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SE

Rudyard Kipling

Se & capaz de manter tua calma, quando,
todo mundo 3o redor i3 a perdeu e te culpa.
De crer em ti quando estio todos duvidando,
e para esses no entanto achar uma desculpa.

Se &s capaz de esperar sem te desesperares,

ou, enganado, ndo mentir ao mentiroso,

Ou, sendo odiado, sempre 3o 6dio te esquivares,
e njo parecer bom demais, nem pretensioso.

Se s capaz de pensar - sem que 3 isso so te atires,

de sonhar - sem fazer dos sonhos teus senhores.

Se, encontrando a Desqraca e o Triunfo, consequires,
tratar da mesma forma a esses dois impostores.

Se &s capaz de sofrer 3 dor de ver mudadas,
em armadilhas as verdades que disseste

E as coisas, por que deste a vida estracalhadas,
e refazé-las com o bem pouco que te reste.

Se &s capaz de arriscar numa dnica parada,
tudo quanto ganhaste em toda a tua vida.

E perder e, 3o perder, sem nunca dizer nada,
resignado, tornar ao ponto de partida.

De forcar coracio, nervos, misculos, tudo,

a dar seja o que for que neles ainda existe.

E a persistir assim quando, exausto, contudo,

resta 3 vontade em ti, que ainda te ordena: Persiste!

Se és capaz de, entre a plebe, njo te corromperes,
e, entre Reis, njo perder a naturalidade.

E de amigos, quer bons, quer maus, te defenderes,
se 3 todos podes ser de alqguma utilidade.

Se &s capaz de dar, sequndo por sequndo,

ao minuto fatal todo valor e brilho.

Tua € 3 Terra com tudo o que existe ho mundo,

e - 0 que ainda & muito mais - & um Homem, meu filho!



REsuMmo

Queiroz, AM. Materiais Obturadores de Canais Radiculares de Dentes Deciduos:
Avaliacdao da Atividade Antibacteriana /n vitro e da Compatibilidade Tecidual /n vivo
[tese]. Ribeirao Preto: FORP — Universidade de Sao Paulo; 2008.

Avaliou-se a atividade antibacteriana e a compatibilidade tecidual dos seguintes
materiais obturadores de canais radiculares de dentes deciduos: cimento de dxido de
zinco e eugenol, pasta Calen® espessada com dxido de zinco, cimento Sealapex® e
cimento EndoREZ™. A atividade antibacteriana foi avaliada in vitro, por meio do teste
de difusao em agar, frente a 5 microrganismos indicadores (Kocuria rizophila,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus), sendo os resultados submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao pds-
teste de Tukey. A compatibilidade tecidual foi avaliada /7 vivo, por implantacdao
subcutanea, em camundongos isogénicos BALB/c, de tubos de polietileno contendo os
materiais obturadores. Foram efetuadas analises descritiva e semi-quantitativa do
fibrosamento e do infiltrado inflamatdrio e quantitativa da area e maior espessura do
tecido reacional granulomatoso. Os resultados foram submetidos a analise estatistica
por meio dos testes de Kruskal-Wallis, andlise de variancia (ANOVA) e pds-teste de
Tukey. Para todos os testes o nivel de significancia foi de 5%. Com relacao a atividade
antibacteriana, evidenciaram-se diferengas estatisticamente significantes (p<0,0001)
entre os halos de inibicao ocasionados pelos diferentes materiais, para todos os
microrganismos avaliados. A Kocuria rizophila foi inibida mais eficazmente pelo cimento
de o6xido de zinco e eugenol (p<0,05), enquanto que o Enterococcus faecalis foi inibido
mais eficazmente pela pasta Calen® espessada com O6xido de zinco (p<0,05). O
Streptococcus mutans foi inibido pela pasta Calen® espessada com 6xido de zinco,
cimento Sealapex® e cimento de dxido de zinco e eugenol na mesma intensidade
(p>0,05). A Escherichia coli foi inibida mais eficazmente pelo cimento de dxido de
zinco e eugenol, sequido pela pasta Calen® espessada com 6xido de zinco e pelo
cimento Sealapex® (p<0,05). O Staphylococcus aureus foi inibido pela pasta Calen®
espessada com 6xido de zinco e pelo cimento de 6xido de zinco e eugenol na mesma
intensidade (p>0,05), e menos intensamente pelo cimento Sealapex® (p<0,05). O
cimento EndoREZ™ apresentou atividade antibacteriana apenas frente a Kocuria
rizophila e ao Staphylococcus aureus. Com relacdo a compatibilidade tecidual, ndo
observou-se diferenca entre os materiais, com relagdo ao fibrosamento e a maior
espessura do tecido reacional granulomatoso (p>0,05). A pasta Calen® espessada com
oxido de zinco foi o material que apresentou infiltrado inflamatdrio de menor
intensidade (p<0,05). A area do tecido reacional granulomatoso foi menor para a pasta
Calen® espessada com dxido de zinco e para o cimento Sealapex® (p>0,05) em
comparagio aos cimentos EndoREZ™ e éxido de zinco e eugenol (p<0,05). Com base
nos resultados obtidos nas metodologias empregadas pdde-se concluir que: 1- A
atividade antibacteriana, /n vitro, em ordem decrescente foi: cimento de dxido de zinco
e eugenol, pasta Calen® espessada com 6xido de zinco, cimento Sealapex® e cimento
EndoREZ™: 2- A pasta Calen® espessada com oxido de zinco foi o material que
apresentou a melhor compatibilidade tecidual, seguido pelos cimentos Sealapex® e de
6xido de zinco e eugenol. O cimento EndoREZ™ apresentou resposta tecidual
insatisfatdria.

Palavras-chave: Calen®, Sealapex®, EndoREZ™, Oxido de zinco e eugenol, Atividade
antibacteriana, Biocompatibilidade.



ABSTRACT

Queiroz, AM. Root Canal Filling Materials for Primary Teeth: Evaluation of the /in vitro
Antibacterial Activity and /n vivo Tissue Compatibility [thesis]. Ribeirdao Preto: FORP —
Universidade de Sao Paulo; 2008.

This study evaluated the antibacterial activity and tissue compatibility of the following
root canal filling materials for primary teeth: zinc oxide and eugenol cement, Calen®
paste thickened with zinc oxide, Sealapex® sealer and EndoREZ™ sealer. The
antibacterial activity of these materials against 5 indicator microorganisms (Kocuria
rizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) was evaluated /n vitro using the agar diffusion test. The results
were analyzed statistically by the analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc
test. Tissue compatibility was evaluated /7 vivo by the implantation of polyethylene
tubes containing the root canal filling materials in the subcutaneous tissue of isogenic
BALB/c mice. Descriptive and semi-quantitative analyses of the rate of fibrosis and the
inflammatory infiltrate were performed, as well as a quantitative analysis of the area
and the greater thickness of the granulomatous reactionary tissue. The results were
analyzed statistically by the Kruskal-Wallis test, ANOVA and Tukey’s post-hoc test. For
all tests, the significance level was set at 5%. Regarding the antibacterial activity,
there were statistically significant differences (p<0.0001) among the zones of inhibition
of microbial growth produced by the different materials for all target microorganisms.
Kocuria rizophila was inhibited more effectively by the zinc oxide and eugenol cement
(p<0.05), while Enterococcus faecalis was inhibited more effectively by the Calen®
paste thickened with zinc oxide (p<0.05). Streptococcus mutans was inhibited by the
Calen® paste thickened with zinc oxide, Sealapex® sealer and zinc oxide and eugenol
cement in the same intensity (p>0.05). Escherichia coli was inhibited more effectively
by the zinc oxide and eugenol cement, followed by the Calen® paste thickened with
zinc oxide and Sealapex® sealer (p<0.05). Staphylococcus aureus was inhibited by the
Calen® paste thickened with zinc oxide and by the zinc oxide and eugenol cement in
the same intensity (p>0.05), and was less effectively inhibited by Sealapex® sealer
(p<0.05). EndoREZ™ sealer presented antibacterial activity only against Kocuria
rizophila and Staphylococcus aureus. Regarding tissue compatibility, there was no
statistically significant difference among the materials with respect to the rate of
fibrosis or the greater thickness of the granulomatous reactionary tissue (p>0.05). The
Calen® paste thickened with zinc oxide produced the inflammatory infiltrate with lowest
intensity of all materials (p<0.05). The area of the granulomatous reactionary tissue
was smaller for the Calen® paste thickened with zinc oxide and Sealapex® sealer
(p>0.05) compared to EndoREZ™ sealer and the zinc oxide and eugenol cement
(p<0.05). Based on the results obtained with the methodologies employed in the
present study, it may be concluded that: 1- The /n vitro antibacterial activity in a
decreasing order was: zinc oxide and eugenol cement, Calen® paste thickened with
zinc oxide, Sealapex® sealer and EndoREZ™ sealer; 2- The in vivo tissue compatibility
in a decreasing order was: Calen® paste thickened with zinc oxide, Sealapex® sealer,
zinc oxide and eugenol cement and EndoREZ™ sealer. The Calen® paste thickened
with zinc oxide permitted the occurrence of an adequate tissue response, while
Sealapex® sealer and the zinc oxide and eugenol cement produced a fair tissue
response. EndoREZ™ sealer did not induce tissue repair.

Key-words: Calen®, Sealapex®, EndoREZ™, Oxido de zinco e eugenol, Antibacterial
activity, Biocompatibility.
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INTRODUCAO

Os dentes deciduos participam de fungbes essenciais para o
desenvolvimento da crianga tais como mastigagdo, fonacdo e estética. Além disso,
preservam 0 espago no arco dental para a erupgao dos dentes sucessores
permanentes e estimulam o crescimento em altura dos maxilares, sendo fundamental
sua manutencao na cavidade bucal em condicdes anatomicas e funcionais, até a época
normal de sua esfoliagao (Barr et al., 1991; Fuks, 2000; Assed, 2005; Primosch et al.,
2005; Kielbassa et al., 2007; Robke, 2008).

Apesar da crescente adocdao de medidas preventivas, voltadas para a
promogao da saude bucal, os dentes deciduos ainda sdo, freqiientemente, afetados
pela carie dental que, com sua progressao, pode ocasionar alteragdes pulpares e
periapicais (Rocha et al., 2008; Sari e Okte, 2008), tornando necessaria a execucao do
tratamento endodontico. O comprometimento do 6rgao pulpar em decorréncia de
traumatismos dentais também é altamente prevalente em criangas (Goerig e Camp,
1983; Oliveira et al., 2007).

Embora o tratamento endodoéntico dos dentes deciduos venha sendo
preconizado desde 1932 (Gerlach, 1932), a forma de se efetuar esse tratamento
permanece controversa, havendo uma ampla variedade de materiais e técnicas
empregadas, tanto nos dentes deciduos com vitalidade, quanto com necrose pulpar
(Hobson, 1970; Allen, 1979; Guedes-Pinto et al., 1981; Tagger e Sarnat, 1984; Garcia-
Godoy, 1987; Barr et al., 1991; Yacobi et al., 1991; Kubota et al., 1992; Sadrian e Coll,
1993; Puppin-Rontani et al., 1994; Ranly, 1994; Primosch et al., 1997; Ranly e Garcia-
Godoy, 2000; Mani et al., 2000; Barroso, 2003; Pazelli et al., 2003; Mortazavi e
Mesbahi, 2004; Silva et al., 2004; Assed, 2005; Faria et al., 2005; Ozalp et al., 2005;
Primosch et al., 2005; Bawazir e Salama, 2006; Silva et al., 2006; Ruviére et al., 2007).

Historicamente, diversas técnicas para o tratamento endodontico de
dentes deciduos foram desenvolvidas de maneira empirica (Hobson, 1970). As técnicas
de pulpectomia consistiam em modificacdes da técnica de pulpotomia, adaptadas para
o tratamento de dentes deciduos com necrose pulpar, inclusive nos casos de abscessos
(Rifkin, 1980). Realizava-se somente a manipulacdo da camara pulpar, sem a
instrumentacao dos canais radiculares, baseando-se quase que exclusivamente na
acdo bactericida e bacteriostatica dos medicamentos (Foster, 1936; Droter, 1967;
Benfatti e Andrioni, 1969; Hobson, 1970). O tricresol formalina, o paramonoclorofenol

canforado, o eugenol e o timol, usados de forma isolada ou associados a antibidticos,
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eram os medicamentos mais utilizados com essa finalidade (Guedes-Pinto, 2003). No
entanto, esses medicamentos ndo promoviam a reparacao dos tecidos apicais e
periapicais (Waterhouse, 1995; Lewis, 1998).

Além disso, em virtude dos dentes deciduos apresentarem um sistema
de canais radiculares bastante complexo, nos quais além do canal principal sao
encontrados canais secundarios e acessorios, ramificacoes colaterais e bifurcacdes ou
ramificacdes apicais em grande numero, associada a proximidade com o germe do
dente permanente sucessor e a presenca da reabsorcao fisioldgica de suas raizes,
alguns autores contra-indicavam o tratamento endodontico radical desses dentes
(Hibbard e Ireland, 1957; Toledo, 1961; Benfatti, 1966; Scheffer, 1973; Tagger e
Sarnat, 1984).

Porém, os dentes permanentes também apresentam essa complexidade
morfoldgica do sistema de canais radiculares e, nem por isso, o tratamento
endodontico radical deixa de ser efetuado com sucesso, nesses dentes (Leonardo,
2005). Com relacao a proximidade das raizes dos dentes deciduos com o germe do
dente permanente sucessor e a reabsorc¢ao fisioldégica das mesmas, deve-se partir da
premissa de que a manipulagao dos canais radiculares dos dentes deciduos precisa ser
efetuada dentro de limites de seguranca, sendo isso possivel com um recuo do
instrumento endodontico em 1 a 1,5mm, a partir do limite apical radiografico (Rifkin,
1980; Bengtson e Guedes-Pinto, 1983; Rosendahl e Weinert-Grodd, 1995; Pazelli et al.,
2003; Assed, 2005; Faria et al., 2005; Ruviére et al., 2007) ou com o uso de
localizadores eletronicos foraminais (Leonardo et al., 2008; Tosun et al., 2008).

Na atualidade, preconiza-se que, em casos de alteragdes pulpares
inflamatdrias irreversiveis ou de polpas necrosadas, associadas ou ndo a presenca de
lesGes periapicais visiveis radiograficamente, o preparo biomecanico dos canais
radiculares de dentes deciduos deve ser realizado (Kramer et al., 2000; Pazelli et al.,
2003; American Academy of Pediatric Dentistry, 2005-2006; Assed, 2005; Faria et al.,
2005; Bawazir e Salama, 2006; Johnson et al., 2006; Rood et al., 2006; Srinivasan et
al., 2006; Ruviére et al., 2007) com limas manuais ou acionadas a motor (Barr et al.,
1999; Silva et al., 2004; Leonardo et al., 2007-b), efetuando-se o curativo de demora
entre sessdes (Pazelli et al., 2003; Assed, 2005; Faria et al., 2005; Ruviére et al.,
2007) e a obturacdo dos canais radiculares com materiais fagocitaveis, as vezes
também referidos como “reabsorviveis” (Kramer et al., 2000; Barroso, 2003; Guedes-
Pinto, 2003; Pazelli et al., 2003; Assed, 2005; Ozalp et al., 2005; Primosch et al., 2005;
Bawazir e Salama, 2006; Faria et al., 2005; Ruviére et al., 2007).
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De acordo com Rifkin (1980), Machida (1983), Woods (1984), Garcia-
Godoy (1987), Kubota et al. (1992) e Assed (2005), as caracteristicas ideais de um
material obturador de canais radiculares de dentes deciduos incluem: ser fagocitado
simultaneamente a reabsorcdo das raizes dos dentes deciduos, inclusive quando
acidentalmente extravasado; apresentar compatibilidade com os tecidos apicais e
periapicais, estimulando ou permitindo o reparo por meio da deposicao de tecido
mineralizado de natureza cementaria ou de tecido conjuntivo fibroso; ser facilmente
inserido no interior dos canais e removido se necessario; possuir atividade
antimicrobiana; ser radiopaco; aderir as paredes do canal radicular sem sofrer
contracao; nado ser sollvel em agua; ndao promover a descoloracdo do dente e nao
tomar presa em forma de uma massa compacta que interfira com a erupgao do dente
permanente sucessor.

Embora diferentes materiais sejam preconizados para a obturagao de
canais radiculares de dentes deciduos, nenhum deles preenche adequadamente todos
0s requisitos exigidos para ser considerado um material obturador ideal (Fuks, 2000;
Assed, 2005; Cunha et al., 2005).

Os materiais a base de 6xido de zinco e eugenol, embora sejam
empregados para a obturacao de canais radiculares de dentes deciduos (Sweet, 1930;
Foster, 1936; Hobson, 1970; Gould, 1972; Spedding, 1973; O'Riordan e Coll, 1979;
Camp, 1984; Coll et al., 1988; Hasselgren et al., 1988; Payne et al., 1993; Sandrian e
Coll, 1993; Coll e Sandrian, 1996; Primosch et al., 1997; Mani et al., 2000; Ozalp et al.,
2005; Primosch et al., 2005), podem desencadear reagao inflamatdria cronica nos
tecidos periapicais (Erausquin e Muruzabal, 1967; Holland et al., 1977; Hendry et al.,
1982; Woods et al., 1984; Barroso, 2003; Ho et al., 2006). Seu potencial de irritagdo é
atribuido principalmente ao eugenol (Molnar, 1967; Becker et al., 1983; Barkin et al.,
1984; Hume, 1984; Hume, 1986; Yesikov et al., 1988; Markowitz et al.,1992;
Economides et al., 1995; Segura et al., 1998; Sarrami et al., 2002), o qual pode
permanecer em sua forma livre por até 10 anos (Molnar, 1967; Yesilsov et al., 1988).

O eugenol altera a capacidade de aderéncia ao substrato dos
macréfagos e, conseqientemente, o processo de fagocitose (Segura et al., 1998);
altera a funcdo antimicrobiana dos neutrofilos influenciando a reagao inflamatdria nos
tecidos periapicais (Chen et al., 2008); em altas concentragdes atua como inibidor da
respiracdo celular (Hume, 1984; Markowitz et al., 1992) e é bactericida (Markowitz et
al., 1992); e em baixas concentracdes inibe a quimiotaxia de células leucocitarias, a

sintese de prostaglandinas e a atividade nervosa (Markowitz et al., 1992). Erausquin e
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Muruzabal (1967) observaram uma elevada toxidade do cimento de déxido de zinco e
eugenol nos tecidos periapicais em dentes de ratos, com necrose 6ssea e cementaria.
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, mesmo com a reabsorcdo radicular fisioldgica (Erausquin e
Muruzabal, 1967; Allen, 1979; Rifkin, 1980; Hendry et al., 1982; Spedding, 1985;
Kubota et al., 1992; Fuks, 2000; Mani et al., 2000; Casas et al., 2004; Primosh et al.,
2005). De acordo com Coll e Sandrian (1996) e Mortazavi e Mesbahi (2004) esse
material obturador altera o trajeto de erupgao do dente sucessor permanente em 20%
dos casos e apresenta elevada infiltracao marginal apical (Bawazir e Salama, 2007).

Outra classe de materiais utilizados para obturacao de canais radiculares
de dentes deciduos sao os que contém iodoférmio (Juge, 1959; Rifkin, 1980; Guedes-
Pinto et al., 1981; Rifkin, 1982; Michel, 1984; Tagger e Sarnat, 1984; Garcia-Godoy,
1987; Mass e Zilberman, 1989; Chedid et al., 1992; Holan e Fuks, 1993; Puppin-
Rontani et al., 1994; Thomas et al., 1994, Bonow et al., 1996; Reddy et al., 1996;
Gomes, 1997; Santos, 1998; Ranly e Garcia-Godoy, 2000; Santos, 2002; Guedes-Pinto,
2003; Mortazavi e Mesbahi, 2004; Cerqueira et al., 2008). Estes materiais tém sido
indicados por apresentarem acgao anti-séptica de longa duracdo (Juge, 1959), atividade
antimicrobiana (Thomas et al., 1994; Cerqueira et al., 2008), serem bem tolerados
pelos tecidos (Rifkin, 1980; Garcia-Godoy, 1987; Guedes-Pinto, 2003; Cerqueira et al.,
2008) e serem fagocitaveis (Rifkin, 1980; Garcia-Godoy, 1987; Mass e Zilberman,
1989; Thomas et al., 1994; Guedes-Pinto, 2003).

Entretanto, Faraco Junior e Percinoto (1998), apds a utilizacdo em
dentes de cdes de uma pasta composta por iodoférmio, paramonoclorofenol canforado
e Rifocort® (Medley S.A. Ind. Farm., Campinas, SP-Brasil) observaram inflamac&o
cronica na regido periapical e areas de reabsorcao radicular apical. As pastas
iodoformadas apresentam também rapida reabsorcao pelo organismo, deixando
espacos vazios no interior do canal radicular (Kubota et al., 1992). Foi ainda atribuido
a0 seu uso casos de intoxicacdo, manifestacdes alérgicas e, quando em grande
quantidade, envenenamento sistémico (Bollmann, 1957), além da possibilidade de
encefalopatia quando o iodoférmio é associado ao bismuto (Roy et al., 1994). Observa-
se, também, escurecimento dental apds o emprego de materiais obturadores a base de
iodoférmio (Garcia-Godoy, 1987).

Um outro grupo de materiais utilizados para a obturacao de canais

radiculares de dentes deciduos corresponde ao grupo dos materiais a base de
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hidréxido de calcio (Fuchino et al., 1978; Fuchino, 1980; Hendry et al., 1982; Machida,
1983; Kawakami et al., 1987; Rosendahl e Weinert-Grodd, 1995; Faraco-Junior e
Percinoto, 1998; Mani et al., 2000; Nery, 2000; Chawla et al., 2001; Nurko et al.,
2000; Murata, 2002; Barroso, 2003; Pazelli et al., 2003; Mortazavi e Mesbahi, 2004;
Assed, 2005; Faria et al., 2005; Ozalp et al., 2005; Leonardo et al., 2007-b; Sari e
Okte; 2008). Porém, apesar das excelentes propriedades bioldgicas do hidroxido de
calcio (Silva, 1988; Nelson-Filho et al., 1999; Lu et al., 2006; Murray et al., 2007;
Huang et al., 2007; Chawla et al., 2008), este nao apresenta propriedades fisicas
adequadas ao uso clinico, pois é permeavel aos fluidos teciduais e solGvel no interior
do canal radicular. Além disso, apresenta pouco escoamento, viscosidade e aderéncia,
sendo também radiollicido. Assim, para permitir sua utilizagdo como material obturador
de canais radiculares de dentes deciduos, o hidréxido de calcio tem sido associado a
outras substancias que possam melhorar seu estado fisico e radiopacidade (Assed,
2005).

