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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo verificar a resposta
inflamatodria e o processo de reparo em tecido subcutaneo de ratos a quatro
cimentos endododnticos de composigdes distintas: Sealer 26®, Epiphany®, AH
Plus® e Endofill. Neste estudo foram utilizados 35 ratos Wistar, sendo que em
cada animal foram confeccionadas 4 lojas cirurgicas subcutaneas na regiao
dorsal. Em cada loja foi implantado um tubo de polietileno preenchido com um
dos cimentos em teste. Apés 7,14,21,42 e 60 dias de pds operatorio, a regido
da pele em contato com o implante foi removida e os fragmentos foram
processados para inclusdo em parafina e posterior analise histopatologica.
Metade dos cortes obtidos foram avaliados de acordo com a intensidade da
resposta inflamatdria atribuindo scores: 0= ausente,1= leve, 2=moderada e
3=severa que foram submetidos a analise estatistica. A outra metade dos
cortes foi corada em Picro-sirius Red para a andlise da quantidade de fibras
colagenas utilizando polarizagédo Otica. Em sete dias, o tecido subcutaneo em
todos o0s animais apresentou reacdo inflamatéria severa, ndo sendo
observadas diferencas estatisticas significantes entre os grupos (p>0.05). Aos
14 e 21 dias, os espécimes com o0s cimentos Epiphany® e AH Plus®
mostraram diferencas estatisticas significantes quanto a intensidade da reacdo
inflamatéria quando comparados aos do cimento Endofill (p=0.0005, p=0.0003,
respectivamente). Os espécimes com cimento Endofill mantiveram reacéo
inflamatoria intensa aos 42 (p=0.0203) e 60 dias (p=0.0072) comparado aos do
cimento Epiphany®. Nao foram encontradas diferencas quanto a quantidade de
fibras colagenas na capsula fibrosa entre os cimentos, em todos os tempos
avaliados. Todos os cimentos testados provocaram uma reacdo inflamatoria
inicialmente severa que decresceu ao longo dos periodos avaliados. O
Cimento Endofill se mostrou com maior potencial irritante em todos os periodos
avaliados. A capsula fibrosa, presente em todas as interfaces analisadas, se
apresentou como uma protecdo desenvolvida pelo tecido a presenca do
material irritante.

Palavras-Chave: Biocompatibilidade, Cimentos Endodénticos, Capsula fibrosa,

Reparo tecidual



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the inflammatory response and repair
process in subcutaneous tissue from the rats to four different sealers: Sealer
26, Epiphany, AH Plus and Endofill. Polyethylene tubes filled with fresh sealer
were implanted in the four separate pockets created by blunt dissection in
regions of the dorsum of each one of the third five male Wistar rats used. After
7,14, 21, 42 and 60 days of post operatory, the implants were removed with the
surrounding tissue, processed for inclusion in paraffin for the analysis
histopatological. Qualitative and quantitative analysis was performed on HE
sections as well as picro sirius (PS) sections. The intensity of the inflammatory
response was evaluated and were scored as: 0- no inflammation;1- mild
inflammation; 2- moderate inflammation or 3- severe inflammation. Fibrous
capsule thickness was evaluated on PS sections using polarization. The
measurements were subject to non parametric analysis. Results: In seven days
the subcutaneous tissue of all animals showed characteristics corresponding to
the severe inflammatory reaction (p> 0.05). At 14 and 21 days the response
inflammatory tissued obtained with the Epiphany and AH Plus sealers showed
statistically significant differences compared to the response of Endofill (p =
0.0005, p = 0.0003, respectively). This sealer remained the most aggressive at
42 (p = 0.0203) and 60 days (p = 0.0072) compared to Epiphany. There were
no significant differences in the quantity of fibrous collagens among the sealers
in the five periods. Conclusion: All tested sealers caused a severe inflammatory
reaction in initial periods which decreased along the time. Endofill was the most
aggressive sealer on all analyzed periods. The fibrous capsule was formed in all
interfaces analyzed, presented himself as a protection developed by the tissue

to the presence of an irritating material.

Key-words: Biocompatibility, Endodontics sealers, Fibrous Capsule, Tissue
repair.
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1- Introdugdo

Um dos principais objetivos da terapia endodéntica é a remogéo
dos agentes bioldgicos, fisicos ou quimicos, prejudiciais aos tecidos apicais e
periapicais, permitindo assim que 0 organismo recupere sua condicdo de
normalidade reparando os tecidos lesados (Leonardo, 2005).

O tratamento endoddntico envolve varias etapas: diagnostico,
abertura coronaria, preparo biomecénico (instrumentacdo, irrigacao),
medicacdo intracanal, obturacdo dos canais radiculares e restauracdo
permanente do dente. Estas, quando bem executadas e mantendo a cadeia
asséptica durante todo o tratamento, sdo de fundamental importancia para a
obtencado do sucesso pos-tratamento. (Pedroso, 2000; Araujo, 2008.)

Os materiais dentarios atualmente utilizados na terapia endodontica
podem ser categorizados de acordo com a sua funcdo: para manutencdo da
vitalidade pulpar e, na terapia endodontica propriamente dita, para desinfeccéo
do espaco pulpar (irrigantes e medicacdo intracanal) e materiais de
preenchimento radicular (materiais solidos e cimentos).

Os cones de guta percha séo utilizados para o preenchimento dos
canais radiculares associados aos cimentos endodonticos. Esses sdo 0s
materiais que, em estado solido, compdem a maior parte da massa obturadora.
No entanto, atualmente encontram-se também disponiveis no mercado,
componentes alternativos como cones de Resilon® propostos para a utilizacao
com um primer autocondicionador e um cimento resinoso, Epiphany®.

O avanco tecnoldgico na Endodontia trouxe uma enorme gama de
possibilidades quanto aos cimentos obturadores. Independente da composicao,
a utilizacdo de cimentos endododnticos tem por finalidade preencher espacos
residuais entre o material obturador sélido e as paredes do canal radicular,
obturando parte dos tubulos dentinarios e o forame apical contra a invasao
microbiana e, impedindo assim, a comunicagdo entre a cavidade bucal e a
regido periapical com o interior do canal. (Hauman & Love, 2003; de Campos-
Pinto et al., 2008, Onay et al., 2007)



Com a grande proximidade existente entre o cimento obturador e
os tecidos periapicais, considerando também a possibilidade de um eventual
extravasamento, 0s cimentos obturadores devem ser bem tolerados pelos
tecidos, facilitando e oferecendo condi¢cdes para a reparacao das areas apicais
e periapicais. (Bernath & Szabd, 2003; Zmener et al, 2004, Onay et a.l, 2007).

A partir disso, varios experimentos tém sido realizados para verificar
a biocompatibilidade dos cimentos endodonticos. (Economides et al., 1995;
Bernath & Szabd, 2003; Hauman & Love, 2003; Sousa et al., 2004; Sousa et
al., 2006;).

Biocompatibilidade, segundo a ASTM (2006) (American Society for
Testing and Materials), é definida como a avaliagdo da resposta produzida pelo
intimo contato de um material com os tecidos vivos do hospedeiro em
comparacao a resposta produzida por um grupo controle. De acordo com a EN
1441 (European Committee for Standardization 1996), material biocompativel
deve ser livre de qualquer risco.

A biocompatibilidade materiais endoddnticos pode ser caracterizada
por  muitos parametros como  genotoxicidade, mutagenicidade,
carcinogenicidade, citotoxicidade, histocompatibilidade ou efeitos microbianos.
(Hauman & Love, 2003). Dentre os principais métodos de avaliacao encontram-
se os testes de citotoxicidade conduzidos in vitro com cultura de células e/ou
tecidos ou in vivo através da implantacdo subcutanea e éssea em animais de
pequeno porte. (Bodrumlu et al, 2007). A composi¢cdo quimica do cimento
obturador é um requisito de grande importancia quando se considera reacdes
periapicais apos a terapia endodéntica. (Batista et al., 2006).

Estdo disponiveis no mercado varios cimentos endoddnticos com
diferentes bases: 6xido de zinco e eugenol, hidréxido de célcio, resinas epodxica
ou metacrilato, e a base de iondmero de vidro. Estes devem preencher varios
requisitos: apresentar boa tolerancia tecidual, estimular ou permitir deposicéo
de tecido mineralizado, ter agado antimicrobiana, n&o sofrer contracées e néo
ser solubilizado dentro do canal radicular (Leonardo, 2005; Desai & Chandler,
2009), afim de que os resultados alcancados ao fim do tratamento sejam

satisfatorios.



O cimento obturador a base de 6xido de zinco eugenol (OZE)
apresenta propriedades fisico-quimicas aceitaveis, entretanto, ndo apresenta
comportamento biologico favoravel ao tecido conjuntivo. Diversos estudos
demonstram que o OZE é citotoxico, por conter eugenol em sua composicao,
nao apresentando boa resposta tecidual aos testes de compatibilidade
biolégica. Apesar de sua limitagdo no que tange aos aspectos biologicos, o
cimento de OZE é mundialmente usado por diversas décadas até os dias
atuais. Este fato torna oportuna a busca de um recurso que vise minimizar a
resposta tecidual inflamatéria atribuida ao efeito irritante deste cimento.
(Araujo, 2008).

Devido a esse desfavoravel comportamento biolégico apresentado,
0s materiais obturadores a base de 6xido de zinco e eugenol estdo sendo
substituidos por cimentos a base de hidroxido de calcio. As principais razdes
para se utilizar hidréxido de calcio como material obturador referem-se a sua
capacidade de estimular a deposicdo de tecido mineralizado na regido do
forame apical, mantendo a saude do tecido periapical ou ajudando a promové-
la devido aos seus efeitos antimicrobianos. (Cruz et al., 2001; Desai et al.,
2009). Dentre eles, o cimento Sealer 26®, que € um cimento a base de resina
epoxica, possui em sua formula, quase todos 0s componentes de seu
antecessor AH 26, diferenciando apenas na propor¢cdo dos mesmos e na
presenca do hidréxido de calcio que foi adicionado em substituicdo a prata
pulverizada.

Os cimentos a base de resina epdxica, entre eles o AH Plus®
(introduzido no mercado em 1996), surgiram na Endodontia como uma
alternativa aos cimentos existentes, devido as suas caracteristicas: boa adesao
a estrutura dentinaria, longo tempo de trabalho, facilidade de manipulacdo e
bom escoamento, e as propriedades fisico-quimicas vantajosas mantidas do
seu também precursor (AH 26), alta radiopacidade, baixa solubilidade e pouca
contragao.

Recentemente foram introduzidos na pratica endodobntica os
cimentos a base de resina metacrilato. O cimento Epiphany® é utilizado

juntamente com cones Resilon® (Research LLC, Madison, CT), e um primer



(Epiphany® primer) auto-condicionador. Estes interagem quimicamente
formando um monobloco de resina, que se adere as paredes do canal radicular
por meio de tags intertubulares na dentina radicular, o que diminuiria a
microinfiltracdo e aumentaria a resisténcia a fraturas radiculares (Teixeira et al.,
2004, Versiani et al., 2006, de Campos-Pinto et al.,2008).

Nota-se na literatura que as pesquisas apontam para O
desenvolvimento de um cimento que seja biocompativel e ao mesmo tempo
apresente boas propriedades fisico-quimicas. Na expectativa de colaborar com
esse contexto atual, direcionando para uma adequada utilizacdo dos cimentos
endodonticos, a presente pesquisa teve como objetivo verificar a resposta
inflamatoria e o processo de reparo em tecido subcutdaneo de ratos aos
cimentos de composicdes distintas: a base de hidréxido de célcio (Sealer 26®),
resina de metacrilato (Epiphany®), resina epoxica (AH Plus®), Oxido de Zinco
e Eugenol (Endofill), bem como analisar a capsula fibrosa formada na interface

cimento-tecido conjuntivo.
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2- Revisdo de literatura

2.1- Endodontia X Obturacao (Cimentos endoddnticos)

O preenchimento tridimensional do sistema de canais radiculares
apos uma limpeza, desinfec¢do e instrumentacdo adequadas, respeitando a
anatomia, é um dos objetivos a ser alcancado para a obtencdo do sucesso da
terapia endodontica. (Zafalon et al.,2007; Onay et al., 2007).

O selamento do forame apical pela deposicdo de tecido
mineralizado representa uma resposta bioldgica ideal apdés a terapia
endodoéntica. A ocorréncia desse selamento estd condicionada a correta
execucao de todas as fases operatérias, bem como a fatores como o limite de
preenchimento e a composicao do material obturador, visto que posteriormente
estard em contato direto com os tecidos apicais e periapicais.(Leonardo et al.
1997). Somadas a isso, tem-se buscado um cimento endoddntico que, além de
se adaptar a guta percha ou Resilon® e as paredes dentinarias do canal

radicular e ndo sofra alteracdes dimensionais. (Scarparo, 2007).

A existéncia e/ou persisténcia e a intensidade das reacfes nos
tecidos periapicais ap0s o tratamento e/ou obturacdo endoddntica podem ser
influenciadas por véarios fatores: doenca pré-existente, limpeza e
instrumentacdo inadequada do sistema de canais radiculares, contaminacao
bacteriana, técnica de obturacéo e a quantidade de material em contato com o
tecido (Berbert, 1996) e natureza quimica do cimento obturador (contato com
0S componentes toOxicos presentes em alguns cimentos, assim como a
liberacdo de compostos volateis por esses materiais). (Batista et al., 2006;
Bernath & Szab6 ,2003; Onay et al.,2007).

A literatura especifica apresenta, para a finalizacdo do tratamento
endodéntico, uma gama de produtos e cada um deles com caracteristicas e

propriedades bioldgicas e fisico-quimicas desejaveis ou nao.

