canais radiculares (Versiani &
Keles 2020). Devido a sua alta resolugéo, a microCT tem se mostrado eficaz para anélises
quantitativas e qualitativas in vivo e ex vivo. (Swain e Xue, 2009, Versiani & Keles 2020).

Visando o tratamento conservador e a manutencéo da vitalidade pulpar, o objetivo
deste estudo foi avaliar a capacidade de formacédo da ponte de tecido duro do Biodentine
e MTA Angelus Branco comparados ao hidroxido de célcio apds pulpotomia em molares
de ratos através da microtomografia computadorizada. A hipétese nula adotada é que os
cimentos bioceramicos Biodentine e MTA Angelus Branco ndo induziriam a formacéo da

ponte de tecido duro apés pulpotomia, através da analise em microCT.

METODOLOGIA

Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, (FOA/UNESP, Processo 00452/2014).

O célculo amostral foi baseado em estudos prévios (Chicarelli et al., 2021, Valentim
et al. 2021b): considerando um poder de analise de 0.80, diferenca minima entre as médias
de 0.22 e desvio padrao do erro médio de 0.11, mostrou um minimo amostral de seis (n=6)
por grupo experimental.

Foram utilizados 36 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando aproximadamente
2509, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os
animais foram mantidos em gaiolas, tipo mini isoladores com quatro ratos, e alimentados
durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua ad libitum, com temperatura
controlada oscilando entre 22 e 24°C, e ciclo de luz controlada (12 horas claro/12 horas

escuro).
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Pulpotomia

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: Biodentine, MTA Branco
Angelus, Ca(OH), e grupo controle sem material capeador (apenas selamento). Para cada
um dos quatro grupos experimentais, trés ratos foram alocados para cada periodo de tempo
(7, 15 e 30 dias). Em cada animal, os dois primeiros molares inferiores (direito e esquerdo)
foram utilizados, configurando 6 amostras por material/periodo experimental.

Previamente a pulpotomia, os animais foram anestesiados com cloridrato de Xilazina
2% (25mg/kg) e Ketamina 10% (50mg/kg), via intramuscular, seguida da antissepsia dos
primeiros molares inferiores com 3% de peroxido de hidrogénio e 0,2% de gluconato de
clorexidina. O acesso foi realizado com uma broca carbide esférica de 1Tmm de diametro
em alta rotacdo, com auxilio de microscopio operatério, sob constante irrigagcdo com
soro fisiologico estéril para evitar a deterioracdo pelo calor. Ap6s a remogédo do teto
da camara pulpar, foi feita a remogéo do tecido pulpar com uma cureta de dentina n° 5
(Dentsply Maillefer) modificada para que coubesse no interior da camara pulpar, permitindo
a curetagem. A remocéo do tecido pulpar foi realizada até que fossem visualizadas as
embocaduras dos canais radiculares. O sangramento foi controlado com irrigagéo de soro
fisiolbégico e utilizagdo de bolinhas de algodao estéril. O tecido pulpar remanescente na
entrada dos canais radiculares foi capeado com os grupos: Biodentine, MTA Angelus,
Ca(OH), (veiculo agua destilada), ou deixado sem material capeador (apenas selado). As
cavidades foram posteriormente seladas com cimento de iondmero de vidro quimicamente
ativado (Fuji IX, GC, Tokyo, JP).

Decorrido o periodo pré-determinado de 7, 15 e 30 dias ap6s a pulpotomia, os
animais foram eutanasiados por injecao intraperitoneal de Tiopental 30 mg/kg de peso
corporeo (Thiopentax, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Paulinia, SP,
Brazil). Ap6s observada morte clinica dos animais, as mandibulas foram removidas,
reduzidas e separadas em direita e esquerda, e colocadas imediatamente em frascos
individuais identificados contendo solugéo de formalina a 10% tamponada com pH neutro
por 48 horas. Na sequéncia foi realizado o escaneamento microtomografico das pecas.

Tomografia Micro Computadorizada (Micro-CT)

A &rea da ponte de dentina formada no canal distal foi avaliada usando imagens da
Micro-CT. Cada espécime foi colocado em microtubos eppendorf contendo formol 10% e
foram escaneados usando um computador de mesa acoplado ao microtomoégrafo (SkyScan
1174; SkyScan, Kontich, Belgium). O processo de escaneamento procedeu-se utilizando
50kV de voltagem e 800pA. Uma amostra foi digitalizada por vez. Os parametros de
captura de imagem utilizados foram: tamanho do voxel de 16.1ym com 0.5° de rotagéo por
imagem capturada num total de 180°. Foram obtidas 367 imagens com 652X652 pixels. Em
seguida os dados foram inseridos em software para reconstrugdo das imagens (NRecon
v1.6.4.8, SkyScan) e CTan (CTan v1.11.10.0, SkyScan) para a mensuragéo das areas de
mineralizagéo.