A pasta Calen® é um produto a base de hidréxido de calcio associado a
um veiculo hidrossoluvel, viscoso, o polietilenoglicol 400, que mantém o hidréxido de
calcio por mais tempo na darea desejada, prolongando sua agdo, diminuindo sua
solubilizacao e aumentando sua penetrabilidade na dentina radicular (Leonardo et al.,
1993; Leonardo et al., 2005). Essa pasta apresenta pH em torno de 12,4, e sofre
dissociacdo em ions calcio e hidroxila (Silva, 1988; Nelson-Filho, 1996).

Materiais que contém hidréxido de calcio em sua composicao,
apresentardo propriedades bioldgicas e antimicrobianas, se ocorrer a liberacdo de ions
calcio e hidroxila (Estrela et al., 1995). A liberacao de ions hidroxila promove o
aumento do pH na regido periapical e apresenta potencial bactericida (Hosoya et al.,
2001). A difusdo de ions hidroxila, através da dentina radicular, altera o pH da
superficie radicular externa e interfere com a atividade osteoclastica (Tronstad et al.,
1981). O aumento do pH interfere com fungdes celulares dos fibroblastos, estimulando
o processo de reparo na superficie radicular (Lengheden e Jansson, 1995) e participa
da formacdo de tecido mineralizado com ativacdo da fosfatase alcalina e da sintese de
colageno (Schroder, 1985). A liberacdo de ions calcio é importante pois, quando em
abundancia no tecido, ocorre sua participacdo no processo de ativacdo da adenosina
trifosfatase célcio dependente (Seux et al., 1991). Os ions célcio reagem com o gas
carbonico do tecido e formam cristais de carbonato de célcio, que servem de nucleos

de calcificagao e favorecem mineralizacao (Seux et al., 1991; Estrela et al., 1995).
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Ainda, ao reagir com o gas carbonico do tecido, os ions calcio reduzem a fonte de
respiracao das bactérias anaerodbias (Estrela et al., 1995; Kontakiotis et al., 1995).

Na Odontologia, a pasta Calen® tem sido amplamente utilizada em
diversas situagOes clinicas pelas suas propriedades que incluem: compatibilidade com a
atividade bioldgica dos tecidos circundantes (Silva, 1988; Silva e Leonardo, 1995;
Leonardo et al., 1996; Nelson-Filho, 1996; Bittencourt e Mallman, 1997; Motta et al.,
1997; Holland et al., 1999; Nelson-Filho et al., 1999; Santos et al., 2000; Delgado,
2002; Leonardo et al., 2003; Barroso, 2003; Assed, 2005; Leonardo, 2005; Herrera et
al., 2006; Leonardo et al., 2006; Silva, 2007); atividade antimicrobiana (Assed, 1994;
Leonardo et al., 1995; Leonardo et al., 2000; Pazelli et al., 2003; Faria et al., 2005;
Leonardo, 2005; Silva, 2007); acao anti-exsudativa (Leonardo et al., 2005); dissolucao
de restos necroticos (Leonardo et al., 2005); acdo indutora da deposicdo de tecido
mineralizado, ativacdo da fosfatase alcalina e sintese de colageno (Leonardo et al.,
1997; Leonardo, 2005; Herrera et al., 2006; Leonardo et al., 2006) e hidrdlise da
endotoxina bacteriana ou LPS (Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Tanomaru
et al., 2003; Oliveira et al., 2005).

Para permitir sua utilizacdo como material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos, a pasta Calen® deve ser espessada com 6xido de zinco
(Silva e Leonardo, 1995; Assed, 2005; Leonardo et al., 2007-b), reduzindo sua
fagocitose, a qual clinicamente deve ocorrer na mesma velocidade da reabsorcao das
raizes dos dentes deciduos. A pasta Calen® espessada ja foi utilizada por varios
pesquisadores (Barroso, 2003; Bezerril, 2003; Pazelli et al., 2003; Rabelo, 2003; Faria
et al., 2005) e mostrou compatibilidade com a atividade bioldgica dos tecidos, /in vivo
(Barroso, 2003) e selamento satisfatério do canal radicular, com pequena infiltragao
marginal, /n vitro (Bezerril, 2003).

O Sealapex®, um cimento a base de hidréxido de calcio, amplamente
utilizado como material obturador de canais radiculares de dentes permanentes,
apresenta reconhecida compatibilidade com a atividade bioldgica dos tecidos (Molloy et
al., 1992; Mittal et al., 1995, Leonardo et al., 1997; Silva et al., 1997-a; Berbert et al.,
2002; Leonardo et al., 2003; Leonardo, 2005; Masuda et al., 2005), capacidade de
inducdo de selamento apical (Leonardo et al., 2003; Cobankara et al., 2006) e
atividade antimicrobiana (Leonardo et al., 2000; Sipert et al., 2005; Tanomaru-Filho et
al., 2007-b). Ha relatos na literatura especifica do uso do cimento Sealapex® como
material obturador de canais radiculares de dentes deciduos, apresentando sucesso
clinico e radiografico (Alves e Vieira, 2005; Ozalp et al., 2005; Sari e Okte, 2008) e
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pequena infiltragdo marginal apical (Kielbassa et al., 2007). De acordo com Olzap et al.
(2005), quando utiliza-se o cimento Sealapex® como material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos, a sua fagocitose ocorre antes da reabsorcao radicular
fisioldgica em 10% dos casos.

Recentemente foi introduzido no mercado um cimento endodontico a
base de metacrilato denominado EndoREZ™. Este cimento contém em sua formulacdo
oxido de zinco, sulfato de bario, resinas e pigmentos em uma matriz resinosa de
dimetacrilato de uretano. Além disso, apresenta propriedade hidrofilica e presa quimica
(Sousa et al., 2006), é radiopaco (Tanomaru-Filho et al., 2007-a) e permite adequado
selamento marginal, por apresentar baixos niveis de infiltracao (Adanir et al., 2006;
Pereira et al. 2007). Zmener e Pameijer (2004) observaram resultados clinicos e
radiograficos satisfatorios em 91,3% dos 180 pacientes avaliados aos 14 e 24 meses,
apds obturacdo do canal radicular de dentes permanentes com cimento EndoREZ®. No
entanto, a citotoxicidade (Bouillaguet et al., 2004; Eldeniz et al., 2007; Lodiene et al.,
2008), a compatibilidade com a atividade bioldgica dos tecidos (Zmener, 2004; Zmener
et al., 2005; Sousa et al., 2006; Zafalon et al., 2007) e a atividade antimicrobiana
(Sipert et al., 2005; Eldeniz et al., 2006) desse cimento sdao propriedades pouco
investigadas e com resultados contraditdrios, até o momento.

Z™ como material obturador de canais

O uso do cimento EndoRE
radiculares de dentes deciduos ndo foi ainda relatado e avaliado na literatura
especifica. No entanto, em 1984, Woods et al. avaliaram microscopicamente em
dentes deciduos de caes um cimento obturador a base de metacrilato, verificando que
este material se mostrou compativel com a atividade bioldgica dos tecidos, sendo
fagocitado por macréfagos na mesma velocidade da reabsorcao das raizes, indicando
seu uso como material obturador de canais radiculares de dentes deciduos.

Pelo exposto, ressalta-se que ndo ha um material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos com todas as caracteristicas fisicas e bioldgicas
desejaveis. Deve-se enfatizar que os materiais inseridos em canais radiculares de
dentes deciduos ficardo em contato com os tecidos periapicais, principalmente durante
a rizdlise, e em intima proximidade com o germe do dente sucessor permanente por
longos periodos de tempo (Coll e Sandrian, 1996; Mortazavi e Mesbahi, 2004; Assed,
2005; Johnson et al., 2006). Assim, dentre as diversas propriedades desejaveis
destaca-se a compatibilidade com a atividade bioldgica dos tecidos, a qual representa
um dos requisitos mais importantes, especialmente por tratar de dentes que se

encontram em organismos em desenvolvimento (Woods et al., 1984; Santos, 1998;
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Barroso, 2003; Ozbas et al., 2003; Bouillaguet et al., 2004; Zmener, 2004; Assed,
2005; Huang et al., 2005; Huang et al., 2007; Sari e Okte, 2008).

Outra caracteristica de fundamental importancia para um material
obturador de canais radiculares de dentes deciduos, particularmente em casos de
necrose pulpar, é a presenca de atividade antimicrobiana (Cox et al., 1978; Rifkin,
1980; Tchaou et al., 1996; Assed, 2005; Sipert et al., 2005; Amorim et al., 2006;
Eldeniz et al., 2006; Kielbassa et al., 2007; Reddy e Ramakrishna, 2007; Sari e Okte,
2008). Nesses dentes, embora diversos fatores influenciem o sucesso do tratamento
endodontico, a reducao ou eliminacao da microbiota do sistema de canais radiculares é
de fundamental importancia (Tronstad, 1992; Sipert et al., 2005; Reddy e
Ramakrishna, 2007). De acordo com Tchaou et al. (1995), a reducao ou eliminacao
das bactérias nos canais radiculares de dentes deciduos infectados ocorre por meio da
instrumentacdo, da irrigacao e da obturagdo com materiais antimicrobianos.

Além disso, atualmente, enfatiza-se a importancia do uso de um curativo
de demora entre sessOes, nos casos de necrose pulpar e lesao periapical, para eliminar
ou reduzir a microbiota (Pazelli et al., 2003; Assed, 2005; Faria et al., 2005; Ruviére et
al., 2007). Nesses casos, as bactérias nao estao localizadas somente na luz do canal
principal, mas disseminadas pelo sistema de canais radiculares (Shovelton, 1964;
Hobson, 1970; Leonardo et al., 1994; Percinoto, 1997; Ribeiro, 1997; Godoy, 1999;
Rocha et al., 2008) e nas areas de rizdlise (Godoy, 1999; Rocha et al., 2008). Godoy
(1999) verificou que em dentes deciduos com necrose pulpar, bactérias planctonicas,
agregados bacterianos e biofilmes estavam presentes na camara pulpar, nas paredes
do canal radicular, nos tubulos dentinarios e na superficie radicular externa da regido
apical. Em 2008, Rocha et al. observaram, em microscopia eletronica de varredura, a
presenca de areas de reabsorcdo contendo microrganismos (cocos, bacilos, filamentos
e espiroquetas) organizados em forma de biofilme na superficie radicular externa de
dentes deciduos de humanos, com necrose pulpar e lesdo periapical visivel
radiograficamente.

Com relagdo a prevaléncia de microrganismos em canais radiculares de
dentes deciduos de humanos com necrose pulpar e lesdo periapical, Oncag et al. (2003)
relataram 81,5% de microrganismos anaerobios e anaerdbios facultativos. Pazelli et al.
(2003), por meio de cultura microbiana, observaram que os microrganismos anaerdbios
foram encontrados e quantificados em 96,7% dos casos. Em 2006, Silva et al., também
por meio de cultura microbiana, observaram que os microrganismos anaerdbios foram

quantificados em 100% dos casos, 0s bacilos pigmentados de negro em 30%, os
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aerobios em 60%, os estreptococos em 85%, os estreptococos do grupo mutans em
30% e os bacilos gram-negativos aerébios em 15% dos casos. Os autores concluiram
que nesses canais radiculares a infeccdo é polimicrobiana com predominancia de
microrganismos anaerdbios. Esses dados foram confirmados por Ruviére et al. (2007)
que observaram infeccdo polimicrobiana, com predominio de microrganismos anaerdbios
em 94,1% dos canais radiculares de dentes deciduos humanos com necrose pulpar e
lesdo periapical, por meio do uso de técnica de biologia molecular (Checkerboard DNA-
DNA Hybridization).

Em 2005, Faria et al. avaliaram, por meio de cultura microbiana, a acdao
antibacteriana do preparo biomecanico, utilizando como solucdo irrigadora o hipoclorito
de sddio a 2,5% e como curativo de demora a pasta Calen®, em canais radiculares de
dentes deciduos de humanos com necrose pulpar e lesao periapical. Verificaram que o
preparo biomecanico foi eficaz na eliminacdo de microrganismos dos canais radiculares
em 20% dos casos e o curativo de demora em 62,5%, enquanto que a acao cumulativa
do preparo biomecanico e do curativo de demora foi eficaz na eliminacao de
microrganismos dos canais radiculares em 70% dos casos, o0 que justifica o uso do

curativo de demora entre sessoes nesses dentes.

Assim, com a finalidade de elevar a porcentagem de sucesso pos-
tratamento endodobntico de dentes deciduos, é de fundamental importancia a escolha de
um material obturador que apresente compatibilidade tecidual e possua atividade

antimicrobiana.



Proposicio
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ProPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os seguintes materiais obturadores
de canais radiculares de dentes deciduos: cimento a base de 6xido de zinco e eugenol,
pasta a base de hidrdxido de célcio (Calen®) espessada com 6xido de zinco; cimento a
base de hidrdxido de célcio (Sealapex®) e cimento & base de metacrilato (EndoREZ™),

com relagao a:

1- Atividade antibacteriana in vitro, por meio do teste de difusao em
agar, sobre diferentes microrganismos indicadores (Kocuria rizophila, Enterococcus

faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus); e

2- Compatibilidade tecidual, em microscopia Optica, apds implantacao
de tubos de polietileno contendo os respectivos materiais no tecido conjuntivo

subcutaneo de camundongos isogénicos (estudo in vivo).
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MATERIAL E METODOS

1) ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO - TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

A atividade antibacteriana dos seguintes materiais foi avaliada /in vitro:

- cimento de éxido de zinco e eugenol (S.S.White Artigos Dentarios Ltda,
Rio de Janeiro, RJ-Brasil);

- pasta Calen® (S.S.White Artigos Dentérios Ltda, Rio de Janeiro, RJ-Brasil)
espessada com oxido de zinco (S.S.White Artigos Dentérios Ltda, Rio de Janeiro, RJ-
Brasil);

- cimento Sealapex® (Sybron Endo, Glendora, CA, EUA); e
- cimento EndoREZ™ (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, USA).

Foram utilizados como controles a pasta Calen®, o Digluconato de
Clorexidina a 1% (Farmacia Doce Erva, Ribeirdo Preto, S3o Paulo, Brasil) e a agua

destilada.

A Tabela 1 apresenta a procedéncia e o tipo morfolégico das cepas
utilizadas como indicadoras da atividade antibacteriana, enquanto a Tabela 2 apresenta a

composicao e a proporcao utilizada para cada material.

Tabela 1 - Procedéncia e tipo morfoldgico das cepas utilizadas como indicadoras da atividade antibacteriana

Microrganismos Procedéncia Tipo morfolégico
Kocuria rhizophila ATCC 9341 Coco Gram-positivo
Enterococcus faecalis ATCC 10541 Coco Gram-positivo
Streptococcus mutans ATCC 25175 Coco Gram-positivo
Escherichia coli ATCC 10538 Bacilo Gram-negativo
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Coco Gram-positivo

ATCC: American Type Culture Collection
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Tabela 2 - Composicdo quimica dos materiais avaliados e proporcdo utilizada

Material Composigao Proporgao

Cimento de 6xido de Oxido de zinco e 1,4g de dxido de zinco para

zinco e eugenol eugenol 0,4 ml de eugenol

Pasta Calen® Hidroxido de calcio 2,5g, dxido de zinco 0,5g, 1,0g de pasta Calen® para

espessada com colofénia 0,05g e polietilenoglicol 400 1,75mL

oxido de zinco Oxido de zinco 1,0 g de dxido de zinco

Cimento Sealapex® Oxido de calcio 20%, tridxido de bismuto 29%, Partes iguais de base e
oxido de zinco 2,5%, silica sub-micro 3,0%, catalizador

diéxido de titanio 2,0%, estearato de zinco 1,0%,

fosfato tricalcico 3,0%, *mistura 39%

Cimento EndoREZ™ Oxido de zinco, sulfato de bario, pigmentos, Partes iguais de base e
matriz resinosa de dimetacrilato uretano catalizador

Pasta Calen® Hidroxido de célcio 2,5g, dxido de zinco 0,5g, -

(controle) colof6nia 0,05g e polietilenoglicol 400 1,75mL

Digluconato de Digluconato de clorexidina 1% -

Clorexidina a 1% Veiculo gsp 100ml

(controle)

Agua destilada - -

(controle)

*Sulfonamida de tolueno etil, resina poli (salicilato de metil metileno), salicilato de isobutil e pigmento

Os indculos foram obtidos por meio da suspensao em salina das cepas
cultivadas em MHb (Mueller Hinton Broth, Difco™, Detroit, MI, USA) na densidade de
2-3 da escala de McFarland para Kocuria rhizophila (anteriormente denominado
Micrococcus luteus) e de 0,5 para Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e por meio
da diluicdo em salina das cepas cultivadas em TSb (Tryptic Soy Broth, Difco™, Detroit,
MI, USA) na densidade de 1 da escala de McFarland para Enterococcus faecalis e de 1-
2 para Streptococcus mutans.

Para o teste de difusao em agar foi empregado o método do poco,
utilizando o meio de cultura MH (Mueller-Hinton-Medium, Difco™, Detroit, MI, USA)

para Kocuria rhizophila, Escherichia coli e Staphylococcus aureus e o0 meio TSA
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(Tryptic-Soy-Agar- Difco™, Detroit, MI, USA) para Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans.

No fluxo laminar, a camada base (base layer) foi obtida vertendo-se
12ml de meio de cultura TSA ou MH, a aproximadamente 50°C, em placas de Petri de
20X100mm, esterilizadas. Apds solidificacdo da camada base, adicionou-se a camada
seed (seed layer), composta de 8ml de meio de cultura TSA ou MH, a 50°C, com 10°
unidades formadoras de colonia (ufc) por ml do indculo original (escala 2-3 de
McFarland para Kocuria rhizophila, 0,5 (metade da escala 1) para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, 1 para Enterococcus faecalis e 1-2 para Streptococcus
mutans).

Apos solidificacdo, foram realizadas 7 perfuragbes (pocos) equidistantes
na superficie dos meios de cultura, com 5mm de diametro. Cada poco foi preenchido
com um dos materiais a serem testados. Os materiais comercializados foram
manipulados de acordo com as instrucdes dos fabricantes e a pasta Calen® espessada
com 6xido de zinco foi obtida espatulando-se em placa de vidro esterilizada 1g da pasta
Calen® com 1g de 6xido de zinco, os materiais foram utilizados imediatamente apds
sua manipulacao.

O teste foi efetuado em seis repeticdes, ou seja, foram utilizadas seis
placas para cada microrganismo avaliado. As placas foram mantidas a temperatura
ambiente por duas horas, para que ocorresse a pré-difusdo do material. A seguir, as
placas de MH foram incubadas em aerobiose e as placas de TSA em microaerofilia
(sistema de chama de vela), a 37°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo, a zona

de inibigao foi mensurada em milimetros, com uma régua, sob luz refletida.

Analise Estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Graph

Pad Prism 4° (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados da

atividade antibacteriana dos materiais foram comparados empregando a analise de

variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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2) COMPATIBILIDADE TECIDUAL IN VIVO - ESTUDO EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS

Preliminarmente o projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — Campus de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, sob
protocolo numero 07.1.124.53.0. Os critérios utilizados para a execucao do
experimento e para avaliacdo da reagdo tecidual basearam-se naqueles preconizados
pela ISO 10993-6 (1994).

Foram utilizados 132 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c,
machos, com 6 a 8 semanas de idade, pesando de 15 a 20 gramas, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, os quais foram
divididos em 14 grupos. Cada animal recebeu um implante de tubo de polietileno na
regiao dorsal, contendo um dos materiais a serem testados (grupos experimentais) ou
tubo vazio (grupos controles). A divisdo dos grupos, materiais empregados, nimero de

animais e periodos experimentais encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Divisao dos grupos, materiais empregados, nimero de animais e periodos experimentais, no

estudo em camundongos isogénicos

GRUPOS MATERIAIS NUMERO DE ANIMAIS PErioDOS
I P_asta Calen® espessada com éxido de 10 7 dias
zinco
II Cimento EndoREZ™ 10 7 dias
III Cimento Sealapex® 10 7 dias
v Cimento de 6xido de zinco e eugenol 10 7 dias
\'} P_asta Calen® espessada com 6xido de 10 21 dias
zinco
VI Cimento EndoREZ™ 10 21 dias
VII Cimento Sealapex® 10 21 dias
VIII Cimento de 6xido de zinco e eugenol 10 21 dias
IX P_asta Calen® espessada com éxido de 10 63 dias
zinco
X Cimento EndoREZ™ 10 63 dias
XI Cimento Sealapex® 10 63 dias
XII Cimento de dxido de zinco e eugenol 10 63 dias
XIII Tubo vazio 6 7 dias

X1V Tubo vazio 6 21 dias
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Preparo dos Tubos de Polietileno

Foram utilizados tubos de polietileno com lume de 1mm de diametro, os
quais tiveram uma extremidade fechada com o auxilio de uma pinca clinica aquecida e
cortados com 1cm de comprimento. Os tubos de polietileno foram esterilizados por
oxido de etileno e preenchidos com os materiais a serem testados, de maneira que se
assegurasse que esses nao fossem arranhados, danificados ou contaminados em
qualquer fase antes ou durante a insercao. Os materiais comercializados foram
manipulados conforme as instrucdes dos fabricantes e a pasta Calen® espessada com
dxido de zinco foi obtida espatulando-se 1g da pasta Calen® com 1g de 6xido de zinco,
em placa de vidro esterilizada. A manipulagao dos materiais foi realizada sob condicoes
de assepsia (fluxo laminar) e imediatamente antes do preenchimento dos tubos e de
sua implantagao.

Procedimento Operatorio

Para o ato cirdrgico, os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral a 10% (1ml/100g de peso corporal do animal), injetado intraperitonealmente.
Em seguida, foram realizadas a tricotomia da pele do dorso do animal e a anti-sepsia
da regiao com digluconato de clorexidina a 1%.

O procedimento cirdrgico consistiu em uma incisdo de 1cm, efetuada
com tesoura cirlrgica, na regiao dorsal do animal, seguida de divulsdo com tesoura
romba. Apds posicionar o tubo no interior do tecido conjuntivo, com auxilio de pinca
clinica, a pele foi suturada com fio de seda (Vicryl 4-0° — Ethicon — Johnson &
Johnson). A cirurgia foi realizada sob condicdes assépticas e de forma a minimizar o
trauma a area do implante.