Por mais de 100 anos, a guta-percha tem sido considerada o

material de escolha padrdo para finalizacdo do tratamento endoddntico



(Merdad et al., 2007), embora néo represente um material obturador ideal
(Ezzie et al., 2006). Uma das desvantagens deste material € a sua pobre
capacidade de selamento, sendo necessario 0 uso de um cimento obturador
para proporcionar um selamento efetivo. Somando-se a isso, quando a
restauracdo coronaria esta defeituosa ou ausente, a contamina¢cdo com saliva
pode causar a dissolugcdo deste cimento obturador, oferecendo assim uma
oportunidade para a colonizacdo de bactérias; e levando conseqgientemente a
um fracasso do tratamento (Hassanloo et al., 2007).

Ainda hoje, ndo existe um cimento que apresente caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas ideais. (Bouillaguet et al., 2006). Essas
propriedades sdo estudadas com o objetivo de se alcancar a substancia
perfeita que preencha certos requisitos, facilitando o controle de qualidade e a
padronizacdo do material (Figueiredo et al.,2000). Entre elas estdo: boa
tolerancia tecidual; ser reabsorvido no peridpice, em casos de extravasamento
acidental; estimular ou permitir a deposicdo de tecido mineralizado ao nivel
apical; ter acdo antimicrobiana; facilidade de insercéo; ser plastica no momento
da insercdo, tornando-se sélida posteriormente; possuir bom tempo de
trabalho; propiciar um bom selamento; ndo deve sofrer contracdes; ser
impermeével; possuir bom escoamento; viscosidade e aderéncia; ndo ser
solubilizado dentro do canal radicular; apresentar pH proximo ao neutro; ser
radiopaco; ndo manchar as estruturas dentais; ser estéril ou passivel de
esterilizacéo; de facil remocéo. (Leonardo, 1998. Desai & Chandler, 2009.)

De maneira geral, os cimentos endodonticos podem ser agrupados
de acordo com a sua composicdo. Encontram-se disponiveis materiais a base
de: de 6xido de zinco/ eugenol, como Endofill, Fill Canal, Cimento de Rickert,
N-Rickert, Endomethasone, Pulp Canal Sealers, Roth 801 e 811, Cimentos de
Grossman; de resina epoxica, AH Plus®; de hidréxido de célcio, como Sealer
26®, Apexit, Sealapex; de resinas metacrilato, como EndoRez e Epiphany®; de
ionbmero de vidro, como Ketac Endo e Endion (Bouillaguet et al., 2004;
Scarparo, 2007, Araujo, 2008); de silicone; um cimento experimental & base de
polimero de mamona e cimento a base de MTA (Araujo, 2008). Para cada um

10



destes tipos, existem diferentes marcas comerciais e muitos deles sao
utilizados por cirurgides dentistas brasileiros.

Apesar do avanco tecnolégico dos novos cimentos, o cimento
endodontico a base de oxido de zinco e eugenol, introduzido no mercado por
Grossman em 1936, ainda hoje, devido a seu baixo custo e facilidade de
aquisicdo, € bastante utilizado. Porém, devido ao seu potencial irritante, a
busca constante de recursos que visem minimizar esse efeito ainda é bastante

pertinente.

Os materiais a base de Oxido de zinco e eugenol apresentam
propriedades fisico-quimicas aceitaveis, tais como impermeabilidade,
constancia de volume, adesdo e pouca solubilidade. No entanto, né&o
apresentam comportamento biolégico favoravel ao tecido conjuntivo, como
demonstrado em estudos in vitro (Guigand et al., 1999) e in vivo (Figueiredo et
al.,, 2001; Zmener et al.,, 2010), sendo agressivo aos tecidos apicais e
periapicais. (Araujo, 2008). Seu carater irritante possui influéncia direta e
significativa no processo de reparo tecidual apds o término do tratamento de
canais radiculares, podendo desencadear ou manter reacfes inflamatorias
crdnicas nos tecidos periapicais (Schwarze et al., 2002). Esse potencial é
atribuido principalmente a altas concentracbes de eugenol (Hume, 1988;
Economides et al., 1995) que, pode permanecer em sua forma livre por até 10
anos. (Queiroz, 2008. Araujo, 2008).

As reaclGes histologicas do cimento de OZE foram bem
evidenciadas ha décadas, sendo comprovado que o eugenol é citotdxico
(Hume, 1988), gera reacdes adversas em animais experimentais e humanos,
provoca dermatite de contato, e reagfes alérgicas verdadeiras (Araujo, 2008).
Ele altera a capacidade de aderéncia ao substrato dos macréfagos e,
consequentemente o processo da fagocitose; altera a funcdo antimicrobiana
dos neutrdfilos influenciando a reacdo nos tecidos periapicais (Chen et al.,
2008); em altas concentracdes, este componente atua como inibidor da
respiracdo celular (Hume, 1984); € bactericida e, em baixas concentracbes

inibe a quimiotaxia de células leucocitarias, a sintese de prostaglandinas e a
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atividade nervosa. (Markowitz et al,1992). Outro inconveniente é o fato deste
composto apresentar baixa capacidade de ser fagocitado e eliminado,
permanecendo particulas de 6xido de zinco e eugenol nos tecidos periapicais,

levando a persisténcia do processo inflamatorio.

Apés passar por inumeras modificacbes, em 1974, Grossman
publicou a nova formulagcdo do cimento de OZE que apresenta 0s seguintes
constituintes: P6: Oxido de Zinco - 42 partes; Resina Staybelite — 27 partes;
Subcarbonato de Bismuto — 15 partes; Sulfato de Bario — 15 partes;
Tetraborato de Sdédio anidro — 1 parte. Liquido: Eugenol. Nessa férmula,
Grossman corrigiu a proposta em 1962, removendo o 6leo de améndoa doce
do eugenol para que o cimento néo ficasse com dois retardadores do tempo de
endurecimento, ou seja, o0 tetraborato de sédio anidro no pé e o Oleo de
améndoa doce no liquido. A presenca de resina hidrogenada confere a mistura
uma boa adesividade, o subcarbonato de bismuto o torna mais plastico e o

sulfato de bario melhora a sua radiopacidade. (Pedroso, 2000).

A verséo brasileira foi fabricada e comercializada a partir de 1965
com o nome Fill Canal® sendo atualmente substituido e amplamente
empregado pelo cimento Endo-Fill com a mesma formula pela Herpo Produtos
Dentérios Ltda. (Pedroso, 2000).

Os cimentos a base de resina epdxica surgiram como alternativa
aos cimentos existentes no mercado, e foram ganhando espaco devido as suas
caracteristicas como adesao a estrutura dentaria, adequado tempo de trabalho,

facilidade de manipulacdo e bom escoamento (Leonardo, 1998).

Em 1957, foi langado o cimento AH26 formado por uma
combinacdo macromolecular sintética do grupo das resinas epoxicas que
apresenta na formulacdo um po6 (6xido de bismuto, prata pulverizada, dioxido
de titAnio e hexametilenotetramina) e uma resina base (éter de bisfenol A
diglicidil). A partir de entdo, diversas modificagbes foram sendo realizadas e
deram origem a varios cimentos a base de resina epoxica, como 0 Sealer 26®
e 0 AH Plus®.
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O AH Plus®, introduzido no mercado em 1996, é um cimento a base
de resina epOxica, criado a partir de alteragbes na formula de cimento AH 26
(Scarparo et al., 2009). Nesta formulagéo preservou-se, a quimica das resinas
epoxicas, as quais, por meio de uma reacdo de adicdo do polimero linear,
deixariam de elaborar substancias toxicas. Propriedades como, estabilidade
dimensional e radiopacidade, constancia de volume, adesividade e pequena
solubilidade, bom escoamento e resisténcia foram mantidas, ou mesmo

melhoradas no AH Plus® quando comparadas ao AH 26. (Neves, 2005).

Esse cimento € composto por um sistema pasta-pasta; pasta A ou
“pasta epdxi” e pasta B ou “pasta amina”. De acordo com o fabricante (Dentsply
HERO Industria e Comércio Ltda. — Petropolis-RJ, Brasil), 0 AH Plus® possui a
seguinte formulacdo: Pasta A: Resina Epodxica, tungstanato de célcio, éxido de
zirconio, Aerosil e 6xido de ferro) e Pasta B: Amina Adamantada, N,N” —
Dibenzil-5-oxaniomane-diamina-1,9, TCD-Diamina, tungstanato de calcio, éxido
de zircbnio, Aerosil e Oléo de silicone). A propor¢cdo de mistura para se
preparar o AH Plus® é de 1:1, em volume, com tempo de trabalho de
aproximadamente 4 horas a 23°; seu tempo de endurecimento por cerca de 8
horas a 37°C, segundo o fabricante. Dentre suas caracteristicas, o Cimento AH
Plus® apresenta uma boa capacidade seladora apical (Almeida ,1997). Ha
divergéncias quanto a estudos de biocompatibilidade. Alguns autores
(Koulaouzidou et al., 1998; Tai et al., 2001) relataram que os efeitos citotoxicos
desse cimento foram reduzidos mas, outros discordam (Huang et al., 2002).
Em testes de implantes subcutaneos (Sousa et al., 2006) e testes de aplicacao
dental em animais (Tanomaru Filho et al., 2008; Leonardo et al., 2003), o AH
Plus® provou ter excelente comportamento biolégico, permitindo o selamento

do forame pela deposicédo de um tecido cementdide.

Os efeitos benéficos do hidroxido de calcio fizeram com que esse
composto passasse a ser empregados na obturacdo definitiva dos canais
radiculares, na tentativa de se obter melhores propriedades. (Silva et al., 1997;

Pedroso, 2000; Valera et al., 2004). Seu primeiro uso clinico como material de
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preenchimento endodontico foi feito provavelmente por Rhoner em 1940 (Desai
& Chandler, 2009).

Materiais que contém hidréxido de calcio em sua composicéo,
apresentardo propriedades bioldgicas e antimicrobianas, se houver a liberacao
de ions célcio e hidroxila (Hauman & Love, 2003b). Os ions hidroxila
promovem o aumento do pH da regido periapical e apresentam um potencial
bactericida. Sua difusédo através da dentina radicular, altera o pH da superficie
radicular externa e interfere com a atividade osteoclastica. O aumento do pH
interfere na funcdo dos fibroblastos, estimulando o processo de reparo da
superficie radicular e participa da formagcdo de tecido mineralizado, com a
ativacdo da fosfatase alcalina e da sintese de colageno. A liberacdo de ions
calcio € importante, pois, quando em abundancia no tecido, ocorre sua
participacdo no processo de ativacdo da adenosina trifosfatase calcio
dependente. O célcio reage com o gas carbbdnico, reduzem a fonte de
alimentacéo das bactérias anaerdbias do tecido e formam cristais de carbonato
de calcio, que servem de nucleos de calcificacdo e favorecem a mineralizacdo
(Queiroz, 2008; Desai & Chandler, 2009; Tanomaru-Filho et al, 2009).

Porém, essa dissociacdo em ions pode afetar a integridade
estrutural dos cimentos além de comprometer o selamento ao longo do tempo
(Hauman & Love, 2003b). Portanto, cimentos como Sealapex e CRCS podem
facilmente se desintegrar no tecido (Soares et al., 1990) e assim causar
inflamagé&o cronica (Hauman & Love, 2003b). No geral, esses cimentos
apresentam boa citocompatibilidade ( Kolokouris et al., 1998; Gomes-Filho et
al., 2007).

Dentre os cimentos modificados pela adicdo de Ca(OH)2, o Sealer
26® encontra-se entre os mais utilizados. Ele possui composicao similar a do
AH 26 (Siqueira Jr. & Gongalves, 1996; Pedroso, 2000) cimento a base de
resina epoxica. A diferenca basica entre ambos é que o Sealer 26® possui
hidroxido de célcio, enquanto o AH26 apresenta a prata. Varios trabalhos tém
demonstrado que a acao irritante do cimento AH26 é decorrente da resina

epoxica (Bisfenol A). Porém, Economides et al.(1995) consideram a
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hexametilenotetramina a responséavel pelo poder irritante do cimento, devido a

liberacé@o de formaldeido.

O Sealer 26® possui a seguinte composicéo: Hidroxido de calcio,
oxido de bismuto, hexametilenotetramina, dioxido de titdnio e como resina o
éter de bisfenol A diglicidil. Sua proporcao ideal é de aproximadamente 2 a 3
partes de pd para uma de resina, por volume. Quanto maior a propor¢ao, maior
a radiopacidade do cimento. O tempo de presa (Fidel et al.,1995; Pedroso,
2000) se da cerca de 48 a 60 horas em temperatura ambiente, enquanto que
no interior do canal ele endurece em aproximadamente 12 horas. O
endurecimento se deve a reacao entre a resina e a hexametilenotetramina, o

agente ativador. Nao ha participacao do hidréxido de calcio nessa reacao.

E esperado, pelas suas caracteristicas que o cimento Sealer 26®,
qgquando ndo extravasado, sofra pouca solubilizagcdo e, consequentemente,
pouca liberacdo de formaldeido ou da propria resina, nos periodos pds-presa
do cimento. Contudo, na intimidade do tecido, em casos de extravasamento,
pela acdo dos liquidos tissulares e das proprias células de defesa do
organismo, a possibilidade de se expor a resina e a propria liberacdo da
hexametilenotetramina, com suas consequentes ac¢des irritantes, € bem maior.
(Moraes, 2006).

