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RESUMO

Quando a polpa dentéaria € exposta ao meio bucal, cria-se uma ferida no tecido
pulpar, cujo tratamento deve ser imediatamente instituido atraves da limpeza e
desinfeccdo da area, seguida da cobertura pulpar com um material bioativo. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta do tecido pulpar frente aos biovidros
F18 e F18 dopado com cobalto (F18Co) em comparacgéo ao hidroxido de calcio
(HC), apd6s capeamento pulpar direto. Para tanto, 48 camundongos Balb/C
machos (8 semanas) tiveram os primeiros molares superiores direito e esquerdo
divididos aleatoriamente em grupos: F18, F18Co, HC e controle. Os molares dos
grupos experimentais tiveram as polpas coronarias expostas e receberam 0s
materiais, e foram selados com ionémero de vidro. O grupo controle ndo recebeu
nenhuma intervencéo. Apos 7 e 15 dias, os animais (n = 6) foram eutanasiados
e 0s especimes processados para avaliacdo do processo inflamatoério e da
desorganizacao tecidual, por meio da coloracdo de Hematoxilina-Eosina, e da
expressao de citocinas, por meio da técnica de PCR em tempo real, onde as
interleucinas (IL)-1B, IL-6 e IL-10 foram avaliadas. Aos 7 e 15 dias, houve
inflamacéao leve a moderada no grupo HC, e principalmente moderada a severa
em F18 e F18Co, porém, a diferenca significativa foi observada apenas entre o
grupo controle, sem inflamacéo, e os grupos F18 e F18Co (p < 0,05). Em relac&o
a desorganizacéo tecidual, aos 7 dias, observou-se desorganizacdo moderada
para o HC e para a maioria dos espécimes F18 e F18Co; aos 15 dias, houve
desorganizacado leve a moderada para HC e moderada a severa para F18 e
F18Co; a diferenca foi observada entre os grupos controle e F18 e F18Co (p <
0,05), em ambos os periodos de andlise. Observou-se a forma¢édo de dentina
terciaria apenas aos 15 dias em todos 0s grupos experimentais, entretanto, mais
intensamente no grupo do HC. Aos 7 dias, ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos quanto as expressoes de IL-6 e IL-10. Em relacdo a expresséo de IL-
1B, foi possivel observar um aumento significativo nos grupos HC e F18. J4 aos
15 dias, houve maior expressao de IL-6 nos grupos F18 e F18Co em relacao ao
controle; aumento significativo na expressdo de IL-1B3 foi observado neste
periodo nos grupos F18 e F18Co em relacdo aos grupos HC e controle. N&o
houve expresséo significativa da IL-10 nos diferentes grupos. Conclui-se que 0s
biovidros F18 e F18Co podem ter um desempenho inferior ao HC quando
utilizados em contato direto com o tecido pulpar.

Palavras-chave: Biovidros. Capeamento pulpar direto. Polpa dentaria.
Pulpotomia. Terapia vital pulpar.



ABSTRACT

Pulp Response in mice molars after direct pulp capping with new
bioglasses formulations.

When the dental pulp is exposed to the oral environment, a wound is created in
the pulp tissue, whose treatment must be immediately instituted by cleaning and
disinfecting the area, followed by pulp coverage with a bioactive material. The
objective of this study was to evaluate the response of pulp tissue to bioglasses
F18 and F18 doped with cobalt (F18Co) compared to calcium hydroxide (CH),
after direct pulp capping. For that, 48 male Balb/C mice (8 weeks old) had their
right and left maxillary first molars randomly divided into groups: F18, F18Co, CH
and control. The molars of the experimental groups had the coronal pulps
exposed and received the materials, and were sealed with glass ionomer. The
control group received no intervention. After 7 and 15 days, the animals (n = 6)
were euthanized and the specimens processed to evaluate the inflammatory
process and tissue disorganization, using Hematoxylin-Eosin staining, and
cytokine expression, using the PCR technique in real time, where interleukins
(IL)-1B, IL-6 and IL-10 were evaluated. At 7 and 15 days, there was mild to
moderate inflammation in the CH group, and mainly moderate to severe in F18
and F18Co, however, a significant difference was observed only between the
control group, without inflammation, and the F18 and F18Co groups (P < 0.05).
Regarding tissue disorganization, at 7 days, moderate disorganization was
observed for the CH and for most specimens F18 and F18Co; at 15 days, there
was mild to moderate disorganization for CH and moderate to severe for F18 and
F18Co; the difference was observed between the control and F18 and F18Co
groups (P < 0.05), in both analysis periods. Tertiary dentin formation was
observed only at 15 days in all experimental groups, however, more intensely in
the CH group. At 7 days, there was no significant difference between the groups
in terms of IL-6 and IL-10 expressions. Regarding the expression of IL-1B, was
possible to observe a significant increase in the CH and F18 groups. At 15 days,
there was greater expression of IL-6 in groups F18 and F18Co compared to
control; a significant increase in IL-1p expression was observed in this period in
the F18 and F18Co groups compared to the CH and control groups. There was
no significant expression of IL-10 in the different groups. It is concluded that the
bioglasses F18 and F18Co may have a lower performance than CH when used
in direct contact with the pulp tissue.

Keywords: Bioglasses. Pulp capping. Dental pulp capping. Pulpotomy. Pulp vital
therapy.
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1 INTRODUCAO

A odontologia minimamente invasiva visa promover a preservacado da
estrutura dentéaria, em um esforgo para evitar danos ao complexo dentino-pulpar
(DA ROSA et al., 2018). A preservacdo da vitalidade pulpar representa a
manutencdo de todas as funcbes do elemento dentario, assim como seu
completo desenvolvimento (HANNA, ALFAYATE & PRICHARD, 2020), visto que
a polpa dentaria € responsavel pela funcdo sensorial e nutritiva, bem como a
inervacao, defesa e desenvolvimento do dente (MODENA et al., 2009).

A funcdo primordial da polpa € a formagédo de tecido dentinario, que
comecga quando as células mesenquimais periféricas se diferenciam em
odontoblastos e iniciam a deposicdo de matriz de colageno em uma sequéncia
de deposicao/mineralizacdo, que € reduzida com a completa formacao do dente
(CUSHLEY et al., 2021). Ap6s a formacéo inicial do dente, a polpa continua
fisiologicamente a produzir dentina devido ao envelhecimento dentéario, a dentina
secundaria, enquanto a dentina terciaria pode também ser produzida, em
resposta a agentes agressores que podem levar a inflamacéo do tecido pulpar
(MODENA et al., 2009; TZIAFAS, 1994).

A principal causa da inflamacdo pulpar € a cérie dentaria, uma infeccéo
progressiva da dentina, que pode conduzir a inflamacéo e, se nédo tratada, levar
a necrose pulpar (COHENCA, PARANJPE & BERG, 2013). A polpa também
pode sofrer agressdes quimicas ou mecanicas, resultando em exposicoes
pulpares que geram quadros graves de dor e infeccdo (PARISAY, GHODDUSI
& FORGHANI, 2015).

As exposicdes pulpares podem ocorrer em circunstancias diversas, sendo
as causas mais comuns os traumatismos dentarios coronarios, as les6es de
carie avancadas em dentina ou acidentes operatoérios (iatrogenia) durante o
preparo de cavidade, troca de restauracdes ou remog¢ao nao seletiva ou total do
tecido cariado (ANDREI et al., 2021; BJORNDAL et al., 2010; KOMABAYASHI
2016). Recentemente, a Sociedade Europeia de Endodontia considerou a
técnica de remocdo ndo seletiva ou total da dentina, um "sobretratamento”,
sendo esta abordagem atualmente contraindicada, a menos que o 6rgéo pulpar
ja tenha sido exposto (ESE, 2019).
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Diante condicfes de inflamacéao pulpar, as modalidades de terapia pulpar
vital (TPV) séo consideradas como terapias minimamente invasivas voltadas a
preservar a vitalidade pulpar e manter a funcionalidade do dente (MACHADO et
al., 2020; PARHIZKAR & ASGARY, 2021; TAHA & AL-KHATIB, 2022).

As TPV séo consideradas importantes abordagens conservadoras
comparadas as técnicas convencionais de terapia endoddntica, pois: (1)
promovem a endodontia regenerativa; (2) preservam a estrutura e funcao
dentéria; (3) oferecem maior resisténcia ao dente contra as for¢cas mastigatorias
em comparagdo com dentes tratados endodonticamente; e (4) mantém o
processo fisioldgico da esfoliacdo, quando em dentes deciduos (ASGARY et al.,
2020; DA ROSA et al., 2018; DUNCAN, 2022; MESCHI, PATEL & RUPAREL,
2020).

