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I. INTRODUCAO

A analise da biocompatibilidade de materiais dentarios tem se baseado em um
paradigma sequencial, em que as andlises in vitro encontram-se na base da piramide,
seguidas pelos testes em animais e finalmente por ensaios clinicos em seres

humanos. A figura 1 exemplifica essa piramica:

Paradigma tradicional Paradigma atual
“piramide” “ciclico”

yo—
A5 — oo
o —

Paradigmas de anélise da biocompatibilidade de materiais dentdrios. ) Para-
digma tradicional baseado em uma pirdmide, em gue os modelos laboratoriais
atuam como um screening para sele¢do de materiais a serem empregados em
seres humanos. ﬂ Paradigma atual ciclico, cuja estrutura baseia-se na inter-re-
lagdo entre os diversos modelos de estudo para andlise biolégica de materiais.

Fonte: Estrela 2018, Pag.

Inicialmente, o termo biocompatibilidade era definido como a “[...] capacidade
de um material em n&do causar qualquer resposta no tecido onde o mesmo fosse
inserido”. Essa definicdo vem sendo atualizada ao longo dos anos a partir do avango
das técnicas de pesquisa. Assim, outros pesquisadores consideram que o termo
biocompatibilidade caracteriza a “habilidade de um material em atuar com uma
resposta apropriada do hospedeiro quando aplicado da forma recomendada”. A partir
dessa definigao, foi determinada a importancia da presenga da interface ativa entre
materiais e sistemas biolégicos, a qual levou ao estabelecimento da necessidade de
se avaliar, em detalhe, a biocompatibilidade de materiais usados em odontologia nos
seguintes pontos:

1. Ao inserir o material em um ambiente bioldgico sera criada uma interface dindmica

entre material/tecido: o material ira gerar uma resposta tecidual, e o tecido ira gerar



uma resposta no material. Assim, todos os materiais irdo sofrer algum grau de
alteracéo a partir de sua inter-relagdo com o hospedeiro, e sua biocompatibilidade,
com o decorrer do tempo, pode ser afetada devido a essa interagao.

2. As reagOes na interface material/tecido sado especificas para o tecido no qual a
mesma é criada: 0 mesmo material pode gerar diferentes respostas bioldgicas
guando aplicados em tecidos com diferentes caracteristicas ou tipos celulares.

3. Os materiais aplicados em tecidos biologicos n&o pertencem ao organismo: esse
conceito & primordial para o entendimento da durabilidade do material inserido no
organismo Vvivo. A interagao do material com o tecido bioldégico pode gerar, ao longo
do tempo, alteragdes no material que muitas vezes requerem sua substituicao para
gue seja mantida a adequada fungéo.

4. Customizagao da interfacematerial/tecido: o entendimento da relagdo do material
com o tecido é fundamental para o desenvolvimento de materiais que se adaptem
ao microambiente biolégico ao qual o material esta inserido, de forma que induza a
resposta celular desejada, surgindo, assim, o conceito de biomateriais. O ramo
atual da engenharia tecidual busca o desenvolvimento de biomateriais que induzam
uma resposta celular especifica, a qual tem como objetivo principal a completa
substituicdo do biomaterial pelo novo tecido.

Segundo Willians em 2008, “Biocompatibilidade € a habilidade do material de
prover adequada funcdo para determinada terapia, sem causar qualquer efeito
indesejado local ou sistémico no hospedeiro, porém gerando uma resposta celular ou
tecidual apropriada para aquela situagao especifica, otimizando a performance
clinica.”

Para o entendimento e aproveitamento deste manual é importante o
conhecimento da &area basica da matriz curricular do curso de odontologia bem como
a importancia clinica que reflete a realizagdo desses testes na melhoria da qualidade
de vida do paciente.

Este manual tem como objetivo servir de referéncia e guia para a realizacao
dos testes de biocompatibilidade dos materiais odontoldgicos.

Com este manual o académico terd instrugdes de como devem ser realizados

os testes de biocompatibilidade dos materiais odontoldgicos.



[I. DESENVOLVIMENTO
1. TESTES EM ANIMAIS.
1.1.0s testes em animais para analise de materiais dentarios sao classificados em
duas categorias principais:
1.1.1. Andlise da seguranca bioldgica - neste tépico estao inseridos:

a. analise da toxicologia sistémica, aguda e crénica,

b. potencial de hipersensibilidade,

c. habilidade de causar ulceragao e desestrururacdo de membranas mucosas

e tecidos conjuntivos circundantes,

d. genotoxicidade,

e. toxicologia reprodutiva.

