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RESUMO

Introdugao: Materiais com modificagées na formulagéo original do MTA, incluindo o
NeoMTA Plus, tém sido desenvolvidos buscando melhorar suas propriedades fisico-
quimicas. O objetivo do presente estudo foi analisar a resposta do tecido 6sseo de
ratos Wistar frente ao implante de NeoMTA Plus em comparagdo com o MTA
Angelus. Metodologia: 24 ratos foram anestesiados e uma broca de baixa rotagcéo
foi empregada para confeccionar trés cavidades cirurgicas no fémur direito. As
cavidades cirurgicas foram preenchidas aleatoriamente com os materiais teste
NeoMTA Plus e MTA Angelus ou deixada vazia (controle negativo). Apos 7, 30 e 90
dias as caracteristicas do reparo 6sseo foram classificadas em escores com o auxilio
de microscopio 6ptico. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste
de Friedman e as comparagdes entre os trés periodos experimentais em cada grupo
foram realizadas pelo teste de Kruskal-wallis, seguido pelo teste de Dunn. O nivel de
significancia foi estabelecido em P<.05. Resultados: N&o foram observadas
diferengas estatisticas entre os materiais e o grupo controle nos 3 tempos
experimentais. Em todos os grupos houve diferenca estatisticamente significante
entre os tempos de 7 e 30 dias e nenhuma diferenca foi observada entre os tempos
de 30 e 90 dias. Além disso, o reparo em 90 dias foi significativamente melhor do
que em 7 dias nos grupos NeoMTA Plus e controle. Conclusées: O NeoMTA Plus
demonstrou comportamento biolégico satisfatério em contato direto com o tecido
o0sseo de ratos Wistar, apresentando resultados semelhantes aos grupos MTA

Angelus e controle.

Palavras-Chave: Biocompatibilidade, Reparadores Endodoénticos,
Endodontia, NeoMTA Plus, Tecido Osseo.



ABSTRACT

Introduction: Materials that alter the original formulation of MTA have been
developed to improve physical-chemical properties, including NeoMTA Plus
(NMTAP). The aim of the present study was to analyze bone tissue reactions to
NMTAP compared to MTA Angelus (MTA-A). Methods: 24 animals were
anesthetized and a slow-rotation bur was used to create three surgical cavities in
their right femur. Surgical cavities were randomly designated to NMTAP, MTA-A and
negative control (empty cavity) groups. After 7, 30, and 90 days histological analysis
of the characteristics of bone repair were classified in scores. Friedman’s test
performed intergroup comparisons and Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s
post hoc test, compared the three experimental periods in each group. The
significance level was set at P<.05. Results: No differences were found between the
materials and control group in each experimental period. In all groups, the bone
tissue repair improved from 7 to 30 days and there was no difference from 30 to 90
days. Moreover, the repair at 90 days was significantly better than at 7 in NMTAP
and control groups. Conclusions: NeoMTA Plus showed satisfactory biological
behavior when in direct contact with rat bone tissue, presenting repair characteristics
similar to those produced by MTA Angelus and by the control group.

Keywords: Biocompatibility, Bone tissue, Endodontics, Endodontic repair materials,
NeoMTA Plus, Silicate based materials.
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1 APRESENTAGAO

A presente dissertacdo teve como foco de estudo avaliar o comportamento

biolégico do cimento endoddéntico Neo MTA Plus em tecido 0sseo de ratos em

comparagao com o MTA Angelus pelos tempos de 7, 30 e 90 dias.

Esta dissertagdo de mestrado esta estruturada da seguinte maneira:

Introducédo, enfatizando os pontos principais deste estudo;

Artigo: O desenvolvimento do trabalho esta apresentado na forma de
artigo cientifico de periédico em inglés, a ser enviado para publicagdo na
revista Journal of Endodontics, fator de impacto 2.904 (Qualis A1,
CAPES);

Consideracgdes finais.



2 INTRODUCAO

A polpa dentaria se comunica com o periodonto via forames apical e laterais e
esta separada do meio bucal por esmalte e dentina. O periodonto € composto pelo
osso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular. A exposigdo do tecido
pulpar a microrganismos, causada por diferentes fatores, desencadeia patologias
pulpares e periapicais, podendo ser necessario, para a resolugdo do caso, O
tratamento endodéntico (KAKEHASHI S et al., 1965; MULLER AJR et al., 1981;
ENKEL B et al., 2008; INGLE JI, BAKLAND LK, 2008) O prognéstico de tal terapia é
influenciado pelo estado dos tecidos periapicais antes e depois do tratamento,
depende de uma correta desinfecgdo do sistema de canais e de um preparo
quimico-mecanico adequado para proporcionar uma correta obturagdo do sistema
de canais e posteriormente a restauracdo (HAAPASALO M et al., 2005). Um
selamento adequado do sistema de canais radiculares € necessario para que nao
ocorra uma reinfeccdo com o consequente insucesso do tratamento (SAUNDERS
WP, SAUNDERS EM, 1994).