Entre as TPVs preconizadas para o tratamento da polpa dentaria exposta,
trés procedimentos sdo indicados em ordem crescente quanto a invasao
tecidual: (1) capeamento pulpar direto, que envolve nenhuma remocao de tecido
pulpar; (2) pulpotomia parcial, que preconiza a excisdo de pequena parte do
tecido pulpar coronério; e (3) pulpotomia total, onde a excisdo de toda a polpa
coronéria é realizada, deixando-se apenas a polpa radicular (GAVINO-ORDUNA
et al., 2021; LEONG & YAP, 2021).

O capeamento pulpar direto pode ser definido como um procedimento
clinico que visa estimular o potencial dentinogénico do tecido pulpar, apos lesées
cariosas, traumas biologicos, fisicos ou mecéanicos, em um ambiente favoravel,
para induzir a deposicao de dentina terciaria no local da exposicdo, formando a
ponte ou barreira dentinaria (BJORNDAL et al., 2010; BJJRNDAL et al., 2017;
BJORNDAL et al., 2019; BRODEN et al., 2016; IGNA, 2021; SCHROEDER,
1985).

A formacdo de novo tecido dentinario em resposta a esses estimulos é
possivel se o ambiente for apropriado e livre de bactérias (GAVINO-ORDUNA et
al., 2021).

A pulpotomia parcial envolve a remoc¢ao de 2 a 3 mm da polpa coronaria
inflamada abaixo da exposicdo, seguida da colocacdo de um agente capeador
adequado sobre a polpa dentaria (TAHA & KHAZALLI, 2017). Este procedimento

apresenta vantagens em comparagao ao capeamento pulpar direto por remover
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parte da polpa dentéria exposta infectada, 0 que aumentaria a taxa de sucesso
do tratamento (KANG et al., 2017; TAHA & AL-KHATIB, 2022).

Ja a pulpotomia total é uma técnica de terapia vital onde toda a polpa
coronaria é removida cirurgicamente para manter a vitalidade no remanescente
pulpar, a polpa radicular (SANTOS et al., 2021). Por varias décadas, prevaleceu
a visdo generalizada de que a pulpotomia total ndo deveria ser indicada como
método de tratamento definitivo em dentes permanentes maduros (ZANINI et al.,
2019), e hoje, com a evolucdo do conhecimento, os paradigmas estdao mudando
e a pulpotomia total em dentes permanentes vem sendo adotada como opg¢éo
de tratamento menos invasiva e definitiva (TAHA & KHAZALI, 2017; ZANINI et
al., 2019).

Nas TPVs, um biomaterial € acomodado no ponto de exposi¢ao pulpar,
na tentativa de modular o processo inflamatorio instalado (GIRAUD et al., 2019).
O tecido pulpar é capaz de tolerar grande variedade de materiais reparadores,
se as bactérias e suas toxinas forem eliminadas (CHEN e DONG, 2022; HILTON,
2009). Contudo, o material a ser utilizado para capear o tecido pulpar, em
gualquer uma das 3 técnicas mencionadas acima, tem como objetivo induzir a
formacéao de tecido mineralizado e manter a vitalidade do dente (DELFINO et al.,
2010; HASHEMINIA, 2010). Por essa razao, a selecdo do material utilizado para
esse procedimento influencia no progndstico do tratamento (COHENCA,
PARANJPE & BERG, 2013).

A capacidade de promover a obliteracdo da perfuracdo dentinaria, tem o
intuito de proteger o tecido pulpar vital de nova invasdo bacteriana e da
toxicidade de materiais dentarios restauradores, imediatamente apdés o
capeamento pulpar e a longo prazo (ANDREI et al., 2021; FARGES et al., 2015).
Se a terapia pulpar direta for bem-sucedida, a vitalidade pulpar sera mantida,
prolongando a vida do dente na cavidade oral com sua fisiologia e mecanismos
de defesa preservados (ANDREI et al., 2021; TRAN et al., 2019).

A TPV é praticada ha mais de 200 anos, onde o primeiro procedimento
descrito foi a aplicacdo de uma folha de chumbo em uma polpa dentéria exposta,
realizada por Pfaff, em 1756 (HE & YU, 2022; MARQUES, WESSELINK &
SHEMESH, 2015; SAGHIRI et al., 2016). Cerca de 100 anos depois, materiais
contendo hidroxido de calcio (HC) foram descritos pela primeira vez para o
tratamento da polpa dentaria exposta (BERGENHOLTZ et al., 2013; DA ROSA
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et al.,, 2018; MENTE et al., 2010). No entanto, seu uso ganhou importancia
somente apds os estudos de Hermann, em 1930, e desde entédo, tem sido um
dos materiais mais utilizados na TPV (BERGENHOLTZ et al., 2013; MENTE et
al., 2010).

O HC é considerado um dos materiais mais adequados para ser colocado
em contato direto com o tecido pulpar, e manter a vitalidade deste, devido a sua
capacidade de liberar ions hidroxila e ions célcio, apds sua dissociacao ao entrar
em contato com o tecido (PAULA et al., 2019). Esse biomaterial € um dos mais
estudados e documentados em estudos laboratoriais e clinicos, apresentando
resultados satisfatorios (PAULA et al., 2019). Aléem disso, a reacdo dos ions
célcio do material com o diéxido de carbono do tecido resulta em particulas de
carbonato de célcio, que servem como matriz para posterior mineralizagdo
tecidual (BENETTI et al., 2019; HOLLAND et al., 1977).

A propriedade de induzir a formacéo de tecido mineralizado confere ao
biomaterial sua bioatividade (RENNO et al., 2013), e o torna favoravel para o uso
na endodontia, onde almeja-se o reparo do tecido pulpar, e formacéo de dentina
terciaria (BENETTI et al., 2020; DE ARAUJO LOPES et al., 2020; KERMENI et
al., 2020). No entanto, a alta solubilidade, a falta de adesdo e as baixas
propriedades fisico-mecanicas tornaram-se questdes relevantes.
Consequentemente, a busca por um material ideal leva a busca de outros
biomateriais (COHENCA, PARANJPE & BERG, 2013).

Outros materiais também conhecidos pela bioatividade sdo os biovidros,
gue possuem elevada atividade osteoindutora e osteocondutora (BENETTI et al.,
2020; DE ARAUJO LOPES et al., 2020; HENCH 1991; OSORIO et al., 2012;
JONES, 2013; WANG et al., 2016).

Os biovidros foram desenvolvidos pelo professor Larry L. Hench, em
1969. Foram sintetizados vidros com composicoes a base de silica, pentoxido
de fosforo, 6xido de calcio e 6xido de sodio (HENCH & JONES, 2008). Esses
materiais foram desenvolvidos para utilizagdo como implantes sujeitos ou nao a
carregamento, como recobrimentos bioativos sobre implantes metélicos e
granulos bioativos (ZHENG et al., 2021). O Bioglass 45S5, o primeiro biovidro
desenvolvido para uso na area da saude, e um dos biovidros mais estudados, é

bioativo, ou seja, capaz de se ligar quimicamente ao tecido 0sseo, e sugere-se
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gue seja bioreabsorvivel (HENCH & JONES, 2008; LIN et al., 2016; OONISHI et
al., 1999; STAHLI et al., 2015; ZHENG et al., 2021).

O Bioglass 45S5 contém cerca de 40-55% de SiO2, 12-25% de CaO, 19-
25% de Na20 e 6% de P20s e apresenta uma reatividade de superficie especifica
gue aumenta a interacdo com o tecido circundante devido a acdo de aditivos,
primariamente 6xidos alcalinos (BAINO, 2018; BRAUER, 2015; KOKUBO, KIM,
& KAWASHITA, 2003). Este sélido amorfo ndo é intrinsecamente adesivo, mas
€ capaz de formar uma ligacdo coesiva com ambos os tecidos duro e mole
quando exposto a apropriado ambiente in vivo ou in vitro, como fluido corporal
simulado ou tampéao trihidroximetilaminometano, para o desenvolvimento de
uma camada superficial de apatita de carbonato pela liberacdo de espécies
ibnicas do material em grandes quantidades (PINTADO-PALOMINO 2015;
SHAPOFF, ALEXANDER & CLARK, 1997; TIRAPELLI 2011).

O biovidro foi capaz de regular a proliferacéo e diferenciacao osteoblastica
(POLAK et al.,, 2001), e se espera 0 mesmo com 0s odontoblastos, visto as
semelhancas morfologicas e funcionais entre estas células (BENETTI et al.,
2019a). Para formar um biovidro, a concentracao de diéxido de silicio € reduzida,
aumentando sua solubilidade e dissociacdo idnica. Assim, ocorre uma alta
concentracdo de sodio, mantendo o potencial hidrogenidnico (pH) neutro ou
levemente alcalino, com formacdo de camadas bioativas, e permitindo a acéo
antimicrobiana (DE ARAUJO LOPES et al., 2020; GERHARDT & BOCCACCINI,
2010). Ainda, ha evidéncias crescentes dos efeitos positivos do vidro bioativo na
vascularizacdo dos tecidos (GORUSTOVICH et al., 2010; POLAK et al., 2001;
SKALLEVOLD et al., 2019; WASHIO et al., 2015).