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto — USP durante os periodos experimentais, com alimentacdo e agua ad
libittum. Os mesmos foram periodicamente observados, com respeito a ocorréncia de
anormalidades locais, sistémicas ou comportamentais.

Ao final de cada um dos periodos experimentais, 10 animais de cada
grupo experimental (7, 21 e 63 dias) e 6 animais de cada grupo controle (7 e 21 dias)
foram novamente anestesiados, para remocao cuidadosa do implante com os tecidos
adjacentes (pele e tecido conjuntivo). Em seguida, os animais foram mortos por
sobredose anestésica. Os tecidos removidos, os quais apresentavam forma retangular,
foram fixados em solugao de formol a 10% por 48 horas e submetidos ao
processamento histotécnico de rotina.
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Processamento histotécnico

Os tecidos foram incluidos em parafina, sendo posteriormente efetuados
cortes seriados de 4 a 5 micrometros de espessura, orientados paralelamente ao longo
eixo dos tubos em cada espécime, que foram a seguir corados com Hematoxilina e

Eosina.

Analise microscopica

Os espécimes foram analisados, por patologista calibrado, em
microscopio Zeiss® binocular utilizando objetivas de 4, 10, 40 e 100X. Em seguida,

efetuou-se analise descritiva, analise semi-quantitativa e analise quantitativa.

1 - Analise microscopica descritiva
Foi descrita a reacao tecidual observada frente aos materiais testados e
aos grupos controles nos diferentes periodos experimentais, sem especificar cada um

dos espécimes, mas sim caracterizando o grupo analisado como um todo.

2 - Analise microscdpica semi-quantitativa
Na analise semi-quantitativa do tecido periférico aos materiais testados
e nos grupos controles foram atribuidos escores aos fendmenos referentes ao

fibrosamento e infiltrado inflamatdrio, seguindo-se os critérios abaixo discriminados.

A) Fibrosamento

Levou-se em consideracao o numero e a densidade de fibras colagenas
de permeio as células periféricas localizadas no tecido reacional circunjacente ao
material testado. O fibrosamento foi classificado em 4 graus de severidade, de acordo
com 0s seguintes escores:

-Escore 0: auséncia de fibrosamento;

-Escore 1 (fibrosamento discreto): quando as fibras colagenas
apresentavam-se individualizadas tal qual um tecido conjuntivo normal, entremeadas
por espagos negativos indicativos de componentes nao fibrosos de matriz extracelular;

-Escore 2 (fibrosamento moderado): quando em algumas areas as fibras
colagenas apresentavam-se individualizadas, mas com dreas alternadas de matriz

extracelular eosinofilica sem formagdes lineares e onduladas tipicas das mesmas; e
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-Escore 3 (fibrosamento intenso): quando as fibras colagenas
apresentavam-se em meio a uma matriz extracelular eosinofilica, sem formagoes

lineares e onduladas tipicas, ndo permitindo uma individualizacao das mesmas.

B) Infiltrado inflamatorio

Avaliou-se a concentracdo de neutrofilos polimorfonucleares de permeio
ao tecido reacional peri-material. Esta concentracao foi classificada em 4 graus de
severidade (valores numéricos), de acordo com os seguintes escores:

- Escore 0: auséncia de infiltrado inflamatdrio;

- Escore 1 (infiltrado inflamatdrio discreto): quando observava-se 1 a 10
neutréfilos no tecido reacional;

- Escore 2 (infiltrado inflamatdrio moderado): quando observava-se 11 a
20 neutrdfilos no tecido reacional; e

- Escore 3 (infiltrado inflamatdrio intenso): quando observava-se mais
de 21 neutrdfilos no tecido reacional.

C) Outros achados

Registrou-se a ocorréncia de fen6menos eventualmente encontrados
como extravasamento de material além da abertura do tubo implantado, abscedecao e
calcificacao distrdfica nos tecidos circunjacentes ao material testado.

Analise Estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Graph

Pad Prism 4° (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA). Comparagbes dos

fendmenos fibrosamento e infiltrado inflamatério, no tecido periférico aos materiais
testados e no grupo controle, foram efetuadas empregando o teste de Kruskal-Wallis.
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

3 - Analise microscopica quantitativa

Foi medida a area (um?) (Figura 1) e a maior espessura (um) (Figura 2)
do tecido reacional granulomatoso na extremidade-teste, em cada espécime dos
diferentes grupos, onde essa medida foi possivel de ser realizada. Com esse objetivo,
as imagens microscopicas de cada espécime foram obtidas e analisadas no programa
Image J 1.28u fornecido pelo National Institutes of Health, USA.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos componentes envolvidos na avaliagdo da reagdo tecidual frente a
implantagdo de tubos de polietileno nos diferentes grupos. Na extremidade do tubo, na
interface com o tecido conjuntivo vizinho, avaliou-se quantitativamente, para fins
comparativos, a area ocupada pelo tecido reacional (textura azulada).

Figura 2 - Esquema ilustrativo dos componentes envolvidos na avaliagdo da reagdo tecidual frente a
implantagdo de tubos de polietileno nos diferentes grupos. Na extremidade do tubo, na
interface com o tecido conjuntivo vizinho, avaliou-se quantitativamente, para fins
comparativos, a maior espessura do tecido reacional (seta branca).



Material e Métodos 33

Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Graph
Pad Prism 4° (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA). Os parametros
area e maior espessura do tecido reacional granulomatoso foram comparados
empregando a analise de variancia (ANOVA) e pods-teste de Tukey. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

1) ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO - TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

A Figura 3 demonstra os halos de inibicao do crescimento microbiano
frente aos 5 microrganismos indicadores (Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus), observados com 0s
diferentes materiais obturadores de canais radiculares de dentes deciduos (cimento de
éxido de zinco e eugenol, pasta Calen® espessada com Oxido de zinco, cimento
Sealapex® e cimento EndoREZ™) e os materiais controle (pasta Calen®, digluconato de
clorexidina a 1,0% e agua destilada), empregando o teste de difusdo em agar.



Figura 3A — Halos de inibicdo do crescimento microbiano,
empregando Kocuria rhizophila como microrganismo indicador.
Figura 3B — Halos de inibigdo do crescimento microbiano,
empregando Enterococcus faecalis como microrganismo indicador.
Figura 3C — Halos de inibigdo do crescimento microbiano,
empregando Streptococcus mutans como microrganismo indicador.
Figura 3D — Halos de inibicdo do crescimento microbiano,
empregando Escherichia coli como microrganismo indicador.
Figura 3E — Halos de inibigdo do crescimento microbiano,

empregando Staphylococcus aureus como microrganismo indicador.

a: agua, b: pasta Calen®, c: Sealapex®, d: dxido de zinco e eugenol,

e: pasta Calen® + oxido de zinco, f: EndoREZ™, g: digluconato de

clorexidina a 1%.
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A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrdao do didmetro dos halos de

inibicdo, em milimetros.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo dos halos de inibicdo (em milimetros)

Materiais K. rhizophila E. faecalis S. mutans E. coli S. aureus
Média  DP* Média DP* Média DP* Média DP* Média DP*
Calen® 20,67 1,03 20,00 3,28 12,33 1,50 15,50 0,54 19,00 0,89
Calen® + dxido de zinco 21,33 0,51 22,00 0 12,67 1,96 16,00 0 17,00 0,89
Sealapex® 20,67 1,03 13,00 1,10 11,00 0 12,00 0 20,00 0,9
Oxido de zinco e eugenol 32,67 0,51 9,00 0 11,00 1,67 23,67 0,51 18,00 0,9
EndoREZ™ 7,00 0 0 0 0 0 0 0 8,00 0,89
Digluconato de clorexidina 1% 31,50 0,54 18,00 0,63 24,17 1,47 19,33 0,51 23,00 0,63
Agua destilada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Média das medidas (6 repetigGes)

* DP = desvio padrao.

A andlise de variancia evidenciou diferencas estatisticamente
significantes (p<0,0001) entre os halos de inibicdo ocasionados pelos diferentes
materiais, para todos os microrganismos avaliados.

Com relagdo a Kocuria rhizophila, o pés-teste de Tukey, ndo evidenciou
diferenca estatisticamente significante entre a pasta Calen®, a pasta Calen® espessada
com 6xido de zinco e o cimento Sealapex® (p>0,05), que apresentaram halos de
inibicdo respectivamente de 20,67; 21,33 e 20,67mm de didmetro, € nem entre o
cimento de déxido de zinco e eugenol e o digluconato de clorexidina a 1% (p>0,05), os
quais apresentaram halos de inibicao respectivamente de 32,67 e 31,5mm de
didmetro. O cimento EndoREZ™ ocasionou halos de inibicdo de 8mm de didmetro.
Dessa maneira, quanto a atividade antibacteriana dos diferentes materiais frente a
Kocuria rhizophila, pode-se inferir que:

Cimento de oxido de zinco e eugenol = digluconato de clorexidina a 1% > pasta
Calen® = pasta Caler® espessada com dxido de zinco = cimento Sealapex® > cimento
EndoREZ™ > dgua destilada

0 sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

Quando o microrganismo indicador foi o Enterococcus faecalis, 0s
maiores halos de inibicdo foram ocasionados pela pasta Calen® espessada com dxido
de zinco, seguido pela pasta Calen® e pelo digluconato de clorexidina a 1% (halos
respectivamente de 22, 20 e 18mm de didametro), ndo sendo observada diferenca
estatisticamente significante entre a pasta Calen® e a pasta Calen® espessada com
dxido de zinco (p>0,05), e nem entre a pasta Calen® e o digluconato de clorexidina a
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1% (p>0,05). Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre a pasta
Calen® espessada com oxido de zinco (22mm de didmetro) e o digluconato de
clorexidina a 1% (18mm de didmetro). O cimento EndoREZ™ e a &gua destilada ndo
apresentaram atividade antibacteriana. O cimento Sealapex® e o cimento de dxido de
zinco e eugenol apresentaram atividade antibacteriana intermediaria (halos de inibicdo
de 13 e 9mm de diametro), e diferentes entre si (p<0,05). Dessa maneira, quanto a
atividade antibacteriana dos diferentes materiais frente ao Enterococcus faecalis, pode-
se inferir que:

Pasta Calen® espessada com Oxido de zinco = pasta Caler’® = digluconato de
clorexidina a 1% > cimento Sealapex® > cimento de Jxido de zinco e eugenol >
cimento EndoREZ™ = dgua destilada

O sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

Pasta Calen® espessada com dxido de zinco > digluconato de clorexidina a 1%

Nas placas semeadas com Streptococcus mutans nao foi observada
diferenca estatisticamente significante entre a pasta Calen®, a pasta Calen® espessada
com oxido de zinco, o cimento Sealapex® e o cimento de éxido de zinco e eugenol
(p>0,05), os quais ocasionam halos de inibicdo respectivamente de 12,33; 12,67; 11 e
11mm de didmetro. O digluconato de clorexidina a 1% ocasionou os maiores halos de
inibicao (24,17mm de didametro) com diferenca estatisticamente significante entre ele e

os outros grupos (p<0,05). O cimento EndoREZ™

e a agua destilada ndo
apresentaram atividade antimicrobiana. Dessa maneira, quanto a atividade
antibacteriana dos diferentes materiais frente ao Streptococcus mutans, pdde-se inferir

que:

Digluconato de clorexidina a 1% > pasta Caler’® espessada com dxido de zinco = pasta
Calen® = cimento Sealapex® = cimento de Jxido de zinco e eugenol > cimento
EndoREZ™ = dgua destilada

0 sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

J& com relacdo a Escherichia coli nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre a pasta Calen® e a pasta Calen® espessada com
oxido de zinco (p>0,05), que ocasionaram halos de inibicdo respectivamente de 15,5 e

16mm de didmetro, e nem entre o cimento EndoREZ™

e a agua destilada (p>0,05), os
quais ndo apresentaram atividade antibacteriana. O cimento de dxido de zinco e

eugenol e o digluconato de clorexidina a 1% ocasionaram os maiores halos de inibicdo
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(23,67 e 19,33mm de diametro, respectivamente), com diferenca estatisticamente
significante entre eles (p<0,05). Dessa maneira, quanto a atividade antibacteriana dos
diferentes materiais frente a Escherichia colj, péde-se inferir que:

Cimento de oxido de zinco e eugenol > digluconato de clorexidina a 1% > pasta
Calen® espessada com dxido de zinco = pasta Caler’® > cimento Sealapex® > cimento
EndoREZ™ = dgua destilada

0 sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

Com relacdo ao Staphylococcus aureus, o diametro dos halos de inibigdo
ocasionados pelos materiais testados, em ordem decrescente, foram: 23mm para o
digluconato de clorexidina a 1%, 20mm para o cimento Sealapex®, 19mm para a pasta
Calen®, 18mm para o cimento de 6xido de zinco e eugenol, 17mm para a pasta Calen®
espessada com Oxido de zinco e 8mm para o cimento EndoREZ™. N&o foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre a pasta Calen® e o cimento
Sealapex® (p>0,05), e entre a pasta Calen® e o cimento de 6xido de zinco e eugenol
(p>0,05) e nem entre a pasta Calen® espessada com dxido de zinco e o cimento de
oxido de zinco e eugenol (p>0,05). Houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) entre o cimento Sealapex® (halo de 20mm de didmetro) e o cimento de
éxido de zinco e eugenol (halo de 18mm de didmetro), e entre a pasta Calen® (halo de
19mm de didmetro) e a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco (halo de 17mm de
didametro). Dessa maneira, quanto a atividade antibacteriana dos diferentes materiais
frente ao Staphylococcus aureus, pode-se inferir que:

Digluconato de clorexidina a 1% > cimento Sealapex® = pasta Caler’® = cimento de
Oxido de zinco e eugenol = pasta Calen® espessada com Oxido de zinco > cimento
EndoREZ™ > dgua destilada

0 sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

| Cimento Sealapex® > cimento de dxido de zinco e eugenol |

| Pasta Calen® > pasta Calen® espessada com 6xido de zinco|

Para melhor compreensdao, a comparagao entre a atividade
antibacteriana, apenas dos materiais obturadores de canais radiculares de dentes
deciduos testados (cimento de éxido de zinco e eugenol, pasta Calen® espessada com
dxido de zinco, cimento Sealapex® e cimento EndoREZ™), com relacdo a cada um dos
microrganismos indicadores, pode ser sintetizada da seguinte forma:
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e Kocuria rhizophila: cimento de oxido de zinco e eugenol > pasta Caler®
espessada com oxido de zinco = cimento Sealapex® > cimento EndoREZ™

e Enterococcus faecalis: pasta Calen’® espessada com oxido de zinco > cimento
Sealapex® > cimento de dxido de zinco e eugenol > cimento EndoREZ™

e Streptococcus mutans: pasta Calen’® espessada com dxido de zinco = cimento
Sealapex® = cimento de dxido de zinco e eugenol > cimento EndoREZ™

e Escherichia coli: cimento de dxido de zinco e eugenol > pasta Calen® espessada
com oxido de zinco > cimento Sealapex® > cimento EndoREZ™

e Staphylococcus aureus: cimento Sealapex® > cimento de oxido de zinco e
eugenol = da pasta Calen® espessada com Jxido de zinco > cimento EndoREZ™

0 sinal de = foi empregado com significado de auséncia de diferenca estatisticamente significante, e ndo de igualdade.

De maneira geral, independentemente do microrganismo avaliado,
pode-se inferir que, em ordem decrescente, o cimento de dxido de zinco e eugenol foi
o material obturador de canal radicular de dentes deciduos que apresentou a maior
atividade antibacteriana, seqguido pela pasta Calen® espessada com dxido de zinco,
pelo cimento Sealapex® e pelo cimento EndoREZ™.
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2) COMPATIBILIDADE TECIDUAL IN VIVO - ESTUDO EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS

Analise Microscopica Descritiva

Grupo I — Pasta Calen® espessada com Jdxido de zinco — 7 dias (Figura 4)

A reacao tecidual periférica ao material se caracterizou por uma faixa de
tecido eosinofilico na interface do mesmo com o tecido circunjacente. Representou
uma faixa estreita e homogénea. Na face interna desse tecido observaram-se
fragmentos do material. Subjacente notou-se infiltracdo de muitos macréfagos, com
focos de fibroblastos bem organizados, com organizacdao capsular e areas com células
gigantes multinucleadas inflamatorias. Permeando a reacdo tecidual notaram-se varios
neutrdfilos polimorfonucleares. O fibrosamento notado foi focal e sem caracterizar uma
capsula continua e bem organizada.

Grupo II — Cimento EndoREZ™ — 7 dias (Figura 5)

Na interface com o material a reacao caracterizou-se pelo edema e area
hialinizada irregular permeada por fragmentos celulares. Subjacente a essa area notou-
se a presenca de macrofagos e fibroblastos jovens em area de matriz extracelular
minimamente colagenizada e associada a edema. Notou-se grande numero de
neutréfilos de permeio ao tecido reacional. Na periferia observou-se também grande
quantidade de vasos neoformados. O material apresentou-se morfologicamente com
areas irregulares basofilicas e negativas, permeadas por material granular
acastanhado.

Grupo III — Gimento Sealapex® — 7 dias (Figura 6)

Na interface com o material testado notava-se uma area hialing,
homogénea mas com fragmentacdo celular e discreto edema. Subjacente havia muitos
neutréfilos juntamente com macrdéfagos e fibroblastos jovens. Em alguns espécimes o
fibrosamento discreto destacava-se com auséncia do mesmo em outros espécimes.
N3ao se observaram células gigantes multinucleadas inflamatdérias. O material se
apresentou na forma granular acastanhado, com formacOes cristaldides pequenas,
irregulares e refringentes. Em alguns espécimes (3), o material se apresentou também
nas margens laterais dos tubos-teste.
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Grupo 1V — Cimento de dxido de zinco e eugenol — 7 dias (Figura 7)

Na interface com o material o tecido reacional nao apresentou area
eosinofilica, as células em contato com o material eram caracterizadas
morfologicamente como neutrdfilos, em grande nimero, macréfagos e até fibroblastos.
O fibrosamento geralmente discreto apresentava uma clara organizacdao capsular.
Entre os fibroblastos notavam-se os macréfagos e os neutrofilos. O edema presente
era discreto. As células gigantes multinucleadas inflamatérias estavam em pequeno
nimero e eram irregulares. O material apresentava-se amorfo, acastanhado e
granular.

Grupo V — Pasta Calen® espessada com dxido de zinco — 21 dias (Figura 8)

O grupo V apresentou-se com fibrosamento moderado, de nitida
organizagao capsular na interface com o material. Entre os fibroblastos notou-se um
grande numero de macréfagos, discreto edema e nimero de neutrdfilos variando entre
discreto e moderado. Os elementos celulares estavam contidos em uma espessura
moderada constituida pelo tecido reacional frente ao material. Algumas células
gigantes inflamatoérias multinucleadas puderam ser visualizadas. O material agora
apresentava-se de forma mais homogénea e eosinofilica, com discreto material
granular distribuido irregularmente nos fragmentos observados. Em relagdo aos 7 dias
evidenciou-se um aumento do fibrosamento, uma melhora na organizacao capsular,
reducdo do edema e da populacao leucocitaria, especialmente de macrofagos.

Grupo VI — Cimento EndoREZ™ — 21 dias (Figura 9)

Neste periodo experimental o fibrosamento, na reagao tecidual frente ao
EndoREZ™, foi maior e se apresentava mais organizado. A espessura do tecido
reacional aumentou em relagdo aos 7 dias, com aumento, em alguns espécimes, da
populacdo celular de macréfagos e fibroblastos. O nimero de neutréfilos variou entre
discreto e moderado e o edema reduziu-se. Na interface entre o material e o tecido
reacional ainda se observou uma banda hialina estreita e pouco -celularizada.
Eventualmente notaram-se células gigantes multinucleadas inflamatdrias.

Grupo VII — Cimento Sealapex® — 21 dias (Figura 10)

Aos 21 dias a reacdo tecidual ao Sealapex® revelou-se com espessura
relativamente fina e um fibrosamento discreto a moderado muito bem organizado. O
edema e a resposta neutrofilica mostraram-se reduzidos. Os macréfagos quando
exuberantes em numero apresentavam-se evidenciados pela  presenca
intracitoplasmatica de particulas do material. Em 4 espécimes observou-se que, na
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reacdo tecidual granulomatosa do tipo corpo estranho induzida pelo Sealapex®, muitos
macrofagos continham o material em seu interior, em forma de particulas escuras e
refringentes (se assemelhando a particulas de ion6mero de vidro). Nas células gigantes
multinucleadas inflamatdrias em seu citoplasma, essas particulas também eram
abundantemente observadas. Em boa parte dos macréfagos observados o citoplasma

continha as particulas e eram vacuolizados.

Grupo VIIT — Gimento de oxido de zinco e eugenol — 21 dias (Figura 11)

O tecido reacional frente ao cimento de déxido de zinco e eugenol, apds
21 dias, apresentava-se com espessura moderada e bem organizada do ponto de vista
capsular. Os fibroblastos apresentavam-se bem definidos, de forma fusiforme e em
continuidade com as fibras colagenas. O nimero de neutrofilos era reduzido. Em
alguns espécimes o material foi observado no interior do citoplasma dos macréfagos
presentes. Eventuais células gigantes puderam ser observadas.

Grupo IX — Pasta Calen® espessada com dxido de zinco — 63 dias (Figura 12)

A espessura da reacdo tecidual, aos 63 dias frente & pasta Calen®
espessada com Oxido de zinco, revelou-se fina e muito bem organizada. O
fibrosamento variou entre moderado e discreto, e quando discreto, se assemelhava ao
dos tecidos circunjacentes. A quantidade de neutrdfilos e de células gigantes
inflamatdrias multinucleadas foi bastante reduzida.

Grupo X — Cimento EndoREZ™ — 63 dias (Figura 13)

A resposta tecidual frente ao cimento EndoREZ™

caracterizou-se por
apresentar uma grande quantidade de neutrdfilos como parte da reacdo ao material.

Z™ aos 63 dias notou-se

Ao contrario dos 7 e 21 dias apds a implantagdao do EndoRE
em 5 espécimes material no interior de macréfagos, com aparéncia granular e escura.
Ao mesmo tempo o material que se via no interior do tubo aos 7 e 21 dias, agora nao
estava mais presente. Supostamente a reacao tecidual, celular e exsudativa, tenha
conseguido dissolvé-lo e/ou fagocita-lo. O fibrosamento ndo era uniforme e organizado
de forma regular. A espessura ora era fina em alguns locais, ora era mais espessada.
As células gigantes multinucleadas inflamatdrias estavam presentes em pequeno

ndmero.