Em estudos in vivo realizados com Sealer 26®, observou-se uma
reacdo inflamatéria leve ou ausente (Leonardo et al., 1997; Figueiredo et al.,
2001), podendo resultar na formacdo de tecido mineralizado em tecido
conjuntivo de ratos (Holland et al., 2002). Segundo Tanomaru-Filho et al.
(2006), um aumento da propor¢cdo po/liquido do cimento Sealer 26® resulta
em boa resposta tecidual, proporcionado pelo aumento da quantidade de
hidroxido de calcio, conduzindo a um satisfatério reparo apical e periapical.
Entretanto, outros estudos demonstraram resultados desfavoraveis para este
cimento (Silva et al., 1997; Veloso et al., 2006) mesmo apds um maior periodo

de observacéo.
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Mais recentemente foram introduzidos na préatica endodoéntica os
cimentos a base de resina metacrilato. Esses cimentos foram inicialmente
desenvolvidos para a utilizacdo em cirurgias ortopédicas envolvendo tecido
0sseo. O cimento ortopédico original possui na sua composicao um polimero
polimetacrilato (preferencialmente o polietimetacrilato), um mondémero na
forma liquida composto do n-butiimetacrilato e uma amina que ativa o
composto, tal como a N’N dimetil p-toluidina. Estudos preliminares com a resina
original mostraram boa adesividade com a dentina e com a guta percha, além
de resultados favoraveis em estudos de citotoxicidade. Porém, caracteristicas
indesejaveis, tais como curto tempo de trabalho e infiltracdo apical, também
foram notadas. O cimento passou por modificacdes na composi¢ao do polimero
e do mondbmero e na proporcdo polimero/monémero, além da adicdo de
particulas tais como oxido de zinco, hidroxiapatita e ionébmero de vidro na
tentativa de melhorar sua capacidade de selamento, dando origem a cimentos

para uso endoddéntico. (Scarparo, 2007).

Entre esses cimentos esta o Epiphany® (Pentron®-Clinical
Technologies, L.L.C.,Wallingford, CT, EUA), que é composto a base de resina
metacrilato, com polimerizacdo dual. A matriz de resina € constituida por uma
mistura de BISGMA, BISGMA etolado, PEGDMA, EBPDMA e por uma mistura
UDMA como obturadores, além de sulfato de bario, silica, hidroxido de calcio,
bismuto, estabilizadores e pigmentos (Versiani et al., 2006; Onay et al., 2007;
Merdad et al., 2007.).

7

O cimento Epiphany® é utilizado juntamente com o Resilon®,
(Research LLC, Madison, CT), que sdo cones sintéticos de poliéster (Versiani
et al., 2006; Sousa et al., 2006, Oliveira et al.,2006) e um primer (Epiphany®
primer) auto-condicionador. O uso dos trés leva a uma interacdo quimica,
formando um monobloco de resina, que se adere mais as paredes do canal
através de tags intertubulares na dentina, quando comparados a guta percha, o
que aumentaria a resisténcia dos dentes a fraturas radiculares. (Teixeira et al.,
2004, Versiani et al., 2006, de Campos-Pinto et al.,2008). Este fato, também,

diminuiria a microinfiltracdo coronaria (Shipper et al., 2004) e segundo estudos

16



recentes levaria a uma menor periodontite apical (Shipper et al., 2005). A alta
liberacdo de célcio pelo Epiphany® é outro fator que pode explicar a reducéo
da periodontite apical observada clinicamente, visto que sua presenca torna o
pH do meio mais alcalino, levando a efeitos bioquimicos que culminam na
aceleracdo do processo de reparo (Shipper et al., 2005). Imai & Komabayashi
(2003) apontam como desvantagem desse sistema a possivel dificuldade de
retratamento, porém outros estudos demonstraram boa efetividade na
remocao, que pode ser feita com solventes ou calor (Ezzie et al., 2006).

Ja com relagcdo a sua histocompatibilidade, os resultados variam de
inflamacé&o severa a leve, variando em fungéo da metodologia utilizada e tempo
de andlise (Scarparo et al., 2009). Diante disso, mais estudos precisam ser

realizados para auxiliar a compreensao de suas propriedades bioldgicas.

2.2 Biocompatibilidade

Respeitar o limite de trabalho, atuando dentro do canal dentinario
contribui para a diminuicdo de agressfes mecanicas e quimicas impostas aos
tecidos durante o tratamento endodontico, oferecendo, dessa forma, melhores
condicGes para a restauracdo da normalidade. O extravasamento de material
no periodonto apical dificulta o desenvolvimento do processo reparativo e as
repercussdes desse fato podem permanecer como lesBes inflamatorias
cronicas. Nesse caso, 0 reparo acontece através da fagocitose por células
inflamatorias e por meio do encapsulamento do corpo estranho por um tecido

conjuntivo fibroso. (Mendonga & Estrela, 2001).

A extrusdo desses materiais pode perpetuar uma periodontite
apical. Por isso, a composicdo quimica e a biocompatibilidade do cimento
obturador s&o requisitos de grande importancia quando se considera reacdes
periapicais apd6s a terapia endodéntica visto que, os componentes toxicos
presentes poderiam produzir irritacdo ou mesmo necrose ao redor dos tecidos.
(Batista et al., 2006)

Dentro desse contexto, conhecer a compatibilidade biolégica dos

cimentos endodonticos é de extrema importancia devido ao fato de que, se
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esses cimentos forem irritantes aos tecidos da regido periapical, causarem
inflamagéo de maior porte ou promoverem necrose tecidual de grande
extensdo nesta area, o tratamento endodéntico sera prejudicado e, como
consequUéncia, a capacidade de reparacdo da regido periapical sofrera
interferéncias importantes (Nassri et al., 2003).

A reacdo tecidual iniciada por cimentos endoddnticos pode ser
testada pela analise nas falhas de tratamentos endodénticos em humanos, mas
essa observacdo ndo apresenta de forma objetiva a influéncia do material.
(Zafalon, 2004)

Pesquisas envolvendo a avaliacdo da toxicidade dos materiais
dentarios devem obedecer a critérios especificos e aceitos internacionalmente.
Vérios testes podem ser efetuados para se verificar a compatibilidade biol6gica
de um material. O Technical Report n°9, da Federacdo Dentéria Internacional,
e 0 Documento n°41 da ANS/ADA, recomendam trés niveis de avaliacdo dos

materiais utilizados na terapia endoddntica intrarradicular.

Os testes iniciais ou primarios in vitro sdo aqueles que dao uma
idéia geral da toxicidade do material e incluem os testes de toxicidade
sistémica aguda, os testes de inalacdo, os testes de mutagenicidade, o letal
dominante e os testes de citoxicidade in vitro. Eles determinam de maneira
preliminar, o comportamento biol6gico de materiais e de seus componentes de
modo a simular as reacdes biolégicas quando colocados em contato ou dentro
dos tecidos do organismo (Hanks et al., 1996). Para este propdsito, tém-se
utilizado parametros como crescimento celular, morfologia celular, contetdo
protéico das células e liberacdo de mediadores como citocinas e quimiocinas
(Hauman & Love, 2003a).

Os testes secundarios sao aqueles que avaliam a toxicidade local,
e incluem os testes nos quais 0s materiais terdo uma permanéncia mais
prolongada em contato com o0s tecidos, in vivo, tais como os testes de
sensibilidade e de irritacdo de membranas e os implantes em tecido conjuntivo
subcuténeo e 0sseo de animais de pequeno porte e o teste de uso em primatas

e humanos. (Sousa et al.,, 2000). Neste nivel, os materiais teste podem ser
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injetados diretamente (Figueiredo et al., 2001) ou implantados por meio de
dispositivos, em tecido subcutaneo (Nassri et al., 2003; Zafalon et al., 2007;
Gomes-Filho et al., 2008; de Oliveira et al., 2010) ou intra-6sseo (Sousa et al.,
2004; Zmener et al., 2005; Sousa et al., 2006). Sédo realizados no intuito de
informar sobre o padrao de resposta tecidual desenvolvido no organismo frente
a um material, com a vantagem de poder comparar as respostas teciduais
desencadeados por diferentes materiais implantados num mesmo animal
(Costa et al., 2005).

No terceiro nivel, os testes comprobatorios (avaliando-se materiais
endodonticos) sao os que avaliam a resposta do tecido pulpar, tecidos apicais
e periapicais frente ao material. Eles envolvem o0 uso de animais,
principalmente cées (Torabinejad et al., 1995; Leonardo et al., 1999) ou
macacos (Torabinejad et al., 1997; Bernath & Szabo, 2003). Nesta fase os
canais radiculares sao tratados e os materiais de preenchimento sao levados
até a juncdo cemento-dentina ou deliberadamente extruidos a fim de se induzir
a reacao do tecido periapical (Hauman & Love, 2003a). Estes testes séo
considerados caros, demorados e dificeis de serem controlados (Hauman &
Love, 2003a). Por fim, no intuito de determinar a biocompatibilidade de
materiais endoddnticos permanentes, é necessario realizar estudos em
humanos, clinicos retrospectivos ou prospectivos controlados (Hauman & Love,
2003a).

2.3 Implante subcuténeo

A avaliacdo da biocompatibilidade por meio da introducdo dos
materiais em tecido subcutdneo de animais é considerada como um teste
secundario pela ADA (Costa et al. 2001) e FDI e foi idealizada por Dixon e
Rickert (1933) e aperfeicoada por Torneck (1966).

Modelos experimentais em roedores tém sido bastante utilizados
para a avaliagdo de cimentos endoddnticos, com uma metodologia que varia
desde a injecdo dos cimentos em conjuntivo subcutaneo (Figueiredo et al.,
2001), ate testes de implantacdo de tubos de teflon (Economides et al., 1995;

Kolokouris et al., 1998; Sousa et al., 2006; Zafalon et al., 2007), polietileno
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(Torneck, 1961; Torneck, 1966; Gorduysus et al. 1998; Scarparo et al., 2009),
silicone (Zmener et al., 1990; Zmener et al., 2005; de Oliveira et al., 2010;
Zmener et al., 2010), e tubos produzidos a partir de dentina humana (Gomes-
Filho et al., 2008; Garcia Lda et al., 2010) Implantes realizados diretamente no
tecido 6sseo também sdo utilizados, principalmente na andlise de materiais
retro-obturadores (Pertot et al., 1992 ; Sousa et al, 2006).

O implante de capsulas de colageno contendo o material a ser
avaliado (Zambuzzi et al., 2005) € uma metodologia recente, porém de uso
restrito na avaliacdo de materiais endodénticos, uma vez que, apdés a
dissolucdo do colageno, os cimentos ou pastas escoariam para todo tecido
conjuntivo, dificultando assim a avaliacdo do material testado (Bortolo, 2009).

Os tubos de dentina, utilizados desde 1928, apresentam boa
tolerancia tecidual. Este método utiliza raizes dentais humanas autoclavadas
buscando mimetizar condic¢des clinicas ( Gomes-Filho et al., 2008). Além disso,
permite simular a anatomia de raizes humanas e avaliar a agdo dos materiais
testados nas paredes dentinarias (Horsted et al., 1980).

Ja os implantes subcutdneos de materiais contidos em tubos de
teflon ou polietileno caracterizam-se por serem de facil manipulacdo e
implantacéo, quimicamente estaveis e ndo sofrem influéncia das substancias

que possam ser acondicionadas em seu interior (Torneck, 1966).

Segundo Ozbas et al. (2003), a introducdo dos materiais
experimentais em tubos é reconhecida como método valido para o implante de
materiais odontologicos endodonticos, pois simula as condicBes clinicas dos
canais radiculares, ou seja, o contato da abertura apical com o tecido
conjuntivo periapical. Outra vantagem da aplicagdo deste método é a de
permitir a implantacdo de materiais prontamente manipulados, diminuindo a
difusdo para os tecidos adjacentes dos componentes dos materiais testados,
assim como o controle da quantidade de material que ficara em contato com os
tecidos, padronizando o contato material/tecido por meio do diametro do tubo

Kolokuris et al.,1998). Neste tipo de teste, a intensidade da resposta

20



inflamatoria esta relacionada ao periodo de tempo pdés-implante, ao tipo e a
guantidade de material utilizado. (Batista et al.,2007).

No modelo introduzido por Torneck (1966), (Scarparo, 2007), foi
avaliado a reacdo do tecido conjuntivo subcutédneo de ratos a presenca de
tubos de polietileno vazios. O autor observou que, apds o periodo de sessenta
dias ocorria o reparo do tecido conjuntivo com a formacao de cépsula fibrosa
envolvendo os implantes, rica em fibroblastos e fibras colagenas. O polietileno
nao causa irritacdo aos tecidos circunjacentes, assim a reacdo na abertura do

tubo é relacionada apenas a toxicidade do material contido em seu lume.
(Ozbas et al.,2003).

Esta técnica de implantacao tem sido usada em inimeros trabalhos
(Leal et al., 1988; Costa et al., 1997; Nassri et al.,, 2003; Onay et al., 2007;
Scarparo et al., 2009; Garcia Lda et al., 2010). Eles comprovaram que a pouca
ou nenhuma resposta inflamatoria tecidual na interface tubo/tecido, permite
avaliar a reagéo promovida na interface cimento/tecido, a qual é classificada de
acordo com a intensidade e duracéo da inflamacéo promovida pelos materiais.

Essa reacdo aos materiais implantados € classificada como aguda
ou crbnica, e subdividida em leve, moderada, severa ou ausente. Porém, h&
uma ampla variedade de critérios utilizados na classificacdo histolégica para
determinacdo da biocompatibilidade de um material (Figueiredo et al., 2001;
Shahi et al., 2006; Onay et al., 2007). O tipo de célula predominante em cada
periodo poés-implantacdo avaliado, o aspecto da matriz extracelular e a
presenca de capsula conjuntiva sao importantes fatores a serem avaliados
(Zafalon et al., 2007; de Campos-Pinto et al., 2008; Garcia Lda et al., 2010).

2.4- Tecido conjuntivo normal versus inflamacao

De acordo Zafalon (2004), a utilizacdo de materiais biocompativeis,
dentro dos padrbes aceitaveis, adicionada ao grau de inflamagé&o causado € de
suma importancia para a recuperacao dos tecidos e do paciente. Tal resposta
inflamatoria € defensiva e tem por objetivo localizar e eliminar o agente

agressor, protegendo, ao mesmo tempo, os tecidos vizinhos.
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John Hunter, cirurgido dentista, observou em 1793 que, a
inflamacé@o ndo € uma doenga, mas uma resposta inespecifica que possui um
efeito salutar sobre o seu hospedeiro. Cornelius Celsus, escritor romano do
primeiro século da era cristd, descreveu 0s quatro sinais cardinais da

inflamacé&o: rubor, tumor, calor e dor. (Consolaro, 2009)

A inflamacéo, entre vérias definicdes, pode ser considerada uma
reacdo da microcirculacdo induzida por uma injaria aos tecidos, com a
consequente movimentacdo de elementos intravasculares, células e moléculas
para o espaco extravascular. (Siqueira Jr.& Dantas, 2000). Ela representa um
mecanismo de defesa tecidual proprio dos tecidos conjuntivos e ocorre apenas
em tecidos vascularizados, pois depende dos vasos para levar até a regido
agradida as células e substancias necesséarias ao controle do agressor e

reparar, em seguida, a area afetada (Consolaro, 2009).