Odontologia: Préticas e inovagdes, desafios e avangos 2 Capitulo 5

49



Apbs observagdo em cortes longitudinais para localizar altura de ponte de tecido
mineralizado no canal distal, cortes transversais (axiais) foram utilizados para medir a

maior area (ym?) de tecido mineralizado na luz do canal distal (Figura 1).

Analise estatistica

Os valores da area encontrada foram submetidos ao teste estatistico ANOVA e
teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Para aplicacao dos testes, foi utilizado o
software SigmaPlot V 12.1 (Systat Software, San Jose, CA USA).

RESULTADOS

Aos 7, 15 e 30 dias o Biodentine mostrou maior area mineralizada em relagao ao
MTA Branco (p<0.05), entretanto se mostrou semelhante ao Ca(OH),. Este por sua vez aos
15 dias mostrou maior area mineralizada em relagdo ao MTA Angelus Branco. (Figurat,
Grafico 1).

Apbs 7 dias o Biodentine induziu em média a formagéo de 0,656 pym? de tecido duro,
na area da seccao analisada da luz do canal. Aos 15 dias 0,705 ym?e aos 30 dias 0,675
um?. O hidroxido de célcio induziu aos 7 dias 0,383 ym?, 0,556 ym? ap6s 15 dias e 0,533
pum? aos 30 dias. O MTA Angelus Branco induziu 0,269 pym? aos 7 dias, 0,205 pym?apos 15
dias e 0,410 ym? ao final do periodo experimental (Tabela 1).
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7 DIAS 15 DIAS f 30 DIAS

BIODENTINE™

MTA BRANCO®

Cortes transversais e longitudinais das imagens tomogrificas, mostrando a formagio da

ponte de tecido duro.
*Setas vermelhas indicam a drea mineralizada.
Figura 1. Cortes transversais (axiais) e longitudinais das imagens de micro tomografia

computadorizada, mostrando a formagéo da ponte de tecido de tecido duro no canal distal. *Setas
vermelhas indicam a area mineralizada.
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Grupo 7 dias 15 dias 30 dias

Biodentine 0,656 0,7052 0,675
Ca(OH), 0,383* 0,556% 0,533*
MTA Angelus Branco 0,269° 0,205° 0,410°

Tabela 1. Média da area de formagéo da ponte de tecido duro na luz do canal distal. Letras iguais
indicam n&o haver diferenca estatistica (P<0.05)

08

0,705

07

06

0,5

0,4

03

0,2

01

7 Dias 15 Dias 30 Dias

H Biodentine ® MTA Branco & Ca(OH)2

Gréfico 1. Representagédo grafica da média da area de formacéo da ponte de tecido duro.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a presenca de ponte de tecido duro apés pulpotomia,
por meio da microCT, em canais distais de primeiros molares inferiores de ratos. Ambos os
cimentos bioceramicos testados induziram a formacao de tecido biomineralizado, rejeitando
a hipétese nula.

O uso de microCT possibilita uma viséo tridimensional de um mesmo espécime,
diferentemente de estudos histologicos, que apesar de serem padrdo ouro para visualizacao
da ponte de tecido duro, ndo torna possivel a analise de sec¢des diferentes em um mesmo
espécime. (Maret et al., 2010; Maret et al., 2014; Scarfe et al., 2006; Nowicka et al., 2015).
O modelo animal escolhido foi rato Wistar, previamente utilizado em diversas pesquisas
odontologicas, seja em investigacdes sistémicas como ratos diabéticos (Bueno et al. 2021) e
hipertensos (Martins et al. 2016) ou locais, como analise subcutanea (Bueno et al. 2016, Bueno
et al. 2018, Valentim et al. 2021a, Bueno et al. 2023a, Bueno et al. 2023b). A metodologia de
pulpotomia em molares de ratos utilizada no presente estudo também foi previamente utilizado
na literatura (Lima et al., 2011; Minic et al., 2021, Valentim et al. 2021b).
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O hidroxido de célcio tem sido comumente utilizado para capeamento pulpar
direto (Edwards et al. 2021). No presente trabalho, pode-se notar que juntamente com o
Biodentine, obteve-se uma maior area de mineralizagdo em relagéo ao MTA Branco, aos
15 dias. Entretanto aos 7 e 30 dias n&o houve diferenca entre o Ca(OH),e o MTA Branco.
Nowicka et al., 2015 obteve resultados semelhantes avaliando o volume de mineralizacéo
formada pelo Biodentine, MTA, Ca(OH), e o Single Bond, em dentes humanos, ap6s 45 dias,
onde obteve que a melhor ponte de dentina formada com maior volume e homogeneidade
foi a promovida pelo Biodentine e MTA, n&o tendo diferenga em relagéo ao Ca(OH),, mas
sim em relagéo ao Single Bond Universal.