Pesquisadores do Laboratério de Materiais Vitreos (LaMaV, UFSCar, Séo
Carlos, Brasil) desenvolveram uma composicdo de biovidro altamente reativo
gue nao cristaliza durante o processamento, o F18 (GABBAI-ARMELIN et al.,
2015; SOUZA et al., 2017a). Entre os reagentes utilizados para a sintese do
material, cita-se o carbonato de sodio (Na2CO3s), potassio (K2COgz) e célcio
(CaCO0:3), pentdxido de fosforo (P20s), 6xido de magnésio (MgO) e zinco (ZnO)
e dioxido de silicio (SiOz) (SOUZA et al., 2015).

O F18 mostrou biocompatibilidade quando testado em tibia e tecido
subcutaneo de ratos (DE ARAUJO LOPES et al., 2020; GABBAI-ARMELIN et
al.,, 2015) e foi desenvolvido com o objetivo de regenerar tecidos moles,
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ampliando suas indicacdes (GABBAI-ARMELIN et al., 2015; 2017b). Estudos
mostraram que o F18 é capaz de estimular a proliferacdo de fibroblastos, além
de ser potencialmente biodegradavel (GABBAI-ARMELIN et al., 2017a; 2017b).
Assim, destaca-se o potencial deste biomaterial para atuar no reparo do tecido
pulpar, como se almeja em procedimentos de pulpotomia ou capeamento pulpar
direto.

A estrutura deste biovidro permite uma grande flexibilidade em sua
composicado, sendo possivel a incorporacéo de concentracfes de diferentes ions
com atividades fisiol6gicas e propriedades terapéuticas, que séo liberados
durante o processo de dissolu¢cdo do material (BAINO, 2018; BRAUER, 2015).
Cada componente adicionado a estrutura do biovidro possui uma funcionalidade
especifica, podendo melhorar o seu desempenho. Por exemplo, prata possui
atividade antibacteriana (PIRES, 2017), enquanto o estréncio pode regular a
reabsorcdo Ossea (NARUPHONTJIRAKUL, PORTER & JONES, 2017). A
liberacéo de litio tem se mostrado eficaz na regeneracao de cartilagens (PIRES,
2017), e a angiogénese € estimulada quando o cobre ou cobalto s&o liberados
de vidros bioativos (ROMERO-SANCHEZ et al., 2018), influenciando a formag&o
de novos vasos sanguineos, tendo importante papel na regeneracao de tecidos.
Dessa forma, dopamos o biovidro F18 com cobalto, no intuito de estimular a
angiogénese tecidual (BENETTI, 2019).

Materiais capeadores promovem recrutamento de leucécitos a partir dos
vasos sanguineos, induzindo inicialmente um processo inflamatério nos tecidos
adjacentes (BRAGA DINIZ et al., 2019), estimulando também a producéo de
citocinas moduladoras da inflamacédo (CAIRES et al.,, 2019). Citocinas sé&o
moléculas produzidas por diferentes tipos celulares, envolvidas na regulagéo dos
processos de proliferacdo e diferenciacdo celular e incluem interleucinas,
interferons, fatores estimuladores de coldnia e alguns fatores de crescimento
(DE BRITO et al., 2015).

Os niveis de expressao de citocinas inflamatorias séo importantes indices
de inflamagao pulpar (AUBEUX et al.,, 2021; KAUR et al., 2021). Dentre as
interleucinas (IL), a IL-1, mais especificamente a IL-1B, € uma citocina proé-
inflamatéria produzida por macrofagos ativados, e induz o influxo e ativacéao de
neutrofilos, ativacdo de células T, producdo de outras citocinas, ativacdo de
células B e producao de anticorpos (NAKAHARA et al., 2003; SILVA et al., 2009;



19

PARIS et al., 2009; TANCHAROEN et al., 2014). Também desempenha um
papel na angiogénese, trabalhando sinergicamente com o fator de necrose
tumoral (TNF)-a e IL-6 (BRIZUELA et al., 2020; HE et al., 2017; MARINHO et al.,
2015).

A IL-6 é uma citocina sintetizada principalmente por macréfagos e
monadcitos em locais de inflamacé&o, que contribui para a defesa do hospedeiro
na resposta imune de fase aguda (KAUR et al., 2021). A IL-6 induz proteinas de
fase aguda, como proteina C reativa e amildide A sérica (BRIZUELA et al., 2020).
Também regula a resposta imune adquirida, como o desenvolvimento de células
T (AUBEUX et al., 2021; KAUR et al., 2021). Ja a IL-10 € uma citocina regulatéria,
considerada anti-inflamatoéria, devido sua capacidade de inibir macréfagos,
células Th! e células dendriticas ativadas (ELHAMOULY et al., 2021). Assim,
possui importante papel no controle de respostas envolvendo imunidade natural
mediada por células (ELHAMOULY et al., 2021).

Ainda n&o ha estudos que avaliaram a condi¢do histolégica do tecido
pulpar e a expressdo destas citocinas, apds pulpotomia ou capeamento pulpar
direto com os biomateriais aqui identificados. Analises histolégicas e métodos
como o Polymerase Chain Reaction (PCR) ou Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real sdo consideradas adequadas para determinar a condicdo do
tecido pulpar apds contato com diferentes materiais capeadores (LOURENCO-
NETO et al., 2016).

Desta forma, o objetivo desse estudo € avaliar a resposta do tecido pulpar
de camundongos, assim como a expressao das citocinas IL-1B, IL-6, e IL-10,
apos capeamento pulpar direto com o biovidro F18 e biovidro F18 dopado com
cobalto (F18Co). O HC seré utilizado para comparacgdo. Serd adotada a hipotese
nula do estudo, em que ndo ha diferenca na resposta pulpar a partir do biovidro

dopado ou ndo com o cobalto, e do hidroxido de célcio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo foi avaliar a resposta tecidual pulpar de
molares de camundongos apdés capeamento pulpar direto com biovidros, em

comparacao ao hidréxido de caélcio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o infiltrado inflamatorio e a desorganiza¢ao no tecido pulpar
apos capeamento pulpar direto com o0s biomateriais, através da coloracéo
hematoxilina-eosina (HE);

o Analisar a expresséo das citocinas IL-1f3, IL-6, e IL-10, através do
PCR em tempo real.
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA

3.1 Preparo das pastas a partir dos biomateriais

Foram utilizadas pastas experimentais a base de F18, F18Co, e HC,
produzidas a partir da mistura do pé desses materiais com agua destilada,

ambos pesados e preparados na propor¢ao de 2:1 de p6 para agua.

3.2  Estudo experimental em modelo animal

3.2.1 Animais

Foram utilizados 48 camundongos machos (Balb/C), pesando
aproximadamente 20 gramas, com idade aproximada de 8 semanas (SONG et
al., 2017) provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG (Belo
Horizonte, MG, Brasil). Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22°C e 24°C, com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12
horas escuro) e em gaiolas coletivas (seis camundongos por gaiola). Cada
comedouro e bebedouro foi cheio com racdo e agua filtrada ad libitum,
respectivamente. ApGs os procedimentos operatorios, 0s animais receberam
alimentacdo pastosa por um periodo de 2 dias. Higieniza¢cbes periodicas das
gaiolas foram realizadas, com troca e limpeza dos comedouros e bebedouros.

Os procedimentos experimentais respeitaram 0s principios éticos
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL), e o projeto de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo CEUA n° 08/2020; ANEXO A).

3.2.2 Farmacos empregados

Para anestesia, 0s animais receberam via inje¢cao intramuscular, um
anestésico a base de cloridrato de Cetamina 10% (80 mg/Kg; Dopalen,
Vetbrands — Divisdo de Saude Animal, Jacarei, SP, Brasil) e um sedativo a base
de cloridrato de Xilazina 2% (10 mg/Kg; Anasedan, Agribands do Brasil Ltda.,
Paulinia, SP, Brasil).
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Os primeiros molares superiores direito e esquerdo de 48 camundongos

foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, de acordo com 0s materiais a

serem testados, e podem ser visualizados na Tabela 1. O calculo amostral foi

calculado a partir de estudo anterior (TAKEI et al., 2014). Considerando um erro

alfa de 0,05% e poder de amostra de 90%, um total de 6 animais por grupo foi

considerado necessario para este trabalho, assim como ocorreu em estudos
anteriores (KIM et al., 2018; LONG et al., 2017; OKAMOTO et al., 2019;

TAKAHASHI et al., 2019; YAEMKLEEBBUA et al., 2019).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o material

avaliado
Material Periodos de
Grupos . n/periodo
reparador Eutanésia
Controle | = —mm-- 7 e 15 dias 6
Pasta de
HC Hidroxido de 7 e 15 dias 6
Caélcio
Pasta de Biovidro
F18 7 e 15 dias 6
F18
Pasta de Biovidro
F18Co F18 dopado com 7 e 15 dias 6

Cobalto

Legenda: HC: hidroxido de calcio; F18: biovidro F18; F18Co: biovidro F18

dopado com cobalto. Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

3.2.4 Procedimentos operatdrios

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (FIGURA 1), e foram

imobilizados em uma mesa operatéria que foi construida e padronizada
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especialmente para trabalhar em dentes de camundongos de modo que
permitisse a manutencdo da boca aberta. O animal foi colocado na mesa de
procedimento em posicéo supina e contido com elastico ortodéntico (MORELLI®,
Sorocaba, SP, Brasil).