Nessa analise, a dose, a forma e o local de aplicacdo podem ser selecionados
de modo a simular situagdes extremas, as quais nao poderiam ser testadas em seres
humanos. Os mesmos tipos de analise podem ser empregados para diferentes
materiais, de forma a avaliar sua seguranca biolégica, independentemente do seu real
sitio de aplicacao clinica.

1.1.2. Andlise do sucesso clinico:

Compreende a analise da capacidade do material em resultar na resposta
bioldgica desejada para sua fungao especifica quando aplicado no seu sitio de uso.
Neste tipo de analise, deseja-se simular, ao maximo, as condi¢gdes de dosagem, forma
de apresentacao, forma de aplicagéo e tecido de implantagdo que serdo encontradas
na situacao clinica.

1.2.Recomendacfes Gerais Para Pesquisas em Animais
1.2.1. Etica em experimentacdo animal

Emprego de animais em pesquisa: a decisdo de usar animais em pesquisa
requer pensamento critico, julgamento e analise. Tem que gerar a expectativa de que
os resultados obtidos irdo gerar conhecimento novo significativo ou seja, tem que
efetivamente produzir resultados que levardo a um aumento no bem estar do ser
humano ou de outros animais.

Requer aprovacio de Conselhos de Etica, que julgam a relevancia cientifica da
pesquisa. A justificativa da necessidade do uso de animais baseia-se no Conceito
dos trés Rs:

a. Substituicdo (Replacement): de animais por modelo in vitro e de animais

maiores por menores.



b. Refinamento (Refinement): promover bem estar aos animais

c. Reducédo (Reduction): diminuir o uso de animais, sem causar perda da

qualidade dos dados obtidos.

E prerrogativa basica que todo o pessoal envolvido em estudos com animais
deve receber treinamento adequado e a equipe de pesquisa apresente experiéncia
solida nessa linha de trabalho.

1.2.2. Sele¢do do numero de animais para a pesquisa.

Minimizacdo do nimero de animais a serem empregados no estudo, sem que

haja comprometimento da qualidade dos resultados.
1.2.3. Padronizacdo do ambiente.

O microambiente e o0 macroambiente devem ser adequadamente controlados.

Padroes de temperatura, umidade, iluminacdo, ciclos de luz/escuriddo e
qualidade do ar devem ser estabelecidos de acordo com a espécie empregada.

1.2.4. Procedimentos cirargicos. Seguir 0S passos:

a. Toda e qualquer intervencao cirurgica deve ser feita sob anestesia.

b. Treinamento criterioso do operador.

c. Sequir critérios de biosseguranga com rigor.

d. Acompanhamento pds cirdrgico e recuperacao anestésica.

1.2.5. Eutanésia

E o ato de “matar” humanamente o animal pelo emprego de técnicas que
induzam a inconsciéncia de forma rapida e a morte sem dor ou estresse. Uso de
agentes quimicos: barbitaricos, alta dosagem de anestésico ou gas carbonico.

1.3. TECNICAS CIRURGICAS

Testes de implantacdo em tecido conjuntivo subcutdaneo sdo comumente
realizados em ratos para andlise da reacao tecidual. Proposta pelo “Grupo de
Pesquisa em Reparacédo Pulpar e Biocompatibilidade dos Materiais Odontoldgicos”,
baseada em diversas pesquisas com materiais resinosos em que a resposta tecidual
foi muito semelhante a observada em polpas de dentes humanos.

1.3.1. Implantagéo em subcutéaneo de ratos
Metodologia:
a. Selecédo e manutencgéo dos animais experimentais:
v' Ratos machos ou fémeas(200 a 3009)
v" De mesma origem

v Padronizados: salde, idade e peso corporal



v’ Biotério climatizado com iluminacao: 12 hs de luz/12 hs de escuridao
v' Temperatura(21-25°C) padronizada
v' Recebem racao balanceada e agua a vontade
b. Procedimento anestésico:
v Pode ser intramuscular ou inalatéria e a dose da droga depende do peso
do animal.
c. Procedimentos pré-operatérios:
v Tricotomia da regido dorsal para eliminar a possibilidade de penetracdo
de pelos na loja cirurgica.

v Desinfeccéo da area da tricotomia feita com alcool/iodado e alcool/éter.

Fonte: Estrela 2001, Pag. 1

d. Procedimento cirlrgico:

v' Realizado em ambiente asséptico.

v Incisao central de 10 mm.

v’ Divulsionar o tecido subcutaneo com tesoura de ponta romba ou porta
agulha, para se obter duas lojas cirargicas, uma a cada lado da inciséo.

v' Nao deve haver comunicac¢édo com as lojas cirargicas, o que prejudicara a
avaliacao da resposta tecidual frente aos materiais experimentais.

v/ Caso ocorra sangramento durante a divulséo tecidual pode indicativo de

ter atingido areas mais profundas: essa loja cirargica sera descartada.