Um reparador endodontico ideal deve bloquear a comunicagdo entre o
sistema de canais radiculares e o periodonto, dessa forma ele deve ter adesao as
paredes dentinarias, ser biocompativel, insoluvel aos tecidos periapicais,
dimensionalmente estavel mesmo na presenca de umidade, facil de usar, radiopaco
e se possivel indutor de tecido mineralizado (TORABINEJAD M & PARIROKH M,
2010; JOHNSON BR; 1999; MAIN C et al, 2004). Esses materiais, também
conhecidos como cimentos de uso endoddéntico, além de serem necessarios para a
obturacdo do sistema de canais radiculares, também sao imprescindiveis em
situagdes clinicas como capeamento pulpar, selamento de perfuragdes radiculares,
apicificagao da raiz dentaria e retro-obturagao do canal radicular.

Em todos os casos acima citados, a biocompatibilidade e a bioatividade do
material influenciam diretamente no processo de reparo. A biocompatibilidade &
definida como a capacidade de um material em permitir uma resposta biologica
apropriada quando aplicado em um corpo. O fato de um material ser biocompativel
ou nao depende da resposta bioldgica frente a ele de acordo com o local onde sera
empregado, dependendo dos tecidos com os quais entrara em contato (CRAIG RG;

POWERS JM, 2004). A bioatividade, por sua vez é a capacidade de um material se



ligar a um tecido vivo, induzindo sua proliferagdo (HANAWA T, 1991). Essa
caracteristica € muito importante quando trata-se de materiais odontolégicos que
ficam em intimo contato com o tecido vivo. Nos procedimentos endoddnticos, os
materiais empregados para o selamento de perfuragdes e os retrobturadores ficam
em contato direto com os tecidos periapicais. Sendo assim, além de ser
biocompativel, é importante que o material a ser empregado seja bioativo, tendo a
capacidade de induzir a formagao de tecido vivo (CRAIG RG; POWERS JM, 2004).

Durante o processo de reparo ésseo, o tecido destruido € inicialmente
substituido por um tecido conjuntivo neoformado com algumas diferengas relagdo ao
tecido normal. Apoés, este é substituido por tecido fibroso e, entdo, por tecido ésseo
primario. Este se caracteriza pela presenca de fibras colagenas, dispostas de forma
desordenada, com grande quantidade de ostedcitos aprisionados na matriz
secretada pelos osteoblastos e poucas areas de tecido mineralizado. A seguir, o
0SSO primario passa a ser substituido por osso secundario, formado em lamelas,
com colageno orientado e menor numero de células aprisionadas na matriz, além de
uma mineralizagao plena (SOARES, IJ; GOLDBERG, F, 2011).

Alguns materiais utilizados durante o tratamento endodéntico séo irritantes
aos tecidos vivos e, consequentemente, na analise histologica, células de defesa
sdo facilmente observadas nas regides proximas a esses materiais. Quando um
material reparador ndo se comporta de forma biologica, ele tende a perpertuar o
processo inflamatério ja estabelecido na regido, retardando ou impossibilitando o
desejado reparo (LEONARDO, ML, 2012).

Ja em 1962, Nicholls relatou que para ocorrer um adequado processo de
reparo no tratamento de perfuracdes a irritacdo dos tecidos periodontais deve ser
prevenida ou eliminada e que isso depende da localizacio, da extensao e do tempo
da ocorréncia da perfuracdo (NICHOLLS E, 1962). Além disso, em 1970, Seltzer
(SELTZER S et al., 1970) afirmou que, para um melhor prognostico, o tratamento
imediato da perfuragdo deve ser realizado por meio do selamento na mesma
consulta. Neste mesmo trabalho, Seltzer relatou que o progndstico para o reparo
histolégico das perfuragdes seladas com amalgama € duvidoso (SELTZER S et al.,
1970). Historicamente diversos materiais, como o amalgama, o cimento de ionémero
de vidro e o cimento de 6xido de zinco e eugenol, foram utilizados para o selamento
de perfuragdes. Entretanto, nenhum deles possuia as caracteristicas ideais para o
tratamento desses acidentes.