Inicialmente, os dentes foram isolados com barreira gengival resinosa
(Top Dam; FGM Produtos Odontologicos, Joinville, SC, Brasil), a fim de se evitar
a penetracdo de fluidos salivares e gengivais. Em seguida, o dente isolado foi
descontaminado com algoddo umedecido em Digluconato de Clorexidina 0,12%
(Periogard/Colgate Palmolive Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).

O protocolo seguido foi descrito anteriormente por Song et al. (2017).
Todos os procedimentos foram realizados em bancada de laboratério com
materiais esterilizados e com auxilio de um microscépio operatério (Alliance, S&o
Paulo, SP, Brasil), com aumento de 40x (BRACKS et al., 2019), como mostrado
na FIGURA 2.

Figura 1 - Aplicacdo de solucéo

anestésica e sedativo via intraperitoneal

no camundongo.

Fonte: Do autor, 2022.
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Figura 2 - Imagens representativas do procedimento operatorio de
capeamento pulpar em camundongos. (A) Dente higido sem isolamento;
(B) Dente higido isolado com barreira gengival; (C) Exposicédo da polpa

coronaria; (D) Capeamento pulpar com biomaterial; e (E) Vedamento com

iondmero de vidro.

Fonte: Do autor, 2022.

Para a abertura coronéria foi utilizada broca LN (Dentsply Maillefer,
Distrito Industrial - Sado José, SC, Brasil) em baixa rotacdo, sob irrigacdo
constante com solucéo fisiologica 0,9% (Eurofarma, S&o Paulo, SP, Brasil), até
remocao do esmalte dentario de forma a conseguir uma Classe | na face oclusal
do dente (Figura 2). Em seguida, utilizando uma lima endodéntica do tipo K#15
(VDW GmbH, Munique, Alemanha), foi realizada perfuracdo cuidadosa da
dentina, até exposicdo da polpa coronaria (SONG et al., 2017). Seguidamente,
aregiao exposta foi lavada com solucéo fisiologica 0,9% e secadas até conseguir
a hemostasia com bolinha de algodao estéril. Durante este ato, cuidado especial
foi tomado para que raspas de dentina ndo fossem condensadas para a polpa
dentéria.

Apos, os materiais F18, F18Co, e HC, foram colocados em contato com
a polpa dentaria com auxilio de condensadores duplo n® 1-2 (Odous de Deus,
Belo Horizonte, MG, Brasil), ou cones de papel absorvente DiadentCell Pack
(Diamond Dental Industrial Co. Ltd, Coreia do Sul). Por fim, a cavidade foi selada
com cimento de ionébmero de vidro fotopolimerizavel (Riva Light Cure — SDI - SDI
BRASIL INDUSTRIA E COMERCIO LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil) (AAE, 2018;
GALLER et al., 2016) e acompanhados por 7 e 15 dias. Dipirona sddica (150
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mg/Kg) foi aplicada nos animais, via subcutdnea, para a analgesia pos-

procedimento operatorio (FIGURA 3).

Figura 3 - Inoculagdo via subcutdnea de

Dipirona Sédica no dorso do camundongo.

Fonte: Do autor, 2022.

3.2.5 Eutanésia e procedimento laboratorial

Decorrido os periodos pré-determinados de 7 e 15 dias (HAN, CHEN &
ZHANG, 2017; SUEYAMA et al., 2017), os animais foram eutanasiados com
sobredose anestésica. Apoés, foi removida toda a pele correspondente a face do
animal e com dois cortes realizados com tesoura (Golgran, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil) no angulo da boca, foi realizada a separacédo da mandibula e maxila.
Empregando uma lamina intercambiavel n°® 15 (Lamedid Comercial e Servi¢os
LTDA, Barueri, SP, Brasil), montada em cabo de bisturi (Golgran, Sdo Caetano
do Sul, SP, Brasil), foi realizada uma incisdo em profundidade ao nivel do plano
sagital mediano, separando a maxila direita da esquerda. Empregando-se
novamente uma tesoura, foi realizado outro corte de modo a tangenciar a borda
da maxila, removendo os tecidos em excesso, possibilitando a obtenc&do das
hemimaxilas com os primeiros molares superiores, objeto do estudo.

As pecas de metade dos animais foram utilizadas para processamento
histologico, sendo entdo, imediatamente colocadas em frascos individuais
devidamente identificados, contendo solugcédo de formaldeido a 4%, tamponada

com pH neutro, durante as primeiras 18 horas e depois foram lavadas em agua



26

corrente por um periodo de 12 horas, para a remocao de toda solucao de fixacao.
As pecas referentes a outra metade dos animais, foram congeladas, para
posterior analise de PCR em tempo real.

Entédo, as pecas do processamento histologico foram desmineralizadas
em solucdo de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) neutro, a 10%, por um
periodo aproximado de 6 semanas com periodos de troca a cada quatro dias,
até atingir desmineralizacao adequada. Posteriormente, as pecas foram lavadas
em agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. A orientagdo no momento da incluséo permitiu a realizacédo de cortes
teciduais dos molares superiores e estruturas de suporte em seu sentido
longitudinal, de vestibular para lingual.

Apoés inclusédo as pecas foram cortadas com cortes semi-seriados, com 5
um de espessura, realizados em micrétomo (Leica - RM 2045, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha). Para fins de padronizacao, o corte foi
selecionado quando a raiz mesial pudesse ser visualizada em seu sentido
longitudinal pleno (FIGURA 4; BENETTI et al., 2018a).

Figura 4 - Lamina histologica

ressaltando a padronizacgéo utilizada.

Fonte: Do autor, 2022.

As carcacgas dos animais foram armazenadas em sacos plasticos brancos
e acondicionadas em freezer até o descarte definido pelo Plano de

Gerenciamento de Residuos da UFMG.
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3.2.6.1 Avaliacao histologica
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Os cortes histolégicos advindo dos molares superiores direito e

esquerdo foram submetidos a técnica de coloracdo Hematoxilina-eosina (HE).

As secdes histologicas foram analisadas com auxilio de um microscopio

optico (400x, AxioLab Al Plus - Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha), e com o

software de imagem AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha).

O processo inflamatério e a desorganizagao celular foram analisados de
forma semelhante a estudos anteriores (BENETTI et al., 2017; 2018),

considerando a intensidade e distribuicdo no tecido pulpar, em conformidade

com o numero médio aproximado de células inflamatdrias presentes. Os escores

atribuidos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Escores atribuidos a intensidade da inflamacéo e desorganizacao

tecidual
Escores | Intensidade da Inflamacéo Desorganizacéo tecidual
. Células inflamatérias ausentes Tecido pulpar em
ou em numero desprezivel normalidade
Infiltrado inflamatodrio discreto | Desorganizacdo da camada
1 (menos de 25 células por odontoblastica, mas polpa
campo) corondria em normalidade
Infiltrado inflamatorio Desorganizacdo da camada
2 moderado (entre 25 e 125 odontoblastica e de parte da
células por campo) polpa coronéria
Infiltrado inflamatério severo o
) ] Total desorganizacéo da
3 (mais que 125 ceélulas por .
morfologia pulpar
campo)
4 Necrose Necrose

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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3.2.6.2 Identificacdo das citocinas por PCR em tempo real.

Para deteccdo das citocinas, foi utilizado o método de PCR quantitativo
em tempo real (QPCR). Para o preparo destas pecas, apds a eutanasia dos
animais, as maxilas foram removidas e cuidadosamente dissecadas. O 0sSso
alveolar foi reduzido para possibilitar a limitacdo maxima possivel da regido
contendo o primeiro molar, de forma intacta, utilizando-se uma tesoura afiada.

Para realizacdo do gPCR, foi utilizado o protocolo do fabricante
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Para a realizagdo da homogeneizacéo, as
amostras foram trituradas no Homogeneizador de Tecido Omni™ (OMNI
International, Kennesaw GA, USA). Em seguida foi adicionado 350 pL de tampéao
de RA1 e 3,5 uL de B-mercaptoetanol (B-ME) ao tecido triturado. Foi utilizado um
filtro NucleoSpin® e um tubo de coleta (2 mL) para a limpeza do liquido e reducéo
da viscosidade do lisado. O material foi colocado em uma centrifuga Z 327K
(HERMLE Labortechnik GmbH Siemensstr, Wehingen, Alemanha) por 1 minuto
a 11.000 x g para a completa homogeneizagao do tecido. O filtro entdo foi
descartado e adicionado 350 pL de etanol (70%) ao lisado homogeneizado.