IC'S
Fonte: Estrela 2001, Pag. 2

e. Preparo dos materiais para implantagéo
v Tubos de polietileno com 1,5 mm de diametro interno €10 mm de
comprimento.
v' Uma das extremidades é selada com instrumento aquecido para evitar o
extravasamento do material.
v' O material pode ser inserido nos tubos por meio de seringas de insulina
ou seringas lentulo estéreis, ou com auxilio de espatulas e condensadores

nos casos de materiais pastosos, cimentos ou resin0sos.



Scanned with

Fonte: Estrela 2001, Pag.

f. Implantag&o na loja cirurgica
v Os tubos séo introduzidos com o auxilio de uma pinca curva.
v Deve-se evitar o contato da abertura do tibulo com o tecido conjuntivo do
animal.
v' Devem permanecer paralelos a inciséo.
v Deve-se evitar o contato da abertura do tlbulo com o tecido conjuntivo do

animal.

Scahned with

CamScanner

Fonte: Estrela 2001, Pag. 3



Scanned--with
CamScanner

Fonte: Estrela 2001, Pag. 4

v' Devem permanecer paralelos a incisao
v Realizar a sutura.
v' Acompanhamento deve ser feito de 7 a 10 dias.

v’ Sutura removida apoés 7 dias sob anestesia.

Fonte: Estrela 2001, Pag. 5



g. Coleta das Amostras

v Os periodos de avaliacao sédo determinados de acordo com os objetivos

do estudo.

v" O grupo de pesquisa sugere periodos curtos de 7 dias, intermediarios de

30 dias e longos de 90 dias.

v" Decorridos os periodos experimentais, 0s animais sao anestesiados.

v' Realizada nova tricotomia.

v' Faz- se a hiépsia excisional da area do implante com suficiente margem

de seguranca.

v Ap@s a biopsia, os animais sdo submetidos a eutanasia.

v' As amostras devem ser imersas em solucao fixadora e encaminhadas

para os procedimentos histopatolégicos.

1.3.2. Capeamento Pulpar em Dentes de Ratos.

v' Sele¢do dos animais experimentais:

Ratos, machos ou fémeas, sendo 0s mesmos parametros descritos
para o teste de implantacdo em subcutaneo realizados, no que se
refere a peso, manutencdo dos animais, procedimento anestésico e
eutanasia.

Com o objetivo de padronizar a conformacgéao das cavidades, permitindo
uma comparacao mais segura entre 0s grupos, 0 grupo de pesquisa
faz o procedimento de capeamento pulpar apenas nos primeiros
molares, mas pode ser realizado nos primeiros e segundos molares

superiores dos animais.

v' Preparo cavitério:

Anestesia

Abertura bucal feita por meio de anéis metalicos adaptados aos
incisivos superiores e inferiores

Brocas carbide esférica 0,5 e cone invertida 33,5, em baixa rotacéo e
abundante irrigacéo.

Séo preparadas cavidades com 1,7 mm de profundidade e 1,3 mm de

diametro, as quais sdo copiosamente lavadas com agua destilada,



resultando na formacdo de cavidades bastante profundas, com
remanescente dentinario menor que 0,5 mm.
v Procedimento de exposicao pulpar:
¢ Realizada de forma cuidadosa, por meio de pressdao manual com a
ponta de uma sonda exploradora afiada.
e Hemorragia contida por meio de lavagem com soro fisiolégico e
secagem com cones de papel absorvente esterilizados.
v' Aplicacao dos materiais:
e Aplicados sobre dentina profunda ou exposicdo pulpar, simulando
todos os passos empregados clinicamente.
e Cuidado especial quando aplicado sobre a polpa, evitando pressao
excessiva para nao introduzir material no interior da polpa.
e As cavidades séo restauradas cuidadosamente com iondmero de vidro
ou resina composta.
v Coleta das amostras:
e Realizada ap6s 7, 30 e 60 dias.
e Animais experimentais sdo submetidos a eutanasia(overdose de
anestésico, por exemplo).
e Maxilares sdo removidos em bloco, e entdo fixados e descalcificados
em EDTA ou solucao de Morse.

2. TESTES EM SERES HUMANOS

Os testes em seres humanos sao considerados padrao-ouro para avaliacao de
qualquer parametro da performance de materiais dentérios, incluindo a resposta
bioldgica.

2.1. Diversos delineamentos experimentais podem ser empregados para analise
em seres humanos, como os exemplificados abaixo:
2.1.1. Estudos retrospectivos:

Os dados sao obtidos a partir das fichas clinicas dos pacientes, em periodos
posteriores a realizacdo do procedimento clinico, tais como relatos de sensibilidade
dental, realizacdo de tratamento de canal dentre outros exemplos. Apresenta como
desvantagem a auséncia de controle padronizado da coleta de dados.