Ao extravasar ou ultrapassar o limite do &pice radicular, o material
obturador entra em contato com o tecido conjuntivo presente no periodonto
(Bernath & Szabo, 2003), local onde reside uma enorme quantidade de

fibroblastos e células de defesa (Siqueira, 2005).

A destruicdo, diluicdo, dissipacdo ou circunscricdo do agente
agressor implica mobilizacdo de substancias e de células sanguineas, com
participacdo fundamental do aparelho circulatério, especialmente da
microcirculacdo em funcdo da permeabilidade das paredes venulares e

capilares (Consolaro, 2009).

As mudancas moleculares séo resultantes de respostas celulares as
injurias. As células mobilizam recursos proprios ou com o auxilio de células
especializadas em defesa procuram manter sua integridade morfolégica e
funcional (Zafalon, 2004). E comum considerar que bactérias e outros
microorganismos sejam causadores de inflamagdo, mas agentes fisicos,
quimicos, tecido necrotico e reacdes imunologicas podem levar a uma reacao

inflamatodria. A persisténcia dessa inflamacdo local é indesejavel, podendo
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ocasionar dor local, edema, desintegragcdo da matriz extracelular e atraso no

processo de reparo (Huang et al., 2005).

O tecido conjuntivo apresenta diversos tipos de células como
fibroblastos, macrofagos, mastécitos, plasmécitos, células adiposas e
leucocitos polimorfonucleares, separadas por um abundante material
extracelular na qual se encontram vasos sanguineos e linfaticos (Junqueira &
Carneiro, 2004). Ao conjunto de células sanguineas que infiltram na area
lesada e nela acumula-se, pode ser referido como infiltrado inflamatério
(Consolaro, 2009).

Os fibroblastos sintetizam as fibras colagenas, reticulares e elasticas
além das glicoproteinas e proteoglicanas da matriz extracelular (Junqueira &
Carneiro, 2004). Alguns exibem motilidade e contratilidade, caracteristicas que
auxiliam na organizacdo estrutural do tecido durante o reparo e
desenvolvimento.  Portanto, apresentam func¢des tais como participar da
resposta imune desencadeada pela presenca de um agente estranho
proliferando e invadindo o sitio de uma lesdo, servir para a base de migracdo
celular, participar da formacéo do tecido de granulacdo e remodelar esse tecido
levando a colagenizacdo da ferida e a formacdo de uma cicatriz fibrosa.
(Siqueira Jr. & Dantas, 2000).

Os leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) apresentam funcao na
resposta inflamatéria aguda a lesdo tecidual, caracterizando-se por serem
células moveis com atividade fagocitaria. Podem estar envolvidos, em nimero
reduzido, nos processos cronicos, mas em processos supurativos, ainda que
cronicos, podem exercer papel de destaque. (Siqueira, 2003 a). Sua interagéo
com bactérias executa a regurgitacdo e citdlise com intensa liberacdo de
enzimas lisossomas e digestéo tecidual local promovendo a formacédo de pus
(Consolaro, 2009). Quando em contato com cimentos endoddnticos, eles
liberam enzimas para o meio extracelular, destruindo as proteinas estruturais
do tecido. Esta lise possivelmente atrai macréfagos para a regido, propiciando
uma renovacgéo celular constante estimulada pela morte celular (Consolaro,
2009).
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Os macréfagos sao importantes componentes celulares do tecido
de granulacdo, e séo responsaveis pela remocéo de debris celulares, fibrina e
outros materiais estranhos da regiao a ser reparada. Na presenca de estimulos
quimiostaticos adequados, eles promovem a migracdo e proliferacdo de
mastoécitos, polimorfonucleares leucocitos e linfécitos. Todas essas células
contribuem direta ou indiretamente para recuperacéo do tecido pela migragao e
proliferacao de fibroblastos (de Oliveira et al.,2010)

Quando ocorrem falhas na devolucdo da normalidade as células e,
no local ocorre evolugédo para a necrose, havera liberacdo de proteinas livres
na regido que sera detectada pelos mastocitos que liberam mediadores, dando
inicio a resposta inflamatéria. Os matocitos sdo células teciduais fixas
carregadas de granulos de secrecao ricos em mediadores quimicos como a
histamina e as glicosaminoglicanas. Esses colaboram com as reagdes imunes
e tem papel fundamental na protecdo do organismo, como por exemplo, na
inflamacé&o, nas respostas alérgicas e na expulsdo de parasitas (Junqueira &
Carneiro, 2004). Além disso, eles possuem funcéo relevante na génese do
tecido conjuntivo, incluindo a liberagdo de mediadores que estimulam a
proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno (Garbuzenko et al., 2002;
Pereira et al.,, 2007). Sua maior concentracdo acontece nos espacos
perivasculares, perineurais e subepiteliais (Consolaro, 2009).

Embora plasmdécitos e baséfilos também possam ser encontrados
no conjuntivo, sdo células que apresentam menor importancia para o
desenvolvimento das reag¢6es inflamatorias desenvolvidas pelo contato com um
“biomaterial”. Eles sdo usualmente encontrados em processos inflamatérios
cronicos. Estas células produzem anticorpos especificos para bactérias e/ou
proteinas estranhas, tendo dessa forma importancia clinica visto que sugerem
reacao inflamatoria humoral. Elas relacionam-se, portanto, com as respostas
imunes de base celular e de sintese de anticorpos (Scarparo, 2007).

O processo inflamatério pode ser dividido em agudo e cronico. A
inflamacé&o aguda é caracterizada por ser de curta duracédo (alguns minutos,
horas ou poucos dias) e principalmente pela exsudacéo de fluidos e proteinas

plasmaticas (edema) e migracdo de leucocitos, predominantemente neutrofilos.
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Ja& a inflamagdo cronica possui duracdo maior e est4d associada
histologicamente com a presenca de linfécitos e macréfagos, proliferacdo de
vasos sanguineos, fibrose e tecido necrético (Fujiwara & Kobayashi, 2005).

A inflamacdo crbnica é frequentemente associada a destruicdo
irreversivel do parénquima, sendo esta lesdo preenchida por tecido conjuntivo
fibroso (Consolaro, 2009). Células inflamatérias, principalmente neutréfilos e
macrofagos, recrutados durante a resposta inflamatéria inicial, produzem
citocinas e quimiocinas, mediadores responsaveis pela migracéo e proliferacéo
de células de reparo com fibroblastos e pela neo-angiogénese (Mantovani et
al., 2002). Portanto, para que ocorra reparo, € necessario a formacéo de novos
vasos e formacao de brotos nos ja existentes, fendmenos chamados de neo-
angiogénese e neo-vascularizacdo, e também deposicdo de nova matriz e

remodelagao (Singer & Clark, 1999).

2.5 — Fibras Colagenas

As fibras do tecido conjuntivo sdo formadas por proteinas que se

polimerizam formando estruturas muito alongadas.

As fibras coldgenas sao formadas pela proteina colageno, um tipo
de familia de proteinas, selecionadas durante a evolu¢cao dos organismos, para
exercer diferentes funcdes, principalmente estruturais. Durante esse processo,
essas proteinas, influenciadas pelo meio ambiente e pelas necessidades
funcionais do organismo dos animais, modificaram-se, adquirindo variaveis
graus de rigidez, elasticidade e forca de tensdo. O coldgeno é o tipo mais
abundante de proteina do organismo, representando 30% do seu peso seco.

(Junqueira &Carneiro, 2004).

A sintese do colageno foi inicialmente associada a um grupo
restrito de células do conjuntivo como fibroblastos, osteoblastos, condroblastos
e osteoblastos. Atualmente, entretanto, existem suficientes evidéncias que
mostram que varios outros tipos celulares também podem produzir esta

proteina, que se distingue pela sua composi¢cdo quimica, caracteristicas
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morfoldgicas, distribuicdo, funcdes e patologias. Nos colagenos tipo Il e I,
as moléculas de coldgeno (tropocoldgeno) se agregam em subunidades
(microfibrilas) que se juntam para formar as fibrilas. Pontes de hidrogénio e
interacbes hidrofébicas sdo importantes para a unido destas moléculas.
Posteriormente, esta unido é reforgcada pela formacdo de ligacdes co-valente,
catalisadas pela atividade de enzima lisil oxidade, que oxida moléculas do
aminoacido lisina, estabelecendo pontes entre elas. As fibrilas de colageno sao
estruturas finas e alongadas com diametro variavel (20 a 90 nm) e que podem
atingir varios micrébmetros de extensdo. Elas possuem estriac6es transversais
com uma periodicidade caracteristica de 64nm determinada pela sobreposicdo
das moléculas de tropocolageno. Nos colagenos tipo | e tipo lll, estas fibrilas se

associam para formar fibras. (Junqueira &Carneiro, 2004)

As fibras colagenas classicas (feitas de colageno tipo I) sdo as
fibras mais numerosas no tecido conjuntivo. Elas séo estruturas longas, com
percurso sinuoso e, por causa disto, suas caracteristicas morfolégicas sdo
dificeis de serem estudadas em cortes histolégicos. No estado fresco estas
fibras tém cor branca, conferindo esta cor aos tecidos nos quais predominam.
Estas fibras sdo birrefringentes, pois sdo constituidas por moléculas alongadas,
arranjadas paralelamente umas as outras. Desse modo, quando examinadas
no microscépio de polarizacdo, entre filtros polaréides, as fibras aparecem
brilhantes contra um fundo escuro. Alguns corantes acidos compostos por
moléculas alongadas, como por exemplo, o Sirius Red, sdo capazes de se ligar
paralelamente a moléculas de colageno intensificando consideravelmente a
sua birrefringéncia normal, produzindo uma cor amarela forte. Devido a esta
propriedade, o Sirius Red € usado como método especifico para deteccao do

colageno. (Junqueira &Carneiro, 2004).
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3- Proposicdo

O presente estudo teve como objetivos avaliar:

Histologicamente o padrdo de resposta tecidual inflamatéria dos
cimentos Sealer 26®, Epiphany®, AH Plus® e Endofill, recém-manipulados,
nos periodos de 7, 14, 21, 42 e 60 dias e a presenca da capsula fibrosa
formada na interface cimento-tecido conjuntivo e a quantidade de colageno

presente em sua constituicao.
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4-Material e Métodos

4.1- Cimentos Endodoénticos

Os cimentos testados no presente estudo e sua composi¢cao estao

apresentados no quadro abaixo:

MATERIAL INDUSTRIA COMPOSICAO
Resinas: UDMA (dimetacrilato uretano)
PEGDMA (polietileno glicol dimetacrilato)
Pentron Clinical EBPADMA(bisfenolAdimetacrilato
Epiphany® Technologies,LLC., | etoxilato), BIS-GMA (bisfenolAglicidil
Wallingford, CT, EUA. | metacrilato) .
Sulfato de bério, oOxido de bismuto,
hidréxido de caélcio, silica, aminas,
peroxidos, fotoiniciadores e pigmentos.
Pasta A: resina epoOxica, tungsténio de
Dentsply De trey, calcio, 6xido de zirconio, aerosil, 6xido de
AH Plus® Konstanz, ferro.
Alemanha Pasta B: amina adamantana, N,N-
Diberncil-5-oxanonano-diaminal,9,TCD-
Diamina, tungsteanato de calcio, aerosil,
Oleo de silicone.
Dentsply Industria e | PG: Triéxido de Bismuto, Hidréxido de
Sealer 26® Comércio Ltda. Célcio, Hexametileno Tetramina,Dioxido de
Maillefer Titanio.
Resina: Epoxi Bisfenol.
Endo Dentsply HERO P6: Oxido de Zinco, Resina Staybelite,
Fill IndUstria e Comércio | Subcarbonato de Bismuto, Sulfato de
Ltda. Petropolis- RJ, | Bario, Tetraborato de Sédio anidro.
Brasil. Liguido: Eugenol.
Quadro 1. Cimentos endodénticos, fabricantes e composicao quimica.
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Figura 1. llustracdo dos cimentos endodonticos; A. Epiphany®; B. Sealer 26®.

/44

D =
AN Plus

C D

Figura 2. llustragdo dos cimentos endodonticos: Endofill e AH Plus®.

4.2- Animais

Neste estudo foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus Norvegicus)
machos, da mesma linhagem, adultos-jovens, com idade entre 2 a 3 meses e
peso corporal entre 300 a 400g, provenientes do Biotério Central da
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Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Os animais foram mantidos
em gaiolas pléasticas forradas com serragem, recebendo racdo sdlida comercial
balanceada e &gua ad libitum e, com condicdes de saude satisfatoria.
Previamente ao inicio do presente estudo, o projeto de pesquisa foi submetido
a avaliacdo do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA- Protocolo N°
016/09 - Anexo 1), da Universidade Federal de Uberlandia, o qual foi aprovado
no dia 21 de janeiro de 2009.

4.3-Pré-Operataorio

Inicialmente os animais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos experimentais de acordo com o periodo de observacao histologica (7,
14, 21, 42 e 60 dias). Cada grupo possuia sete animais, e identificados

individualmente por nimeros (Figura 3).

Periodo de

observaggo —> 7 dias 14 dias 21 dias 42 dias 60 dias

T
M~~———

7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos

onss Pron s &2 2 Ponsd

7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos

L L2 &P &2 e

7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos

Grupos Experimentais
35 animais

7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos

Figura 3 - Representacao esquematica dos grupos experimentais.
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Os procedimentos foram realizados, de forma simultanea e
sincronizados, por uma equipe de colaboradores, o que permitiu maior

agilidade e confiabilidade dos procedimentos.