Utilizando-se um novo filtro NucleoSpin® e um novo tubo de coleta (2 mL),
foi adicionado o liquido pipetando o lisado para cima e para baixo de 2 a 3 vezes;
em seguida o material foi centrifugado por 30 segundos a 11.000 x g e colocado
em um novo tudo de coleta de 2 mL.

Foi adicionado 350 pL de tampado de dessalinizacdo de membrana e
novamente centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto para secagem da membrana.
Com a mistura de reacdo de DNase em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
estéril, foi adicionado 10 puL de rDNase reconstruida a 95 pL de tampéo de
reacdo para rDNase. Em seguida o tubo foi levado na centrifuga para uma nova
homogeneizac¢do da mistura.

Para lavagem e secagem da membrana de silica foi adicionado 200 pL de
tampdo de RAW2 a coluna de &cido ribonucleico (RNA) NucleoSpin® e
centrifugado por 30 segundos a 11.000 x g e novamente colocado em um novo
tudo de coleta de 2 mL. Em seguida foi adicionado 600 pL de RNA NucleoSpin®
e centrifugado por 30 segundos a 11.000 x g. O fluxo foi descartado e o lisado

colocado em um novo tubo de coleta.
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Adicionou-se mais 250 pL de tampdo de RA3 a coluna de RNA
NucleoSpin®, seguido de uma nova centrifugacdo de 2 minutos por 11.000 x ¢
para secagem completa da membrana. O RNA foi eluido em 60 pL de H20 livre

de RNase e novamente centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto.

3.2.6.2.1 Quantificacdo do mRNA

Para que as amostras pudessem ser lidas no espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND-1000, USA), o mRNA foi diluido em &gua destilada nas
proporcdes 1:100 e 1:500. O substrato formado foi colocado em cubetas de
guartzo com comprimento de onda de 260/280 OD. A quantificacdo foi obtida

utilizando-se a férmula: [MRNA-mg/ml] = OD 260 x dilui¢éo 40x.

3.2.6.2.2 Preparo de cDNA por Transcricdo Reversa

Para a sintese do cDNA, utilizou-se o kit SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Life Technologies®, USA) seguindo as instrucdes do fabricante.

Foram utilizados 2000 n g de RNA para a sintese de cDNA.

Para uma reagao de 20 pL:

5x iScript Reaction MiX.......cccooeeevieiiiiieniiinnnnn. 4 uL
iScript Reverse Transcriptase ...........ccc......... 1L
RNA . e e e Variavel
Agua nuclease-free ..........ccccceveeevenennnn.. Variavel

O calculo da quantidade de ul utilizado de RNA foi realizado a partir da
concentracdo obtida no NanoDrop®. A reacdo foi submetida a uma temperatura
de 25°C por um periodo de 5 minutos, 46°C por 90 minutos e 70°C por 15
minutos. O cDNA produzido foi diluido em solucdo 1:10 e armazenado a uma

temperatura de -20° C.
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3.2.6.2.3 Quantificacdo do qPCR

Para a validacao dos resultados de PCR em tempo real, fez-se necessario
a determinac&o de um controle endégeno, que serviu como padrédo normalizador
para a analise das variacfes de expressao dos genes testados. Dentre os genes

o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi 0 normalizador escolhido.

3.2.6.2.4 Quantificacao das citocinas

Foi realizada a quantificacdo das citocinas IL-1B, IL-6, e IL-10, por PCR
em tempo real. O nivel de expressao desses genes foi determinado utilizando-
se 5 uL de SYBR® Green gPCR SuperMix (Invitrogen™, USA), 5 uM de cada
iniciador e 2 puL de cDNA diluido 1:10 em um volume final de 10 pL.

Para uma reacao de 10ul:

SYBR....eeeeeteeeeeeeee et 5 uL
Primer Forward (diluido 1:20)..........ccccvvvvnneeen. 1L
Primer Reverse (diluido 1:20).........cccccceeveeennnn. 1L
Agua nuclease-free ..........c..ccoovevveveeeeeeeeceeenn, 2 uL

Foi realizado um MIX e distribuido em 9 pL em cada tudo. Foi
acrescentado 1 pL de cDNA (diluido em 1:10) no tubo. Em seguida foi realizada
a diluicao do primer 100 ul para 5uM (1:20)

As reacdes foram realizadas utilizando o sistema. O protocolo foi realizado
no termociclador Rotor-Gene 5 plex HRM (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de
amplificacdo. O processo de desnaturacao inicial ocorreu em uma temperatura
de 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15
segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Em todas as reacodes
realizadas havia um controle negativo, constituido por 5 pL de SYBR Green
SuperMix e 5 mM de cada iniciador.

As sequéncias dos iniciadores utilizados podem ser vistas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores de citocinas

PRIMER SEQUENCIA (5’ - 3") PESO
Forward:
GCCTCGTGCTGTCGGACCCATAT
JE Reverse: L2

TCCTTTGAGGCCCAAGGCCACA

Forward:

IL-6 CAACGATGATGCACTTG CAG 2750p
Reverse:

GAAATTGGGGTAGGAAGGAC

Forward:

IL-10 ACTGGCIZTGGAGTGAAGACCA 213bp
Reverse:

AAGGCTTGGCAACCCAAGTAA

Forward:

GAPDH CGACCACTTTGTCAAGCTCA 150bp
Reverse:

GAGGGTCTCTCTCTTCCTCT

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de
iniciadores foi determinada baseado no ciclo de limite (CT), do inglés Threshold
cycle e na eficiéncia de amplificacdo. Os CTs obtidos para os genes foram
normalizados subtraindo-se o valor do CT obtido para o gene de referéncia
GAPDH para cada amostra. Com esse valor, agora chamado de 2CT, calculou-
se 0 22CT, que corresponde ao 2CT amostra — 2/-22CT do calibrador.

Os resultados foram obtidos no programa Bio-Rad SFX Manager Software
(Bio-Rad Laboratories, California, USA) e analisados em programa estatistico,
como descrito no item 3.3. Todas as amplificagbes foram seguidas de uma curva
de dissocia¢ao, chamada “Curva de Melting”, na qual foi avaliado se n&o houve

formacéao de produtos inespecificos, comprovando a especificidade da reacao.

3.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi conduzida utilizando-se o programa SigmaPlot®
(Systat Software Inc., for Windows, version 12.0). Os dados obtidos com as
analises foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de Dunn. Para todos os testes foi considerado p<0,05.



32

4 ARTIGO

O artigo “Tissue response and expression of interleukins (IL)-1p, IL-6, IL-10 in
mouse molars after pulp capping with bioglasses” foi submetido ao periodico
International Endodontic Journal (Qualis Al, Fator de Impacto = 5,165).

Abstract

Aim To evaluate the biological response of the pulp tissue to F18 and F18 doped with
cobalt (F18Co) bioglasses compared to calcium hydroxide (CH) after direct pulp capping.
Methodology A total of 48 8-weeks-old male Balb/C mouse had the right and left
maxillary first molars randomly divided into groups: F18, F18Co, CH, and control. The
molars of experimental groups had the coronal pulps exposed and received the materials,
and were sealed with glass ionomer. The control group received no intervention. After 7
and 15 days, the animals (n=6) were euthanized and the specimens were processed for
evaluation of the tissue disorganization and inflammatory process by means of
Haematoxylin-Eosin staining and of cytokines by means of the real time PCR technique,
where interleukin (IL)-1p, IL-6 and IL-10 were evaluated.

Results At 7 and 15 days, there was mild to moderate inflammation in the CH group, and
mainly moderate to severe in F18 and F18Co, however, the difference was only observed
between the control group, without inflammation, and the F18 and F18Co groups (P <
0.05); regarding tissue disorganization, at 7 days, moderate disorganization was observed
for the HC and for most of the F18 and F18Co specimens; at 15 days, there was mild to
moderate disorganization for CH, and moderate to severe for F18 and F18Co; the
difference was observed between the control and F18 and F18Co groups (P < 0.05).
Tertiary dentin was observed only at 15 days. At 7 days, there was no significant
difference among groups regarding IL-6 and IL-10expressions. Regard IL-1[ expression,
it is possible to observe a significant increase in the CH and F18 groups. At 15 days, there
was higher IL-6 expression in the F18 and F18Co groups compared to control. Significant
increase in the expression of IL-1 was observed in this period in the F18 and F18Co
groups compared to CH and control groups. Regarding IL-10, no significant expression
was observed between the groups.

Conclusion F18 and F18Co bioglasses may have a lower performance than CH when
used in direct contact with the pulp tissue.