2.1.2. Estudos transversais:



Os dados séo coletados por examinador calibrado durante um exame clinico.

No entanto a exposicao ao fator causa esta presente no momento da analise, sendo

que as variaveis ndo podem ser amplamente controladas.

2.1.3. Estudos longitudinais:

Estudo experimental controlado, com uso de grupos-controle para

determinacdo e comparacao de materiais e técnicas clinicas.

O desenho do estudo clinico pode ser:

v" Aberto: O participante e o investigador sabem o que esta sendo administrado

no paciente.

v Simples-cego: O participante da pesquisa ndo sabe qual tratamento esta

recebendo.

v Duplo-cego: O participante e o investigador ndo sabe qual tratamento foi

designado para cada paciente.

v Paralelo: Os voluntarios sdo randomizados e recebem diferentes tipos de

tratamento.

v Crossover: Comparam-se dois ou mais tratamentos em que os voluntarios,

depois de completar um dos tratamentos, sdo movidos para outro.

2.2. Etica em Pesquisa em seres humanos.

Para o desenvolvimento de pesquisas clinicas em seres humanos, alguns

tépicos sao fundamentais para avaliagao ética de um projeto de pesquisa, dentre eles:

2.2.1.

2.2.2.

Consentimento do participante: o consentimento prévio, livre e esclarecido
do individuo envolvido deve ser baseado em informag¢des adequadas e em
qualquer intervengdo médica preventiva, diagnostica e terapéutica. Antes de
sua inclusdo no estudo, € necessario que 0s voluntarios ou seus
representantes legais assinem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Esse documento tem o objetivo de esclarecer e proteger
0 participante da pesquisa, devendo estar em linguagem clara e de facil
entendimento.

Privacidade e confidencialidade das informagdes do participante: devem ser
respeitadas com o maximo possivel de protecdo das informagdes, nao
devendo ser usadas ou reveladas para outros propdésitos que nao aqueles

para os quais foram coletadas.



2.2.3. Aprovacao pelos pares e comunidade: o objetivo maior da avaliagao ética de
projetos de pesquisa € garantir que seja respeitada a dignidade humana.
Nessa garantia devem ser incluidas todas as pessoas que possam vir a ter
alguma relagdo com a pesquisa.

2.3. Técnicas experimentais.

A analise histopatolégica dos tecidos em contato com materiais € o padréo-
ouro para avaliacdo dos efeitos bioldgicos. Deve-se ressaltar que apenas materiais
e/ou protocolos de aplicagdo selecionados a partir dos estudos prévios in vitro e in
vivo devem ser avaliados em ensaios clinicos.

2.3.1. Analise de biocompatibilidade de materiais restauradores em dentes de
seres humanos devera seguir 0s passos abaixo:

a. Selecao de dentes:

v’ Dentes higidos, sem caries, restauracdes, abrasoes , atricoes , abfracao
, com indicacdo de extracao.

v Os dentes mais utilizados sao os primeiros e segundos pré-molares com
indicacao para extragéo por ortodontia.

b. Procedimentos Pré-operatorios:

v Teste de Sensibilidade no dente a ser trabalhado e adjacentes
v Radiografia

v Anestesia

v' Profilaxia

v" Isolamento Absoluto

v Assepsia do campo operatorio

c. Preparo Cavitario para Capeamento Pulpar indireto:

v' Cavidade de classe V na vestibular do dente com broca diamantada com
topo plano

v’ As cavidades devem ser preparadas pelo mesmo operador,

v A padronizagdo das cavidades deve ser feita por um batente de resina
posicionado a 2,5 mm de distancia da extremidade ativa da fresa,
permitindo a confeccédo de uma cavidade de 0,5mm de remanescente de

dentina e a cavidade pulpar.



d. Exposicao pulpar para Capeamento Pulpar direto
v' ApGs a realizacdo do preparo cavitario de Classe V , utliza-se um broca
carbide esférica em baixa rotagdo sob refrigeragdo com soro para a
exposicao pulpar com diametro padronizado.

v Airrigacdo deve ser feita apenas com soro ou agua destilada.