Buscando superar as limitacbes dos referidos materiais, em 1993, Lee,
Monsef e Torabinejad apresentaram um novo material, capaz de ter um selamento
marginal estatisticamente melhor que os materiais até entdo estudados (LEE SJ et
al., 1993; TORABINEJAD M et al.,, 1993). A partir de entdo, o agregado trioxido
mineral (MTA) vem sendo muito estudado. E um pé constituido por particulas
hidrofilicas, composto por um cimento de Portland refinado somado ao oxido de
bismuto. Além desses compostos, € relatado na literatura conter tracos de SiO2,
Ca0, MgO, K2S04 e Na2S04. O cimento de Portland & constituido por silicato
dicalcico, silicato tricalcico, aluminato tricalcico, gesso e aluminoferrato tetracalcico
(CAMILLERI J, 2004; SARKAR NK, 2005). Este material € indicado para tratamentos
pulpares, tais como pulpotomias e capeamentos pulpares em dentes com
rizogénese incompleta e sem sinais de pulpites irreversiveis, além de ser um
reparador endodéntico, usado para selamento de perfuragdes, apicificagdes e como
cimento retrobturador (TORABINEJAD M et al., 1999). Quando misturado com agua,
o MTA se torna um gel coloidal, que cristaliza e depois expande, proporcionando um
adequado selamento marginal (STORM B et al., 2008).

A adaptacédo marginal do MTA foi testada em perfuracdes laterais por Lee et
al. que demonstraram que o MTA proporciona um melhor vedamento em
comparagao com o amalgama e o IRM (LEE et al. 1993). Nakata et al provaram que
o MTA possui um melhor selamento em reparo de perfuracbes de furca quando
comparado com o amalgama (NAKATA et al., 1998). Quando utilizado para
retrobturagbes, o MTA apresentou melhor adaptacdo do que o amalgama
(TORABINEJAD M et al., 1993; TORABINEJAD M, 1993; AQRABAWI J. 2000;
BATES CF et al., 1996), o 6xido de zinco e eugenol (TORABINEJAD M et al., 1993;
TORABINEJAD M, 1993; AQRABAWI J. 2000) e o iondbmero de vidro convencional
(DE BRUYNE MAA et al., 2005). Contraditoriamente, alguns estudos ndo mostraram
diferenga entre o MTA e Oxido de zinco e eugenol e entre o MTA e o iondbmero de
vidro convencional (WU MK et al., 1998; BATES CF et al., 1996; ROY CO et al.,
2001).

Além de proporcionar um adequado selamento marginal, quando utilizado
para em casos de perfuracdes e retrobturacdes, o MTA apresenta compatibilidade
biolégica. O MTA se mostrou com maior biocompatibilidade do que o Super EBA,
IRM e Amalgama em casos de retrobturacbées (FERNANDEZ YANEZ SANCHEZ A

et al, 2008). Diversos estudos demonstraram biocompatibilidade do MTA em cultura
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de células (TORABINEJAD M, et al 1995; KEISER K et al., 2000; YASUDAY et al.,
2008) e em estudos em animais (HOLLAND R et al., 1999; SUMMER M et al., 2006;
TORABINEJAD M et al., 1998).

Para investigar a biocompatibilidade dos materiais endodénticos, diversos
meétodos in vitro e in vivo tém sido empregados. Dentre eles, destacam-se os testes
in vivo de implantacdo subcutanea e intradssea que permitem uma aproximagao da
realidade clinica, reproduzindo a reacgao tecidual que ocorre nos tecidos envolvidos
no processo de reparo do tratamento endodontico (SCARPARO; FACHIN;
GRECCA, 2009; TORABINEJAD; PARIROKH, 2010).

O método de avaliagao da resposta tecidual in vivo, € considerado um modelo
apropriado para avaliar a biocompatibilidade de materiais de uso odontologico
(OLSEN FK et al., 1994; ZMENER O et al.,2005). O teste em ratos € uma forma
econOmica de testar efeitos bioldgicos dos cimentos endodénticos (MITTAL M et al.,
1995). As semelhangas entre ratos e humanos ficou melhor entendida apds o
mapeamento da maior parte do seu genoma, em 2004, o que € muito util para
estudos farmacoldégicos e fisiologicos. O rato € o animal mais empregado nesse tipo
de estudo e, apesar da alta variabilidade de espécies, todas possibilitam a
comparacao dos resultados obtidos com os seres humanos (KOLA |, 2004).