Keywords: Pulp capping, biomaterials, dental pulp capping, pulpotomy, pulp response,

glass-ceramic, animal model, endodontics.
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Introduction

For many years, it had been commonly thought that mature permanent teeth with
signs and symptoms of irreversible pulpitis (IP) should be managed with root canal
treatment (RCT) or surgical extraction (Zafar et al. 2020, Asgary et al. 2022). Case—
control/longitudinal studies have shown up to a 98% survival rate with RCT (Asgary et
al. 2022); however, epidemiological/cross-sectional studies have revealed a lower
percentage of this treatment success (34—76%), which could be due to the poor quality of
treatment completed (Asgary et al. 2018, lyer et al. 2021).

Endodontology has recently shifted its focus to the preservation of vital pulpal
tissues which would shorten the course of treatment and improve the long-term prognosis
for tooth retention/function (Wolters et al. 2017, Hanna et al. 2020, Asgary et al. 2022).
In comparison to surgical extraction, RCT is a more-biological and less-invasive
treatment; however, in comparison with vital pulp therapy (VPT), it is a less-biological
and more-invasive, complex, and more expensive treatment modality (Yazdani et al.
2014).

As a minimally invasive approach, VPT includes stepwise excavation of decayed
tissues, direct/indirect pulp capping, partial/full pulpotomy, and partial pulpectomy
(Asgary et al. 2016, Eggmann et al. 2022). According to American Academy of Pediatric
Dentistry (AAPD, 2021) VPT is defined as a treatment which aims to preserve and
maintain pulp tissue that has been compromised but not destroyed by caries, trauma, or
restorative procedures in a healthy state. This is particularly important in the young adult
tooth with incomplete apical root development (Morotomi et al. 2019). It has been
recommended that VPT should be performed only in young patients because of the high
healing capacity of pulp tissue compared to older patients (Ward et al. 2002, Ghoddusi et
al. 2014, Morotomi et al. 2019).

Since the evidence regarding the effect of the patients’ age and the status of the
root apex on the outcome of VPT did not indicate that this treatment could not be
performed successfully in older patients, and based on the premise of innate capacity of
pulp tissue for repair in the absence of microbial contamination, preservation of the
pulpally involved permanent tooth is also considered (Aguilar etal. 2011, Lin etal. 2021).

Dental capping agents are materials used as a protective layer to the exposed pulp
of the tooth to allow the tissue to recover and maintain its normal function and vitality
(Parhizkar & Asgary 2021). Ideally, these materials should not only be inert, in the sense
that they should not be toxic to pulp cells, but should be “bioactive” to the tissues,
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stimulating the migration, proliferation and differentiation of the cells (Pedano et al.,
2020, Rodriguez-Lozano et al. 2022).

Calcium hydroxide (CH) has been used to direct pulp capping materials for several
decades (Hilton 2009, Poggio et al. 2015). CH has a high pH of approximately 12, which
provides excellent antibacterial properties (Hilton 2009, Poggio et al. 2015, Morotomi et
al. 2019). Additionally, this high pH induces thin layer of tissue necrosis and after,
mineralization immediately beneath the material (Chen et al. 2013, Morotomi et al.
2019).

Bioactive glasses, one of the bioceramics comprised of silica (SiO>), sodium oxide
(Na20), calcium oxide (CaO), and phosphorus pentoxide (P20s), are well-studied
biomaterials (Hench 2006). These biomaterials show a clinical ability to bond with bone
through the formation of a hydroxyapatite layer on the surface (Kokubo et al. 1990,
Kokubo & Takadama 2006, Morotomi et al. 2019). Thus, the use of bioactive glass was
proposed to improve osseointegration (Baiano et al. 2018) and new areas of research
involving this material have emerged (Kargozar et al. 2018).

A new highly reactive bioglass formulation that does not crystallize during
processing has been developed and named F18 (Gabbai-Armelin et al. 2015, Souza et al.
2015; 2017a; 2017b). This material was developed with the objective of regenerating soft
tissues (Gabbai-Armelin et al. 2015; 2017b), stimulates the proliferation of fibroblasts
and is potentially biodegradable (Gabbai-Armelin et al. 2017a; 2017b). Thus, its potential
to act in the repair of pulp tissue stands out. In a previous study, we observed that pastes
from F18 showed biocompatibility, osteogenesis induction, and antimicrobial activity
comparable to CH paste (De Araujo Lopes et al. 2020).

However, there are still no studies that evaluated the histological condition of pulp
tissue after pulpotomy or direct capping with these bioglass. It is known that the addition
of cobalt ions to the vitreous bioparticles induces tissue hypoxia and stimulates
angiogenesis (Littmann et al. 2018). Therefore, we propose to doping the F18 bioglass
with cobalt ions. Histological analysis and of the cytokine expression are considered
adequate to determine the condition of the pulp tissue after contact with different capping
materials (Lourenco-Neto et al., 2016). Thus, this study evaluated the biological response
of the pulp tissue to F18 and F18 doped with cobalt (F18Co) bioglasses compared to CH
after direct pulp capping in mouse. The null hypothesis was adopted, that there would be

no difference between the pulp response to different materials.
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Materials and Methods

Experimental model

A total of 48 male mouse (Balb/C), weighing approximately 20 g each (age of 8
weeks), were used. The sample size calculation was based on a previous study (Takei et
al. 2014). Considering an alpha error of 0.05% and sample power of 90%, a total of 6
animals per group was considered necessary for this study, as in other previous studies
(Long et al. 2017, Kim et al. 2018, Okamoto et al. 2019, Takahashi et al. 2019,
Yaemkleebbua et al. 2019).

The animals were kept in an environment with a temperature between 22°C and
24°C, a controlled light cycle (12 hours light and 12 hours dark) and were in collective
cages (six mice per cage). Each feeder and drinker were filled with feed and filtered water
ad libitum. The study was approved by the local Animal Research Ethics Committee
(CEUA 08/2020) and conducted in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the National Institutes of Health (Bethesda, MD, USA).

Pulp exposure and direct pulp capping

The animals were anesthetized with 2% xylazine (10 mg/kg; Anasedan, Agribands
do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brazil) and 10% ketamine (80 mg/kg; Dopalen, Vetbrands
— Division of Animal Health, Jacarei, SP, Brazil), intraperitoneally. So, the two upper
first molars (right and left) of each animal were randomly divided into 4 groups (n = 6):
F18, F18Co, HC and a control group (no intervention). Prior to coronary access, the first
molars of experimental groups were disinfected with 0.12% Chlorhexidine Digluconate
(Periogard/Colgate Palmolive Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brazil).

Using a microscope (Alliance, Séo Paulo, SP, Brazil), access to the pulp chamber
was performed with an LN drill (Dentsply Maillefer, Distrito Industrial - Sdo José, SC,
Brazil) at low speed, under constant irrigation with 0.9% saline solution (Eurofarma, S&o
Paulo, SP, Brazil). Then, using a K#15 endodontic file (VDW GmbH, Munich,
Germany), careful drilling of the dentin was performed until the coronal pulp was exposed
(Song et al., 2017). Irrigation was performed with sterile saline solution. Bleeding was
controlled with saline irrigation using sterile cotton balls. The, the pulp tissue received
one of the materials (F18, F18Co, or HC) according to groups, and were sealed with glass
ionomer (Riva Light Cure — SDI - SDI BRASIL INDUSTRIA E COMERCIO LTDA,
Séo Paulo, SP, Brasil). The control group received no intervention.
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Sample preparation and histological analysis

After periods of 7 and 15 days (Han et al. 2016, Tohma et al. 2020), the animals
were euthanized by anaesthetic solution overdose. The right and left jaws were separated,
and half of the hemimaxillae of each group, after removing the surrounding tissue, were
stored and frozen in a freezer at -70°C (Ultra Freezer, Trammit Medical, Belo Horizonte,
MG, Brazil) for further analysis of cytokine expression. The other half was dissected,
fixed in a solution of 4% buffered formaldehyde for 24 h, and then decalcified in 10%
acid ethylenediaminetetraacetic (EDTA) solution for approximately 30 days.

For histological processing, the jaws were dehydrated, embedded in paraffin.
Serial histological sections (5 um) were cut in the mesiosagittal plane and were selected
from the point where the mesial root of the first molar was seen in all its longitudinal
extension. Then, the histological sections were stained with haematoxylin-eosin (HE).
The analyses were performed under light microscopy (400x magnification; DM4000 B;
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) by a single calibrated and blinded operator to
the groups. In order to apply the scores and standardize the area to be evaluated, the region
of pulp tissue immediately closest to the region where the material came in contact was
analysed, this being the pulp referring to the middle third of the coronal pulp, in the
mesiodistal direction. Then, the pulp tissue was analysed and scored according to the
histopathological parameters involving inflammatory infiltrate (0, inflammatory cells
absent or negligible in number; 1, mild inflammatory infiltrate [<25 cells per field]; 2,
moderate inflammatory infiltrate [between 25 and 125 cells per field]; 3, severe
inflammatory infiltrate [>125 cells per field]; and 4, tissue necrosis) and pulp tissue
disorganization (0, normal pulp tissue; 1, disorganization of the odontoblastic layer, but
normal coronary pulp; 2, disorganization of the odontoblast layer and part of the coronary
pulp; 3, total disorganization of pulp morphology; 4, tissue necrosis) (Benetti et al. 2017a;
2017h).