e. Procedimento de Pulpotomia:
v" A abertura coronaria deve ser feita na oclusal dos dentes
v" A polpa coronaria é removida com curetas afiadas até a entrada das
raizes

v Airrigacdo é feita apenas com soro ou agua destilada

f. Aplicacdo dos materiais experimentais:
v" O material é aplicado logo apés a manipulacéo
v No assoalho (Capeamento pulpar indireto)
v Na ferida pulpar (Capeamento pulpar direto)
v’ Aplicacdo de uma base cavitaria;(lonémero de vidro)

v Restauracao de resina

g. Estabelecimento de grupos experimentais:
v" Utiliza-se Hidroxido de Calcio como material do grupo- controle negativo

h. Periodo de Anélise
v" Periodos curtos: 3 a5 dias
v' Periodos intermediarios: 21 a 30 dias

v’ Periodos longos: 90 dias ou mais

i. Coleta dos dentes
v’ Faz-se novo teste de sensibilidade.
v Radiografia.
v Anestesia.
v' Exodontia : Deve ser feita evitando a remo¢do com férceps para nao

ocorrer alteracdes na cavidade que foi construida na face vestibular.



v' Seccdo da metade da raiz (utiliza-se broca cilindrica de tungsténio em alta

rotacdo ou disco de carborundum.

v Imerséo do dente em solucao fixadora.

Fonte: Estrela, 2018 Pag. 438 A.Detalhe da broca cilindrica com a demarcagdo feita com resina composta B.Realizagdo do
preparo cavitdrio Classe V C.Visdo vestibular da cavidade preparada D.Visdo interna dos preparos cavitdrios realizados E.VisGo
do ERD por microscopia de luz, Brown & Brenn, 320x. F.Detalhe da exposi¢do pulpar pontual realizada com broca esférica
G..Aplicagdo do material sobre a exposi¢do pulpar H..VisGo vestibular da cavidade apds restauragéo com resina composta
I.Procedimento de extragdo dos dentes J.Dente extraido e submetido a corte da porgdo apical



2.4. Procedimentos Histopatologicos

2.4.1. Processamento em Parafina:

v' Fixagdo do elemento dentério:

AplOs a extracdo o elemento dentario € colocado em substancia
fixadora:Solucdo de formaldeido\formalina a 10% ¢é a mais
utilizada,deve-se preparar o fixador em solugdo tamponada ou
adicionar carbonato de calcio.

Solugcdo de Karmovsky ,pés fixadas com tetroxido de 6ésmio e
contrastadas com acetato de uranilla sdo utilizadas em casos de

avaliacao de alteracdes das células que compde a polpa e da dentina.

v Descalcificacao:

Amostras provenientes de tecido mineral devem ser submetidas a
descalcificacao. Utiliza-se:

Solucéo descalcificadora de Morse

EDTA a 5% ou a 10%

As amostras devem ser mantidas em solucdo descalcificante sob agitacao

constante, podendo ser trocada semanalmente.

v" Processamento

Processamento do material em parafina:

As amostras devem ser posicionadas em cassetes de plastico, devem
ter o tamanho selecionados de acordo com o micrétomo a ser utilizado.
A identificacdo das amostras deve ser com lapis grafite.

Desidratacdo: Remocdo de agua dos tecidos.E feita com trocas
ascendentes de etanol (70,80,95,100%)

Clarificac&o: Visa a remog&o o etanol dos tecidos. E feita com vérias
trocas de Xilol.

Impregnacao de parafina: Realizada em estufa a 60°C. Os fragmentos
devem ser transportados de uma parafina a outra em intervalos pré-
determinados.Recomenda-se nunca deixar o material por muito tempo
na parfina,pois ,uma vez que esta somente € liquida em temperatura

alta, o calor podera causar danos aos tecidos.

v Inclusdo em Parafina



Colocacéo dos tecidos infiltrados em parafina no interior de um molde
de parafina.

As amostras podem ser inseridas no molde previamente preenchido
com parafina aquecida, ou a parafina liquida pode ser despejada sobre

a amostra.

v’ Cortes Histolégicos:

Cortes entre 3 e 6 micrometros serdo feitos através de micro6tomo
rotatorio.

Os cortes deverao ser feitos no longo eixo da amostra.

Os blocos de parafina com as amostras devem ser mantidos em gelo.
ApOs o corte as fitas sdo transferidas para banho-maria a 40°C

As fitas sdo coletadas com laminas, sendo incubadas em estufa a 60°C
por 24hs.

v Procedimentos gerais para coloracées:

Observacao: Antes da coloracdo a parafina deve ser removida do
interior da amostra.

Desparafinizacdo: Feita com imersdo em Xilol.

Hidratacdo: Imersdo em sequéncias alcodlicas (100,95,80,70%, até
agua destilada. Em caso de corante alcodlico, interrompe em 70%.
Coloragéo: Imersao dos cortes no corante.

Desidratacdo: S&o utilizadas concentragfes alcoodlicas crescentes
(70,80,95 e 100%).