Em 1998 Torabinejad e colaboradores avaliaram a resposta tecidual frente ao
implante de MTA, amalgama, IRM e Super-EBA na tibia e mandibula de porcos da
india. Os materiais foram inseridos em tubos de Teflon que foram encaixados em
uma perfuragdo de 2mm de didmetro e 2mm de profundidade com a extremidade
aberta voltada para a medula 6ssea. Os animais foram mortos 80 dias apds a
colocagao dos implantes e os resultados foram analisados histologicamente por dois
examinadores cegados. O tipo de tecido adjacente aos materiais, presenca de
inflamacéo, tipo celular predominante e a espessura do tecido conjuntivo proximo ao
implante foram avaliados. A resposta do tecido frente ao MTA foi a mais favoravel
dentre os materiais testados, sendo estatisticamente significativo. Nas amostras
contendo MTA n&o foi observada inflamacgéo.

Cintra e colaboradores em 2006 avaliaram a resposta do tecido ésseo
alveolar de ratos frente ao implante do MTA e constataram que ele induz formacéao
de tecido mineralizado. Da mesma forma, Yaltrik e colaboradores, em 2004,
avaliaram a resposta do tecido conjuntivo de ratos frente ao implante de MTA e

amalgama, e observaram a presenca de formacao de tecido mineralizado apenas no
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grupo MTA a partir de 60 e 90 dias, também foi observado auséncia de tecido
inflamatorio para os dois grupos em 90 dias apds os procedimentos.

Gomes-Filho observou a resposta do MTA Angelus em implantes alveolares
feitos em ratos do tipo Wistar. O autor constatou que o material induziu calcificagao
distrofica em 30, 60 e 90 dias pds-operatdrios, além disso, o infiltrado inflamatério foi
semelhante ao encontrado no grupo com cavidades vazias (controle) (GOMES-
FILHO, JE, 2010)

Em estudo publicado em 2005, Yildirim e colaboradores avaliaram
histologicamente perfuragdes tratadas com Super-EBA e MTA em dentes de caes.
Nesse trabalho 90 pré-molares e molares foram perfurados e preenchidos com
material selador, os dentes foram divididos em trés grupos, MTA, Super-EBA e
controle negativo (sem preenchimento). Os animais foram mortos apos os tempos
experimentais de 1, 3 e 6 meses, e os resultados foram avaliados histologicamente
por dois examinadores de acordo com o tipo de reparo. Observou-se que o MTA foi
superior ao Super-EBA quanto a resposta inflamatoria e também quanto a formacéao
de tecido cementoide.

Apesar do MTA apresentar propriedades favoraveis que justificam seu uso,
ha algumas limitagdes em relacdo as suas caracteristicas fisicas, o que dificulta a
sua utilizacdo como reparador endodéntico. Ele € um material de dificil manipulacéo,
apresenta consisténcia granular, tempo de presa extenso e pode causar
manchamento da estrutura dentaria (TORABINEJAD M et al., 1995; MARCIANO MA
et al., 2014; IOANNIDIS K et al., 2013; CAMILLERI J, 2014; CHNG, HK et al., 2005;
KOGAN P et al., 2006; ISLAM I; CHNG HK; YAP AU, 2006).

Buscando um material que supere tais limitagdes do MTA, o MTA Plus foi
desenvolvido e langcado no mercado pela Avalon Biomed (Avalon Biomed Inc,
Bradenton, FL). Esse material é similar ao MTA branco, porém, suas particulas sdo
mais finas. O kit do MTA Plus é composto por um pé de particulas finas, agua
destilada ou e um polimero gel (Primus C. Dental material. Patent US 7,892,342 B2,
2011.) Guven e colaboradores (2014) avaliou os componentes presentes no MTA
Plus em comparagdo com o MTA Angelus e DiaRoot BioAggregate e observou que o
MTA Plus era composto por 6xido de bismuto, portlandite, silicato dicalcico e silicato
tricalcico.

Gandolfi e colaboradores (2014) pesquisaram sobre propriedades do MTA

Plus. Esse material mostrou-se bioativo, com uma maior capacidade de liberar ions
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calcio no meio em comparagdo com o ProRoot MTA branco, e foi capaz de
aumentar o pH local para valores alcalinos. Os autores concluiram que o MTA Plus
se mostra uma alternativa ao MTA com propriedades fisico-quimicas adequadas.