4.4-Confeccao dos Corpos de Prova

Cento e quarenta (140) corpos de prova foram confeccionados a
partir de sonda uretral estéril de 0,6mm de didmetro interno (Embramed Ind.
Com. Ltda- S&o Paulo-SP, Brasil). Os tubos foram preenchidos em toda sua
extensdo (Figura 4A) com os cimentos avaliados, manipulados de acordo com
orientacdes do fabricante, utilizando seringa plastica de 5 ml. Com uma lamina
de bisturi estéril n° 15 (Lamedid Ltda, Tamboré-SP, Brasil) realizou-se os cortes
dos corpos de prova (Figura 4B) com 10 mm de comprimento, mantendo-os em
placas de petri estéreis. Neste momento outros colaboradores preparavam as
lojas cirdrgicas nos animais para a insercdo dos corpos de prova. As
extremidades dos tubos permaneceram abertas, sendo que em uma das
pontas, no momento da insercdo dos implantes, foi completa com cimento.
Esta extremidade com cimento fresco, em intimo contato com o tecido
adjacente, foi o local de observacao da reacéo tecidual. O transporte do corpo
de prova até a regido subcutanea foi realizado com porta amalgamas. (Figura 4
C e D). A porcao lateral do tubo de polietileno serviu como controle negativo

das observagdes histologicas.
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Figura4. A. Insercdo do cimento no tubo de polietileno em toda a sua extenséao; B.
Seccgéo do tubo em partes de 1 cm; C. porta améalgama adaptado para a
insercdo do tubo no subcutaneo do rato; D. Aspecto do tubo em posicao
para a insergao.

4.5- Procedimento cirurgico

Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com o auxilio de seringas descartaveis de insulina de 1ml (BD
Plastipak®, Becton Dickinson Ind. Cirar. Ltda, Curitiba, Brasil), com Cloridrato
de Cetamina (Cetamin®- Rhobifarma inddstria farmacéutica Ltda), -
0,1ml/100gr/rato, associado ao cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®-
Vetbrands Saude Animal) 0,07ml/100gr/rato, o qual é um agente sedativo,
relaxante muscular e analgésico. (figura 5A). Apos a administragdo anesteésica,
os animais foram mantidos em suas respectivas gaiolas individuais até a
completa sedacdo. Quando necessario, realizava-se uma complementacao
anestésica.

Posteriormente, foi realizada a tricotomia manual na regido dorsal dos
animais (Figura 5B), a fim de evitar a penetracdo de pélos nas lojas cirargicas.
Em seguida, procedeu-se ao posicionamento do gabarito (Figura 5C) no dorso
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dos animais e foram feitas as marcagoes dos locais incisfes. Antes da inciséo,
a anti-sepsia do local com gaze embebida em digluconato de clorexidina 0,5%
(Figura 5D). Os cimentos em estudo foram colocados nas lojas cirurgicas de

acordo com o esquema da Figura 6.

Figura5. A. Anestesia; B. Tricotomia; C. Marcacdao realizada com gabarito; D.
Assepsia com clorexidina.

Quatro incisdes de 1cm de largura foram realizadas em forma de V com
o auxilio de uma tesoura ponta-romba nas regibes previamente marcadas
(Figuras 7 A e B). Realizou-se posteriormente a divulsdo do tecido com a
propria tesoura (Figura7 C), aprofundando-se 2 cm acima da linha de inciséo,
confeccionando assim as lojas cirdrgicas.

Os corpos de prova, contendo os cimentos teste, foram inseridos
cuidadosamente nas devidas lojas cirlrgicas, utilizando um dispositivo, tipo
porta-amalgama (Figura 7D), de forma que o corpo de prova fosse
devidamente protegido durante sua insercdo, evitando contaminacdes nas

paredes laterais. Os tubos foram posicionados de modo que a extremidade que
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continha a complementacao era voltada para a cabeca do animal, lado oposto
ao da incisdo, afim de que a reacao inflamatéria formada na area da inciséo
nao interferisse na andlise microscoépica da interface cimento/tecido conjuntivo.

Apoés o posicionamento do implante, para fechamento da ferida foi
utilizado cianoacrilato de etila (Super Bonder, Loctite, Itapevi, SP, Brasil),
cooptando os bordos da lesdo. Todos os procedimentos foram realizados sob
rigorosas condicdes de assepsia.

AplOs o0 procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas individuais para que a cicatrizacdo da ferida cirdrgica. Além
disso, os animais permaneceram sob constante observacdo diaria, para que
intercorréncias ndo pudessem comprometessem o experimento. Os animais
nao receberam medicacdo pds-operatdéria com o objetivo de ndo provocar

possiveis alteragdes nos resultados.

1- Sealer 26
2- Epiphany
3- AH Plus

4- Endo Fill

Figura 6. Demonstracao da disposi¢do dos cimentos nas lojas cirdrgicas
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Figura 7- A e B Incisdo com tesoura de ponta romba em forma de “V”, C.
divulsdo do tecido para a introdugdo do corpo de prova, D. Insercéo
do corpo de prova, E. Cola suberbonder®, F. Coaptacado dos bordos
da ferida.

4.6- Procedimento cirargico pararemocdo dos implantes.

ApOs os tempos experimentais de 7, 14, 21, 42 e 60 dias, sete
animais de cada grupo foram anestesiados e realizou-se novamente a
tricotomia e desinfec¢do da regido. Utilizando tesoura ponta-romba, procedeu-
se o descolamento e remocgédo da pele com o tubo de polietileno e tecidos
adjacentes. A localizacado dos corpos de prova foi feita por meio de palpacéao.
As areas que continham os tubos implantados foram retiradas por meio do
recorte de um retalho, abrangendo tecido normal adjacente além da area a ser
estudada (Figura 8 A,B e C). O sacrificio do animal anestesiado foi feito por
meio de deslocamento cervical.
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Figura 8. A. B.e C. Procedimento cirargico para remocao de implantes e tecidos
adjacentes.

As pecas foram fixadas com alfinete em placas de parafina para que
a pele ficasse distendida facilitando assim, o processo de fixagdo histologica.
Em seguida, foram imersas em formol a 10% tamponado e em PBS 0,1M por
48 horas, em frascos unitarios opacos, ao abrigo da luz, com a identificagdo do

rato, grupo e localizagéo dos tubos, para posterior anélise histopatolégica.
4.7-Andlise histopatoldgica
Apoés a fixagcdo, as pecas cirurgicas foram lavadas em tampao PBS,

analisadas macroscopicamente, sendo aparadas com navalhas permanecendo
cerca de 3mm de tecido em torno do implante.

38



Os espécimes foram desidratados em concentracdes crescentes de
etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina, posicionados de forma
que a face de corte do bloco fosse paralela ao longo eixo do implante (Figura 9
A).

Os blocos de parafina (figura 9) foram identificados e posicionados
em micrétomo (Micrétomo Leica RM 2145, Leica microsystems, Wetzlar,
Germany), sendo entdo seccionados até se encontrar os tubos de polietileno.
Estes foram cuidadosamente removidos e o espaco por eles ocupados foi
preenchido com parafina liquida. Apos 24 horas, a microtomia foi retomada,
obtendo-se 20 cortes semi-seriados, longitudinais a extensao do tubo, com 5
pum  de  espessura, passando pelas duas interfaces cimento
endodontico/conjuntivo subcutaneo. Metade dos cortes obtidos foram corados
em Hematoxilina e eosina (HE), para andlise qualitativa ao Microscépio de Luz
(ML- Olympus Optical Co. LTD, Brasil), segundo critério apresentado a seguir.
A outra metade das laminas histolégicas foi processada e corada em

Picrosirius para a analise das fibras colagenas utilizando polarizacéo 6tica.
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Figura9.  A. llustracdo do implante incluido em parafina. B. Lamina histolégica
contendo cortes corados em HE. C. Lamina histologica contendo corte
corado em Picro-Sirius.

4.8-Métodos de analise
4.8.1. Analise histolégica qualitativa

O processo de reparo e a intensidade da inflamag&o do tecido em
contato com o cimento endodbntico foram avaliados morfologicamente
considerando os tipos celulares presentes no infiltrado inflamatério e as

caracteristicas da céapsula presente na interface implante/tecido conjuntivo.

Para a avaliacdo histopatoldgica, foi utilizado microscopio éptico com
conjunto 6tico para aumentos de 4, 10, 40 e 100X. Para cada espécime, foram
analisadas trés laminas histoldgicas, na regido de interface cimento/tecido
conjuntivo. Foram avaliados, por meio de analise histopatolégica descritiva,
diferentes eventos microscoépicos, tais como:

e Tipo de infiltrado inflamatério (células polimorfonucleares e/ou células

mononucleares).

e Presenca de células fagocitarias (macroéfago e células gigantes
multinucleadas).

e Presenca de necrose.

e Material residual.

e Presenca de fibroblastos no local, compondo um tecido conjuntivo denso
modelado ou n&o.

A intensidade da reacdo inflamatéria foi estabelecida de forma
descritiva seguindo os critérios (FDI):

v Ausente: Auséncia de reacgdo inflamatoria.

v Discreta: Escassas células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo.

v Moderada: Grande quantidade de células inflamatérias dispostas

focalmente.
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v Intensa: Grande quantidade de células inflamatorias difusas no tecido
conjuntivo adjacente.

A intensidade da reacdo observada em cada corte foi convertida

em scores 0, 1, 2 e 3, correspondentes a inflamacao ausente, leve, moderada e

intensa, respectivamente. Os scores foram utilizados para andlise estatistica

dos dados.

4.8.2 Avaliacdo com picro-sirius e quantificacdo das fibras

colagenas na cpsula fibrosa.

Para analise morfométrica das areas de formacdo de capsula
fibrosa, foi utilizada a colorac&o Picro-sirius (PS). Para a coloracdo com PS as
laminas foram colocadas em solucdo de PS por 45 minutos, lavadas
rapidamente em agua destilada e contra coradas por 3 minutos na hematoxilina
de Harris. A seguir as laminas foram lavadas rapidamente em agua, secadas
ao ar livre, desidratadas em alcool absoluto (I, Il e Ill), diafanizadas em xilol (I, Il
e Ill) e montadas com uma gota de entelan e laminula. A quantificacdo da
espessura da capsula foi realizada sob a luz polarizada, em aumento de 200
vezes. Por esse método, o colageno mostra-se birrefringente. O colageno tipo
I, presente no tecido cicatricial apresenta fibras grossas, com coloracao
variando do amarelo-alaranjado ao vermelho. O colageno tipo Ill, produzido por
fibroblastos jovens antes do colageno tipo I, que esta presente em tecidos de
granulacédo (reticulina) se apresenta como fibras finas, pouco compactadas,
corando do amarelo-esverdeado ao verde. A regido da capsula foi marcada
para obtencdo do percentual de colageno por area de campo analisado. Foram
avaliados dois campos por corte, sendo o colageno quantificado na interface
em contato com a luz do tubo, regido de maior contato com o0s cimentos,
excluindo-se as periferias. A determinacdo da porcentagem de colagena
organizado de forma paralela, em fibras, em relacdo a area total avaliada no
campo foi obtida utilizando-se o software Image J. Os campos de interesse
foram capturados por meio de uma camera acoplada a um microscoépio e a um
computador. Os resultados foram expressos em media de porcentagem de

fibras colagenas por campo analisado. Esses dados foram submetidos a
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andlise estatistica, objetivando comparar a espessura da cdpsula fibrosa entre

0s cimentos em cada tempo experimental.

4.8.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos apos a classificacdo da intensidade de
inflamacé&o, convertidos em scores foram submetidos a teste para verificacao
da normalidade da amostra. Uma vez que esta ndo apresentou distribuicdo
paramétrica, foi aplicado o teste de Friedman seguido pelo pds teste de Dun’s.
Os dados referentes a capsula fibrosa também foram avaliados quanto a
normalidade, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se p<0.05.
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S5-Resultados

5.1. Andlise macroscopica descritiva

De acordo com o acompanhamento dos animais ao longo da
pesquisa e a analise macroscopica das pecas cirargicas, em todos os periodos
de avaliacdo, a cicatrizacdo da ferida ocorreu de forma satisfatoria, com

auséncia de exsudado.
5.2. Andlise microscopica qualitativa
5.2.1. 7 dias

No primeiro periodo de analise foi observada inflamacéo intensa,
com focos de necrose dependendo da quantidade do material residual. Notou-
se, neste tempo de avaliacédo, grande semelhanca entre os cimentos testados.
No infiltrado inflamatério observou-se predominio de linfécitos, macrofagos e
células gigantes multinucleadas de corpo estranho (Figuras 10,11,12,13). Nos
casos onde se utilizou o cimento Endofill (Figura 13), percebeu-se a
predominancia de células linfoplasmocitarias. Os vasos sanguineos
encontravam-se dilatados com microcirculagdo bastante ativa. A superficie
lateral do tubo de polietileno (controle) apresentou inflamacao discreta, com a
nitida organizacdo tecidual (Figura 30). Nesse periodo ndo se observou
formacdo de tecido conjuntivo denso circundando o material. Mas, nos casos
com utilizacdo do cimento Epiphany® (Figura 11) observou-se evolugcdo no
processo reparador caracterizado por maior organizagdo no posicionamento

paralelo das células.
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Figuralo.

Sealer 26® — 7 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Aumento da area de
contato do corpo de prova com o tecido, caracterizando uma area sem
contato com o material residual 10X. C. Aumento da regido com células
do infiltrado inflamatorio 40X. D. Aumento, evidenciando neutrofilos
(circulos pretos) e células gigantes (circulos brancos) 100X.
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Figura 11.