Clarificacao: Utiliza-se o xilol como liquido intermediério entre alcool e
0 meio de selagem.

Montagem da lamina: Cobre-se o tecido com uma laminula de vidro,

usando uma substancia para fixar a lamina a laminula.

2.4.2. Processamento por Congelamento

v Fixacao:

Paraformaldeido 4% é o mais indicado.

v Inclusdo em meio de congelamento:

As amostras sao lavadas em solucao tampéao e imersas em sucrose a
30% por 24 hs.

Sao posicionadas em moldes plasticos



e Um meio de suporte de temperatura de corte étima (optimal cutting
temperature, OCT), € adicionado
e O conjunto é colocado em freezer -80°C por no minimo 1 h antes dos
cortes.
¢ Imersdo da amostra em nitrogénio liquido.
v' Cortes histologicos
e Sao realizados em criostato com temperatura de 20°C
¢ Os blocos sao removidos dos moldes e os cortes realizados com 5-10
micrometros, 0s quais sao coletados em lamina carregada
positivamente.
e As laminas devem ser mantidas em temperatura ambiente por uma
hora e proporcionar maior adesao das amostras a lamina.
e O armazenamento das laminas obtidas deve ser realizado em freezer
-80°C.
v’ Coloracao
e Antes da coloracdo, deixa-se as laminas secarem em temperatura
ambiente.
e Em seguida, realizam-se os protocolos de hidratacdo, coloracao,
desidratacéo, clarificacdo e selagem.

2.5. Técnicas de analise histopatologica

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

Coloracdes basicas

v' Hematoxilina e eosina (H§E): € a mais utilizada.

v Tricromio de Masson: para avaliacao de colageno e deposicdo de matriz
ossea.

v' Método de Brow & Brenn: para evidenciar bactérias.

Colorag0des especificas

v Andlises por imunofluorescéncia e imuno-histoquimica: avaliam de forma
especifica componentes celulares, como proteinas, receptores e
citoesqueleto.

Mensuracéo da espessura do remanescente de dentina (ERD)

v/ Para pesquisas nas quais cavidades dentarias sdo preparadas, porém

sem expor tecido pulpar, deve-se realizar a mensuracdo do ERD.Este



deve ser medido com auxilio de um microscépio éptico acoplado a um
computador.
2.5.4. Outras analises
v Além das analises por cortes histolégicos, as amostras podem ser
analisadas por meio de PCR,,ELISA, Western Blot, dentre outros.
2.6. Atribuicdo de escores para analise de eventos histopatoldgicos:

As analises dos eventos histopatolégicos podem ser realizadas através da
atribuicdo de escores, os quais devem ser realizados de forma cega por um
examinador calibrado.
2.6.1.Avaliacdo no subcutaneo de animais:

Os cortes histolégicos corados com H&E e\ tricbmio de Masson podem ser
avaliados de acordo com a presenca ou ndo de determinados eventos histoldgicos.
Esses eventos sao classificados de acordo com as caracteristicas observadas em

microscopia Optica, conforme a tabela abaixo:

Classificacao dos eventos histopatologicos em
testes de implantagdo em subcutdneo de ratos

Caracterizagdao

Presenca de

macréfagos
e células
Classificagdo = Inflamagdo = gigantes Necrose
Escore O Ausente Ausente Ausente
Infiltrado
Escore 1 inflamatdrio Discreto Presente
discreto
Infiltrado
Escore 2 inflamataério Moderado -
moderado
Infiltrado
inflamatdrio
Escore 3 severo Severo -
envolvendo
tecido

circundante

Fonte: Estrela 2018, Pag .441

A interpretacdo dos resultados deve ser realizada de acordo com a evolucao

do quadro reacional presente em contato com o0s materiais em teste. A



biocompatibilidade dos materiais experimentais, avaliados dentro dessa metodologia
especifica de pesquisa, pode ser classificada em:
A. Aceitavel:
v" |.Discreta ou nenhuma reacao tecidual em todos os periodos avaliados
v Il.Moderada ou intensa reacao tecidual aos sete dias, a qual reduz de
intensidade com o decorrer dos periodos, atingindo o escore de reacao
tecidual ndo significante aos 60 dias.
B. N&o aceitavel:
v |. Discreta ou nenhuma reacao tecidual aos sete dias, sendo que a
intensidade dessa reacgéo atinge o escore de moderado ou intenso aos
60 dias
v Il. Moderada ou intensa reacgéao tecidual em todos os periodos avaliados.