Grupo XI — Cimento Sealapex® — 63 dias (Figura 14)
O fibrosamento moderado e bem organizado permitiu uma uniformidade
na reacdo tecidual ao Sealapex®, apés 63 dias. Os macréfagos presentes fagocitaram o
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material em abundéncia e se distribuiram difusamente no tecido reacional. Os
neutrofilos estavam presentes em grande numero. Algumas células gigantes
multinucleadas inflamatdrias estavam presentes. Parte do material ainda se encontrava
no tubo com suas estruturas cristaldides birrefringentes. A espessura do tecido
reacional revelou-se fina, neste periodo.

Grupo XII — Cimento de oxido de zinco e eugenol — 63 dias (Figura 15)

A espessura do tecido reacional foi menor que aos 7 e 21 dias e o
fibrosamento discreto e bem organizado. Nao se observaram macréfagos fagocitando o
material. Algumas células gigantes multinucleadas inflamatdrias estavam presentes. Os
neutrofilos encontravam-se em quantidade consideravel e maior que aos 21 dias.

Grupo XIIT — Tubo Vazio — 7 dias (Figura 16)

A reagao tecidual na abertura vazia do tubo estava representada por
presenca marcante de fibroblastos permeados por macréfagos e eventuais neutrofilos.
Nao se detectou células gigantes multinucleadas inflamatdrias nesta regido.
Contrastando com esta area de extremidade vazia, nas paredes laterais do tubo de
polietileno a resposta tecidual apresentava-se bem menos exuberante, com poucas
células gigantes multinucleadas inflamatérias e macrdéfagos na sua superficie, bem
como tecido reacional bem préximo a morfologia do tecido conjuntivo fibroso, quanto
a0 seu grau de fibrosamento e organizagao estrutural.

Grupo XIV — Tubo Vazio — 21 dias (Figura 17)

O tecido reacional na extremidade aberta do tubo apresentou-se menos
exuberante em sua espessura, quando comparado com o periodo de 7 dias, porém o
grau de fibrosamento foi menor. Os macréfagos presentes estavam associados a
eventuais  neutrofilos e  células gigantes  multinucleadas  inflamatdrias.
Comparativamente as paredes laterais do tubo implantado, a resposta na abertura
vazia do tubo era muito maior em sua espessura e celularidade.



Figura 4 - Grupo I — Aspectos microscopicos da reacao do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com a pasta Calen®

espessada com oxido de zinco aos 7 dias.

Observam-se fragmentos do material (MT), macréfagos (MO), fibroblastos organizados em
feixes (setas em B), neutrdfilos polimorfonucleares (NT) e células gigantes multinucleadas
inflamatodrias (CG). Notam-se areas de necrose por coagulacdo (NC). (MM=musculo
esquelético, DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).

Figura 5 - Grupo II — Aspectos microscopicos da reagao do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento
EndoREZ® aos 7 dias.

Observam-se fragmentos do material (MT), macréfagos distribuidos aleatoriamente (MO),
fibroblastos eventualmente organizados em feixes (setas em B) e neutrdfilos
polimorfonucleares (NT) associados a fragmentacao nuclear (FN) ou cariorexe na area
adjacente (circulo) ao material. (VS=vaso sanguineo; EM=epiderme; DM=derme) (H.E.; 4X
em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).






Figura 6 - Grupo III — Aspectos microscopicos da reagado do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento

Sealapex® aos 7 dias.

Observam-se o material testado em grande quantidade (MT), macréfagos (MO) mais
perifericamente localizados, poucos fibroblastos sutilimente organizados em delicados feixes
(setas em B), neutrdfilos polimorfonucleares (NT) localizados principalmente na interface
com o material e auséncia de células gigantes multinucleadas inflamatorias. Notam-se areas
de necrose por coagulagao (NC) na interface com o material. No material nota-se estruturas
cristaléides (FC). (MM=musculo esquelético, DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em
Ce 100X em D).

Figura 7 - Grupo IV — Aspectos microscépicos da reacdao do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento de

oxido de zinco e eugenol aos 7 dias.

Os fragmentos de material estdo ausentes. Observam-se macréfagos (MO) e neutrofilos
(NT) na interface com o material testado. Os fibroblastos (FB) estao bem organizados em
feixes (setas em B) e C. O tecido reacional estd diretamente relacionado com o musculo
esquelético (MM) e este com o tecido adiposo adjacente (TA). (H.E.; 4X em A, 10X em B,
40X em C e 100X em D).
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Figura 8 - Grupo V — Aspectos microscopicos da reacao do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com a pasta Calen®

espessada com oOxido de zinco aos 21 dias.

Nota-se um fibrosamento delicado, mas organizado em feixes colagenos bem definidos e
com nitida organizacdo capsular na interface com o material (setas em B). Entre os
fibroblastos (FB) tém-se macrofagos (MO), discreto edema representado pelos espacos
negativos e eventuais neutrdfilos (NT). O material apresenta-se de forma homogénea e
eosinofilica, com discreto material (MT) granular distribuido irregularmente nos fragmentos
observados em B, C e D. (MM=musculo esquelético; TA=tecido adiposo; NR=filete neural;
VS=vaso sanguineo) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).

Figura 9 - Grupo VI — Aspectos microscopicos da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento
EndoREZ® aos 21 dias.

Nota-se um fibrosamento mais espesso e mais distante do material, mas organizado em
feixes colagenos com organizacao capsular irregular (setas em B). Entre os fibroblastos (FB)
tém-se muitos macréfagos (MO), discreto edema representado pelos espacos negativos e
neutrofilos (NT). Tem-se ainda fragmentacao nuclear. O material apresenta-se de forma
rendilhada com material (MT) granular distribuido irregularmente em fragmentos
eosinofilicos em B, C e D. (MM=musculo esquelético; TA=tecido adiposo; VS=vaso
sanguineo; DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).



Grupo 5: 21 dias - Calen + 6xido de zinco




Figura 10 - Grupo VII — Aspectos microscopicos da reacao do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento

Sealapex® aos 21 dias.

Observa-se um fibrosamento delicado com feixes colagenos curtos e permeados entre os
fibroblastos, assumindo a organizacao capsular a distancia do material (setas em B). Entre
os fibroblastos tém-se macréfagos (MO), discreto edema representado pelos espagos
negativos e raros neutrdfilos (NT). O material ndo permaneceu no tubo. Na interface com o
material notam-se principalmente macréfagos e fibroblastos. (MM=musculo esquelético;
DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).

Figura 11 - Grupo VIII — Aspectos microscopicos da reagdo do tecido conjuntivo
subcutaneo de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o

cimento de oxido de zinco e eugenol aos 21 dias.

O tecido reacional apresenta espessura de fina e bem organizada do ponto de vista capsular.
Os fibroblastos (FB) apresentam-se bem definidos, de forma fusiforme e em continuidade
com as fibras colagenas delicadas (setas em C). Os neutrdfilos (NT) estdo em numero
reduzido e os macrofagos (MO) presentes na interface com o material (MT). Eventuais
células gigantes multinucleadas inflamatdrias podem ser observadas na interface com
material com a sua morfologia muito achatada em D. (MM=musculo esquelético;
DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).



Grupo 7: 21 dias - Sealapex
ETE 1




Figura 12 - Grupo IX — Aspectos microscopicos da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com a pasta

Calen® acrescida de 6xido de zinco aos 63 dias.

Nota-se um fibrosamento delicado e pouco organizado em feixes coldgenos definidos e
curtos, sem uma nitida organizagao capsular na interface com o material (setas em B). Entre
os fibroblastos (FB) tém-se macrdéfagos (MO), inclusive junto ao material. Ha discreto edema
representado pelos espacos negativos, bem como eventuais neutréfilos (NT). (MM=musculo
esquelético, DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).

Figura 13 - Grupo X — Aspectos microscopicos da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento
EndoREZ® aos 63 dias.

Na interface com o material ausente nestes cortes, nota-se muitos macrofagos (MQO), em
parte com material granular do cimento no citoplasma (circulo), denotando diretamente a
propriedade fagocitdvel do mesmo. O fibrosamento ndo apresenta-se uniforme, sendo
minimamente organizado como capsula fibrosa (seta em B) com poucos fibroblastos (FB). O
tecido reacional apresenta pequena espessura e edema bem definido. Observa-se uma
acentuada presenca de neutrdfilos (NT). O material no interior do tubo ndo pode ser
observado, o mesmo ocorrendo com as células gigantes inflamatérias multinucleadas.
(MM=musculo esquelético) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).
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Figura 14 - Grupo XI — Aspectos microscopicos da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento

Sealapex® aos 63 dias.

O fibrosamento bem organizado e moderado (setas em B), com fibroblastos bem
caracterizados (FB) contrasta com as exuberantes células gigantes multinucleadas
inflamatdrias (CG). Os macréfagos imediatamente em contato com o material (MT) contém o
mesmo em abundancia em seu interior. Os neutréfilos (NT) eventualmente estdo presentes
(MM=musculo esquelético). (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).

Figura 15 - Grupo XII — Aspectos microscdpicos da reacao do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) preenchido com o cimento de
oxido de zinco e eugenol aos 63 dias.

O fibrosamento na interface com o material (MT) apresenta-se bem organizado e de
espessura pequena, mas na periferia com os tecidos adjacentes sua densidade e organizagao
lembra o tecido conjuntivo fibroso em continuidade (setas em B). De permeio, notam-se os
macréfagos (MO) e neutrdfilos (NT). (DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e
100X em D).



Grupo 11: 63 dias - Sealapex




Figura 16 - Grupo XIII — Aspectos microscopicos da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) vazio aos 7 dias.

O tecido reacional na abertura do tubo vazio € moderadamente espesso, mas ricamente
celularizado por fibroblastos (FB) e macréfagos (MO). O infiltrado inflamatdrio é discreto e
caracterizado por poucos neutrofilos (NT). O fibrosamento é discreto e bem organizado
(setas em D). Exsudato inflamatdrio (EI) esta presente na luz do tubo. (MM=musculo
esquelético; TA=tecido adiposo; DM=derme) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X
em D).

Figura 17 - Grupo XIV — Aspectos microscdpicos da reagao do tecido conjuntivo subcutaneo
de camundongos frente ao tubo polietileno (TP) vazio aos 21 dias.

A espessura do tecido reacional na extremidade aberta do tubo apresenta-se pouco
exuberante, com discreto grau de fibrosamento e moderada quantidade de fibroblastos (FB)
permeados por macréfagos (MO) além de eventuais neutrofilos e células gigantes
multinucleadas inflamatdrias (CG). Comparativamente as paredes laterais do tubo
implantado, a resposta na abertura vazia do tubo é maior em sua espessura e celularidade
(em A e B) (H.E.; 4X em A, 10X em B, 40X em C e 100X em D).



Grupo 13: 7 dias - Tubo Vazio
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Analise Microscopica Semi — Quantitativa

A representagao grafica percentual dos escores obtidos apos a avaliacao
do parametro fibrosamento nos materiais avaliados, nos diferentes periodos de tempo,

pode ser observada na Figura 18.
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Figura 18 — Porcentagens referentes aos escores atribuidos ao fibrosamento, nos diferentes grupos
avaliados.

Em relacdo ao fibrosamento, no periodo de 7 dias, o cimento EndoREZ™
ocasionou a menor quantidade percentual de fibrosamento e o controle a maior. A
analise estatistica demonstrou diferenga significante (p<0,05), apenas entre o cimento
EndoREZ™ e a pasta Calen® espessada com éxido de zinco, entre o cimento
EndoREZ™ e o cimento de dxido de zinco e eugenol, entre o cimento EndoREZ™ e o
controle e entre o cimento Sealapex® e o controle. No periodo de 21 dias, a maior
quantidade percentual de fibrosamento foi verificada frente a pasta Calen® espessada
com 6xido de zinco, seguida pelo cimento EndoREZ™ e cimento Sealapex®, porém sem
diferenca estatisticamente significante entre eles (p>0,05). Houve diferenca
estatisticamente significante entre todos os materiais testados e o controle (p<0,05), e
entre a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco e o cimento de éxido de zinco e
eugenol (p<0,05). Aos 63 dias, a analise dos dados nao demonstrou diferenca
estatistica entre os diferentes materiais testados (p>0,05).
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A representacao grafica percentual dos escores obtidos apos a avaliacdo
do parametro /nfiltrado inflamatorio nos materiais avaliados, nos diferentes periodos de
tempo, pode ser observada na Figura 19.
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Figura 19 — Porcentagens referentes aos escores atribuidos ao infiltrado inflamatério, nos diferentes
grupos avaliados.

Em relacdo ao infiltrado inflamatdrio, a andlise estatistica demonstrou,
aos 7 dias, diferenca significante entre todos os materiais testados e o controle
(p<0,05). Observou-se diferenca significante também quando a pasta Calen®
espessada com éxido de zinco foi comparada com os cimentos EndoREZ™, Sealapex®,
e dxido de zinco e eugenol (p<0,05), ou seja, a pasta Calen® espessada com dxido de
zinco gerou um infiltrado inflamatério de menor intensidade que os outros materiais
testados. No periodo de 21 dias, houve diferenca estatisticamente significante entre
todos os materiais testados e o controle (p<0,05), o qual apresentou auséncia de
infiltrado inflamatério na maioria dos espécimes. A intensidade do infiltrado
inflamatdrio, quando os diferentes materiais testados foram comparados entre si, ndo
demonstrou diferenca estatisticamente significante (p>0,05). Aos 63 dias, houve
diferenca estatisticamente significante entre a pasta Calen® espessada com 6xido de
Zinco e os outros materiais testados (p<0,05), ou seja, a pasta Calen® espessada com
oxido de zinco gerou um infiltrado inflamatdrio de menor intensidade que o cimento
EndoREZ™, o cimento Sealapex® e o cimento de dxido de zinco e eugenol.
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Analise Microscopica Quantitativa

A média e o desvio padrao da area do tecido reacional granulomatoso
na extremidade-teste nos diferentes grupos pode ser vista na Figura 20 e no Apéndice
A.
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Figura 20 - Média e desvio padrdo da area do tecido reacional granulomatoso, nos diferentes grupos
avaliados.

Em relacdo a area do tecido reacional granulomatoso, no periodo de 7
dias houve diferenca estatisticamente significante entre o controle e os seguintes
materiais: pasta Calen® espessada com 6xido de zinco, cimento EndoREZ™ e cimento

Z™ e o cimento de 4xido de zinco e

Sealapex (p<0,05) e entre o cimento EndoRE
eugenol (p<0,05), sendo que o controle apresentou a maior area e o cimento
EndoREZ™ a menor. No periodo de 21 dias, a area do tecido reacional diminuiu para o
controle e também para todos os materiais avaliados (exceto para o cimento
EndoREZ™). Houve diferenca estatisticamente significante apenas entre a pasta
Calen® espessada com 6xido de zinco (menor area) e o cimento EndoREZ™ (p<0,05).
J4& no periodo de 63 dias a area diminuiu ainda mais para a pasta Calen® espessada
com Oxido de zinco e para o cimento Sealapex®, e aumentou para os cimentos

EndoREZ™ e 6xido de zinco e eugenol. Houve diferenca estatisticamente significante
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apenas entre a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco e os seguintes materiais:

ZTM

cimento EndoRE e cimento de Oxido de zinco e eugenol, e entre o cimento

Sealapex® e os seguintes materiais: cimento EndoREZ™ e cimento de éxido de zinco e
eugenol (p<0,05).

A média e o desvio padrao da maior espessura do tecido reacional
granulomatoso na extremidade-teste nos diferentes grupos pode ser vista na Figura 21

e no Apéndice B.
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Figura 21 - Média e desvio padrdo da maior espessura do tecido reacional granulomatoso, nos diferentes
grupos avaliados.

Em relacdo ao parametro maior espessura do tecido reacional
granulomatoso, no periodo de 7 dias a analise estatistica ndao demonstrou diferenca
significante entre os diferentes grupos (p>0,05). No periodo de 21 dias, a espessura
do tecido reacional frente a todos os materiais testados aumentou, e no grupo controle
diminuiu. Foi observada diferenca estatisticamente significante quando o cimento
EndoREZ™ (maior espessura) foi comparado com a pasta Calen® espessada com éxido

de zinco, com o cimento de dxido de zinco e eugenol, com o cimento Sealapex® e com
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o controle (p<0,05). Houve diferenca também entre o cimento de 6xido de zinco e
eugenol e o controle, e entre a pasta Calen espessada com dxido de zinco e o controle
(p<0,05). Ja no periodo de 63 dias, a analise estatistica ndo demonstrou diferenca

significante entre os diferentes grupos (p>0,05).

A analise geral, dos resultados obtidos, nos permite dizer que a resposta
tecidual variou entre os parametros avaliados, para os diferentes materiais testados,
nos diferentes periodos de tempo. Fibrosamento e espessura foram semelhantes para
todos 0s materiais testados ao final do experimento. A pasta Calen® espessada com
oxido de zinco ocasionou uma resposta inflamatdéria de menor intensidade que os
outros materiais tanto ao inicio, como ao final do experimento. A area do tecido
reacional granulomatoso ao final do experimento foi menor para a pasta Calen®
espessada com dxido de zinco e para o cimento Sealapex®, e semelhantes a do grupo

controle.
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DiscussAo

1) ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO— TESTE DE DIFUSAO EM AGArR

Atividade antimicrobiana é uma das propriedades desejadas nos
materiais obturadores de canais radiculares (Rifkin, 1980; Tchaou et al., 1995; Tchaou
et al., 1996; Leonardo et al., 2000; Mickel et al., 2003; Cobankara et al., 2004; Sipert
et al.,, 2005; Tabrizizadeh e Mohammadi, 2005; Amorim et al., 2006; Bodrumlu e
Semiz, 2006; Savioli et al., 2006; Eldeniz et al., 2006; Miyagak et al., 2006; Reddy e
Ramakrishna, 2007; Tanomaru-Filho et al. 2007-b), pois mesmo apds o preparo
biomecanico e a utilizacdo de um curativo de demora, nos dentes com necrose pulpar
e lesdo periapical, bactérias residuais podem permanecer no sistema de canais
radiculares (Sundqvist et al., 1998; Distel et al., 2002; Faria et al., 2005). Portanto, o
material obturador deve ser capaz de eliminar microrganismos, neutralizar produtos
toxicos residuais e prevenir a recorréncia de infeccoes no canal radicular, a fim de
favorecer o processo de reparo (Leonardo et al., 2000; Leonardo et al., 2007-a).

Com o intuito de se utilizar materiais efetivos na reducao/eliminacao da
infeccao bacteriana presente no sistema de canais radiculares de dentes deciduos e
permanentes, com necrose pulpar e lesao periapical visivel radiograficamente, torna-se
necessario avaliar o espectro de acao antimicrobiana dos mesmos. Com essa
finalidade, o teste /in vitro de difusdo em agar tem sido amplamente empregado
(Wright et al., 1994; Tchaou et al., 1996; Leonardo et al., 2000; Gomes et al., 2002;
Mickel et al., 2003; Cobankara et al., 2004; Sipert et al., 2005; Tabrizizadeh e
Mohammadi, 2005; Amorim et al., 2006; Bodrumlu e Semiz, 2006; Eldeniz et al., 2006;
Gomes et al., 2006-b; Miyagak et al., 2006; Reddy e Ramakrishna, 2007; Tanomaru-
Filho et al., 2007-b; Silva, 2007).

O tamanho dos halos de inibicdo, no teste de difusdo em agar, depende
principalmente do tamanho das moléculas e da solubilidade e difusao dos materiais
testados (Gomes et al., 2002; Mickel et al., 2003; Cobankara et al., 2004 Tanomaru-
Filho et al., 2007-b). Assim, a extensdao da zona de inibicdo pode nao refletir com
exatiddo a poténcia da atividade antimicrobiana do material testado (Tanomaru-Filho
et al., 2007-b). Além disso, ao extrapolar os resultados obtidos nesses testes /in vitro,
deve-se ter em mente que, /n vivo, a eficacia dos materiais é geralmente reduzida pela

capacidade tampao da dentina, que a quantidade de medicagao colocada no interior do
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canal radicular é geralmente menor que a usada em estudos /7 vitro e que a natureza
polimicrobiana das infeccoes endodonticas, sob a forma de biofilme, dificilmente é
reproduzida /in vitro (Gomes et al., 2006-b).

Assim, quando se avalia a atividade antibacteriana dos materiais
obturadores de canais radiculares, é importante que se utilizem diferentes espécies
bacterianas, pois além das infeccdes endodonticas de dentes deciduos apresentarem
natureza polimicrobiana (Pazelli et al., 2003; Silva et al., 2006; Ruviére et al., 2007), a
sensibilidade a um mesmo material difere entre os diferentes microrganismos (Tobias et
al., 1988). No presente estudo avaliou-se a atividade antibacteriana do cimento de 6xido
de zinco e eugenol, da pasta Calen® associada ao éxido de zinco, do cimento Sealapex®
e do cimento EndoREZ™ sobre os microrganismos Kocuria rhizophila, Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A escolha de microrganismos anaerobios facultativos e aerdbios ocorreu
pois esses interagem com o0s anaerdbios estritos, causando mudancas nas relacoes
nutricionais e mudancas na tensdo de oxigénio, que determinam as inter-relacdes de
sobrevivéncia microbiana, sendo portanto essencial que se avalie a atividade
antibacteriana dos materiais endodonticos sobre esses microrganismos (Leonardo et
al., 2000).

A Kocuria rhizophila, por ser amplamente reconhecida como um
microrganismo com baixa resisténcia intrinseca, € utilizada como microrganismo
controle, sendo empregada em diversos estudos sobre atividade inibitoria de materiais
obturadores de canal radicular, por meio do teste de difusdo em agar (Leonardo et al.,
2000, Sipert et al , 2005; Savioli et al., 2006; Silva, 2007, Tanomaru-Filho et al., 2007-
b).

A escolha do Enterococcus faecalis deve-se ao fato que esta € uma das
espécies bacterianas mais comumente encontrada em dentes com necrose pulpar e
freqlientemente associada com insucessos pods-tratamento endodontico. Como o
Enterococcus faecalis persiste mesmo apds o preparo biomecanico, o uso de curativos
antimicrobianos e a obturacao final, é importante que se utilizem materiais
obturadores que apresentem atividade antibacteriana contra esse microrganismo
(Sundgqyvist et al., 1998; Gomes et al., 2006-a; Stuart et al., 2006). Segundo Bystrom et
al. (1985), o Enterococcus faecalis apresenta capacidade de sobreviver em ambientes
com escassez de nutrientes, de invadir tubulos dentindrios e de aderir ao coldgeno na
presenca de soro humano. Por esses motivos, esse microrganismo tem sido

empregado em diversos estudos relacionados a atividade antimicrobiana de materiais
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endodonticos (Fuss et al. 1997; Leonardo et al., 2000; Mickel et al., 2003; Cobankara
et al.,, 2004; Sipert et al 2005; Viana et al., 2005; Amorim et al., 2006; Bodrumlu e
Semiz, 2006; Eldeniz et al., 2006; Savioli et al., 2006; Reddy e Ramakrishna, 2007;
Silva, 2007; Tanomaru-Filho et al., 2007-b).