Epiphany® — 7 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Aumento da regido
circulada em A. Notar organizagdo paralela das células ao redor do
material (Seta) 10X. C. Aumento da regido marcada por quadrado em B
40X. D. Aumento de C. Observar presenca de células inflamatorias e
vasos sanguineos (microcirculacdo ativa) 100X.
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Figural2. AH Plus® — 7 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da &rea em
contato com o tecido. Notar o aspecto de desorganizagdo do tecido 10X.
C. Presenca de células do infiltrado inflamatério e microcirculagéo ativa
40X. D. Aumento: macrofagos com cimento em seu interior e pequenos
vasos caracterizando a microcirculagao 100X.
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Figural3. Endofill — 7 dias. A. Vista panoramica de um dos lados do implante 4X. B.
Maior aumento evidenciando tecido em contato com o material 10X. C.
Presenca de células linfoplasmocitarias em maior aumento 40X. D. Vista
panoramica do outro lado do implante. E. Infiltrado inflamatério 40X. F.
Predominancia de células linfoplasmocitarias 100X. G.Microcirculagdo
ativa (seta) e células gigantes (Circulo) 40X. H. Maior aumento células
gigantes (seta) 100X.

5.2.2. 14 Dias

Aos 14 dias, ainda observou-se a presenca da inflamacao variando
de discreta a moderada. De acordo com a quantidade de residuo presente em
contato com o tecido observou-se focos maiores ou menores de reacéo
inflamatdria. Notou-se, nos casos onde se utilizou os cimento Sealer 26®
(Figura 14), AH Plus® e Epiphany® a presenca de mastocitos. Neste periodo,
foi observado o iniciou da formacdo de tecido conjuntivo denso, isolando os
cimentos Epiphany® e AH Plus®, dos tecidos vizinhos (Figuras 15 e 16). Ja na
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presenca do cimento Sealer 26®, verificou-se ainda certa desorganizacdo
tecidual. Notou-se que a quantidade de cimento residual interfere na formacao
da barreira de tecido conjuntivo denso, estando mais bem formada em locais
onde a quantidade de residuos nao foi exagerada. Neste periodo o cimento
Epiphany® apresentou melhor resposta tecidual, apresentando inflamacéao
ausente a discreta, ainda evidenciada pela presenca de macréfagos e vasos
sanguineos congestos (Figura 15). Com o cimento Endofill percebeu-se a
presenca de infiltrado linfoplasmocitario e a auséncia de organizacao celular
nas regibes proximas ao cimento (Figural7). A regido de controle, a partir
desse periodo de observacdo, apresentou-se sem inflamacado, caracterizada

pela presenca de faixa de tecido conjuntivo denso.

Figurald4. Sealer® — 14 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Aumento da regido em
contato com o cimento. Notar a tentativa de organizacdo -celular
delimitando a regido 10X. C. Vista em maior aumento da formacéo
capsular 40X. D. Presenca de vasos congestos (seta) e mastocitos
(circulo) 40X. E. Aumento de vasos e mastdcitos (seta) 100X.
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Figurals.

Epiphany® - 14 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento regido
em contato com o cimento. Notar presenca de Células Gigantes de
Corpo Estranho (circulos) 10X. C. Regido de organizacéo celular, porém
com presenca de macrofagos (Quadrado) e vasos sanguineos (seta) 4X.
D. Macrofagos (Quadrado) e Vasos sanguineos (Seta) 40X. E. Maior
aumento células gigantes de corpo estranho 100X.
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Figural6.

AH Plus® — 14 dias. A. Vista panoramica. Area em contato com menor
quantidade de cimento (Circulo). Area em contato com maior quantidade
de cimento (triangulo) 4X. B. Maior aumento da regido em contato com o
cimento (Infiltrado inflamatério — triangulo)10X. C. Area com infiltrado
inflamatorio, presenca de vasos sanguineos (setas) e células gigantes
(Circulo) 40X. D. Aumento de C. 100X. E. Regido pouco cimento:
organizacao para formacdo de capsula 40X. F. Presenca de vasos na
capsula 100X.
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Figura 17.  Endofill — 14 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da regido
em contato com o cimento. C. Observar infiltrado inflamatério (Seta)
40X. D. Maior aumento das células do infiltrado, com presenca de
vasos sanguineos 100X.

5.2.3. 21 Dias

Aos 21dias, verificou-se desde auséncia de inflamacdo até
inflamacgéo discreta ou moderada, com presenca de macrofagos relacionados
as regides onde ha maior contato com o material avaliado. A resposta tecidual
ao cimento Sealer 26® (Figural8), foi equivalente aos cimentos Epiphany® e
AH Plus® (Figuras 19 e 20) apresentando maior organizacdo tecidual e
formacdo de tecido conjuntivo denso envolvendo regifes com cimento (figura
18). Células gigantes multinucleadas de corpo estranho, vasos sanguineos
congestos e inflamacéo intensa associadas a focos de necrose, ainda foram
notados nos implantes com Endofill (Figura 21). Neste periodo foi evidente a
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formacdo de tecido conjuntivo denso. Em algumas regides fica nitida a

presenca da capsula fibrosa irregular livre de inflamacéo (Figuras 19 e 20).

Figura 18.

Sealer 26® — 21 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Aumento da regido
em contato com o cimento 10X. C. Aumento da regido circulada em B
evidenciando capsula fibrosa com pequena condensacao (Seta vazada)
e células gigantes de corpo estranho envolvendo o material (seta) 40X.
D. Maior aumento mostrando a presenca de macrofagos 100X (Seta
vazada).
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Figura 19.

Epiphany® — 21 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C e E. Maior aumento
visualizando a cépsula fibrosa formada e presenca de mastocitos 40X.
D e F. Maior aumento dos mastdcitos visualizados em C e E 100X.
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Figura 20. AH Plus® — 21 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Formacédo cépsula espessa.
Observar maior quantidade de cimento 40X. D. Formacdo da capsula
delgada— Observar menor contato com o cimento 40X.
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Figura 21. Endofill — 21 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da regido
em contato com o cimento 10X. C. Infiltrado inflamatério e cépsula
constituida por muitas células 40X. D. Vista aproximada de células do
infiltrado (Macrofagos) e da capsula com presenca de vasos
sanguineos 100X. E. Presenca de vasos congestos e mastocito 40X. F.
Maior aumento do mastocito 100X.

5.2.4. 42 Dias

Aos 42 dias, 0 conjuntivo subcutaneo apresentou resposta
semelhante ao anterior nos cimentos Sealer 26®, Epiphany® e AH Plus®.
Notou-se a formacao de tecido conjuntivo denso (capsula fibrosa) envolvendo o
material residual presente e reacao inflamatoria ausente, apresentando-se em

certas regides de forma discreta, com presenca de poucas células inflamatorias
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e vasos congestos em regides de maior contato com o cimento (Figuras 22, 23
e 24). J& com o cimento Endofill, verificou-se ainda a presenca de infiltrado
linfoplasmocitario e presenca de macréfagos, desorganizacdo tecidual e, em
alguns casos avaliados, reacao inflamatoria variando de moderada a intensa
(Figura 25).

Figura 22. Sealer 26® — 42 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Vista ampliada da
regido em contato com o cimento 10X. C. Presenca de capsula fibrosa
envolvendo o cimento 40X. D. Notar células inflamatérias apenas focais
relacionadas a presenga do cimento 100X.
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Figura 23.

Epiphany® — 42 dias. A. Vista Panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Maior aumento da regido
distante do cimento 10X. D. Regido marcada em B, n presenca de
capsula fibrosa pouco condensada e presenca de macrofagos e células
gigantes 40X. E. Maior aumento das células. F. Maior aumento da
regido marcada em C. Presenca de macréfagos, vasos sanguineos e
células inflamatérias 40X. G. Maior aumento de macréfagos (setas),
vasos sanguineos (setas vazadas) e células inflamatorias (quadrado).
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Figura 23.

AH Plus® — 42 dias. A. Vista Panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Maior da regido marcada em
B. Notar auséncia de inflamacdo e organizagdo da capsula fibrosa
envolvendo o cimento 40X.
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Figura 25.  Endofill - 42 dias. A. Vista panorédmica 4X. B. Maior aumento da regido
em contato com o cimento 10X. C. Ampliacdo do infiltrado
linfoplasmocitario 40X. D. Células do infiltrado com presenca de vasos
sanguineos 40X. E. Presenca de macrofagos 100X. F. Ampliacdo dos
macrofagos 100X.

5.2.5. 60 Dias

Aos 60 dias, nos cimentos Sealer 26, Epiphany e AH Plus
observou-se presenca de capsula fibrosa isolando o cimento residual do tecido
conjuntivo adjacente. Neste periodo, notou-se a presenca constante de
mastocitos (Figuras 26, 27 e 28). A inflamacdo observada foi discreta e focal,
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associada a regido onde havia maior quantidade de cimento residual. No caso
do cimento Endofill, observou-se reagdo inflamatoria ainda presente, com a
capsula fibrosa formada por muitas células e vasos sanglineos, e pouca

quantidade de colageno. (Figura 28).

Figura 26. Sealer 26® — 60 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Maior aumento regido
marcada com quadrado em B. Presenca de capsula fibrosa 40X. D.
Maior aumento da regido circulada em B. Presenca de vasos
sanguineos e mastocitos 40X. E. Maior aumento de vasos sanguineos
(Setas vazadas) e mastdcitos (Setas) 100X.
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Figura 27.

Epiphany® — 60 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Vista ampliada da regido
marcada em A. Presenca de capsula envolvendo o cimento 40X. D.
Vista ampliada da regido marcada em B. Presenca de vasos
sanguineos (Setas) e mastocitos 40X. E. Maior aumento de
mastocitos 100X.
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Figura28. AH Plus® — 60 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da
regido em contato com o cimento 10X. C. Notar cépsula fibrosa
envolvendo tecido 40X. D. Maior aumento evidenciando presenca de
mastocitos 100X.
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Figura29. Endofill — 60 dias. A. Vista panoramica 4X. B. Maior aumento da regiao
em contato com o cimento 10X. C e D. Maior aumento da capsula.
Notar a pouca condensacéo fibrosa e quantidade de células. Presenca
de vasos sanguineos 40X.

Figura 30. Imagens representativas em HE mostrando auséncia de inflamac&o nas
paredes laterais do tubo de polietileno. A. Cimento Sealer 26®. B.
Cimento Epiphany® (40 x).
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5.3. Analise quantitativa

5.3.1. Avaliacdo quantitativa da intensidade da reacéo

inflamatoéria.

Em sete dias, o tecido conjuntivo subcutaneo de todos os animais
apresentou caracteristicas correspondentes a reacdo inflamatoria severa
(Quadro 1,2,3 e 4), ndo sendo observadas diferencas estatisticas significantes
entre os grupos (p>0.05). Aos 14 e 21 dias os cimentos Epiphany® e AH
Plus® mostraram diferencgas estatisticas significantes quanto a intensidade da
reacdo apresentada quando comparados ao cimento Endofill (p=0.0005,
p=0.0003, respectivamente). O cimento endofill manteve-se 0 mais agressivo

aos 42 (p=0.0203) e 60 dias (p=0.0072) comparado ao cimento Epiphany®.

Quadro 1. Relacédo dos implantes subcutaneos e a intensidade das respostas
inflamatorias observadas para o Sealer 26®, em funcdo do periodo

experimental

Material Sealer 26®

Dias 07 14 21
Implantes | 1 |2 |3 |4 |5 |67 [8[09o]10[11|12[13[14[15[16|17[18[19|20]21

Ausente
2
S Leve X X X X X X X
qu Moderada X X X X X X X
[=

Severa |y | x | X | X | X | X | X
Material Sealer 26®

Dias 42 60
Implantes |1 |2 [3[4]5]6[7[8]09]10]11[12[13]14

Ausente X X | x X | x| x X X

Leve X | x X X X X

Inflamagao

Moderada

Severa
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Quadro 2. Relagao dos implantes subcutaneos e a intensidade das respostas

inflamatorias observadas para Epiphany®, em funcao do periodo experimental

Material Epiphany®
Dias 07 14 21
Implantes | 1 |2 |3 |4 |5|6|7[8|9[10/11|12[13]14[15|16 17|18 |19 |20
Ausente X X X X X X
(]
S| Leve X | x X | x X | x
“_% Moderada %
£
Severa | x | X | X | X | X | X|X
Material Epiphany®
Dias 42 60
Implantes | 1|2 |3 4|5 [6[7[8]9/[10/11[12/13]14
Ausente | » | x | X | X | X | X | X | X | X | X | x| Xx]|Xx]|X
'{o';, Leve
©
r_% Moderada
E
Severa
Quadro 3. Relagcdo dos implantes subcutaneos e a intensidade das respostas
nflamatorias observadas para AH Plus®, em fun¢éo do periodo experimental
Material AH Plus®
Dias 07 14 21
Implantes | 1 |2 |3 |4 |56 |7 [8/9 /10|11 /12|13[14 (15|16 |17 |18 |19 |20
Ausente X X X
2
S| teve X | x X | x X | x X | x| x
“LEE Moderada X
=
Severa | x | X | X | X | X |X|X
Material AH Plus®
Dias 42 60
Implantes | 1|2 |3 4|5 67 /8/]9/10/11|12/13]14
Ausente X X X X X X X X X
Leve X X X X X

Moderada

Inflamagao

Severa
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Quadro 4. Relagao dos implantes subcutaneos e a intensidade das respostas

inflamatorias observadas para Endofill, em funcdo do periodo experimental

Material Endofill
Dias 07 14 21
Implantes 4 718 10 (11|12 |13 |14 (15|16 |17 |18 |19 |20 | 21
Ausente
o
‘§. Leve X
€
% Moderada X X X X X X
Severa X X | x X X | x X | x
Material Endofill
Dias 42 60
Ausente X X
o
*§, Leve X X X
“_% Moderada X X X
[=
- Severa

coladgenas na capsula fibrosa.

Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas nas porcentagens
de fibras coldgenas na capsula fibrosa presente na interface cimento/tecido
conjuntivo, nos diferentes grupos avaliados, independente do tempo de analise
(p>0.05). Os valores de p observados nos periodos de 7, 14, 21, 42 e 60 dias

encontram-se figura 32.
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Figura 31. Imagens representativas da organizacdo da cépsula fibrosa corada em
Picrosirius. A. Cimento Epiphany®, 7 dias (20X). B. Endofill, 7 dias
(20X). C. Sealer®, 14 dias (20X). D. Endofill, 14 dias. (20X).
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Figura 32. Analise estatistica das porcentagens de capsula fibrosa presente na
interface luz do tubo/tecido conjuntivo, nos diferentes grupos de
cimentos endodonticos avaliados, observados nos periodos de 7 (A),
14 (B), 21 (C), 42(D) e 60(E) dias.
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6- Discussdo

A necessidade de se conhecer melhor a composi¢cdo quimica dos
cimentos, bem como suas propriedades fisico-quimicas e biologicas, para uma
correta indicacdo clinica induz, cada vez mais, ao questionamento desse
assunto. Inumeras pesquisas sdo realizadas com o0s varios materiais
disponiveis, porém, poucas comparativas considerando os quatro cimentos,
com as diferentes composi¢des quimicas, utilizados nesta pesquisa.

Varios testes podem ser realizados para se Vverificar a
compatibilidade biolégica de um material. Atualmente, existem trés etapas
recomendadas para essa avaliacdo: o0s testes iniciais ou primarios que
fornecem um perfil geral de toxicidade do material e sao realizados in vitro, 0s
testes secundarios que avaliam a toxicidade local, sdo realizados in vivo e 0s
materiais entram em contato direto com os tecidos e, por fim, a indicagdo do
teste ou testes comprobatérios, dependendo da utilizacdo do material na
terapia endodéntica. Os métodos para implantacdo em tecido subcutaneo de
animais sdo amplamente utilizados para avaliar a resposta biolégica macro e
microscopica do tecido ao material implantado, sendo considerados testes
secundarios. A escolha por esse método se deve ao fato que esse processo de
determinacdo de biocompatibilidade permite averiguar o comportamento dos
materiais em contato com tecidos semelhantes aos envolvidos na terapia
endoddntica, tornando possivel dentro de certos limites, a projecdo dos
possiveis efeitos dos cimentos nos tecidos da regido apical e periapical. (Costa
et al, 2001; Kaplan et al.,2003; Ozbas et al., 2003; Zmener et al., 2004; Sousa
et al.,2006; Batista et al.,2007; Zafalon et al. 2007).

O rato de laboratoério Rattus norvegicus albinos, wistar foi o animal
experimental utilizado neste estudo, sendo segundo Hedrich et al. (2000), o
espécime que melhor representa o funcionamento do sistema mamifero. Ele
oferece um modelo Unico, com vantagens para se simular as doencas

humanas, assim, possibilitando o desenvolvimento de novos agentes
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terapéuticos, como também o estudo das respostas aos agentes do meio
ambiente.

A reproducdo do rato em laboratério permite a eliminacdo de
fatores individuais, como deficiéncia imune, ou estarem afetados com alguma
doenca, além de facilitar a obtencdo do nimero maior de amostras. Para o
presente estudo foram selecionados ratos machos devido as variagdes no ciclo
hormonal das fémeas e, padronizados quanto a saude, idade e peso corporal.

Experimentos com ratos também apresentam a vantagem de
constituirem uma técnica bem controlada, padronizada, com pequeno numero
de variaveis, permitindo a obtencdo de resultados em curto espaco tempo.
Oferece ainda: 1) uso de limitada area para a manutencdo dos animais; 2)
facilidade de limpeza e higienizacdo da area reservada a manutencdo dos
animais no pos-operatorio; 3) metodologia de execucédo relativamente simples,
possibilitando o trabalho em véarios animais em curto periodo de tempo; 4) esta
metodologia ndo envolve tecido calcificado, ndo havendo necessidade de
descalcificacdo dos espécimes, 0 que acelera o processamento laboratorial; 5)
ela oferece a possibilidade de comparar a resposta tecidual no mesmo animal,
para diversos materiais experimentais implantados, inclusive como controle; e
6) o0 custo para o seu desenvolvimento € relativamente baixo (Costa et al,
2001).

O implante de pastas e cimentos em tecidos moles necessita, ha
maior parte das vezes, de veiculos especiais que permitam um controle de sua
forma e tamanho. Foram utilizados tubos de polietileno, que ndo causam
irritacdo aos tecidos circunjacentes, sendo a reacdo na abertura do tubo
relacionada apenas a toxicidade do material. Além disso, eles imitam as
condicbes do canal radicular (o contato da abertura apical com o tecido
conjuntivo periapical) (Ozbas et al.,2003), permitem a utilizacdo de materiais
recém manipulados (Kolokuris et al., 1996) e, o controle da quantidade de
material que ficara em contato com os tecidos. Segundo Batista et al. (2007), a
intensidade da resposta inflamatoria esta na dependéncia do tipo do material,
do periodo de tempo pos-implante e da quantidade de material, sendo maior a

intensidade onde houver mais material.
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De acordo com as normas da FDI, deve-se utilizar quatro implantes
por animal, diminuindo as variaveis do método, sendo que um dos tubos deve
servir como controle. Seguindo essas recomendacfes, realizamos como
Gordyusus et al, (1998); Onay et al, (2007); quatro implantes por animal, porém
nao deixamos um dos tubos vazios. Utilizamos a porc¢éao lateral do tubo, (Costa
et al., 2001; Zafalon et al.,2007) que ndo entrou em contato com o material
analisado como controle, o que possibilitou também avaliar a severidade do
trauma cirargico (Olsson et al., 1981).

Embora n&o haja uma padronizacdo na literatura, torna-se
importante considerar o diametro interno do tubo utilizado. Optamos pelo
didametro interno de 0,6mm, por presumir que quanto menor o diametro, menor
a chance de extravasamento de material para o tecido. Apesar de alguns
autores (Valera et al., 2004; de Campos Pinto et al.,2008) preconizarem o
fechamento de uma das extremidades, optamos por nao realizar tal
procedimento, preenchendo todo o tubo, deixando uma delas sobre retracdo
inicial e complementando a outra para que ndo houvessem espacos vazios.
Observamos que apesar das duas extremidades estarem abertas, ndo houve
interferéncia na avaliacdo histoldgica, e recomendamos tal modificacdo
metodoldgica, pois esse método diminui a necessidade de manipulacdo
demasiada dos corpos de prova e, consequentemente, as chances de
contaminacéo.

A movimentacdo dos tubos foi outro fator a ser considerado, porém
quando se observa a formacdo de uma cépsula fibrosa ao redor de sua parede
lateral pode-se deduzir que houve limitacdo do movimento, possibilitando o
reparo regular. Para maior controle da posicdo dos implantes foi realizada
apenas uma divulsdo do tamanho necessario para a implantagéo.

Outro fator importante foi a escolha do uso de cianocrilato de etila
(Super Bonder, Loctite, Itapevi, SP, Brasil) para fechamento das lojas cirargicas
no dorso dos animais. A realizagdo de suturas, mesmo por equipes
experientes, tensiona a pele do rato, podendo interferir nos resultados. O
cianocrilato de etila € um material que possui comprovada seguranca para ser

utilizado em substituicdo as suturas para fechamento de feridas cirdrgicas
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(Bocca et al., 1999; Borba et al., 2000), além de estudos comprovarem sua
biocompatibilidade tanto in vivo (Bhaskar et al., 1972; Yoshimine et al., 2007),
quanto in vitro (de Azevedo et al., 2003). Além disso, esse material possui
caracteristicas hemostaticas e antinflamatérias, bem como uma alta
capacidade de adesdo em ambientes iumidos (Naves, 1999).

Apesar da inclusao realizada com glicolmetacrilato (GMA), permitir
melhor definicdo, resultando na clara distincdo de células inflamatdrias crénicas
e agudas (Gomes-Filho et al. 2001) quando comparado com o método de
inclusdo em parafina, optamos pela utilizagdo desta visto que, os cortes
também foram utilizados para coloragdo em picro sirius, uma vez que a

inclusdo em GMA permite um limitado nimero de coloracoes.

A remocdo dos tubos foi realizada somente ap6s a inclusdo da peca
(Olsson et al.,, 1981), para n&o ocorrer a remogdo da interface tecidual
adjacente ao implante, o que prejudicaria a posterior avaliagcdo deste local
considerado de maior importancia. Os cortes foram feitos de modo semi-
seriados, ao longo eixo do tubo como recomendado pela ADA (1972).

A literatura apresenta uma grande variedade de tempos
experimentais, que se baseiam tanto nos critérios definidos pela ISO 10993-6
(1994) e ADA (1972, 1982), como pelos objetivos pretendidos. Quando se
pretende avaliar a intensidade dos efeitos relacionados a inflamacédo aguda,
devem ser programados periodos curtos (24-48h). Nas primeiras horas apos a
agressao, o processo inflamatério € caracterizado pela atuacdo do sistema
complemento, com formacdo de compostos vasoativos, reconhecimento e
fagocitose por macréfagos residentes e liberacdo de mediadores quimicos que
levam a alteracdes vasculares e a migracao de células inflamatérias para o
local da injuria (especialmente neutrofilos). (Siqueira Jr., 2003 a; Siqueira Jr.,
2003 b; Consolaro, 2009).

Apesar de reconhecer a importancia de reacdes teciduais imediatas
a presenca dos cimentos endodénticos, optamos por ndo avaliar periodos
curtos, visto que analise das caracteristicas da reagéo inflamatéria poderia ser

mascarada pelo efeito do trauma cirargico (Xavier et al.,1974).
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A 1SO 10993-6 (1994) sugere que o periodo inicial para avaliacdo
histologica seja de, no minimo, sete dias apds o procedimento operatério.
Segundo recomendacdes da ADA (1972, 1982), os periodos podem variar de
7-10, 21-35, 60-80. Porém, ndo ha um consenso na literatura quanto aos
tempos utilizados em estudos de biocompatibilidade de materiais em tecidos
subcutaneos. Encontra-se avaliagdes das reacdes inflamatorias, apds periodos
de 10, 30, 90 e 120 dias (Zmener et al., 2004); 7 e 30 dias (Holland et al., 2002;
Gomes-Filho et al., 2008); 3, 7 e 21 dias (Shahi et al., 2006); 7, 30 e 60 dias
(Gomes-Filho et al., 2007; Scarparo et al., 2009); 5, 15, 60 e 120 dias
(Kolokouris et al., 1998); 28 e 84 dias (Sousa et al., 2006); 7, 15, 30 e 60 dias
(Bodrumlu et al., 2008); 7, 21 e 42 dias ( de Campos-Pinto et al.,2008; Garcia
et al., 2010). Para o presente estudo, optamos pelos periodos de 7, 14, 21, 42
e 60 dias pela possibilidade de acompanhar a evolucao da reagéo inflamatoria.

E provavel que as diferencas encontradas nos estudos relacionados
a biocompatibilidade de cimentos endodénticos estejam relacionadas aos
critérios de analises utilizados pelos autores. Em dados revisados na literatura,
nota-se a busca por avaliar os graus de reacédo inflamatéria através de fatores
como componentes celulares do infiltrado inflamatério, caracteristicas da
capsula fibrosa, presenca ou auséncia de abscessos e necroses teciduais.
Porém, mesmo havendo sugestdes quanto a critérios por normatizacdo da
ANSI/ADA (1979) e FDI (1980), percebe-se a falta de padronizacdo nesta
metodologia de avaliacdo. Os critérios utilizados para avaliacdo histologica
desse trabalho basearam-se nas normas da FDI (1980), segundo a qual as
reacdes sdo consideradas ausentes, leves, moderadas e severas, utilizando-se
para tal, de caracteristicas como proporcdo de determinados tipos celulares
como neutréfilos e macréfagos, e integridade ou necrose da matriz extracelular.

As analises histoldgicas podem ser feitas por métodos qualitativos
ou guantitativos. No presente estudo, optamos pelos dois métodos de analise,
porém consideramos a analise qualitativa essencial para a compreensao dos
fendbmenos observados, visto que a intensidade da reacdo varia conforme o
campo analisado, sobretudo nas regides de contato direto cimento/tecido, o

gue poderia mascarar 0s resultados encontrados. Estudos como os de
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Gorduysus et al. (1998); Koloukuris et al.(1998); Zafalon et al. (2007); de
Campos Pinto et al. (2008) aproximam da forma da avaliacdo sugerida e
utilizam a analise descritiva dos eventos observados.

A despeito da analise quantitativa realizada, consideramos as
reacOes teciduais como processos tridimensionais, o que torna impossivel
realizar avaliagbes precisas de modo quantitativo, pois devemos considerar
gue a analise deve ser feita camada por camada em seccdes finas de cortes
bidimensionais, o que permite uma interpretacéo subijetiva.

A quantificacdo da resposta tecidual, segundo Olsson et al.(1981),
somente serd possivel em materiais que apresentem graus de irritabilidade
bem distintos, o que ndo era esperado neste estudo, apesar dos cimentos
avaliados possuirem bases distintas. As analises quantitativas ndo permitem
uma observacdo de cada e todo evento que caracteriza 0 processo
inflamatorio, neste tipo de tecido, e esses eventos sdo considerados essenciais
para avaliacdo dos materiais. Porém a analise descritiva em si ndo permite
uma comparacao exata entre os cimentos ou entre os diferentes periodos
experimentais para um mesmo material. Segundo Zmener et al. (2005),
medidas histolégicas e histométricas ndo podem prever o resultado de uma
terapia endodontica, e funcionam apenas como indicadores da
biocompatibilidade do material. Diante do exposto, realizamos os dois métodos
de analise, de forma complementar.

Embora os cimentos investigados no presente estudo tenham sido
avaliados previamente, esse é o0 primeiro trabalho realizado in vivo,
comparando os quatro cimentos escolhidos, recém manipulados (antes do
periodo de presa) em que foi avaliada a intensidade da reacao inflamatéria e
formacao da capsula fibrosa.