Formosa e colaboradores (2013) avaliaram as propriedades e microestrutura
do MTA Plus misturado com a agua destilada ou com o polimero gel. Quando
misturado ao gel, o MTA Plus aumentou a resisténcia a lavagem e aprimorou pontos
fracos do MTA convencional. Houve reducdo no tempo de presa, aumento da
resisténcia a compressao e diminuiu a absorcao de fluidos e porosidade.

Camilleri e colaboradores (2013) avaliaram as caracteristicas de presa do
MTA Plus em contato com agua, solugéo salina balanceada de Hank (HBSS) e em
ambiente seco. Para o preparo dos corpos de prova, o MTA Plus foi manipulado com
agua destilada e, apds, colocado em contato com agua, HBSS ou deixado em
ambiente seco por 28 dias. Ao longo deste periodo, o tempo de presa foi avaliado.
Os autores concluiram que o tempo de presa foi aumentado na presenca de
umidade, sendo que na presenga de HBSS o tempo foi significativamente maior
quando comparado com agua. Além disso, os autores observaram a presenca de
microfissuras quando o material ficou em ambiente umido. Segundo os autores, tal
fato poderia causar falhas no selamento.

Quanto a citotoxicidade e biocompatibilidade do MTA Plus, alguns artigos
foram publicados. Eid e colaboradores (2014) observaram que o MTA Plus tem
baixos indices de citotoxicidade, e que essa toxicidade é dependente do tempo e da
concentracdo. Diversos autores avaliaram a bioatividade, citotoxicidade do MTA
Plus, sendo que todos verificaram que este € um material bioativo e com baixa
citotoxicidade (EID, AA et al., 2014; MESTIERI, LB et al., 2015; RODRIGUES, EM et
al., 2016; GOMES-CORNELIO, AL et al., 2016; COSTA, F et al., 2016).

Walsh e colaboradores (2014) avaliaram a resisténcia a compressao do
ProRoot MTA, MTA Plus, QuickSet e Endosequence Root Repair Material na
presenca de umidade. O autor observou que o MTA Plus tem resisténcia similar a
observada para o ProRoot MTA. Quando manipulado juntamente com o gel anti
lavagem, o MTA Plus manteve sua resisténcia a compressdo. Formosa e
colaboradores (2014) avaliaram a resisténcia a tragdo do MTA Plus e concluiram
gue o material possui uma adequada resisténcia a tragao, além de tomar presa mais

rapidamente que o MTA convencional e ser resistente a lavagem.
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Hiremath e colaboradores (2015) avaliaram o efeito antimicrobiano do MTA
Plus, Biodentine e ProRoot MTA frente a Candida albicans e Enterococcus faecalis.
O MTA Plus apenas teve efeito antifungico, enquanto outros materiais estudados
tiveram efeito antibacteriano também.

Como citado anteriormente, os principais componentes do MTA Plus sdo o
oxido de bismuto, o silicato tricalcico e o silicato dicalcico. O 6xido de bismuto é
conhecido por ser um agente de manchamento dentario (MARCIANO 2014). Sendo
assim, o Neo MTA Plus (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL) foi langado havendo a
substituicdo do 6xido de bismuto por éxido de tantalo.

Camilleri (2015), em um estudo in vitro, avaliou o potencial de manchamento
do Neo MTA Plus, MTA Plus e Biodentine empregados em procedimentos de
Pulpotomia. Nesse estudo, os cimentos foram hidratados em solugcdo salina
balanceada de Hank (HBSS) durante os periodos de 1 dia e 28 dias. A estabilidade
de coloragao foi avaliada por fotografias, espectrofotometria e analise de difragdo de
raios x. O unico material que sofreu alteracéo na coloracéo foi o MTA Plus. Todos os
materiais apresentaram hidratacao e liberagao de hidroxido de calcio.

Govindaraju e colaboradores (2014) avaliaram o efeito das solugbes
irrigadoras na resisténcia a compressao do MTA Angelus, ProRoot MTA Neo MTA
Plus e Biodentine. O Neo MTA Plus teve sua resisténcia reduzida em contato com
EDTA. Quando em contato com NaOCI nenhuma mudanga significativa foi
observada. Tran e colaboradores (2016) avaliaram o selamento marginal do Neo
MTA Plus, ProRoot MTA, Endosequence BC RRM-Fast set puppy em casos de
apices abertos. Nao foi observada diferenca estatistica entre os materiais utilizados.