2.6.2. Avaliacdes em dentes de animais e humanos:

Um conjunto de eventos histopatologicos deve ser avaliado de acordo com a
metodologia de pesquisa empregada. Os escores determinados para cada um dos
eventos histopatolégicos observados em microscopia éptica devem caracterizar a
aceitabilidade ou ndo do material experimental ou mesmo da técnica. Para
pesquisas em que cavidades dentarias sdo preparadas, sem expor a tecido
pulpar, deve-se avaliar a espessura do ERD (remanescente dentina esmalte)
entre o assoalho da cavidade e a polpa., a intensidade da resposta inflamatoria e
a deposicéo de dentina. A presenca de bactérias no interior da cavidade deve ser
classificada de acordo com as paredes envolvidas. Em casos em que o tecido
pulpar € exposto, o didmetro da exposicdo deve ser medido, para que haja
exposi¢cdo semelhante. As tabelas abaixo sumarizam os escores atribuidos aos

eventos histopatologicos que poderdo ser observados:

A.Tabela da classificacao da resposta inflamatoéria do tecido pulpar



Classificagdo da resposta inflamatoria do tecido pulpar

Classificagdo ~ Caracterizagdo

Nenhuma ou poucas células inflamatdrias presentes na area pulpar correspondente

ESsoet a aplicagdo do material. Caracteristica de tecido pulpar normal.
Infiltrade inflamatdrio discreto, com presenga de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) ou
Escore1 . e o e .
leucdcitos mononucleares (MNLs) restrito a area proxima a aplicagdo do material
Escore 2 Infiltrado inflamatério moderado envolvendo a polpa coronaria
Escore 3 Infiltrado inflamatario severo envolvendo a polpa coronaria e radicular ou caracterizando a presenga de abscesso

Fonte: Estrela 2018, Pag 442

B.Tabela da classificacdo da desorganizacéo tecidual do tecido pulpar

Classifica¢do da desorganizacdo tecidual do tecido pulpar

Caracterizacdo
Classificacdo
Exposi¢ao pulpar Capeamento pulpar indireto
Escore 0 Caracteristica de tecido pulpar normal Caracteristica de tecido pulpar normal

Discreta desorganizacdo da camada de
odontoblastos referente a parede pulpar do
preparo cavitario, mas com auséncia de alteragdes
na regido central da polpa corondria

Discreta desorganizagdo tecidual proximo a
Escore1 exposicdo pulpar, mas com auséncia de alteragdes
na regido central da polpa coronaria

Fatorey Desorganizagdo tecidual moderada Desorganizagao tecidual moderada
envolvendo a polpa coronaria envolvendo a polpa coronaria

Escore3 Desorganizacao intensa da polpa coronaria, podendo Desorganizagao intensa da polpa coronaria, podendo
envolver a polpa radicular e areas de necrose pulpar envolver a polpa radicular e areas de necrose pulpar

Fonte: Estrela 2018, Pag 442

C. Tabela da classificacdo deposicao de dentina terciaria do tecido pulpar



Classificacdo de

Classificacdo

Escore O

Escore1

Escore 2

Escore3

posicdo de dentina tercidria do tecido pulpar

Caracterizacao
Exposicdo pulpar Capeamento pulpar indireto
Ausente Ausente
Discreta deposi¢io de barreira mineralizada abaixo Discreta deposicdo de dentina terciria abaixo ou
ou ao redor da regido de aplicagio do material ao redor da regido de aplicagdo do material
Deposicao moderada de barreira mineralizada abaixo Deposicao moderada de dentina terciaria abaixo
ou ao redor da regiac de aplicagdo do material ou ao redor da regiao de aplicagdo do material
Intensa deposicdo de barreira mineralizada abaixo Intensa deposigdo de dentina terciaria abaixo
ou ao redor da regido de aplicagdo do material/ ou ao redor da regido de aplicacdo do material/
presenca de barreira de dentina cormpleta presenca de barreira de dentina completa

Fonte: Estrela 2018, Pag 442

D. Tabela da classificacdo da penetracéo de bactérias nas paredes da restauracéo

Classificacdo da penetracao de bactérias nas paredes da restauracao

Classificacdo
Escore 0
Escore1

Escore 2

Escore 3

Caracterizacdo

Ausente

Presenica de bactérias nas paredes Laterais da cavidade
Presenca de bactérias nas paredes laterais e axial da cavidade

Presenca de bactérias nas paredes laterais e axial da cavidade, dentro
dos tibulos dentinarios e/ou sobre o tecido pulpar

Fonte: Estrela 2018, Pag 443

3.VANTAGENS E L

IMITACOES DOS TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE



As vantagens oferecidas pelos testes de biocompatibilidade através da aplicacéo
ou utilizacdo dos materiais dentarios devem ser relatadas de maneira cautelosa,
porque diferentes categorias de protocolos de pesquisa recomendados pelas
associacOes e federacdes que regulamentam tais testes determinam resultados
especificos dentro das condicbes e caracteristicas dos tecidos vivos em que 0s
materiais séo avaliados.