Gene expression by real-time PCR

Total RNA from each sample was obtained from first molar in reduced
hemimaxillae using the ReliaPrep RNA Tissue Miniprep System (Promega, Durham, NC,
USA) according to the manufacturer's recommendations, and the RNA obtained was
quantified on NanoDrop. Reverse transcription of RNA was performed using the
SuperScript® 111 Reverse Transcriptase kit (Life Technologies®, California, USA)
according to the manufacturer's protocol. The resulting cDNAs were amplified by PCR
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with SYBR® Green gPCR SuperMix solution (Invitrogen™, Massachusetts, USA). Fold
increase for each sample were calculated using 2*Ct method, with the endogenous gene
for normalization glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). The primers
used were:

- GAPDH: forward 5'CGACCACTTTGTCAAGCTCAZ, reverse 5
GAGGGTCTCTCTCTTCCTCT 3,
- IL-1p: forward 5" GCCTCGTGCTGTCGGACCCATAT 3’, reverse 5'

TCCTTTGAGGCCCAAGGCCACA';
- IL-6: forward 5' CAA CGA TGA TGC ACT TGC AG3’, reverse 5’
- GAAATT GGG GTA GGA AGG AC 3
- IL-10: forward 5 ACTGGCTGGAGTGAAGACCA 3’ reverse 5'
AAGGCTTGGCAACCCAAGTAA 3

Statistical analysis

Statistical Package for SigmaPlot (version 12.0, Systat Software Inc.) software
program was used for the statistical analysis. The data were analysed using the Kruskal-
Wallis followed Dunn statistical tests. Statistical significance was set at P < 0.05 for all

analyses.

Results

Inflammatory infiltrate and tissue disorganization

Representative images of the histological analysis can be seen in Figure 1, and the
results are showed in Table 1. At 7 days in the CH group, it is possible to observe
moderate inflammation that affects the entire coronary pulp, with a slight presence of
polymorphous cells and leukocytes. In the F18 and F18Co groups, it is also possible to
notice the presence of a moderate to severe inflammation that affects the coronary pulp.
Regarding tissue disorganization, moderate disorganization was observed for the CH. In
groups F18 and F18Co it is possible to observe a disorganization of the odontoblastic
layer and part of the coronal pulp until a total disorganization of the pulp morphology.

At 15 days, in the CH group, it is possible to observe a mild to moderate
inflammation, while in the F18 and F18Co groups, the presence of moderate to severe
inflammation is still observed, however, the difference was only observed between the
control group, without inflammation, and groups F18 and F18Co (P < 0.05). At 15 days,

there was mild to moderate disorganization for CH and moderate to severe
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disorganization for F18 and F18Co; the difference was observed between the control and

F18 and F18Co groups (P < 0.05). Tertiary dentin was observed only at 15 days.

7 days 15 days

Figure 1. Representative images of pulp tissue reactions (a-p): Inflammatory response.
(a-d): normal pulp tissue, absence of inflammatory cells and well-defined tissue
organization, (e-h): at 7 and 15 days, in (e) it is possible to observe the region where the
pulp exposure was performed and the insertion of the repair material , in (f, g) it is possible
to observe the presence of inflammatory cells and disorganization of the odontoblastic
layer, absence of odontoblasts around the dentin, in addition to the presence of blood
vessels and pulp tissue with characteristics close to normal, in (h) it is possible observe
the presence of tertiary dentin, in addition to odontoblast-like cells around the dentin; at
7 days and 15 days in (i-p), a greater change in the pulp tissue is visibly observed when
compared to the CH group, there is still a greater increase in the number of inflammatory
cells and greater disorganization of the pulp tissue, it is also noted , presence of blood
vessels and the presence of some odontoblasts around the dentin. In (1,p) the presence of
cells is observed, however, not so organized when observed in the CH group, the presence
of blood vessels is also noted in both bioglass groups.




Table 1. Histologic evaluation for each parameter in experimental groups at 7 and 15 days
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*Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test; **different letters in the same line indicate a statistically

Scores for each 7 days (n =6) 15 days (n = 6)
parameter Control CH F18 F18Co Control CH F18 F18Co

Extension 0 6/6 0/6 0/6 0/6 6/6 0/6 0/6 0/6
inflammatory 1 0/6 2/6 1/6 0/6 0/6 3/6 0/6 0/6
infiltrate 2 0/6 4/6 3/6 3/6 0/6 3/6 3/6 3/6
3 0/6 0/6 2/6 3/6 0/6 0/6 3/6 3/6
4 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Median* 02 280 2P 2,5° 02 1,5% 2,5 2,5

P value** <0.001 <0.001
Tissue 0 6/6 0/6 0/0 0/0 6/6 0/6 0/6 0/6
disorganization 1 0/6 0/6 0/0 0/0 0/6 3/6 0/6 0/6
2 0/6 6/6 4/6 3/6 0/6 3/6 3/6 3/6
3 0/6 0/6 2/6 2/6 0/6 0/6 3/6 3/6
4 0/6 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Median* 02 28 2P 2,5° 02 1,5% 2,5° 2,5°

P value** <0.001 <0.001

significant difference (significance was set at P < 0.05).

CH: calcium hydroxide; F18Co: F18 bioglass dopad with cobalt.

Evaluation of cytokines

The results regarding the analysis of cytokine expression can be seen in Figure 2.

At 7 days, it is possible to observe that there was no significant difference between the

IL-6 and IL-10 expressions in the groups, while the expression of IL-1p was significantly

higher in the CH and F18 groups compared to control; the CH was the group that showed

the highest IL-13 expression, followed by the F18 and F18Co groups.

At 15 days, a significant higher IL-6 expression was observed between the F18

and F18Co groups compared to control. Regarding the expression of IL-1, it is possible

to observe a significant reduction in the CH group when compared to F18 and F18Co

groups, that also showed higher IL-1p expression compared to control. No significant

difference is observed between the materials regarding IL-10 expression.
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Figure 2. Representative graph of cytokine expression. At 7 days, there was no significant
difference between groups in terms of IL-6 and IL-10 expressions. Regarding the
expression of IL-1, it is possible to observe a significant increase in the HC and F18
groups. At 15 days, there was greater expression of IL-6 in groups F18 and F18Co
compared to control; A significant increase in IL-1p expression was observed in this
period in the F18 and F18Co groups compared to the HC and control groups. There was
no significant expression of IL-10 in the different groups.

Discussion

This study evaluated the pulp tissue response to F18 and F18Co bioglass pastes
after direct pulp capping in mouse molars, compared to CH paste. Overall, it was possible
to observe less inflammation and disorganization in the CH group compared to the other
materials, although no significant difference was found between the materials groups.
However, the difference was observed between the control group with the F18 and F18Co
groups. The expression of IL-1p was higher in CH and F18 groups at initial periods;
however, the IL-6 and IL-1f expression were significantly higher at 15 days only in F18
and F18Co groups. There was no significant expression of IL-10 at any period of analysis.
Thus, the null hypothesis was rejected regarding to histological data and IL-6 and IL-1p
expression, but was accepted regarding to IL-10 data.

It is known that mineral trioxide aggregate (MTA) is considered the gold standard
material for pulpotomy and direct pulp capping (Marciano et al. 2019). Its indication is
based on its adequate physicochemical and biological properties, such as good sealing

capacity, hydroxyapatite formation, favourable biocompatibility (Caicedo et al. 2006,

W Cont

mCH
F18
F18Co
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Moretti et al. 2008, Sakai et al. 2009, Chen & Sug 2017), and induction of hard tissue
formation when in contact with tissues (Kogan et al. 2006, Lopes et al. 2019).

However, MTA is not reabsorbed, so it remains in the place where it was inserted,
and does not allow the region where tissue was lost to be replaced by new tissue. Studies
have shown that F18 is capable of stimulating fibroblast proliferation, in addition to being
potentially biodegradable (Gabbai-Armelin et al. 2017a, 2017b). De Araujo-Lopes et al.
(2020) presented the first study that evaluated bioglasses (as well as F18) as paste in
endodontics, demonstrating that F18 has the ability to induce greater expression of
osteopontin (OPN) than CH. F18 is highly bioactive and is able to form a layer of
hydroxycarbonate apatite when in contact with pulp exposure, that is, it has a higher
mineralization capacity when compared to CH. Previous data revealed that F18, in
powder and fibre forms, were efficient against gram-positive and gram-negative strains
(S. aureus, S. epidermidis, E. coli and P. aeruginosa) (Souza et al. 2017). Thus, the
potential of this biomaterial to act in the repair of pulp tissue, as desired in pulpotomy or
direct pulp capping procedures, is highlighted.