A aceitacdo do uso de um determinado material deve ser baseada em
trabalhos experimentais e laboratoriais que comprovem, entre outras propriedades, a
sua biocompatibilidade. No que tange ao Neo MTA Plus, a resposta tecidual quando
em contato direto com o tecido 6sseo ainda nao foi investigada. Para que um
material seja considerado mais vantajoso em relagdo aos ja estabelecidos no
mercado suas propriedades e indicagbes devem ser investigadas. Sendo assim,
cabe investigar a biocompatibilidade e bioatividade do Neo MTA Plus em
comparagao com o MTA Angelus em tecido 6sseo de ratos, empregando um modelo

de estudo in vivo.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Tilte

Evaluation of bone tissue response to Neo MTA Plus

Abstract

Introduction: Materials that alter the original formulation of MTA have been
developed to improve physical-chemical properties, including NeoMTA Plus
(NMTAP). The aim of the present study was to analyze bone tissue reactions to
NMTAP compared to MTA Angelus (MTA-A). Methods: 24 animals were
anesthetized and a slow-rotation bur was used to create three surgical cavities in
their right femur. Surgical cavities were randomly designated to NMTAP, MTA-A and
negative control (empty cavity) groups. After 7, 30, and 90 days histological analysis
of the characteristics of bone repair were classified in scores. Friedman’s test
performed intergroup comparisons and Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s
post hoc test, compared the three experimental periods in each group. The
significance level was set at P<.05. Results: No differences were found between the
materials and control group in each experimental period. In all groups, the bone
tissue repair improved from 7 to 30 days and there was no difference from 30 to 90
days. Moreover, the repair at 90 days was significantly better than at 7 in NMTAP
and control groups. Conclusions: NeoMTA Plus showed satisfactory biological
behavior when in direct contact with rat bone tissue, presenting repair characteristics
similar to those produced by MTA Angelus and by the control group.

Keywords: Biocompatibility, Bone tissue, Endodontics, Endodontic repair materials,
NeoMTA Plus, Silicate based materials.
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Introduction

MTA is a repair material that consists of fine hydrophilic particles of tricalcium
silicate, tricalcium aluminate, tricalcium oxide, and silicate oxide and has provided an
improvement in the prognosis on these treatments outcomes'?®. Due to its sealing

ability, biocompatibility, bioactivity and antibacterial activity®**°®°

, besides being
considered the gold standard material for sealing root perforations' and being widely
used as a root-end filling material®, it is also employed in vital pulp therapy®.
However, long setting time, difficult in handling and capacity of causing tooth
discoloration are some of the drawbacks of this material®®°1°,

To overcome these limitations, modifications on MTA formulation have been
suggested, resulting in other calcium silicate based materials such as MTA Plus
(Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL). MTA Plus presents finer particles compared to
the original MTA, and it may be mixed with water or with an anti-washout gel. The gel
reduces the setting time and improves the handling of the material''. According to
Gandolfi et al, MTA Plus showed better reactivity and prolonged capability to release
calcium and increase the local pH to alkaline values in comparison with ProRoot
MTA'. Recently, Mestieri et al'® and Eid et al™ showed, in an in vitro study using cell
culture, that MTA Plus is a biocompatible and a bioactive material. On the other
hand, this material is still prone to cause tooth discoloration, due the potential of the
radiopacify agent (bismuth oxide) interact with dentin collagen'.

For this reason, NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL) was
developed. It presents basically the same compounds of MTA Plus, but uses

t'%. The manufacturer indicates NeoMTA Plus

tantalum oxide as the radiopacify agen
for the same clinical situations for which the original MTA is employed, including vital
pulp treatments, perforation repair, root-end fiIIing16. Nonetheless, the literature still
lacks information about this material and, to date, no studies have been conducted to
analyze histologically the effect of this material in direct contact with bone tissue.
Therefore, the aim of the present study was to analyze bone tissue reactions to
NeoMTA Plus compared to MTA (Angelus Industria de Produtos Odontologicos Ltda,

Londrina, Brazil) in the femurs of Wistar rats.

Materials and Methods
The present study was approved by the Research and Ethics Committee of
the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil (no. 30488).