O Streptococcus mutans foi selecionado por ser o agente etioldgico
primario da doenca carie (Aas et al., 2008), e estar presente em canais radiculares de
dentes deciduos de humanos com necrose pulpar e lesao periapical (Pazelli et al., 2003;
Silva et al., 2006). Além disso, esse microrganismo foi empregado em diversos estudos
com metodologia semelhante a nossa (Leonardo et al., 2000; Tabrizizadeh e
Mohammadi, 2005; Savioli et al., 2006; Reddy e Ramakrishna, 2007).

A escolha da Escherichia coli como microrganismo indicador ocorreu por
esta ser uma bactéria facultativa Gram-negativa, avaliada em diversos estudos sobre
atividade antibacteriana de materiais endodonticos, em teste de difusdao em agar (Cox
et al., 1978; Leonardo et al., 2000; Sipert et al., 2005; Savioli et al., 2006; Reddy e
Ramakrishna, 2007; Tanomaru-Filho et al., 2007-b). Os microrganismos gram-
negativos, além de possuirem diferentes fatores de viruléncia e gerarem produtos e
sub-produtos toxicos aos tecidos apicais e periapicais, contém a endotoxina em sua
parede celular. Esse fato é particularmente importante, uma vez que a endotoxina, de
natureza lipopolissacaridica (LPS), é liberada durante a multiplicacdo ou morte
bacteriana, exercendo uma série de efeitos bioldgicos importantes (McGee et al.,
1992), que levam a reacao inflamatdria (Rietschel e Brade, 1992; Silva et al., 2002) e
reabsorcao dssea na regido periapical (Stashenko, 1990; Yamasaki et al., 1992;
Nelson-Filho et al., 2002).

O Staphylococcus aureus foi selecionado por ser encontrado em
infeccoes endodonticas (Jacinto et al., 2007), e empregado em diversos estudos que
avaliaram a inibicdo de microrganismos, por materiais endodonticos, em teste de
difusdo em dagar (Cox et al., 1978; Leonardo et al., 2000; Sipert et al., 2005;
Tabrizizadeh e Mohammadi, 2005; Amorim et al., 2006; Savioli et al., 2006; Reddy e
Ramakrishna, 2007; Tanomaru-Filho et al., 2007-b). No entanto, de acordo com
Tronstad et al. (1987) e Reader et al. (1994), a presenca de estafilococos em canais

radiculares pode ser resultado de contaminacdo durante o tratamento endodontico.
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CIMENTO DE OXIDO DE ZINCO E EUGENOL

Os resultados do presente estudo demonstraram que o cimento de
oxido de zinco e eugenol apresentou atividade antibacteriana contra Kocuria rhizophila,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
com a formagao de halos de inibicdo de respectivamente 32,67; 9; 11; 23,67 e 18mm
de didmetro, sendo o material que ocasionou os maiores halos de inibicdo frente aos
microrganismos Kocuria rhizophila e Escherichia coli e o menor halo de inibigdo frente
ao Enterococcus faecalls.

Tanomaru-Filho et al. (2007)-b avaliando a atividade antimicrobiana do
cimento de déxido de zinco e eugenol pelo teste de difusao em agar, observaram halos
de inibicdo de 29,5mm para o Micrococcus luteus, de 21,5mm para a Escherichia coll,
de 21mm para o Staphylococcus aureus e de 16,5mm para o Enterococcus faecalis. O
didametro dos halos de inibicao frente aos microrganismos testados por Tanomaru-Filho
et al. (2007)-b estd de acordo com os resultados do presente trabalho, no qual em
ordem decrescente também observamos o maior halo para a Kocuria rhizophila
(anteriormente denominada de Micrococcus luteus), seguido pela Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

Em 2005, Tabrizizadeh e Mohammadi, verificaram que os halos de
inibicdo do cimento de 6xido de zinco e eugenol foram maiores para o Staphylococcus
aureus que para o Streptococcus mutans. Em nosso experimento esse fato também foi
observado, tendo em vista que obtivemos halos de inibicdo de 18mm para o
Staphylococcus aureus e de 11mm para o Streptococcus mutans.

Savioli et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de cada um
dos componentes de um cimento obturador de canais radiculares de dentes
permanentes a base de éxido de zinco e eugenol, por meio do teste de difusdo em
agar, contra diversos microrganismos (Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, Escherichia coll,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Céndida albicans). O eugenol inibiu
Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Portanto, o
eugenol foi capaz de inibir microrganismos das mesmas espécies que os por nds
avaliados. O dxido de zinco inibiu apenas o Streptococcus sobrinus e a Escherichia coli.
Talvez o fato da Escherichia coli ser inibida tanto pelo eugenol como pelo éxido de
zinco possa explicar nossos resultados, onde o cimento de 6xido de zinco e eugenol foi

o material que ocasionou a maior inibicao quando o microrganismo indicador foi a
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Escherichia coli (halos de 23,67mm de diametro), maior até que a ocasionada pelo
digluconato de clorexidina a 1% (halo de 19,33mm de diametro).

A atividade antibacteriana do 6xido de zinco (pd) contra a Escherichia
coli e o Staphylococcus aureus foi avaliada por Sawai (2003), o qual verificou a
presenca de atividade antibacteriana contra esses dois microrganismos, sendo
entretanto mais efetiva contra o Staphylococcus aureus, sugerindo uma forte afinidade
entre esse Oxido metdlico e as células dessa bactéria. Esse efeito antibacteriano
potente do oxido de zinco contra o Staphylococcus aureus também foi observado por
Jones et al. (2008).

Leonardo et al. (2000), avaliando em teste de difusao em agar a
atividade antibacteriana do éxido de zinco associado a agua, observaram a formagao
de halos de inibicdo para todos os microrganismos testados (Kocuria rhizophila,
Enterococcus faecalls, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa), sendo os halos de inibigao
para Escherichia coli de 4mm e para Staphylococcus aureus de 4,5mm. Em nosso
experimento, os halos de inibicdo foram maiores para a Escherichia coli que para o
Staphylococcus aureus. Entretanto, o dxido de zinco foi avaliado associado ao eugenol,
0 que pode ter alterado esse resultado.

De acordo com Hume (1986), Markowitz et al. (1992), Fuss et al.
(1997), Leonardo et al. (2000), Mickel et al. (2003) e Reddy e Ramakrishna (2007) o
eugenol é um agente antimicrobiano potente, sendo o principal componente a conferir
ao cimento de dxido de zinco e eugenol efeitos antimicrobianos. Em 2003, Walsh et al.
avaliaram o mecanismo de acao do eugenol sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, verificando o rompimento da membrana celular, levando a perda dos
componentes intracelulares.

A efetividade antimicrobiana de varios materiais indicados para
tratamento endodontico de dentes deciduos com relagdo a 21 microrganismos
(anaerdbios e aerdbios, Gram-positivos e Gram-negativos), empregando o teste de
difusdo em &agar, foi avaliada por Tchaou et al. (1996). Os autores verificaram que o
oxido de zinco + eugenol, o éxido de zinco + agua e o déxido de zinco + clorexidina
inibiram todos os microrganismos testados, porém de maneira menos efetiva que os
materiais que continham formocresol ou paramonoclorofenol canforado. Observaram
também que os microrganismos Gram-negativos foram inibidos mais efetivamente que
os Gram-positivos. Em nosso estudo, assim como no de Tchaou et al. (1996), o

cimento de o¢xido de zinco e eugenol também foi capaz de inibir todos os
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microrganismos testados e os halos de inibicdo observados para a Escherichia coli
(Gram-negativo) foram maiores que para 0s outros microrganismos.

Amorim et al. (2006) avaliaram, por meio do teste de difusdo em agar,
a atividade antimicrobiana de diferentes materiais obturadores de canal radicular de
dentes deciduos, incluindo o cimento de oxido de zinco e eugenol, sobre 5
microrganismos (Enterococcus faecalls, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans). Os halos de inibicdo gerados frente
aos microrganismos foram de respectivamente 15mm; 12mm; 9mm; 16mm e 12mm
de diametro. O cimento de dxido de zinco e eugenol foi 0 material que inibiu mais
eficazmente o Enterococcus faecalis. Contrariamente, no presente estudo, dentre todos
os materiais testados, exceto o Endorez™ o qual ndo ocasionou nenhuma inibicdo, o
cimento de 6xido de zinco e eugenol foi o material que ocasionou os menores halos,
quando o microrganismo indicador foi o Enterococcus faecalis (9mm de didametro). De
maneira inversa, quando o microrganismo indicador foi o Staphylococcus aureus, o
didmetro dos halos de inibicdo em nosso estudo foram maiores (18mm) que no de
Amorim et al. (2006).

Reddy e Ramakrishna (2007) também compararam a atividade
antimicrobiana de diferentes materiais obturadores de canal radicular de dentes
deciduos (6xido de zinco e eugenol, oxido de zinco e eugenol + formocresol, hidroxido
de calcio + agua destilada, 6xido de zinco + fenol canforado, hidréxido de calcio +
iodoférmio e vaselina) sobre 23 cepas bacterianas, por meio do teste de difusdao em
agar. As maiores zonas de inibicao foram ocasionadas pelo dxido de zinco e eugenol +
formocresol, seguido pelo dxido de zinco e eugenol, dxido de zinco + fenol canforado e
hidréxido de calcio + agua. Entretanto, os autores ndo indicaram o acréscimo do
formocresol ao Oxido de zinco e eugenol devido a sua toxicidade. Com respeito
especificamente ao 6xido de zinco e eugenol, este apresentou efeito inibitério pequeno
sobre os microrganismos facultativos/aerébios Gram-positivos, efeito inibitorio médio
sobre os facultativos/aerdbios Gram-negativos e os anaerdbios Gram-positivos e efeito
inibitorio intenso sobre os anaerdbios Gram-negativos. Em nosso estudo, o efeito
inibitorio do cimento de 6xido de zinco e eugenol sobre os microrganismos facultativos
Gram-positivos foi pequeno apenas para 0 Enterococcus faecalis e o Streptococcus
mutans, para o Staphylococcus aureus o efeito inibitorio foi médio e para a Kocuria
rhizophila foi intenso. Ja para a Escherichia coli (microrganismo facultativo Gram-
negativo) o efeito inibitdrio foi intenso, e no experimento de Reddy e Ramakrishna

(2007) para esse tipo de microrganismo foi médio. Uma possivel explicacdo para as
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diferencas de efeito inibitorio, além das diferengas metodoldgicas, pode ser o fato das
cepas bacterianas utilizadas por eles serem oriundas de dentes deciduos infectados de
pacientes atendidos pelos mesmos e as nossas de cepas bacterianas estandardizadas
(ATTC-American Type Culture Collection).

PASTA CALEN® ESPESSADA COM OXIDO DE ZINCO

A pasta Calen®, um produto a base de hidrdxido de célcio associado ao
polietilenoglicol, tem sido amplamente utilizada na Odontologia em diversas situagoes
clinicas (Silva, 1988; Nelson-Filho, 1996; Assed, 2005; Leonardo, 2005).

A presenca de atividade antibacteriana na pasta Calen® foi comprovada
por diversos autores (Assed, 1994; Leonardo et al., 1995; Leonardo et al., 1999;
Leonardo et al., 2000; Leonardo, 2005; Faria et al., 2005; Silva, 2007; Soares et al.,
2007; Tamonaru-Filho et al., 2007-b). No presente estudo a pasta Calen® apresentou
atividade antibacteriana contra Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com a formagao de halos de inibicao
de respectivamente 20,67; 20; 12,33; 15,5 e 19mm de diametro.

Leonardo et al. (2000) testaram a atividade antibacteriana da pasta
Calen®, pelo teste de difusdo em &gar, empregando como microrganismos indicadores
Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e Pseudomonas aeruginosa,
verificando a presenca de atividade antibacteriana contra todos os microrganismos,
com formacao de halos de inibicao de respectivamente 18; 11,5; 24,7; 13; 13; 14,5;
10,3mm, o que esta de acordo com nossos resultados.

Tanomaru-Filho et al. (2007)-b avaliaram a atividade antibacteriana,
pelo teste de difusdo em &gar, da pasta Calen® colocada na extremidade de cones de
papel absorvente, frente a Kocuria rhizophila, Escherichia colj, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, observando a formacao de
halos de inibicdo de aproximadamente 6mm para todos os microrganismos, o que
também estd de acordo com nossos resultados, onde observamos que a pasta Calen®
foi capaz de inibir Kocuria rhizophila, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

O efeito antimicrobiano de diferentes materiais obturadores de canal
radicular usados em Odontopediatria (pasta Guedes-Pinto, dxido de zinco e eugenol,
hidroxido de calcio + propilenoglicol, pasta poliantibidtica CTZ e Vitapex) sobre 5
microrganismos (Enterococcus faecalls, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans), utilizando o teste de difusao em agar,
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foi comparado por Amorim et al. (2006). Todas as pastas induziram a formacao de
halos de inibicdo, exceto o Vitapex. A pasta de hidroxido de calcio p.a. +
propilenoglicol ocasionou halos de inibicdo de 11mm de diametro para o Enterococcus
faecalis e de 9mm para o Staphylococcus aureus. No nosso experimento, onde utilizou-
se 0 hidréxido de célcio + polietilenoglicol (pasta Calen®), os halos de inibicdo para o
Enterococcus faecalis foram de 20mm de didametro e para o Staphylococcus aureus de
19mm. As diferencas observadas, talvez possam ser explicadas, pelos diferentes
veiculos empregados e pelos diferentes periodos de pré-incubagdo, que no nosso
experimento foi de 2 horas, favorecendo a difusdo i6nica no agar, enquanto no
experimento de Amorim et al. (2006), esse tempo foi de apenas 1 hora.

Como ja salientado por Leonardo et al. (2000), ao se testar a atividade
antimicrobiana de materiais a base de hidréxido de calcio, por meio do teste de difusao
em agar, deve-se manter o meio de cultura inoculado a temperatura ambiente por 2
horas, a fim de permitir a dissociacao e a difusao do hidréxido de calcio contido nas
pastas e cimentos obturadores, o que é denominado de periodo de pré-difusao. Nos
estudos de Leonardo et al. (2000), Tanomaru-Filho et al. (2007)-b e Silva (2007) esse
passo técnico foi efetuado, bem como no presente estudo.

A eficacia antimicrobiana da pasta Calen® foi comprovada, também, por
meio de estudo clinico, envolvendo canais radiculares de dentes deciduos com necrose
pulpar e lesao periapical, por Faria et al. (2005) que observaram, por meio de cultura
microbiana, que o curativo de demora com esta pasta apresentou agao antibacteriana,
sendo eficaz na eliminacao de microrganismos em 62,5% dos casos.

No entanto, para sua utilizagdo como material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos, a pasta Calen® necessita ser espessada com dxido de
zinco (Silva e Leonardo, 1995; Assed, 2005; Leonardo et al., 2007-b). Embora a pasta
Calen® espessada ja tenha sido utilizada por varios pesquisadores (Barroso, 2003;
Bezerril, 2003; Pazelli et al., 2003; Rabelo, 2003; Faria et al., 2005), sua atividade
antimicrobiana ainda ndo havia sido avaliada. Nesse estudo, a pasta Calen® espessada
com Oxido de zinco apresentou atividade antibacteriana contra todos os
microrganismos testados (Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus), com halos de inibicao de
respectivamente 21,33; 22; 12,67; 16 e 17mm de didametro.

Ao compararmos o didmetro dos halos de inibicdo ocasionados pela

pasta Calen® espessada com dxido de zinco com os da pasta Calen®, verificamos que
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ocorreu um pequeno aumento nesse didmetro para a pasta Calen® espessada com
oxido de zinco, exceto para o Staphylococcus aureus.

Portanto, deduzimos que o acréscimo do Oxido de zinco para
espessamento da pasta Calen® n3o interferiu na sua atividade antimicrobina,
ocorrendo até mesmo um suave incremento dessa propriedade. Isso talvez possa ser
explicado pelo fato do dxido de zinco também apresentar atividade antibacteriana
(Sawai, 2003; Jones et al., 2008). Como ja observado por Leonardo et al. (2000), o
oxido de zinco associado a agua inibiu o crescimento de varios microrganismos
(Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalls, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa).

O Enterecoccus faecalis € um microrganismo facultativo considerado
como um dos mais resistentes as medicacOes intracanal a base de hidroxido de calcio
(Basrani et al., 2003; Oncag et al., 2006), tolerando pH elevados, variando de 9 a 11
(Gomes et al., 2006-a). Entretanto, no presente estudo a pasta Calen® e a pasta
Calen® espessada com éxido de zinco foram os materiais que ocasionaram 0s maiores
halos de inibicao frente a esse microrganismo. Talvez isso se deva ao elevado pH da
pasta Calen®, o qual é de 12,4 (Silva, 1988; Nelson-Filho, 1996; Assed, 2005;
Leonardo, 2005).

Estrela et al. (2001) também observaram que o hidroxido de calcio
associado ao polietilenoglicol apresenta atividade antimicrobiana sobre Enterococcus
faecalis, tanto no teste de difusao em agar, como no teste de contato direto. Segundo
os autores, ambos os testes foram validos para estabelecer o espectro antimicrobiano
das pastas a base de hidréxido de calcio.

A atividade antibacteriana de materiais a base de hidrdxido de calcio é
dependente de sua ionizacdo, a qual libera ions hidroxila causando um aumento do pH
(Estrela et al., 1995; Silva et al., 1997-b; Leonardo et al., 2000). Um pH acima de 9
inativa, de forma reversivel ou irreversivel, as enzimas da membrana citoplasmatica do
microrganismo, resultando em mudangas nos componentes organicos e no transporte
de nutrientes (Estrela et al., 1995). Esses ions apresentam ainda agao sobre as células
bacterianas por meio da destruicao de acidos graxos insaturados ou fosfolipideos da
membrana citoplasmatica bacteriana (Podbielski et al., 2000). A atividade
antibacteriana também pode ser resultante da reacao do hidréxido de calcio com o
diéxido de carbono no canal radicular, e assim, bactérias dependentes de CO, ndo

conseguiriam sobreviver (Estrela et al., 1995; Kontakiotis et al., 1995).
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CIMENTO SEALAPEX®

Nossos resultados demonstraram que o cimento Sealapex® apresentou
atividade antibacteriana contra todos os microrganismos testados (Kocuria rhizophila,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus), com a formacao de halos de inibicao de respectivamente 20,6; 13; 11; 12 e
20mm de diametro. Esses resultados estdo de acordo com os observados por Leonardo
et al. (2000), que testaram a atividade antibacteriana do cimento Sealapex®, pelo teste
de difusdo em agar, contra Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, Escherichia coll, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa, verificando a presenca de atividade antibacteriana contra
todos os microrganismos, com a formagao de halos de inibicao de respectivamente 15;
13; 13; 14,7; 13,3; 18,7; 11,7mm de diametro.

Concordamos com os resultados obtidos por Fuss et al. (1997), Mickel
et al. (2003), Cobankara et al. (2004) e Bodrumlu e Semiz (2006), que avaliaram a
atividade antibacteriana de cimentos obturadores de canais radiculares, empregando o
teste de difusdao em agar, com relagao especificamente ao Enterococcus faecalis. Em
todos os experimentos, o cimento Sealapex® demonstrou atividade antibacteriana
contra esse microrganismo.

Em 2005, Sipert et al. observaram, pelo teste de difusdo em agar, que o
cimento Sealapex® ocasionou halos de inibicdo de respectivamente 14; 22; 15; 7,33;
10,33; 16 e 23,66mm de diametro, contra os microrganismos Enterococcus faecalls,
Escherichia coll, Micrococcus Iuteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Comparando o didmetro,
em milimetros, dos halos de inibicdo desse estudo com os do nosso observamos
diferencas, as quais podem ser explicadas por diferencas do meio de cultura, da
procedéncia dos microrganismos, da estandardizacdo da densidade de inoculacdo, do
contato entre o material testado e as bordas do gel, da atmosfera de incubacao e da
interpretacao das zonas de inibicao.

Tanomaru-Filho et al. (2007)-b observaram que quando o cimento
Sealapex® foi acrescido de dxido de zinco, com a finalidade de melhorar sua
consisténcia para ser empregado em obturagdo retrégrada, este continuou
apresentando atividade antimicrobiana contra Micrococcus Iuteus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida
albicans.



Discussao 68

Contrariando os resultados dos estudos anteriores, e também do nosso,
Miyagak et al. (2006) ndo verificaram atividade antimicrobiana no cimento Sealapex®
contra 0os microrganismos Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida
albicans, com o método de difusdo em agar. Provavelmente esse fato ocorreu por ndao
ter sido efetuada a etapa de pré-difusdo, que permite a dissociacdo e a difusdo do
hidréxido de calcio contido nas pastas e cimentos obturadores a base dessa substancia
(Leonardo et al., 2000).

CIMENTO ENDOREZ™

Na literatura especifica, poucos autores avaliaram a atividade
antimicrobiana do cimento EndoREZ™. Sipert et al. (2005), por meio do teste de
difusdo em d&gar, observaram que o cimento EndoREZ™ n&do apresentou atividade
antimicrobiana sobre nenhum dos microrganismos avaliados, ou seja Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Em 2006, Eldeniz et al.
também ndo observaram a presenca de atividade antibacteriana no cimento
EndoREZ™, empregando o teste de difusio em 4&gar sobre nenhum dos
microrganismos avaliados (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa). Entretanto, quando esses autores empregaram o teste de
contato direto, observaram pequena atividade antibacteriana contra esses
microrganismos. A diferenga de resultados entre os 2 testes foi atribuida a presenca de
componentes insollveis nesse cimento, incapazes de se difundir no agar.

No presente estudo, empregando-se o teste de difusdo em &gar, o
cimento EndoREZ™ apresentou atividade antibacteriana, embora pequena, contra
Kocuria rizhophila (7mm) e Staphylococcus aureus (8mm), diferentemente do estudo
de Sipert et al. (2005) e de Eldeniz et al. (2006) que ndo observaram atividade
antibacteriana contra nenhum microrganismo no teste de difusdo em agar, nem

mesmo contra Kocuria rizhophila e Staphylococcus aureus.