No presente estudo o Biodentine obteve a maior area de mineralizagéo com diferenca
significativa em relacdo ao MTA Branco, em todos os tempos experimentais (p<0,05). O
que difere de Nowicka et al., 2015, que mostrou que os dois materiais ndo apresentam
diferenga quanto ao seu volume. Essa divergéncia de resultados pode ser devido ao tempo
experimental, ja que no presente estudo foram realizados 3 periodos mais curtos de tempo
(7, 15, 30 dias) enquanto o outro estudo foi realizado em um periodo de 6 semanas.

Corroborando nossos achados, Brizuela et al. (2017) mostraram resultados clinicos
de pulpotomia utilizando Biodentine, MTA e hidroxido de célcio. Os autores relataram que
apds 6 meses de controle pos-pulpotomia, houve 1 falha no tratamento no grupo hidroxido
de célcio e 3 no grupo MTA. Contudo, ao final do controle de 1 ano, néo houve diferenca
estatistica entre os materiais no sucesso do tratamento.

Valentim et al. (2021b) realizaram o capeamento pulpar com o Biodentine para
avaliar inflamagéo e formagéao de tecido duro em coloragéo HE, e visualizaram a ocorréncia
da formacéo da ponte de dentina e baixa reagao inflamatéria, assim como na utilizacao do
MTA e concluiram que possui eficacia semelhante ao MTA na pratica clinica e pode ser
considerado uma alternativa interessante para o capeamento pulpar direto.

Salako et al., 2003 e Hadeer et al., 2004 mostraram que o MTA Cinza e o0 MTA
Branco formam por completo sua ponte a partir dos 28 dias, pois aos 14 dias o MTA
Branco possui um inicio de mineralizacdo. Apesar destes outros 2 artigos serem anélises
histologicas o resultado do presente estudo esta de acordo, visto que aos 15 dias o MTA
Branco possuia menor area de mineralizagdo em relagdo a ele mesmo aos 30 dias, apesar
de néo significante, foi notado a crescente no percentual da area ocupada pela ponte de
dentina na luz do canal, podendo em periodos maiores a chegar a completa formagéo da
ponte de tecido duro, o que também é relatado em casos onde a proservacgéo vai além dos
30 dias (Eidelman et al., 2001, Holan et al., 2005).

A escolha da metodologia por anélise via micro-CT, foi devido ao fato que os
exames tomograficos produzem imagens a partir de seccao da estrutura de interesse e
possuem vantagens basicas em relagado as radiografias convencionais: apresenta imagem
tridimensional em uma sequéncia de cortes finos, auséncia de sobreposicédo e possui
sensibilidade precisa na identificacdo de tecidos, permitindo aumento de brilho, nitidez,
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realce de bordos e contraste (Patel et al. 2007, Versiani & Keles 2020). Em ratos Wistar, o
uso de microCT foi previamente utilizado para avaliar perda 6ssea periodontal (Bueno et
al. 2021), lesao periapical (Cosme-Silva et al. 2020) ou reparo p6s pulpotomia (Osuga et
al. 2006).

Os achados evidenciaram a formacao da ponte de tecido duro dos cimentos
bioceramicos testados, indicando seu uso clinico para pulpotomia. Porém é importante
ressaltar as limitagcbes metodoldgicas que influenciam as correlagbes com pulpotomias
em humanos. O tamanho dos dentes de ratos Wistar e o acesso coronario dificultam a
visualizagcdo, manipulagéo e inser¢cdo dos cimentos sobre o remanescente pulpar, assim
como o selamento e cuidados pds-operatorios, ao passo que dentes humanos permitem um
melhor acesso e preparo cavitario. Portanto, deve-se correlacionar os presentes resultados

com pesquisas clinicas.

CONCLUSAO

Os trés materiais se mostraram eficientes para prote¢cdo do remanescente pulpar,
uma vez que apresentaram capacidade de formar ponte de tecido duro. Na presente
metodologia, o Biodentine induziu maior area de tecido mineralizado nos periodos

analisados.
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