16

Bone tissue reactions to NeoMTA Plus and MTA Angelus were evaluated in
24 animals after 3 experimental periods (ie, 7, 30, and 90 days; n=8 per period).
Surgical procedures were conducted similarly as described by Assman et al'.
Briefly, the animals were anesthetized with 0.008 mL/100g ketamine (Virbac do
Brasil Industria e Comeércio Ltda, S&o Paulo, Brazil) and 0.004 mL/100g 2% xylazine
hydrochloride (Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda). Trichotomy in the right leg
was performed, and a 4-cm-long incision was made on the skin, tissues were
separated by layers, and the periosteum was incised with a scalpel. With a slow-
rotation trephine number 4 bur, under constant irrigation with saline and aspiration,
positioned perpendicularly to the cortical surface of femur and triggered until bone
disruption was verified. Thus, three 4-mm-diameter cavities were prepared leaving
approximately 4 mm apart from one another. In each animal, surgical cavities were
randomly designated to NeoMTA Plus, MTA Angelus and negative control (empty
cavity) groups.

The repair materials were prepared according to the manufacturers’
instructions and introduced into insulin syringes (Injex Industria Cirurgica Ltda,
Ourinhos, Brazil); 0.2 mL was immediately inserted into the respective cavity. The
wound was sutured in layers (Vicryl Ethicon; Johnson & Johnson, Sdo José dos
Campos, SP, Brazil). After experimental procedures, 50 mg/kg opioid analgesic
(Tramal 50; Pfizer Industria Farcamcéutica, Guarulhos, Brazil) was injected
intramuscularly.

By the end of each experimental period, 8 animals were randomly euthanized
by intraperitoneal thiopental 120mg/kg in mixed solution with anesthetic (lidocaine 10
mg/ml). The operated leg was disarticulated and dissected to isolate the femur. Then,
with a slow-rotation diamond disc, the bone was transversally sectioned to separate
the region of surgical cavities. Each fragment was individually stored in 10% neutral-
buffered formalin for 48 hours. After decalcification with 5% nitric acid, the samples
were set in paraffin blocks and processed for histologic analysis. Sections with 3um
thickness were cut transversely to the long axis of the femur, mounted on slides, and
stained with hematoxylin-eosin. Slices were analyzed with a light microscope (Model
Lambda LQT 2; ATTO Instruments Co, Hong Kong, China), using 40x, 100x, 300x,
and 400X magnification.

One blinded and calibrated examiner (k=0.748, P<0.001) analyzed the
histologic features of the samples. The characteristics of the repair at the bone defect
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area were analyzed qualitatively as follow: (1) Partial closure of the bone defect area
by large amount of fibrous connective tissue and few areas of mineralized tissue (2)
Partial closure of the bone defect area by mineralized tissue with fibrous connective
tissue interspersed (trabecular bone). (3) Complete closure of the bone defect area
by trabecular bone. (4) Complete closure of the bone defect area by large amount of
mineralized tissue with several incremental lines (lamellar bone) and few areas of
trabecular bone. (5) Complete closure of the defect by lamellar bone, demonstrating
a complete regeneration.

Data from bone tissue repair was analyzed using GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Friedman’s test performed intergroup
comparisons and Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s post hoc test, compared
the three experimental periods in each group. The significance level was set at
P<.05.

Results

Eleven samples, from a total of 72, were excluded from statistical analysis due
to the occurrence of bone marrow invasion during the surgical procedures, verified in
the histological analysis by the observation of the tested materials inside bone
marrow, together with an increased number of inflammatory cells (Figure 1Aa). In the
other samples, in which cavity preparation was properly performed, absence or
presence of isolated inflammatory cells was verified.

The histologic parameters used for assessing the bone tissue repair over the
experimental periods are shown in Figure 1 (Bb, Cc, Dd, Ee, Ff). No differences were
found between the materials and control group in each experimental period (P>.05).
In all groups, the bone tissue repair improved from 7 to 30 days (P<.05) and there
were no difference from 30 to 90 days (P>.05). Moreover, the repair at 90 days was
significantly better than at 7 in NeoMTA Plus and control groups (P<.05) (Figure 2).

Discussion

In the present study, the rat bone healing was evaluated when in contact with
NeoMTA Plus and MTA Angelus. In this regard, the analysis of Wistar rat tissues
responses to endodontic cements has been considered an appropriate method'®°.

Taken into account that tricalcium silicate based cements are indicated both for
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sealing root perforations and as a root-end filling material’, it is expected that it come
in close contact with soft and hard tissues of the periodontium?°.

Thus, to simulate these clinical situations, after the conduction of initial tests
(ie. cytotoxicity and mutagenicity), preliminary tests evaluating bone repair must
complement the analysis of subcutaneous connective tissue reactions'’?"#22324
According to Figueiredo et al.?® the deposit of the tested materials directly in contact
with the tissues, appears to be the best way to simulate a clinical situation.
Considering this assumption, in the current investigation, the cements were injected
directly in the bone cavity to simulate contact of the sealing material with the
periodontal tissues and alveolar bone, as also employed by others'”.