Assim, com base nas diferencas estatisticamente significantes entre os
materiais obturadores de canais radiculares de dentes deciduos avaliados, podemos
concluir que, de maneira geral, frente aos microrganismos avaliados, o cimento de
oxido de zinco e eugenol foi o material que apresentou a maior atividade

antibacteriana, seguido pela pasta Calen® espessada com éxido de zinco e pelo



Discussao 69

cimento Sealapex®. O cimento EndoREZ™ foi dentre os materiais testados o que

apresentou a menor atividade antibacteriana.

Entretanto, acho importante ressaltar que essa atividade antibacteriana
mais intensa, atribuida ao cimento de déxido de zinco e eugenol, quando comparado a
pasta Calen® espessada com 6xido de zinco, deveu-se em parte a inibicdo mais eficaz
da Kocuria rizhophila pelo cimento de 6xido de zinco e eugenol que pela pasta Calen®
espessada com dxido de zinco, com halos de inibicdo de respectivamente 32,67mm e
21,33mm de diametro. Contudo, sabe-se que a resisténcia intrinseca da Kocuria
rizhophila é bastante baixa, assim, acredito que frente a esse microrganismo, a
presenca de uma atividade bacteriana intensa, ndo seja de todo necessaria. A
Escherichia coli, foi o outro microrganismo que foi mais eficazmente inibido pelo
cimento de 6xido de zinco e eugenol que pela pasta Calen® espessada com dxido de
zinco, com a formacao de halos de inibicdo de respectivamente 23,67mm e 16mm de
didametro, e embora tenha havido diferenca estatisticamente significante, os halos de
inibicdo ocasionados pela pasta Calen® espessada com éxido de zinco ndo foram
pequenos frente a esse microrganismo. Porém, quando o microrganismo indicador foi
0 Enterococcus faecalls, um microrganismo bastante resistente e presente em canais
radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar e lesdo periapical, e
freqlientemente encontrado em dentes que necessitam retratamento endododntico, a
atividade antibacteriana da pasta Calen® espessada com 6xido de zinco, foi bem maior
que a do cimento de dxido de zinco e eugenol, com a formacao de halos de inibicdo de
respectivamente 22 e 9mm de didmetro, nesse caso sim, acredito ser de fundamental
importancia, a presenca de uma intensa atividade antibacteriana. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre a atividade antibacteriana do cimento de déxido de
zinco e eugenol e da pasta Calen® espessada com Oxido de zinco frente a

Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus.
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2) COMPATIBILIDADE TECIDUAL IN VIVO - ESTUDO EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS

DO MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

Os métodos de testes para implantacdo em tecido subcutédneo sdo
usados para avaliar a reposta bioldgica do tecido subcutaneo ao material implantado,
podendo avaliar efeitos sub-cronicos (curto periodo, até 12 semanas) ou efeitos
cronicos (longo periodo, além de 12 semanas). O maior periodo desse experimento
durou 63 dias, ou seja, um periodo inferior a 12 semanas, portanto este foi um
experimento que avaliou os efeitos sub-cronicos. Assim, para este teste poderiamos
utilizar animais com expectativa de vida menor como camundongos, ratos, porquinhos
da india ou coelhos (ISO 10993-6, 1994). Optamos pelo uso de camundongos pois,
além do tamanho do implante ser compativel com o do animal, esse é o animal mais
utilizado em pesquisas cientificas no mundo, por ser mamifero, se reproduzir
rapidamente, apresentar 0s mesmos sistemas e Orgaos dos humanos, serem
pequenos, de baixo custo, facilmente alimentados, armazenados e tratados (Willis-
Owen e Flint, 2006).

Ainda, em virtude do pequeno tamanho do animal, pode-se utilizar um
maior nimero de animais, 0 que permite que cada animal receba apenas um implante.
Isso é interessante pois diminui o tempo operatdrio, diminuindo o risco cirdrgico e
eliminando o risco existente de que, ao implantarmos em um mesmo animal diversos
materiais diferentes, a resposta sistémica a um material possa interferir nos resultados
do outro. Por serem pequenos, 0s animais de um mesmo grupo podem ser mantidos
na mesma caixa. De acordo com a (ISO 10993-6, 1994) a regidao dorsal foi escolhida
pois o risco do animal arrancar o implante € menor e esta area ndo é sujeita a esforcos
ou atritos.

Os camundongos utilizados nesse estudo foram do tipo isogénico que,
por serem animais gerados em laboratério, semelhantes geneticamente, apresentam
padrao homogéneo de resposta frente ao mesmo estimulo. Por essa razdo, elimina-se
o inconveniente de se testar todos os materiais em um mesmo animal, possibilitando

que cada animal receba apenas um implante (Nelson-Filho, 1996).
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DOS PERIODOS DE TEMPO AVALIADOS

De acordo com a ISO 10993-6 (1994) em testes de implantacao de
curto periodo, em tecido conjuntivo subcutaneo de camundongos, os periodos de
tempo avaliados devem ser de 7, 21 e 63 dias. Assim, adotamos esses periodos de
tempo em nosso estudo. De acordo com Kao et al. (2006), com relacdo a resposta
bioldgica, se a reacdo ao material for favoravel aos 60 dias, é pouco provavel que uma
reacao inflamatdria subseqiiente ocorra, a menos que haja a deterioracao do material
ou sua colonizagdo por bactérias. Portanto, um periodo de 6 a 8 semanas é suficiente

para esse tipo de estudo, em roedores.

DA OPGCAO POR IMPLANTES EM TECIDO CONJUNTIVO SUCUTANEO

Os implantes em tecido conjuntivo subcutaneo sao usados para avaliar a
reposta bioldgica deste tecido frente ao material implantado, ao nivel macro e
microscopico (ISO 10993-6, 1994), podendo ser utilizados como fonte preliminar de
informacdes com respeito a compatibilidade do material com a atividade bioldgica dos
tecidos ao seu redor (Zmener et al., 1988; Zmener et al., 1990; Bilginer et al., 1997;
Costa et al., 2000; Kaplan et al., 2003; Ozbas et al., 2003; Shimizu et al., 2004; Yaltirik
et al., 2004; Zmener et al., 2004; Souza et al., 2006; Sumer et al., 2006; Batista et al.,
2007; Silva, 2007; Zafalon et al., 2007).

Varios testes podem ser efetuados para se verificar a compatibilidade
bioldgica de um material. Os testes iniciais ou primarios sdo aqueles que ddo uma idéia
geral da toxicidade do material e incluem os testes de toxicidade sistémica aguda, os
testes de inalagdo, os testes de mutagenicidade, o teste letal dominante e os testes de
citotoxicidade /n vitro. 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 os tecidos, /n vivo, tais como os testes de sensibilidade e
de irritacdo de membranas e os implantes em tecido conjuntivo subcuténeo e 6sseo.
Os testes comprobatoérios (no caso de se estar avaliando materiais usados em
endodontia) sao os que avaliam a resposta do tecido pulpar, tecidos apicais e
periapicais frente ao material (Stanley, 1992).

Olsson et al. (1981) e Ozbas et al. (2003) afirmaram que o implante de
materiais em tecido conjuntivo é um teste secundario adequado para a avaliacdo da
compatibilidade de materiais endoddnticos com a atividade bioldgica dos tecidos ao seu

redor, sendo recomendado antes da realizacdao de testes comprobatdrios. De acordo
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com esses autores, as reacbes toxicas e inflamatdrias apresentam as mesmas
caracteristicas em todos os tecidos conjuntivos, ndo importando onde este se localiza.

A reacdo tecidual ocasionada pelos materiais odontoldgicos, por meio
testes onde foram realizados implantes em tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos, foi avaliada por Bilginer et al. (1997); Shimizu et al. (2004) e Silva
(2007).

DA OPCAO PELO USO DE TUBOS DE POLIETILENO

No presente estudo, os materiais implantados no tecido conjuntivo
foram acondicionados em tubos de polietileno, como preconizado por diferentes
autores (Molloy et al., 1992; Ozbas et al., 2003; Souza et al., 2006; Batista et al.,
2007).

A introducdo dos materiais experimentais em tubos é amplamente
reconhecida como um método valido para o implante de materiais odontoldgicos, pois
simula as condicOes clinicas dos canais radiculares, ou seja, o contato da abertura
apical com o tecido conjuntivo periapical (Ozbas et al., 2003). Além disso, permite a
utilizacdo de materiais recém-manipulados (Kolokuris et al., 1996) e o controle da
quantidade de material que ficarda em contato com os tecidos (Langeland et al., 1969;
Kolokuris et al., 1996; Yaltirik et al., 2004). De acordo com Batista et al. (2007), a
intensidade da resposta inflamatdria, além de estar na dependéncia do tipo de material
e do periodo de tempo pos-implante, esta na dependéncia da quantidade de material,
sendo de maior intensidade onde houver mais material.

De acordo com Torneck (1966) e Ozbas et al. (2003), o polietileno nao
causa irritacdo aos tecidos circunjacentes, assim a reacao na abertura do tubo é

relacionada apenas a toxicidade do material contido em seu lume.

DOS PARAMETROS DE RESPOSTA TECIDUAL AVALIADOS

Na literatura, observa-se que os parametros avaliados pelos diferentes
autores (Zmener et al., 1988; Zmener et al., 1990; Molloy et al., 1992; Economides et
al., 1995; Bilginer et al., 1997; Kaplan et al., 2003; Ozbas et al., 2003; Shimizu et al.,
2004; Yaltirik et al., 2004; Zmener, 2004; Souza et al., 2006; Sumer et al., 2006;
Batista et al., 2007; Onay et al., 2007; Zafalon et al., 2007) sao praticamente os
mesmos e incluem tipo e quantidade de células inflamatdrias, fibrosamento, area e

espessura do tecido reacional, necrose e fendmenos vasculares. Entretanto, existe
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auséncia de consenso com relacao a forma de se realizar a avaliagdo da resposta
bioldgica dos tecidos ao material implantado.

Bilginer et al. (1997) avaliaram qualitativamente o grau de inflamagao
como leve, moderado ou severo, conforme o tipo (leucdcitos polimorfonucleares,
linfocitos, macréfagos e células plasmaticas) e a quantidade de células inflamatdrias; o
tipo de inflamacdo em aguda (predominancia de leucdcitos polimorfonucleares e
poucos linfocitos, macréfagos e células plasmaticas) ou crénica e a presenca de
capsula fibrosa.

Ozbas et al. (2003) e Yaltirik et al. (2004) avaliaram quantitativamente o
nimero de células inflamatdrias e atribuiram os seguintes escores: 0 - poucas ou
nenhuma célula inflamatdria e auséncia de reacdo, 1 - mais de 25 células e reacao
leve, 2 - entre 25 e 125 células e reacao moderada, e 3 - mais de 125 células e reacdo
severa. A espessura da capsula fibrosa foi medida e classificada como fina (menor que
150ym) ou espessa (maior que 150 ym). Calcificacdo e necrose foram também
avaliadas.

Sumer et al. (2006) avaliaram quantitativamente o nimero de células
inflamatdrias. A reacao inflamatdria foi categorizada como leve (nenhuma ou um
nimero igual ou inferior a 25 células inflamatorias), moderada (mais de 25 células
inflamatdrias) e severa (células inflamatdrias em ndmero incontavel e existéncia de
células gigantes e tecido granulomatoso). A espessura da capsula fibrosa foi medida, e
a presenca de tecido conjuntivo fibroso ao redor do material significava que este havia
sido bem tolerado pelos tecidos.

Os critérios de avaliacao da Federacao Dentaria Internacional (1980), os
quais sdo exclusivamente qualitativos, nao sendo atribuidos escores, foram utilizados
por Kim et al. (2004) e Zafalon et al. (2007) em seus experimentos. A reagao tecidual
foi avaliada como ausente ou leve, se a espessura da zona reacional fosse igual ou
levemente maior que a espessura ao longo das laterais do tubo e com nenhuma ou
poucas células inflamatdrias. Moderada, se existisse a presenca de macréfagos e/ou
células plasmaticas. Severa se houvesse um aumento da zona reacional com a
presenca de macréfagos e células plasmaticas, focos ocasionais de neutrdfilos e/ou
linfocitos. Avaliaram, ainda, a presenca de células gigantes tipo corpo estranho,
material disperso, capsula fibrosa, tecido dsseo neoformado, tecido necrético e
reabsorcao dssea.

Ja Zmener (2004), realizou uma avaliagdo qualitativa, onde atribuiu

quatro categorias de escores a reacao inflamatdria. Nenhuma reacdo: formagao de
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capsula fibrosa e auséncia de células inflamatorias. Reagdo leve: presenca de capsula
fibrosa e poucos linfécitos e plasmdcitos. Reacao moderada: formagdo de capsula
fiborosa com presenca de macrdfagos, leucécitos polimorfonucleares, linfocitos e
plasmdcitos. Reacao severa: grandes acumulos de leucdcitos polimorfonucleares,
linfocitos, plasmdcitos, macréfagos, células gigantes tipo corpo estranho e capilares
congestos.

No trabalho de Batista et al. (2007), a reagao tecidual e a intensidade de
inflamagdo foram morfologicamente avaliadas pelo tipo de célula presente no infiltrado
inflamatdrio, pela proliferacao de fibroblastos e angioblastos, pela presenca de capsula
fibrosa envolvendo o implante e pelos fendOmenos vasculares. A reacgao inflamatdria foi
classificada como ausente, leve, moderada ou severa e foram atribuidos escores de 0 a
3.

Os critérios utilizados tanto a execucdo, como para a avaliacdo da
reacao tecidual no presente estudo, basearam-se naqueles preconizados pela I1SO
10993-6 (1994), segundo a qual a extensao da resposta deve ser determinada pelas
medidas da distancia da interface implante/tecido para areas ndo afetadas, ou seja,
areas com caracteristicas de tecido e vascularizagdo normais. Os parametros da
resposta bioldgica avaliados devem ser inflamacao, extensao do fibrosamento,
degeneracao (mudancas morfoldgicas do tecido), tipo, nimero e distribuicao de células
inflamatorias, presenca de necrose, presenca de debris (sujidade) e granuloma.
Shimizu et al. (2004) também basearam a analise das respostas bioldgicas, em seu
estudo, nos parametros de avaliacao recomendados pela ISO 10993-6 (1994).

Assim, no presente estudo, primeiramente foi avaliada de forma semi-
quantitativa o fibrosamento e o infiltrado inflamatdrio no tecido periférico aos materiais
testados e nos grupos controle. No fibrosamento levou-se em consideracdo o nimero e
a densidade de fibras colagenas de permeio as células periféricas localizadas no tecido
reacional circunjacente ao material testado, sendo classificado em ausente, discreto,
moderado ou intenso. Um fibrosamento discreto significa que o material implantado é
pouco agressivo e que o que ocorreu foi uma acomodagao dos tecidos ao implante.
Um fibrosamento severo ao longo do tempo significa que o material estd sendo
encarado pelo organismo como algo estranho a ser circunscrito. No infiltrado
inflamatoério avaliou-se a concentracdo de polimorfonucleares tipo neutrdfilos, de
permeio ao tecido reacional ao redor do material. Esta concentracgao foi classificada em
auséncia de infiltrado inflamatdrio, infiltrado inflamatdrio discreto, moderado ou

intenso. A presenca de grande numero de neutrofilos significa que o processo
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inflamatodrio se encontra em um estagio inicial, ou que a agressdao ocorre de forma
repetida, constante ou, ainda, que ocorreu a contaminacao por bactérias. Observou-se
ainda a ocorréncia de extravasamento de material além da abertura do tubo
implantado, abscedecdo e calcificacdo distréfica nos tecidos circunjacentes ao material
testado.

A seguir, no presente estudo, foi efetuada uma avaliagdo quantitativa,
na qual foi medida a area (um?) e a maior espessura (um) do tecido reacional
granulomatoso na extremidade-teste nos diferentes grupos experimentais, em cada
espécime, de cada grupo, em que esta medida foi possivel de ser realizada. A
espessura € a area ocupada pelo tecido reacional constituem um parédmetro de
avaliacdo, pois a maior parte do tecido reacional é ocupada por macréfagos e
fibroblastos jovens, mas predominantemente pelos macrofagos. Assim, avaliar a
espessura € a area ocupada pela reacdo tecidual implica em avaliar comparativamente
se uma reacao tem mais ou menos macréfagos que a outra, ou seja, implica em uma
metodologia para avaliar quantitativamente os macréfagos. Foi descrita também a
reacao tecidual observada frente aos materiais testados e aos grupos controle, nos
diferentes periodos experimentais, sem especificar cada um dos espécimes, mas sim

caracterizando o grupo analisado como um todo.

DOS RESULTADOS RELATIVOS A COMPATIBILIDADE DOS MATERIAIS TESTADOS COM O

TECIDO CONJUNTIVO SUBCUTANEO DE CAMUNDONGOS ISOGENICOS

PASTA CALEN® ESPESSADA COM OXIDO DE ZINCO

A pasta Calen® apresenta reconhecida compatibilidade tecidual (Silva,
1988; Leonardo et al., 2003; Silva e Leonardo, 1995; Leonardo et al., 1996;
Bittencourt e Mallman, 1997; Motta et al., 1997; Holland et al., 1999; Nelson-Filho et
al., 1999; Santos et al., 2000; Delgado, 2002; Barroso, 2003; Assed, 2005; Leonardo,
2005; Herrera et al., 2006; Leonardo et al., 2006; Silva, 2007).

Em 1997, Motta et al. observaram compatibilidade tecidual, apds o
implante de tubos de teflon contendo a pasta Calen®, em tecido conjuntivo subcutineo
de ratos. Embora aos 7 dias a resposta inflamatdria tenha sido do tipo crénica, com
presenca de células gigantes multinucleadas inflamatdrias, areas de necrose e
presenca de capsula fibrosa ora fina, ora espessa, entre 60 e 90 dias a reacao

inflamatdria foi discreta e a capsula fibrosa fina.
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Apds injecdo da pasta Calen® em tecido conjuntivo subcutineo de
camundongos isogénicos, Nelson-Filho et al. (1999) observaram infiltrado inflamatdrio
neutrofilico e congestao vascular de maior intensidade nas primeiras 48 horas. Ao 7°
dia o tecido de granulagao apresentou-se organizado e no 15° dia o reparo tecidual foi
completo, demonstrando também a compatibilidade tecidual da pasta Calen®.

Em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, Delgado (2002) avaliou a
compatibilidade da pasta Calen®, associada ou ndo a clorexidina, apds a injecdo de
0,1mL nas patas dos mesmos. Os resultados demonstraram que as pastas Calen® e
Calen® com clorexidina permitiram o reparo tecidual. Resultados semelhantes foram
observados por Silva (2007) apds implante, em tecido conjuntivo subcutdneo de
camundongos isogénicos, de tubos de polietileno contendo a pasta Calen® com
clorexidina.

O veiculo empregado na pasta Calen® é o polietilenoglicol. A injecdo de
polietilenoglicol em tecido conjuntivo subcutdneo de camundongos nao ocasiona
efeitos adversos, podendo ser empregado como base de cimentos obturadores e
biomateriais (Kawakami et al., 2004). A reagao do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos, apds injecdo de pasta a base de hidroxido de cdlcio e polietilenoglicol
foi avaliada por Shimizu et al. (2004). Até os 21 dias foram observadas alteracbes
necréticas e reacao tecidual tipo corpo estranho, com presenca de células gigantes
inflamatdrias multinucleadas, macrofagos, fibroblastos e capilares. Com 84 dias foi
visto um tecido fibroso e a auséncia de células inflamatdrias. Os autores concluiram
que a pasta a base de hidroxido de calcio e polietilenoglicol apresentou compatibilidade
tecidual. Relataram, ainda, que o polietilenoglicol é gradativamente fagocitado e
excretado na urina e fezes, e que o hidroxido de célcio, ao reagir com os fluidos
teciduais, forma um sal de calcio ndao soluvel (fosfato de calcio), incapaz de causar
danos aos tecidos, mesmo no caso de ndo ser fagocitado pelos macroéfagos e células
gigantes inflamatdrias multinucleadas.

Zanoni (1993), apo6s biopulpectomia em dentes de cdes e
preenchimento dos canais radiculares com pastas a base de hidréxido de calcio (pasta
Calasept, pasta Calen® e pasta de hidréxido de calcio p.a. e dgua destilada) observou,
apds os periodos experimentais de 3, 7 e 15 dias, que todas as pastas mostraram-se
irritantes aos tecidos apicais e periapicais. Porém, este resultado nao significa a
auséncia de compatibilidade tecidual dessas pastas pois, neste estudo, o periodo de
tempo final foi muito curto e, nos periodos de tempo iniciais, a resposta tecidual é

geralmente mais intensa.
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Em diversos experimentos, onde periodos mais longos de tempo foram
empregados, Leonardo e colaboradores comprovaram a compatibilidade da pasta
Calen® com a atividade bioldgica dos tecidos apicais e periapicais de dentes de c3es.
Em 1996, Leonardo et al., apds biopulpectomia e curativo com a pasta Calen®,
verificaram a integridade dos remanescentes do delta apical e dos tecidos periapicais,
durante os periodos experimentais de 7, 15 e 30 dias. Leonardo et al. (2003)
observaram reparo tecidual com a deposicao de tecido mineralizado cementdide e
infiltrado inflamatdrio discreto, apds 3 meses de curativo com a pasta Calen®, em
dentes de caes com rizogénese incompleta e lesao periapical visivel radiograficamente.
Em 2006, Leonardo et al. compararam o reparo periapical de dentes de caes com lesao
periapical, apds curativo com a pasta Calen® por 15, 30 e 180 dias, previamente a
obturacao do canal radicular, com a obturacao do canal radicular em sessdo Unica.
Quando foi realizado o curativo, houve deposicao de tecido mineralizado na regidao
apical e presenga de infiltrado inflamatdrio suave, constituido predominantemente por
células mononucleares, o que nao foi observado no outro grupo.

A compatibilidade da pasta Calen® também foi comprovada por Holland
et al. (1999) apds curativo de demora, em dentes de cdes com lesdo periapical,
seguida da obturacdao com cimento a base de hidroxido de calcio. Apds 6 meses, 0
reparo tecidual completo foi verificado em 50% dos casos, e sinais de reparacao em
46%.