The CH is the material that most resembles bioglass for comparison. When CH is
placed on the pulp tissue, a repair process occurs, characterized by the formation of a
dentinal bridge, protecting the exposed tissue (Holland et al. 1998, Sangwan et al. 2013,
Yamada et al. 2021). Komabayashi et al. (2016) stated that the effect of CH is the result
of the chemical injury caused by the release of hydroxyl ions when in direct contact with
the pulp tissue, where it is possible to observe slight inflammation caused by superficial
necrosis at different times of analysis (14 and 21 days). In previous studies that also
evaluated CH as a capping material, the presence of more intense inflammation of this
material was demonstrated when compared to the material considered gold standard (Nair
et al. 2008, Tran et al. 2012, Morotomi et al. 2019, Parhizkar & Asgary 2021).

The inflammatory infiltrate could be analysed by HE staining, since it allows the
visualization of the inflammatory cells present at the site and tissue disorganization,
corroborating the methodology of previous studies (Bueno et al. 2019, Benetti et al.
2021). This is the first recent study that compared CH with bioglass in contact with the
pulp tissue. The histological data showed a lesser pulp inflammation and tissue
disorganization, when in contact with CH. In relation to bioglasses, the pulp tissue
showed some cellular disorganization even at 15 days, and more accentuated
inflammation, regardless of the presence of cobalt ion in the bioglass. Although all
materials allowed the formation of tertiary dentin at 15 days, this was observed in contact
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with the material mainly in the CH group, and only in a few specimens in the bioglass
groups. However, this may indicate that a later analysis period could show a greater
amount of dentin bridging with the bioglass, which still needs to be evaluated.

Furthermore, the differences found in the histological results considering the CH
group and the F18 and F18Co groups may be due to the particle size of the materials.
While CH has particles around 2.5 um, bioglasses were prepared with particles below 10
pum. Thus, there would be larger particles of bioglasses in contact with the tissue,
compared to CH. In this way, smaller particles of bioglass powders should be obtained,
to observe if there are better results.

Another factor that may indicate the difference in the results found is the fact that
bioglasses are reabsorbed over a longer period of time, while CH can be easily carried
away by tissue fluids. The use of CH showed gradual dissolution which can lead to the
formation of dead space and microleakage (Posser et al. 1982, Komabayashi et al. 2016,
Chen & Sug 2017). A previous study that evaluated F18 fibres in the subcutaneous tissue
of rats observed that at 15 days, F18 had been partially reabsorbed, however, the
reabsorption was greater at 30 and 60 days, while there were still particles of the
biomaterial in these periods (Gabbai-Armelin et al. 2015). In addition, ions cobalt has the
ability to induce the formation new vessels, from the process of angiogenesis (Romero-
Sanchez et al., 2018). However, this study did not perform histological analysis to verify
the formation of new blood vessels.

Cytokine analysis may be a good prognostic marker in teeth after pulp capping
(Pezelj-Ribaric et al. 2002). This study also evaluated pro- (IL-6 and IL-1B) and anti-
inflammatory (IL-10) interleukins in pulp tissue after contact with the materials. Among
the interleukins, 1L-6 is an important regulator of inflammation and its levels are
increased in inflammatory processes (Lopes et al. 2019). It is a multifunctional
inflammatory cytokine synthesized in response to trauma or infection, which can activate
specific cells, thus playing an important role in the inflammatory reaction and bone
resorption (Oliveira et al. 2017, Edanami et al. 2021), which can be considered a potent
mediator of the inflammatory response and a marker of inflammation (Lourenco Neto et
al. 2016, Sivadas et al. 2017). A previous study found elevated IL-6 immunolabeling in
early periods (from 24 to 72 hours) (Lopes et al. 2019), which did not occur in our study.
The increased IL-6 expression in the present study at 15 days may indicate that
inflammation is still present in this period, with no reduction in it. This increase in IL-6

was not observed in the CH group. This can also be explained by the fact that the model
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used in this study did not have a previous induction of inflammation, before the
application of the capping material.

Regarding IL-1p, this cytokine was increased in a late period (at 60 days) in a
previous study, with all capping materials evaluated, including MTA (Kramer et al.
2014). These data disagree with the present study, where the expression of this cytokine
was increased in F18 and CH in the initial period (15 days), but was significantly reduced
later for CH. At 15 days, it was also increased for the F18Co group. This may be another
indication of the reduction of inflammation over time after capping with CH, and
highlights once again the need to assess the pulp response more deeply and cautiously to
bioglasses.

As it is an anti-inflammatory cytokine, an increase in I1L-10 could be expected in
the present study, when performing pulp capping with bioactive materials. However,
previous study has shown that IL-10 was found mainly at the beginning of pulp
inflammation, when it was considered reversible (ElSalhy et al. 2013). In this study, IL-
10 was not significantly found in any period of analysis, which disagrees with another
study, where there was an increase in IL-10 after contact of bioceramic materials with
pulp cells (Celik et al. 2020). However, the difference in the experimental models used is
highlighted.

A limitation of this study was to perform pulp capping in an animal model of
healthy pulp, without inflammation. Clinically, pulpotomy and pulp capping are indicated
for teeth with inflamed pulp when it comes to carious lesions in the young population.
However, traumatic dental injuries involving the pulp are quite common and often lead
to pulp exposure (Matoug-Elwerfelli et al. 2022), sometimes treated without
contamination, but it is important for studies like this to perform an inflammation model
before pulpotomy.

Murine models have many advantages: they are small animals, readily available,
inexpensive compared to other animals, easy to handle, and facilitate studies on a larger
number of animals (allowing to obtain more reproducible results) (Aubeux et al. 2021),
in addition to being carried out in accordance with ethical principles. However, in our
study we observed some limitations, such as the little pulp content that is in contact with
the material tested, which ends up impairing the histological analysis. The animal model
is superior than cell culture, however, it cannot be extrapolated to the clinician. Therefore,
it is necessary to consider the possibility that a given murine model response may not

occur exactly the same way in humans, necessitating studies with larger animal models.
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Conclusion
It is concluded that F18 and F18Co bioglass pastes may have a lower performance

than HC paste when used in direct contact with the pulp tissue.
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5 CONCLUSAO

O capeamento pulpar direto € um tratamento da polpa vital exposta com
um biomaterial, para proteger o tecido, induzir a formacao de dentina terciaria, e
manter a polpa vital. Os materiais de capeamento pulpar mais comumente
utilizados em clinica sdo HC e Agregado de Trioxido Mineral (MTA, do inglés
Mineral Trioxide Aggregate), ou outros materiais biocerdamicos com mecanismo
de agcédo semelhante. No entanto, ambos os materiais apresentam deficiéncias
e/ou desvantagens, ndo havendo ainda um material capeador ideal.

Este foi o primeiro estudo recente a avaliar a resposta do tecido pulpar
frente a formulacbes de pastas a base de biovidros, o F18 e F18Co. Os
resultados demonstraram inflamagdo e desorganizagcdo tecidual mais
acentuadas com os biovidros. Nao houve diferenga significativa com o HC, mas
esta diferenca foi presente ao se comparar 0s biovidros com o grupo controle.

Os biovidros sdo materiais reabsorviveis ao longo do tempo, que podem
ser substituidos pelos tecidos em contato, a medida que estes se regeneram.
Fatores relacionados as caracteristicas dos biovidros aqui utilizados, como
tamanho de particulas e periodo de reabsorcdo, assim como fatores
relacionados ao préprio estudo, como o tempo de analise mais curto (até 15
dias), podem ter influenciado estes resultados. Vérias formulagfes de biovidro
estdo disponiveis, e outras formula¢cfes ainda precisam ser avaliadas.

Uma limitacdo a se considerar, € que o presente estudo utilizou um
modelo animal de polpa s&, sem inflamacéo, apesar de clinicamente pulpotomia
e capeamento pulpar serem indicados para dentes com polpa inflamada, quando
se trata de leséo cariosa na populagao jovem. Ainda, o tecido pulpar avaliado no
modelo de camundongos possui uma area pequena, o que pode dificultar a
analise dos resultados e limita o contato do material com a polpa dentéria.

Estudos in vivo utilizando modelos murinos apresentam vantagens como
facilidade no manuseio e transporte, custo acessivel em comparacao com outros
animais, e facilidade de padronizacédo e reproducdo dos estudos. Contudo, é
necessario que haja cautela para ndo extrapolar os resultados obtidos em
modelo animal para a clinica, pois determinada resposta encontrada em murinos

pode n&o ocorrer da mesma maneira no tecido pulpar em humanos.
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