When compared to the control, the tested cements showed similar results in
all experimental periods, so they can be considered compatible. As expected for a
non-toxic material, and demonstrated in a previous investigation, the closure of bone
defect improved over time'”.

Regarding the original formulation of mineral trioxide aggregate (MTA) the
present investigation confirmed the results of several other studies that demonstrated
its biocompatibility?®?°2"282% Even though, some samples of this group presented
lower scores for repair of the bone defects than the control and the samples of
NeoMTA Plus groups, suggesting a slight slowly, but still adequate, tissue
regeneration.

Although, up to date, NeoMTA Plus biocompatibility has not been tested, the
current outcomes are in line with favorable biological features demonstrated in
several investigations testing MTA Plus''43%3132 gince NeoMTA Plus differs from
MTA Plus only by its radiopacifier it was expected that favorable reactions were
observed. In this regard, higher alkaline phosphatase activity was evidenced for MTA
Plus in comparison to MTA Angelus®. This enzyme is expressed during the early
maturation of osteoblasts and plays an important role in mineral deposition®>. So, it
may have influenced on the differences observed between NeoMTA Plus and the
control, which was not observed for MTA Angelus.

The reduced number of inflammatory cells observed in all groups and
experimental periods could be associated with the standardization of surgical
procedures during bone cavity preparation. Care was taken to avoid bone marrow
invasion, reproducing a clinical situation without cement overfilling. Agreeing with this

|34

guess Holland et al™ reported better response of apical tissues of dogs’ teeth after
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root canal filling without overfilling. Corroborating with the present findings, the
literature also described no inflammatory infiltrate when MTA stayed in contact with

26,28

animals bone tissue Studies that observed an intense and long-lasting

inflammatory response17’2°’29'35

probably allowed the extrusion of the materials
beyond the surgical cavity, resulting in greater tissue reactions. The current
investigation aimed to simulate an ideal placement of tricalcium silicate cements,
avoiding overfilling. Thus, samples in which accidental material extrusion was
detected were excluded from statistical analysis.

These methodological differences, can also explain the faster bone
regeneration observed here in comparison with previous investigations' %", MTA
Angelus and NeoMTA Plus induced the repair of the bone defect area already from
the seventh day, being similar to the control group. All the groups showed statistical
differences between 7 and 30 days after procedure, demonstrating capacity of allow
fast regeneration. At 90 days, all groups presented lamellar bone tissue, suggesting
complete regeneration of the defect in most of the samples, also similarly with other
StUdieS17'20’28’29.

Based on the results and methods used can be concluded that Neo MTA Plus
showed satisfactory biological behaviour when in direct contact with rat bone tissue,
presenting repair characteristics similar to those produced by MTA Angelus and by

the control group.
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Figure Legends

Figure 1. Histologic parameters for bone tissue repair (A) 40X, (a) 100X — MTA
Angelus (7 days), score 1: partial closure of the bone defect area by large amount of
fibrous connective tissue and few areas of mineralized tissue; (B) 40X, (b) 100X —
NeoMTA Plus (7 days), score 2: partial closure of the bone defect area by trabecular
bone; (C) 40X, (c) 100X — Control (7 days), score 3: complete closure of the bone
defect area by trabecular bone; (D) 40X, (d) 100X — MTA Angelus (30 days), score 4:
complete closure of the bone defect area by lamellar bone and few areas of
trabecular bone; (E) 40X, (e) 100X — Control (90 days) score 5: complete closure of

the defect by lamellar bone.

Figure 2. Median, 25 and 75 percentiles of bone tissue repair for control, MTA
Angelus and NeoMTA Plus groups. The three groups presented an increased tissue
repair comparing the 7 and the 30-days experimental period (*). Higher scores were
also observed from the 7 to the 90 days period for NeoMTA Plus and control groups

(*)-
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo confirmou resultados prévios constatando compatibilidade
biologica do MTA Angelus em contato com o tecido 6sseo. Além disso, foi
demostrado que o NeoMTA Plus apresenta resposta biolégica semelhante, sendo
considerado, dentro das limitagcbes do presente modelo de estudo, biocompativel.
Novos trabalhos envolvendo resposta em tecido conjuntivo, bem como testes que
simulam a aplicagdo clinica em animais e, posteriormente, ensaios clinicos
randomizados em humanos s&o necessarios para consolidar o emprego do NeoMTA
Plus.
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