Entretanto, embora a pasta Calen® apresente compatibilidade tecidual,
atividade antimicrobiana, estimule a deposicdo de tecido mineralizado e inative a
endotoxina bacteriana (Silva, 1988; Assed, 1994; Leonardo et al., 2003; Leonardo et
al.,, 1995; Silva e Leonardo, 1995; Leonardo et al., 1996; Nelson-Filho, 1996;
Bittencourt e Mallman, 1997; Leonardo et al., 1997; Motta et al., 1997; Holland et al.,
1999; Leonardo et al., 1999; Nelson-Filho et al., 1999; Leonardo et al., 2000; Santos et
al., 2000; Delgado, 2002; Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Barroso, 2003;
Pazelli et al., 2003; Tanomaru et al., 2003; Assed, 2005; Faria et al., 2005; Leonardo,
2005; Herrera et al., 2006; Leonardo et al., 2006; Silva, 2007), para poder ser utilizada
como material obturador de canais radiculares de dentes deciduos, esta precisa ser
espessada com 6xido de zinco (Silva e Leonardo, 1995; Assed, 2005; Leonardo et al.,
2007-b) com o objetivo de reduzir a sua fagocitose, a qual clinicamente deve ocorrer
simultaneamente a reabsor¢do das raizes destes dentes.

A pasta Calen® espessada com éxido de zinco j& foi utilizada como

material obturador de canais radiculares de dentes deciduos por varios pesquisadores
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(Barroso, 2003; Bezerril, 2003; Pazelli et al., 2003; Rabelo, 2003; Faria et al., 2005).
Entretanto, sua compatibilidade com a atividade bioldgica dos tecidos foi avaliada
apenas por Barroso (2003), que analisou a resposta dos tecidos apicais e periapicais de
dentes de cdes, apds biopulpectomia e obturacao dos canais radiculares com a pasta
Calen® espessada com oéxido de zinco, observando ligamento periodontal com
espessura normal na maioria dos espécimes, infiltrado inflamatdrio ausente ou suave,
do tipo mononuclear e difusamente espalhado pela regidao periapical e auséncia de
reabsorcao dos tecidos mineralizados. Os resultados do presente estudo, em
camundongos, sao concordantes com os de Barroso (2003), em caes, tendo em vista
que a compatibilidade da pasta Calen® espessada com éxido de zinco foi observada
nos dois modelos experimentais.

Em funcdo da escassez de estudos com relacao a compatibilidade da
pasta Calen® espessada com 6xido de zinco com a atividade bioldgica dos tecidos, e
sabendo que o acréscimo de substancias a um material, com o objetivo de melhorar
suas condicOes clinicas de uso, podem alterar, em muito, a resposta tecidual apds sua
utilizacdo, nos propusemos a avaliar a reagdo do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos isogénicos ao implante de tubos de polietileno preenchidos com essa
pasta.

Em nosso estudo, a reacao tecidual, aos 7 dias, se caracterizou pela
presenca moderada de neutrofilos polimorfonucleares e macréfagos. Aos 21 dias, os
macrdfagos ainda podiam ser vistos em grande nimero e o numero de neutrofilos
polimorfonucleares variou entre discreto e moderado. Aos 63 dias, a quantidade de
neutrdfilos polimorfonucleares foi bastante reduzida. Algumas células gigantes
inflamatdrias multinucleadas puderam ser vistas aos 7 e 21 dias. Aos 63 dias, o
nimero destas células diminuiu. O fibrosamento, aos 7 dias, foi discreto, porém sem
caracterizar uma capsula bem organizada, aos 21 dias foi moderado e de nitida
organizacao capsular, e aos 63 dias variou entre moderado e discreto, e quando
discreto, se assemelhava ao dos tecidos circunjacentes. A area do tecido reacional
granulomatoso diminuiu com o decorrer do tempo, sendo aos 7 dias de 49,7ym?, aos
21 dias de 33,33ym?’ e aos 63 dias de 29,42um?, aos 63 dias essa area foi até menor
que a do grupo controle, que foi de 36,26ym?. A espessura do tecido reacional aos 7
dias foi de 359,1ym, aos 21 dias de 399,2um e aos 63 dias de 221,8ym, sendo aos 63
dias a mais semelhante a espessura do grupo controle (216,6ym), entre todos os
materiais testados.

Aos 63 dias a andlise estatistica demonstrou que o infiltrado inflamatdrio

gerado pela pasta Calen® espessada com dxido de zinco foi menor que o dos cimentos
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de 6xido de zinco e eugenol, Sealapex® e EndoREZ™ (p<0,05). Houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) da area do tecido reacional granulomatoso entre
a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco (29,42um?) e os cimentos de 6xido de
zinco e eugenol (51,85ym?) e EndoREZ™ (54,59ym?). Com relagdo aos parametros
fibrosamento e espessura nao houve diferenca estatistica significante entre os
diferentes grupos experimentais (p>0,05).

Alguns autores atribuem aos ions zinco a capacidade de ocasionar
reacOes inflamatdrias cronicas (Meryon e Jakeman, 1985; Economides et al., 1995).
Segundo Meryon e Jakeman (1985), esses ions além de serem citotoxicos, interferem
no processo inflamatério por reduzirem a capacidade de fagocitose dos macréfagos e
interferirem na membrana dos lisossomos. Em nosso experimento, o acréscimo do
éxido de zinco a pasta Calen® parece ndo ter interferido com as propriedades
bioldgicas da mesma, tendo em vista que observamos compatibilidade com a atividade
bioldgica dos tecidos periféricos nesse grupo.

A agressividade inicial da pasta Calen® é resultante de sua alcalinidade,
que ao contato com tecidos vivos causa uma area de necrose superficial, porém menos
intensa que a do hidréxido de calcio associado a agua destilada. Este fato é devido ao
veiculo empregado (polietilenoglicol) o qual libera ions H*, que se unem com o grupo
hidroxila (OH") do hidréxido de célcio neutralizando a reagado, justificando em parte
essa compatibilidade tecidual inicial (Nelson Filho et al., 1999). Além disso, a pasta de
hidréxido de célcio e polietilenoglicol apresenta menor percentual inicial de liberagao
de ions calcio propiciando, entretanto, uma liberacdo i6nica gradativa e uniforme,
quando comparada com o hidroxido de cdlcio em veiculo aquoso (Estrela, 1996). Em
nosso estudo, aos 7 dias, a reacdo tecidual periférica & pasta Calen® espessada com
oxido de zinco, se caracterizou pela presenca de tecido eosinofilico na interface do
mesmo com o tecido circunjacente, resultante da necrose superficial. Porém, essa faixa
era estreita e homogénea, o infiltrado inflamatério era menor que o gerado pelos
outros materiais testados (p<0,05) e o fibrosamento também era discreto, significando
que o material ndo foi agressivo.

Zelante et al. (1992) avaliaram a compatibilidade da mistura de
hidréxido de cdlcio e polietilenoglicol e da mistura de hidroxido de calcio,
polietilenoglicol e 6xido de zinco, apds implante em tecido conjuntivo subcutaneo de
ratos. Os animais foram mortos apds 7, 14, 28, 60 e 90 dias. Contrariamente aos

nossos resultados, de acordo com esses autores, as pastas foram irritantes ao tecido
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conjuntivo, sendo a atividade macrofagica mais intensa no grupo ao qual foi
acrescentado o dxido de zinco.

Especificamente em dentes deciduos, o hidroxido de calcio tem
apresentado bons resultados quando empregado para obturacdo de canais radiculares
(Leonardo, 2005; Assed, 2005). O sucesso clinico e radiografico, apds obturacdo de
canais radiculares de dentes deciduos de humanos, com a associacdo de oxido de
zinco, hidroxido de calcio e agua destilada foi verificada por Chawla et al. (2001). Em
2008, Chawla et al. propuseram um novo material para obturacdo de canais
radiculares de dentes deciduos a base de hidréxido de calcio, dxido de zinco e solugao
de fluoreto de sddio a 10%, com sucesso clinico e radiografico verificado durante 2
anos, e sincronia entre a velocidade de fagocitose do material e da reabsorcao
radicular.

No entanto, em funcao da escassez de trabalhos avaliando a
compatibilidade tecidual da pasta Calen® espessada com dxido de zinco, torna-se dificil
uma discussao direta de nossos resultados. Embora tenhamos utilizado implantes de
tubos de polietileno, preenchidos com essa pasta, em tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos e Barroso (2003) tenha efetuado, com essa pasta, a obturagao de canais
radiculares de dentes de cdes, como ja salientado, os resultados de ambos os
experimentos demonstraram a compatibilidade da pasta Calen® espessada com 6xido
de zinco com a atividade bioldgica dos tecidos.

Um dado que chamou atencao e merece explicacao foi o fato da area do
tecido reacional granulomatoso, no grupo controle, aos 7 dias, ser maior (p<0,05) que
a area de diversos materiais avaliados (pasta Calen® espessada com 6xido de zinco,
cimentos Sealapex® e EndoREZ™). A explicacdo para este acontecimento decorre da
caracteristica do organismo ndo tolerar espagos vazios, e o grupo controle, por nds
utilizado, foi um tubo de polietileno vazio, assim a resposta tecidual nos periodos
iniciais tende a ocupar uma maior area, pois 0 organismo preenche parte do lume do
tubo vazio com exsudato. Uma maneira de contornar esse inconveniente seria utilizar
como controle um tubo vedado em sua extremidade ou as paredes laterais do tubo,
mas isto ndo consta das normas ISO 10993-6, (1994).

Na analise descritiva dos grupos controle, verifica-se que a resposta
tecidual, aos 7 e 21 dias, nas paredes laterais do tubo de polietileno foram mais
discretas, apresentando menor espessura e celularidade que na sua abertura, sendo
mais semelhantes a de um tecido conjuntivo normal. Aos 21 dias, a area do tecido
reacional granulomatoso do grupo controle na abertura do tubo ja havia diminuido
consideravelmente, se igualando a dos outros grupos experimentais (p>0,05).
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ENDOREZ™

O uso do cimento EndoREZ™ como material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos nao foi previamente relatado na literatura especifica.
Porém, em 1984, Woods et al. indicaram a utilizacdo de um cimento obturador,
também a base de metacrilato, para obturacao de canais radiculares de dentes
deciduos, apods verificarem a compatibilidade deste material com os tecidos apicais e
periapicais de dentes deciduos de cdes. Assim, baseado nesse estudo prévio, nos

propusemos a avaliar a compatibilidade tecidual do cimento EndoREZ™

, para que se
adequada, este pudesse ser indicado como um possivel material obturador de canais
radiculares de dentes deciduos.

Propriedades bioldgicas do cimento EndoREZ™, tais como citotoxicidade
(Bouillaguet et al., 2004; Eldeniz et al., 2007; Lodiene et al., 2008) e reacgao tecidual,
apds implante em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos (Zmener, 2004; Zafalon et al.,
2007) e em tecido dsseo (Zmener et al., 2005; Sousa et al., 2006), foram pouco
investigadas.

Zmener (2004) avaliou a resposta tecidual do tecido conjuntivo

subcutaneo de ratos apds implante de tubos contendo cimento EndoREZ™

, observando
uma reacao severa até os 30 dias, caracterizada por tecido granulomatoso contendo
leucdcitos polimorfonucleares, linfécitos, plasmdcitos, macréfagos, células gigantes
inflamatdrias multinucleadas com material em seu citoplasma, vasos sanguineos e
fibroblastos. Com o decorrer do tempo, a reacao inflamatoria diminuiu e com 120 dias
observou-se um tecido conjuntivo normal, embora em alguns espécimes houvesse um
infiltrado inflamatdrio do tipo cronico, provavelmente devido a solubilizacdo do
cimento. Nesses espécimes, as particulas do material foram analisadas e identificadas
como sendo de zinco e bario. O zinco, quando em contato com culturas de células de
fibroblastos e macrdfagos, foi tdxico (Meryon e Jakeman, 1985), e o bario causou
reacoes inflamatdrias persistentes quando em contato com os tecidos (Smith et al.,
1984). Apesar disso, Zmener (2004) considerou o cimento compativel com o tecido
subcutaneo de ratos.

De maneira oposta, Zafalon et al. (2007), apds implante de tubos
contendo cimento EndoREZ™ em tecido conjuntivo subcutineo de ratos, observaram
reacao inflamatdria severa, com a presenga de células polimorfonucleares durante
todos os periodos experimentais (15, 30, 60, 90 dias) a qual, de acordo com os
autores, é indicativa da toxicidade do material. A presenca de mastdcitos, entre vasos
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sanguineos hiperémicos, principalmente nos periodos de 30, 60 e 90 dias, sugeriu uma
reacao tardia de hipersensibilidade aos componentes do material.

Em nosso estudo, assim como no de Zafalon et al. (2007), observamos
a presenca de neutrdfilos polimorfonucleares em todos os periodos experimentais. Aos
7 dias o nimero de neutrdfilos polimorfonucleares foi elevado, diminuindo aos 21 dias
para, a seguir, ocorrer aos 63 dias um aumento consideravel do numero dessas
células, o que pode estar relacionado a dissolucao do material e a liberacdo de
elementos quimicos agressivos. Kim et al. (2004) e Zafalon et al. (2007) com base nos
critérios de avaliacdo da Federacdo Dentdria Internacional (1980), consideram a
presenca de reacdo tecidual severa, em qualquer periodo experimental, inaceitavel.
Assim, o cimento EndoREZ™, em nosso experimento, de acordo com os critérios da
Federagdo Dentaria Internacional (1980) seria considerado inaceitavel, por ter
ocasionado, aos 7 dias, resposta inflamatéria severa com grande numero de
neutrdfilos polimorfonucleares. Aos 63 dias, também observamos em diversos
espécimes, um infiltrado neutrofilico severo.

Em culturas de células, Bouillaguet et al. (2004) observaram que o
cimento EndoREZ™, além de apresentar riscos significantes de toxicidade quando
recentemente manipulado, se tornou mais citotoxico com o aumento do tempo de
exposicao. Em nosso estudo, embora o modelo experimental empregado tenha sido
outro, os resultados observados foram semelhantes, pois a partir dos 21 dias,
passamos a observar a presenca de fragmentacao nuclear, evento este que ocorre
quando as células entram em contato com materiais altamente tdxicos.

Em nosso estudo, com respeito ao fibrosamento, este aos 21 dias foi
maior e mais organizado que aos 7 dias. Contudo, aos 63 dias nao foi uniforme e nem
organizado de forma regular. A area do tecido reacional granulomatoso aumentou com
o decorrer do tempo, atingindo aos 63 dias 54,59ym?, sendo a maior entre os
materiais testados e apresentando diferenca estatisticamente significante com a pasta
Calen® espessada com 6xido de zinco e com o cimento Sealapex® (p<0,05). Aos 21
dias, a espessura do tecido reacional aumentou em relagao aos 7 dias, e aos 63 dias o
cimento EndoREZ™ apresentou a maior espessura entre todos 0s materiais testados,
atingindo 255,0ym.

A andlise estatistica dos resultados nos permitiu afirmar que aos 63 dias
o infiltrado inflamatdrio ocasionado pelo cimento EndoREZ™ foi da mesma magnitude
que o dos cimentos Sealapex® e dxido de zinco e eugenol (p>0,05), e maiores que 0
ocasionado pela pasta Calen® espessada com dxido de zinco (p<0,05). A &rea do
tecido reacional granulomatoso frente ao cimento EndoREZ™ foi a maior entre os
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materiais testados, havendo diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o
cimento EndoREZ™ e os materiais a base de hidroxido de calcio (pasta Calen®
espessada com dxido de zinco e cimento Sealapex®). Com relacio aos pardmetros
fibrosamento e espessura ndao houve diferenca estatistica significante entre os
diferentes materiais (p>0,05).

CIMENTO SEALAPEX®

O Sealapex® é um cimento a base de hidroxido de célcio utilizado,
desde ha muito, como material obturador de dentes permanentes por apresentar,
entre outras caracteristicas, reconhecida compatibilidade tecidual (Molloy et al., 1992;
Mittal et al., 1995, Leonardo et al., 1997; Silva et al., 1997-a; Berbert et al., 2002;
Leonardo et al., 2003; Leonardo, 2005; Masuda et al., 2005), sendo esta uma
propriedade importante, pois o material obturador permanece em intimo contato com
os tecidos apicais e periapicais, por longos periodos de tempo (Leonardo et al., 2003).

Entretanto, o cimento Sealapex® foi proposto como material obturador
de canais radiculares de dentes deciduos apenas recentemente, tendo sido avaliado
em um pequeno numero de trabalhos de pesquisa (Nery, 2000; Ozalp et al., 2005;
Kielbassa et al., 2007; Sari e Okte, 2008).

Ozalp et al. (2005) avaliaram o sucesso clinico e radiografico, por 18
meses, apds obturacdo de canais radiculares de dentes deciduos com cimento
Sealapex® ou com cimento de dxido de zinco e eugenol. Dos 20 dentes obturados com
cimento Sealapex® apenas 2 resultaram em insucesso, enquanto que dos 20 obturados
com cimento de Oxido de zinco e eugenol nenhum resultou em insucesso clinico e
radiografico. Os autores concluiram que a fagocitose do cimento Sealapex®, quando
utilizado como material obturador de canais radiculares de dentes deciduos, ocorre
antes da reabsorcdo radicular fisioldgica em 10% dos casos. Sari e Okte (2008)
verificaram sucesso clinico e radiografico apos 3 anos, em 92,3% dos dentes deciduos
que tiveram seus canais radiculares obturados com o cimento Sealapex®. Nenhum
dente apresentou fagocitose total do material e, na ocorréncia de extravasamento do
cimento, sua fagocitose ocorreu sem a presenca de efeitos adversos.

A infiltragdo marginal apical, apds obturacao de canais radiculares de
molares deciduos, com cimento de 6xido de zinco e eugenol, cimento Sealapex® ou
cimento Apexit®, foi avaliada por Kielbassa et al. (2007). O cimento Sealapex® foi,

entre os materiais testados, o que apresentou a menor infiltracdo, sendo sob esse
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aspecto, segundo os autores, uma alternativa vidvel para obturacdo de canais
radiculares de dentes deciduos.

Apds pulpectomia e obturacdo dos canais radiculares de dentes
deciduos de cdes com cimento Sealapex®, Nery (2000) verificou a presenca de
compatibilidade com os tecidos periapicais e evidéncias de fagocitose do material,
durante a ocorréncia do processo de rizdlise.

No presente estudo, 7 dias apds a implantacdo do cimento Sealapex®
no tecido conjuntivo subcutaneo de camundongos isogénicos, notou-se grande nimero
de neutrdfilos polimorfonucleares, macréfagos e fibroblastos jovens. Aos 21 dias o
nimero de neutrofilos polimorfonucleares diminuiu e os macrofagos e as células
gigantes multinucleadas inflamatdrias apresentavam em seu citoplasma particulas do
material, enquanto que aos 63 dias os neutrofilos polimorfonucleares estavam
presentes em grande numero, os macrofagos haviam fagocitado o material em
abundancia e algumas células gigantes multinucleadas inflamatdrias estavam
presentes. O fibrosamento foi aumentando com o decorrer do tempo, sendo aos 7 dias
ausente ou discreto, aos 21 dias discreto ou moderado, e aos 63 dias
predominantemente moderado e bem organizado. A area do tecido reacional
granulomatoso diminuiu com o decorrer do tempo, atingindo 30,38ym? aos 63 dias,
sendo maior apenas que a da pasta Calen®. espessada com éxido de zinco. Aos 21
dias a espessura do tecido reacional havia aumentado e aos 63 dias mostrou-se menor
que aos 21 dias, sendo a menor espessura observada entre todos os materiais
testados (171,5ym).

A andlise estatistica dos resultados demonstrou que, aos 63 dias, o
infiltrado inflamatdrio gerado pelo cimento Sealapex® foi da mesma magnitude que o
dos cimentos EndoREZ™ e 6xido de zinco e eugenol (p>0,05) e maior que o gerado
pela pasta Calen® espessada com éxido de zinco (p<0,05). A area do tecido reacional
granulomatoso frente ao cimento Sealapex® foi pequena e sem diferenca
estatisticamente significante com a da pasta Calen® espessada com dxido de zinco
(p>0,05). Houve, porém, diferenca estatisticamente significante entre o cimento
Sealapex® e o cimento EndoREZ™ e entre o cimento Sealapex® e o cimento de 6xido
de zinco e eugenol (p<0,05). Com relagdo aos parametros fibrosamento e espessura
ndo houve diferenca estatistica significante entre os diferentes grupos experimentais
(p>0,05).

Apds implantacio de tubos de silicone contendo cimento Sealapex®, no
tecido conjuntivo subcuténeo de ratos, Zmener et al. (1988) observaram apds 7 dias

um tecido granulomatoso contendo células gigantes tipo corpo estranho e macréfagos
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com material em seu citoplasma, bem como muitos fibroblastos e vasos sanguineos.
Essa reacdo aumentou, progressivamente, até os periodos de 30 e 90 dias. Enquanto
aos 7 dias a area de reacdo tecidual ao implante do tubo contendo Sealapex® foi de
aproximadamente 0,66mm?, aos 30 dias foi de 0,82 mm? e aos 90dias de 1,23mm?>.
Segundo os autores a presenca de particulas do material no interior de macréfagos,
células gigantes multinucleadas inflamatdrias e vasos, em locais distantes da abertura
dos tubos, foi devido a alguns componentes do cimento Sealapex®, como o diéxido de
titanio, o qual pode ser facilmente disperso pelos tecidos adjacentes, causando uma
reagao tipo corpo estranho intensa.

Em 1990, Zmener et al. repetiram o experimento anterior com um
cimento Sealapex® experimental, do qual foi eliminado o diéxido de titdnio, e
observaram uma reacao igual a do experimento de 1988. A analise com microsondas
eletronicas, do tecido granulomatoso, mostrou que mesmo apods a eliminagdo do
diéxido de titanio, ainda havia a presenca de metais pesados no cimento.

Ao contrario dos experimentos de Zmener et al. (1988 e 1990), em
nosso experimento, a area do tecido reacional granulomatoso frente ao implante de
tubos de polietileno contendo cimento Sealapex® diminuiu com o decorrer do tempo.
Entretanto, assim como Zmener et al. (1988 e 1990) observamos macréfagos e células
gigantes multinucleados inflamatorias, distribuidas difusamente no tecido reacional,
com particulas do material em seu citoplasma. Ainda, Zmener et al. (1988 e 1990), nado
fizeram referéncia a presenca de neutrdfilos polimorfonucleares os quais, em nosso
experimento, estavam presentes em todos os periodos, sendo observado um aumento
do numero dessas células aos 63 dias, em comparacao aos 21 dias. Acreditamos que
essa intensificacdo da resposta neutrofilica esteja relacionada a solubilizagdo do
cimento e a liberagdo de produtos mais agressivos, que exacerbaram a reacgao
inflamatdria tecidual.