Apesar de apresentar desempenho satisfatério quanto algumas
caracteristicas fisico-quimicas; impermeabilidade, constancia de volume,
adeséao (Leal et al.,1975; Benatti et al., 1978) ; os cimentos a base de 6xido de
zinco e eugenol apresentam uma vasta literatura que ressalta o seu alto

potencial de irritabilidade as células e aos tecidos vitais.
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Varios estudos avaliaram cimentos a base de Oxido de zinco e
eugenol, utilizando testes primarios (Hume, 1984; Hume, 1988; Kolokouris et
al., 1998; Guigand et al., 1999), testes secundarios ( Economides et al., 1995;
Gorduysus et al., 1998; Figueiredo et al., 2001; Araujo, 2008; Zmener et al.,
2010) e testes de aplicacdo (Bernath & Szabd., 2003; Borlina et al., 2010)
Nesses, foi determinado seu carater irritante, o qual exerce influéncia direta
sobre o processo de reparo tecidual apos o término do tratamento de canais
radiculares. Tal caracteristica, reafirmando resultados encontrados por
Scarparo et al., 2009; Schwarze et al, 2002; pode ser evidenciada na resposta
tecidual a esse material (Endofill) a qual, em nosso trabalho, apontou para a
presenca de um infiltrado inflamatério crénico que se manteve presente ao
longo de todos os periodos avaliados.

Muitos estudos atribuem a intolerancia tecidual ao ZOE a liberagéo
lenta e prolongada do eugenol (Economides et al., 1995; Kolokouris et al.,
1998; Figueiredo et al., 2001; Kaplan et al.,2003). Muitas vezes, seu potencial
téxico pode ser neutralizado por ligagdes com proteinas plasmaticas, como as
meteloproteinases, ou pelo célcio, frequentemente presente nos cimentos
(Orstavick, 1988). As metaloproteinases sdo importantes no processo
inflamatorio, porém Santos et al., (2004), demonstrou que elas sao inibidas
pela presenca do oOxido de zinco, causa secundaria da atividade deletéria
desse cimento (Economides et al.,1995).

A presencga do eugenol que, pode permanecer em sua forma livre
por até 10 anos (Queiroz, 2008. Arauljo, 2008) interfere no processo de
fagocitose, alterando a capacidade de aderéncia dos macréfagos ao substrato.
Ele neutraliza a funcédo antimicrobiana dos neutréfilos influenciando a reacgéo
nos tecidos periapicais (Geurtsen, 2001; Chen et al. 2008); em altas
concentracbes, este componente € bactericida, atuando como inibidor da
respiragdo celular (Hume, 1984); e, em baixas concentracbes inibe a
guimiotaxia de células leucocitarias, a sintese de prostaglandinas e a possui
atividade neurotéxica. (Markowitz et al,1992). Além disso, esse composto

apresenta baixa capacidade de ser fagocitado e eliminado, permanecendo
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particulas de Oxido de zinco e eugenol nos tecidos periapicais, que leva a
persisténcia do processo inflamatério.

A incorporacao do hidroxido de célcio aos cimentos endodénticos foi
sugerida com o objetivo de melhorar as propriedades biolégicas dos materiais
obturadores, adequando as condi¢des bioquimicas do meio a fim de acelerar o
processo de recuperacao tecidual e reduzir a resposta inflamatoria causada por
outros componentes do cimento (de Oliveira et al.,, 2010). Porém, devemos
lembrar que este é um produto de pH elevado (Hauman & Love, 2003a) e que
0 contato direto com o tecido pode levar a necrose.

De acordo com nossos resultados e, como mostrado em prévios
estudos (Leonardo et al., 1997; Silva et al., 1997), o Sealer 26® provocou uma
reacao inflamatéria inicial severa, com presenca de necrose que foi,
gradativamente, diminuindo no decorrer dos tempos experimentais. Embora
ndo tenha sido possivel identificar com precisdo o grau de neutrofilia, no
presente estudo, devido a imensa destruicdo da matriz aos 7 dias, a severidade
da inflamacgé&o inicial foi ponto comum em todos os animais avaliados. Silva et
al., 1997, encontrou resultados desfavoraveis semelhantes, em periodos de 2 a
16 dias. Aos 21 dias, alguns focos de desorganizacao tecidual ainda persistem
em areas onde o material ndo foi completamente fagocitado. Com 42 e 60 dias,
a inflamacdo se apresentou praticamente inexistente, com poucas areas de
inflamacdo suave nos casos onde o contato do cimento foi de certa forma
exagerado. Figueiredo et al.,, (2001) relatou que o Sealer 26® causou
inflamacdes leves quando avaliado por longo periodo de tempo.

O efeito irritante inicial desse cimento se deve as varias substancias
presentes em sua formulacdo. Alguns autores (Economides et al.,1995)
atribuem essa caracteristica ao formaldeido liberado como produto da
decomposicdo da hexametilenotetramina. Por outro lado, outros como Benatti
et al.(1982) defendem que a parte mais irritante desse material € a resina éter
de bisfenol- A- diglicidil.

A analise qualitativa e quantitativa demonstrou similaridade entre o
comportamento dos cimentos AH Plus® e Sealer 26®, com uma reagao

tecidual inflamatéria inicial variando de moderada a severa, decrescente ao
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longo do experimento. Este fato concorda com pesquisas anteriores que
demonstram que o AH Plus® causa um efeito citotdxico inicial in vitro somente
durante o periodo inicial pés-implante. (Schwarze et al., 2002). Efeitos como
citotoxicidade, genotoxicidade ou mutagenicidade nao foram relatados em
periodos de analises longos. Embora o periodo de toxicidade do AH Plus® seja
considerado curto, seu comportamento biologico desfavoravel € atribuido as
pequenas quantidades de formaldeido liberadas, que levam a inducédo de
respostas nao-neoplasmaticas tais como degeneracao epitelial e agrupamento
de células do infiltrado inflamatorio, além de reacBes alérgicas e necrose do
tecido conjuntivo (Kaplan et al., 2003; Sousa et al., 2006) e as aminas
adicionadas a sua composicdo para acelerar o processo de polimerizacao
(Sousa et al., 2006; Merdad et al., 2007).

Agentes adesivos e cimentos resinosos foram desenvolvidos para a
utilizacdo endodbéntica como possibilidade de melhorar os materiais
obturadores. O sistema Epiphany®/Resilon® (Pentron clinical Technologies,
LLC, Wallingford, CT, EUA) utiliza cones de resinas de poliéster associados ao
cimento a base de metacrilato com polimerizacédo dual e um adesivo dentinario.
Alguns autores atribuem, ao cimento Epiphany®, caracteristicas como:
hidrofilia, maior penetracdo nos tubulos dentinarios (Zmener et al., 2008) e
melhor adesividade tanto a dentina radicular, através do uso de primers auto-
condicionantes, quanto aos materiais obturadores (Shipper et al., 2004).

Este material pode promover uma hibridizacdo com o substrato da
dentina e o adesivo quimico com o Resilon®, promovendo resisténcia a
infiltracdo bacteriana (Shipper et al., 2004, 2005) e a fratura (Teixeira et al.,
2004).

Recentemente, alguns autores observaram, em estudo in vivo, que o
cimento Epiphany® esta associado com uma menor prevaléncia de periodontite
apical (Shipper et al., 2005). Esse fato se deve provavelmente a sua maior
resisténcia a infiltracdo citada anteriormente e ao seu alto indice de liberacéo
de calcio (Shipper et al., 2004; Versiani et al., 2006). Os ions célcios liberados
tem mostrado favorecer o meio tornando-o mais alcalino, conduzindo a efeitos

bioguimicos que culminam na aceleracdo do processo de reparo (Sousa et al.,
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2006). Seu efeito citotdxico inicial, de acordo com Merdad et al.(2007), poderia
estar relacionado aos monémeros constituintes do agente de unido dentinéria,
BIS-GMA e uretano dimetacrilato (UDMA), sendo agravado pelo componente
trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA).

Outro aspecto na avaliagdo da resposta biologica por diversas
vezes negligenciado é a formacdo da capsula fibrosa. A presenca dessa
capsula permite identificar se ha limitacdo do processo ja que sua formacao
restringe a presenca do infiltrado inflamatoério as areas em contato préximo com
o material. Segundo Valera et al. (2004), o fendmeno reparativo, caracterizado
pela formacao capsular, ocorre paralelo e independente da reacgdo inflamatoria
causada pelos cimentos. De acordo com Perassi (2004), sua formacao também
representa uma resposta do tecido imune que torna corpos estranhos
inofensivos ao organismo. Autores como Scarparo et al. (2009), que utilizam
critérios que contemplam a observacdo da presenca e das caracteristicas de
espessura da condensacdao fibrosa e sua relacdo com o infiltrado inflamatorio
consideram sua formagcdo como um critério de aceitabilidade do material. Por
outro lado, Podshadley e Harrison (1966) e Alle & Marchesano (1998) afirmam
que a espessura da capsula fibrosa € diretamente proporcional a intensidade
da resposta tecidual e, Wolfaardt et al. (1992) defendem que sua formacéo ao
redor do material é inaceitavel em testes subcutaneos.

O fibrosamento ocorre de forma irregular e pode variar em
densidade e organizacdo dependendo do periodo experimental avaliado,
quantidade e base do cimento em contato com o tecido. Baseando-se nessas
variaveis, podemos observar tanto em HE quanto na coloracéo picro Sirius, que
ao longo dos periodos experimentais houve um aumento progressivo da
espessura do tecido conjuntivo denso, limitando a area de reacédo inflamatéria
as zonas mais proximas dos cimentos testados para todos os grupos. De
acordo com Nassri et al.(2003), a presenca do aumento na colagenizacao
concomitante ao aumento dos periodos experimentais, mesmo que em escala
sensivelmente menor, e ainda que pela tendéncia de dispersédo do material e a

constancia na irritacdo, indica a evolugcéo do processo de reparacao.

80



Quando se compara as caracteristicas da condensacdo fibrosa
entre os grupos, nota-se a semelhanca no desenvolvimento e maturagao
capsular entre os cimentos Sealer 26® e AH Plus® e certa superioridade do
Epiphany®. Entretanto, o cimento Endofill apresentou em todos os tempos
avaliados, confirmando resultados obtidos por Scarparo et al. (2009), uma
condensacdo fibrosa menos intensa, embora sem diferenga estatistica
significante. Embora os dados quantitativos n&do tenham demonstrado
significancia, as observacoes realizadas na analise qualitativa sugerem relacéo
entre a capsula fibrosa e o poder de irritabilidade aos tecidos, visto que uma
capsula fibrosa bem organizada limitando a area de inflamacao restringe a
expansao da reacdo para regides distantes da presenca do material.

Outro achado adicional no presente estudo foi a presenca de
mastocitos observada no tecido conjuntivo principalmente nas areas
perivasculares em periodos mais adiantados avaliados dos cimentos Sealer
26®, Epiphany® e AH Plus® sugerindo de acordo com Zafalon et al., (2007) a
possivel reacdo de hipersensibilidade tardia. De acordo com Bratel et al.
(1998), materiais endodonticos podem induzir a essa reagdo mesmo em
concentracdes subtoxicas.

Outros estudos, entretanto, relatam a funcdo relevante dos
mastoécitos na génese do tecido conjuntivo, incluindo a liberacdo de mediadores
que estimulam a proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno
(Garbuzenko et al., 2002; Pereira et al.,, 2007). Eles demonstram a relacdo
existente entre a presenca de fibrose e o numero de mastocitos na pele
(Garbuzenko et al., 2002) e lingua (Pereira et al., 2007). Porém, ndo foram
encontrados relatos prévios, sobre a analogia do padrdo de fibrose com o
namero de mastocitos na reacdo com o tecido conjuntivo e cimentos
endodonticos. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para verificar a
presenca dessas células e sua verdadeira atuacao frente a esses materiais.

Como previsto, independente do tipo de cimento utilizado, a
quantidade de material extravasado no interior do tecido variou de pequena a
grande. De modo geral, foi observada uma resposta tecidual mais intensa nas

extremidades que continham excesso de cimento, o que coincide com 0s
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achados de outros autores (Bernath & Szabo, 2003; Batista et al., 2007). A
presenca do material no tecido ird proporcionar uma maior irritacdo fisica e
quimica, devido a maior area de contato (Siqueira Jr., 2005). Desta maneira,
pode-se supor que haverd uma alta liberagdo de componentes irritantes,
causando inflamac&o de grande porte, ao contrario de quando o cimento esta
confinado no diametro do tubo (Bernath & Szabo, 2003).

Nossos dados, portanto sugerem que além do tipo de cimento
utilizado e o periodo experimental pods-implante, como descrito por outros
autores (Silva et al., 1997; Kolokouris et al., 1998; Schwarze et al.,, 2002;
Batista et al., 2006), a resposta tecidual € mais intensa e o0 processo de reparo

mais lento em regides onde a quantidade de cimento extravasado € maior.
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7- Conclusdes

Dentro das condicdes e limitacdes desse estudo e a partir da analise

dos resultados foi possivel concluir que:

e Todos os cimentos testados provocaram uma reacdo inflamatoéria
inicialmente severa que decresceu ao longo dos periodos avaliados. O
cimento Endofill se manteve o mais irritante aos 42 e 60 dias comparado

aos demais cimentos avaliados;

e Todos os materiais avaliados foram tolerados pelo tecido conjuntivo em

periodos de observacao tardios;

e A quantidade de material em contato com o tecido, o tipo de cimento
utilizado e o periodo pés-implante avaliado influenciaram diretamente a
resposta tecidual.

e A formacdo da capsula fibrosa, presente em todas as interfaces
analisadas, se apresentou como uma protecédo desenvolvida pelo tecido
a presenca de um material irritante, sendo mais espessa (maior
quantidade de colageno) em locais onde a quantidade de cimento foi
maior e ao longo dos periodos analisados sua presenca favoreceu a

reparacao tecidual.
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Roferénias

* De acordo com a Norma da FOUFU, baseado nas Normas de Vancouver. Abreviaturas
dos periédicos com conformidade com Medline (Pubmed).
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