3.1. No nivel 2 de pesquisa, o teste de implantagdo de materiais em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos tem as seguintes vantagens e limitacdes:
Vantagens:
v Uso de limitada area para a manutencao dos animais
v' Facilidade de limpeza e higienizacéo da area reservada no pés-operatoério
v Metodologia de execucao relativamente simples
v' Nao ha necessidade de descalcificacdo dos espécimes, por ndo envolver
tecido calcificados
v Metodologia que possibilita comparar a resposta tecidual em um mesmo
animal, para diversos materiais experimentais implantados
v" Custo relativamente baixo
v' Essa metodologia de pesquisa é apropriada para ser desenvolvida em
trabalhos de tese, principalmente para cursos de mestrado. O estudante
estara apto a desenvolver um trabalho experimental de execugao relativa-
mente rapida, o qual permitira que ele aprenda a organizar a redagéo do
trabalho (Introducao, Materiais e Métodos, Resultados, Discussao) e fazer

uma adequada revisao bibliografica do assunto.

Limitacoes:
v Necessidade de execucéo criteriosa da metodologia, pois um simples erro
pode levar a perda dos espécimes.
v" Reconhecimento do (s) possivel (is) erro(s) somente durante a avaliacdo

dos cortes histologicos.

3.2.Com relagdo aos testes de biocompatibilidade em nivel 3 de pesquisa,
denominados de testes de “aplicagao”, nos quais os materiais devem ser avaliados
dentro de seu contexto de uso clinico, temos as seguintes vantagens e limitagdes:

Vantagens:



Limitacoes:
3.3. Para os testes de “aplicagdo” realizados em humanos, cujos materiais e/ou
procedimentos operatérios foram anteriormente aprovados através dos testes em
animais, temos as seguintes vantagens e limitagoes:

Vantagens:

Limitacoes:

4 .Exemplos de artigos que utilizam os testes de biocompatibilidade:

Biocompatibilidade dos materiais em Ortodontia:
mito ou realidade?

Luciane Macedo de Menezes*, Maria Perpétua Mota Freitas**, Tatiana Siqueira Gongalves***

Resumo

O objetivo deste trabalho & apresentar uma revisio sobre os conceitos relacionados i bio-
compatibilidade dos materiais empregados em Ortodontia. Fatos relacionados is reagdes de
hipersensibilidade aos diversos materiais ortodénticos sio discutidos, sendo apresentadas as
condutas recomendiveis nestas situagdes.

Palavras-chave: Ortodontia. Biocompatibilidade. Hipersensibilidade. Alergia. Materiais ortaddnticos.
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Abstract

The restoration of dentine-pulp complex remains a challenge for dentists: nonetheless, it has been poorly addressed. An ideal
system should modulate the host response, as well as enable the recruitment, proliferation and differentiation of relevant
progenitor cells. Herein was proposed a photocrosslinkable hydrogel system based on hyaluronic acid (HA) and platelet
lysate (PL). PL is a cocktail of growth factors (GFs) and cytokines involved in wound healing orchestration, obtained by the
cryogenic processing of platelet concentrates, and was expected to provide the HA hydrogels specific biochemical cues to
enhance pulp cells’ recruitment, proliferation and differentiation. Stable HA hydrogels incorporating PL (HAFPL) were
prepared after photocrosslinking of methacrylated HA (Met-HA) previously dissolved in PL, triggered by the Ultra Violet
activated photoinitiator Irgacure 2959. Both the HAPL and plain HA hydrogels were shown to be able to recruit cells from a
cell monolayer of human dental pulp stem cells (hDPSCs) isolated from permanent teeth. The hDPCs were also seeded
directly over the hvdrogels (5% 10* cells/hydrogel) and cultured in osteogenic conditions. Cell metabolism and DNA



Implante de um floculado de resina de mamona em alvéolo
dental de rato

Implantation of flakes of castor oil resin in rat dental alveolus

Romeu Felipe Elias CALIXTO*
Juliana Mazzonetto TEOFILO**

Luiz Guilherme BRENTEGANI***
Teresa Lucia LAMANO CARVALHO*™*

CALIXTO, R. F. E; TEOFILO, J. M_; BRENTEGANI, L. G_; LAMANO CARVALHO, T. L. Implante de um floculado de resi-
na de mamona em alvéolo dental de rato. Pesqui Odontol Bras, v. 15, n. 3, p. 257-262, jul./set. 2001.
Os objetivos do p balho foram: 1) testar a biocompatibilidade de uma resina natural, derivada do éleo de ma-
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