A reagado tecidual 3, 10, 20, 30 e 60 dias apds implantagdo de tubos de
polietileno contendo cimento Sealapex®, no tecido conjuntivo subcutdneo de ratos, foi
avaliada por Molloy et al. (1992). Inicialmente foi observada uma inflamacao aguda
com poucos leucdcitos polimorfonucleares. Aos 10 dias a inflamagao diminuiu,
observando-se alguns macréfagos com material birrefringente em seu interior e
algumas células gigantes inflamatdrias multinucleadas. Aos 20 e 30 dias a inflamacao
sofreu nova reducgdo e verificou-se a formagao de uma capsula fibrosa, com presenca,
ainda, de algumas células gigantes inflamatorias multinucleadas. Aos 60 dias a capsula

estava bem estabelecida, com auséncia de inflamagdo, e apenas algumas células
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gigantes inflamatdrias multinucleadas e macréfagos na abertura do tubo, com material
insoluvel em seu interior. O material, segundo os autores, foi bem tolerado pelo tecido.
Em nosso estudo, também observamos que, com o decorrer do tempo, o fibrosamento
foi se tornando mais definido e que, aos 63 dias, a capsula fibrosa estava bem
organizada, e haviam macréfagos com material birrefringente em seu interior e células
gigantes multinucleadas inflamatdrias. Entretanto, o numero de neutrdfilos
polimorfonucleares foi grande tanto no inicio do experimento como no final, o que esta
em desacordo com os resultados de Molloy et al. (1992). Tal diferenca pode ser
explicada pelo fato de Molloy et al. (1992) terem utilizado como modelo experimental
ratos, enquanto que no presente estudo foram utilizados camundongos. A ISO 10993-6
(1994) preconiza que os periodos experimentais, nos testes onde se utilizam ratos,
sejam de 7, 32 e 84 dias. Assim, o Ultimo periodo no experimento de Molloy et al.
(1992) foi muito precoce (60 dias) e, provavelmente, se tivesse sido mais longo, os
resultados relativos ao infiltrado inflamatério neutrofilico seriam diferentes. Em nosso
experimento, no periodo de tempo intermediario, 0 nimero de neutréfilos também foi
pequeno, porém este aumentou com o decorrer do tempo.

Economides et al. (1995), apds implantarem tubos de teflon contendo
cimento Sealapex®, em tecido conjuntivo subcutneo de ratos observaram, aos 7, 14 e
21 dias, reacdo inflamatéria de moderada a severa, com grande quantidade de
material nos tecidos periféricos e grande nimero de células gigantes tipo corpo
estranho, contendo particulas escuras do material, macréfagos, linfocitos e células
plasmaticas. Aos 21 dias, uma substancia amorfa eosinofilica, em contato direto com o
cimento Sealapex®, foi observada. Acreditamos que o periodo de observacdo nesse
experimento tenha sido curto, tendo em vista que os autores avaliaram apenas a
resposta tecidual nos periodos iniciais frente ao implante, a qual geralmente costuma
ser mais exacerbada. Em nosso experimento, aos 7 dias, também observamos um
nimero muito grande de neutrdfilos polimorfonucleares no infiltrado inflamatédrio, o
que caracterizaria uma reacado inflamatdria severa. Kim et al. (2004) e Zafalon et al.
(2007), com base nos critérios de avaliacdo da Federacdo Dentdria Internacional
(1980), consideram a presenca de reagao tecidual severa, em qualquer periodo
experimental, inaceitavel. Assim, com base nesses critérios, o cimento Sealapex®, em
nosso experimento, seria considerado inaceitavel, por ter ocasionado uma resposta
inflamatdria severa, com grande nimero de neutrdfilos, aos 7 dias.

A reagdo tecidual, apds implante de tubos de silicone contendo cimento
Sealapex® em tecido conjuntivo subcutdneo de ratos, foi avaliada por Kaplan et al.
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(2003). Apos 14 dias a reacao inflamatdria foi pequena, com um infiltrado do tipo
cronico e vasos, sem uma capsula fibrosa bem definida. Acreditamos que, como no
experimento de Economides et al. (1995), o periodo de tempo de observacao tenha
sido muito curto, avaliando apenas a resposta inicial ao material. A capsula fibrosa
num periodo de tempo tao curto, ndo estaria mesmo bem definida. Em nosso
experimento, no qual utilizamos camundongos, animal experimental onde as respostas
sao mais precoces que nos ratos, a capsula apresentou-se bem definida aos 63 dias.

Apds injetarem cimento Sealapex® no tecido conjuntivo subcuténeo de
ratos, Mittal et al. (1995) observaram que a reacao inflamatdria foi moderada apds 48
horas, sendo observado nesse periodo o predominio de leucdcitos polimorfonucleares.
Ja aos 7, 14 dias e 1 més a reagao inflamatdria foi leve. Ainda, aos 7 dias, a reacao
inflamatdria foi se tornando mais localizada e, com 14 dias, os fibroblastos comecaram
a se organizar de forma mais compacta e os macrdéfagos foram o tipo de célula
predominante. Apds 1 més, foi observada a formagdo de uma capsula fibrosa e, aos 3
meses, nao havia inflamacado e a capsula estava bem formada. Em nosso experimento,
aos 7 dias, a reacdo inflamatoria também foi caracterizada pelo grande nimero de
neutrofilos e o fibrosamento também foi se tornando mais organizado com o decorrer
do tempo. Entretanto, ao final do experimento, ainda havia um infiltrado inflamatodrio
com muitos neutrofilos, alguns macréfagos e células gigantes multinucleadas
inflamatdrias.

A resposta inflamatéria do tecido conjuntivo subcutdneo de
camundongos BALB/c, aos 2, 4, 8 e 16 dias, frente a injecdo de cimento Sealapex® foi
avaliada por Silva et al. (1997)-a. A reacdo inflamatoria foi caracterizada por intensa
quantidade de neutrdfilos nos periodos de 2 e 4 dias e, em alguns casos, ocorreu
necrose na porcao central da lesdo, a qual era circundada por células mononucleares.
Aos 8 dias o numero de células polimorfonucleadas diminuiu e ocorreu um aumento no
numero e diferenciacdo de células mononucleares (macrofagos, mondcitos e células
epitelidides). Aos 16 dias havia poucos neutrdfilos e uma intensa reacdo
granulomatosa, com células gigantes e epitelidides. De acordo com os autores, a alta
diferenciacio celular frente ao cimento Sealapex® pode ser explicada pela grande
liberacao de ions calcio, a qual atua no processo de diferenciacao celular e na ativacao
de macréfagos. Em nosso estudo, nos periodos de tempo iniciais, também observamos
intensa neutrofilia. Entretanto, embora o nimero de neutrdfilos tenha diminuido no
periodo de tempo intermediario, esse voltou a aumentar no periodo final,
provavelmente devido a solubilizagdo do material e a liberagdo de elementos toxicos
nos tecidos periféricos.
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OXIDO DE ZINCO E EUGENOL

Embora existam controversas relativas a compatibilidade dos materiais a
base de éxido de zinco e eugenol com a atividade bioldgica dos tecidos apicais e
periapiais, estes continuam sendo empregados para a obturacao de canais radiculares
de dentes deciduos (Sweet, 1930; Foster, 1936; Hobson, 1970; Gould, 1972;
Spedding, 1973; O'Riordan e Coll, 1979; Camp, 1984; Coll et al., 1988; Hasselgren et
al., 1988; Payne et al., 1993; Sandrian e Coll, 1993; Coll e Sandrian, 1996; Primosch et
al., 1997; Mani et al., 2000; Primosch et al., 2005).

No presente estudo, aos 7 dias, o infiltrado inflamatério foi intenso,
caracterizado pela presenca de muitos neutrdfilos e alguns macrofagos. Aos 21 dias, o
infiltrado inflamatdrio neutrofilico foi discreto e havia material no interior do citoplasma
dos macrofagos. Aos 63 dias, os neutrdfilos encontravam-se em quantidade
consideravel (infiltrado neutrofilico moderado) e os macréfagos ndo estavam
fagocitando o material. Algumas células gigantes inflamatoérias multinucleadas estavam
presentes em todos os periodos. O fibrosamento, aos 7 dias, foi discreto e com clara
organizagao capsular, aos 21 dias foi moderado e bem organizado do ponto de vista
capsular. Aos 63 dias, o fibrosamento diminuiu, sendo mais discreto que aos 7 dias e
bem organizado. A area do tecido reacional granulomatoso foi de 61,3ym? aos 7 dias,
de 45,33ym? aos 21 dias, e de 51,85ym? aos 63 dias. A espessura do tecido reacional,
aos 7 dias, foi de 354,7ym, aos 21 dias de 390ym e aos 63 dias de 235,2ym.

A andlise estatistica dos resultados aos 63 dias demonstrou que o
infiltrado inflamatdrio gerado pelo cimento de éxido de zinco e eugenol foi da mesma
magnitude que o dos cimentos Sealapex® e EndoREZ™ (p>0,05) e maior que o da
pasta Calen® espessada com Oxido de zinco (p<0,05). Houve diferenca
estatisticamente significante da area do tecido reacional granulomatoso, que foi maior
para o cimento de dxido de zinco e eugenol que para o cimento Sealapex® e para a
pasta Calen® espessada com 6xido de zinco (p<0,05). Com relacdo aos pardmetros
fibrosamento e espessura ndo houve diferenca estatistica significante entre os
diferentes grupos experimentais (p>0,05).

Na literatura, trabalhos que empregaram metodologia semelhante a
nossa para testar a compatibilidade do cimento de dxido de zinco e eugenol com a
atividade bioldgica dos tecidos sdao poucos. Entretanto, diversos trabalhos usaram
metodologia semelhante a nossa para avaliar a histocompatibilidade de cimentos
obturadores de canais radiculares, de dentes permanentes, que contém em suas

formulagOes Oxido de zinco e eugenol (Economides et al., 1995; Kolokuris et al., 1998;
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Kaplan et al., 2003; Batista et al., 2007; Zafalon et al., 2007). Embora esses cimentos
contenham éxido de zinco e eugenol, apresentam em sua composicao diversas outras
substancias quimicas, as quais influenciam a resposta tecidual. Assim, optamos por
discutir apenas os resultados dos experimentos que avaliaram a reacao tecidual
induzida pelo cimento exclusivamente de éxido de zinco e eugenol implantado em
tecido conjuntivo subcutaneo de roedores, ou utilizado como material obturador de
canais radiculares de dentes de ratos e caes.

Blackman et al. (1989) implantaram no tecido conjuntivo subcutaneo e
no tecido dsseo de 30 ratos, pequenos pedacos de cimento de déxido de zinco e
eugenol, apds reacdo de presa. A resposta inflamatdria foi leve e caracterizada por
linfécitos, e poucas ou nenhuma célula gigante tipo corpo estranho apds 14, 30 e 80
dias. A presenca de fibrosamento foi maior aos 30 e 80 dias, sendo interpretada como
a tentativa do organismo de encapsular o material levemente irritante. Os autores
consideraram o material compativel com os tecidos. Entretanto, acreditamos que essa
resposta tecidual leve, inclusive nos periodos de tempo iniciais, onde a resposta
costuma ser mais intensa, ocorreu pelo fato do material ter sido implantado apds sua
presa. De acordo com Olsson et al. (1981), o implante de materiais em tecido
conjuntivo subcutaneo apds a presa pode eliminar a possibilidade de avaliagdo da
transitoria, porém alta toxicidade que diversos materiais obturadores de canais
radiculares possuem antes de sua presa.

Ja Costa et al. (1994) optaram por pela implantagdo de tubos de
polietileno preenchidos com cimento a base de antibidticos (cloranfenicol e tetraciclina)
ou com cimento de éxido de zinco e eugenol no tecido conjuntivo subcutaneo dorsal
de ratos. Os periodos experimentais avaliados foram 3, 5, 7, 15 e 60 dias. No grupo do
cimento de oxido de zinco e eugenol foi observada intensa necrose tecidual por
contato e intensa presenca de células inflamatorias, predominantemente
mononucleares. O cimento a base de antibidtico causou menor irritagao tecidual aos 3,
5, 7 e 15 dias. Decorrido esse periodo, a resposta tecidual foi semelhante para os dois
materiais. Em nosso estudo, no periodo de tempo inicial também observamos a
presenca de infiltrado inflamatorio intenso. Entretanto, houve o predominio de
neutrdfilos polimorfonucleares. Possivelmente, no estudo de Costa et al. (1994) tenha
faltado um periodo de tempo intermediario, ao redor dos 30 dias, ndao havendo a
necessidade de tantos periodos iniciais, uma vez que pressupde-se que a resposta de
todos seria a mesma, fato este que pudemos observar nos resultados do proprio

experimento.



Discussao 90

Por outro lado, Sumer et al. (2006), apds implante em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos tubos de polietileno contendo diversos materiais odontoldgicos,
entre eles um cimento de 6xido de zinco e eugenol, observaram aos 15, 30 e 60 dias
uma resposta inflamatdria discreta. Aos 15 dias a capsula fibrosa apresentou 3,9mm
de espessura, aos 30 dias 2,52mm e aos 60 dias 2,79mm. Tubos vazios foram usados
como controle e a espessura da capsula fibrosa foi, aos 15 dias 1,96mm, aos 30 dias
2,16mm e aos 60 dias 2,27mm. Em nosso experimento, observamos um infiltrado
inflamatério discreto apenas aos 21 dias, sendo de intensidade severa aos 7 dias e
moderada aos 63 dias, significando aos 7 dias que o processo inflamatério se
encontrava em um estagio inicial e aos 63 dias que a agressao estava acontecendo de
forma repetitiva. Uma resposta tecidual severa nos periodos iniciais é previsivel, mas
ndo o é nos periodos finais (Yaltirik et al., 2004; Sumer et al., 2006). Entretanto, como
ja salientado, Kim et al. (2004) e Zafalon et al. (2007), com base nos critérios de
avaliacdo da Federacdo Dentaria Internacional (1980), consideram a presenca de
reacao tecidual severa, em qualquer periodo experimental, inaceitavel. Sendo assim, se
nos baseassemos nesse critério de avaliacao, o cimento de 6xido de zinco e eugenol,
em nosso experimento, seria considerado inaceitavel, por ter induzido uma resposta
inflamatdria severa, com grande nimero de neutrdfilos aos 7 dias.

Apds biopulpectomia em dentes de ratos e preenchimento dos canais
radiculares com cimento de dxido de zinco e eugenol, Erausquin e Muruzabal (1967)
evidenciaram a alta toxicidade desse material quando em contato com os tecidos
periapicais, observando a presenca de um infiltrado inflamatdrio persistente, necrose
de tecido 0Osseo, cemento e ligamento periodontal e resisténcia do material a
fagicitose, com formacdo de uma capsula fibrosa ao seu redor. Em 1982, Hendry et al.,
apds biopulpectomia e obturagdo dos canais radiculares de dentes deciduos de caes
com cimento de 6xido de zinco e eugenol, verificaram a ocorréncia de infiltrado
inflamatdrio cronico, presenca de abscesso, reabsorcao odssea, além de menor
deposicao de tecido cementdide. No presente estudo também observamos a presenca
de infiltrado inflamatério persistente, com um aumento do numero de neutrdfilos
polimorfonucleares ao final do experimento, além de macréfagos e células gigantes
inflamatdrias multinucleadas, embora o teste utilizado, para a avaliagdo da
compatibilidade tecidual, tenha sido o implante de tubos de polietileno contendo o
cimento de Oxido de zinco e eugenol em tecido conjuntivo subcutaneo de

camundongos.
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Holland et al. (1977), apds biopulpectomia e obturagdo dos canais
radiculares de dentes de cdes com cimento de 6xido de zinco e eugenol observaram
completa necrose do coto pulpar aos 2 e 7 dias, com infiltrado inflamatdrio neutrofilico.
Aos 15, 30, 60 e 120 dias a maioria dos remanescentes pulpares permaneceu vital
apenas na porcao mais apical. Aos 240 dias, a maior parte dos espécimes
apresentaram vitalidade tecidual, com algumas células jovens no terco apical. Aposicao
de cemento e neoformacdo oOssea foram observadas proximo a regido periapical.
Porém ndo houve formacao de barreira de tecido mineralizado na regido apical e
reacao inflamatdria moderada permaneceu na regidgo de ligamento periodontal. Em
nosso experimento, também observamos infiltrado inflamatorio intenso aos 7 dias, com
a presenca de muitos neutrofilos e moderado aos 63 dias, com neutrofilos em
quantidades consideraveis.

Em 2003, Barroso realizou a biopulpectomia e a obturacdao dos canais
radiculares de dentes de caes com cimento de éxido de zinco e eugenol, observando
na regido periapical a presenca de células inflamatérias, ligamento periodontal
aumentado de forma moderada ou severa na maioria das raizes, presenca de edema e
reabsorcao cementaria. Resultados semelhantes foram observados por Hendry et al.
(1982), apds pulpectomia em dentes deciduos de cdes e obturacdao dos canais
radiculares com cimento de 6xido de zinco e eugenol.

As reacOes inflamatdrias cronicas associadas a este material tém sido
atribuidas aos ions zinco (Meryon e Jakeman, 1985) e ao eugenol (Barkin et al., 1984;
Hume, 1984; Hume, 1986; Markowitz et al., 1992). De acordo com Economides et al.
(1995), em cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, o potencial irritativo pode ser
atribuido primariamente ao eugenol e, secundariamente, aos ions zinco. Segundo
Meryon e Jakeman (1985) os ions zinco, além de serem citotdxicos, interferem no
processo inflamatdrio por meio da reducao da fagocitose dos macréfagos e da
interferéncia na membrana dos lisossomos. Hume (1984) analisou, /n vitro, os efeitos
do eugenol sobre células da polpa humana e fibroblastos verificando que, quando em
altas concentracdes, essa substancia foi capaz de inibir a respiracdo e causar a morte
celular.

De acordo com Markowitz et al. (1992) o eugenol é um 6leo essencial
com atividade germicida e capacidade anestésica local. Os cimentos de 6xido de zinco
e eugenol sao constituidos por graos de 6xido de zinco embebidos em uma matriz de
eugenolato de zinco e, quando expostos aos fluidos teciduais, ocorre a hidrdlise do
eugenolato de zinco e a liberacao de eugenol e de hidréxido de zinco. Segundo os
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autores, a relacdo pd/liquido ndo influencia grandemente na liberacdo de eugenol,
sendo os efeitos do eugenol dependentes da concentracao de eugenol livre no tecido.
Efeitos antiinflamatorios, com inibicdo da sintese de prostaglandinas, da atividade
nervosa e da quimiotaxia de leucdcitos, além de efeito analgésico estdo relacionados
ao uso do eugenol em baixas concentracdes, ou seja, isolado por uma camada de
dentina. Em altas concentracdes, e quando em contato prolongado ou direto com os
tecidos, esta substancia pode provocar inibicdo da respiracdo e divisdo celular e, até
mesmo, morte celular com necrose tecidual.

Para Segura et al. (1998) o eugenol altera a capacidade de aderéncia ao
substrato dos macréfagos e, conseqgiientemente, o processo de fagocitose e para Chen
et al. (2008) altera a funcdo antimicrobiana dos neutrdfilos, influenciando a reagao
inflamatdria nos tecidos periapicais. Becker et al. (1983) e Souza et al. (2004)
relataram que a liberagdo de eugenol de misturas a base de dxido de zinco e eugenol é
inicialmente alta, diminuindo com o decorrer do tempo. Entretanto, essa diminuicao é
lenta e pequenas quantidades de eugenol continuam sendo liberadas por até um ano.
Segundo Souza et al. (2004), pequenas quantidades de eugenol, liberadas em funcao
das reacOes entre o material e os fluidos teciduais, podem ser responsaveis pelas
respostas inflamatdrias prolongadas quando do contato do cimento de 6xido de zinco e
eugenol com tecidos. Molnar (1967) e Yesilsov et al. (1988) salientaram que o eugenol
pode permanecer em sua forma livre por até 10 anos. Sarrami et al. (2002)
observaram reacOes de hipersensibilidade apds o uso do cimento de dxido de zinco e
eugenol para cimentacdo protética e restauracao provisoria.

O cimento de éxido de zinco e eugenol apresenta baixa capacidade de
ser fagocitado, permanecendo particulas nos tecidos periapicais, mesmo com a
reabsorcao radicular fisioldgica (Erausquin e Muruzabal, 1967; Allen, 1979; Rifkin,
1980; Hendry et al., 1982; Woods et al., 1984; Spedding, 1985; Yacobi et al., 1991;
Kubota et al., 1992; Fuks, 2000; Mani et al., 2000; Casas et al., 2004; Primosch et al.,
2005). A presenca de cimento nos tecidos periapicais pode alterar o trajeto de erupgao
do dente sucessor permanente em 20% dos casos (Yacobi et al. 1991; Coll e Sandrian,
1996; Mortazavi e Mesbahi, 2004).

Portanto, com relacdo a compatibilidade tecidual, ao final do
experimento, nao observou-se diferencas entre os materiais, com relacao ao
fibrosamento e a maior espessura do tecido reacional granulomatoso (p>0,05). A
pasta Calen® espessada com dxido de zinco foi 0 material que apresentou o infiltrado
inflamatdrio de menor intensidade (p<0,05). A area do tecido reacional granulomatoso
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foi menor para a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco e para o cimento
Sealapex® (p>0,05) em comparacdo aos cimentos EndoREZ™ e éxido de zinco e
eugenol (p<0,05). Péde-se concluir que a pasta Calen® espessada com 6xido de zinco
foi o material que apresentou a melhor compatibilidade tecidual, seguido pelos
cimentos Sealapex® e de 6xido de zinco e eugenol. O cimento EndoREZ™ apresentou
resposta tecidual insatisfatoria.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas metodologias empregadas e

considerando as suas inerentes limitagdes pode-se concluir que:

1- A atividade antibacteriana, /n vitro, em ordem decrescente foi:
cimento de dxido de zinco e eugenol, pasta Calen® espessada com 6xido de zinco,

cimento Sealapex® e cimento EndoREZ™.

2- A pasta Calen® espessada com éxido de zinco foi o material que
apresentou a melhor compatibilidade tecidual, seguido pelos cimentos Sealapex® e de
oxido de zinco e eugenol. O cimento EndoREZ™ apresentou resposta tecidual

insatisfatoria.
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Apéndice A — Média e desvio padrdo da area do tecido reacional granulomatoso (em ym?)

7 dias 21 dias 63 dias
Materiais
Média DP* Média DpP* Média DP*

Calen® + éxido de zinco 49,7 10,95 33,33 8,396 29,42 8,411
EndoREZ™ 45,40 4,730 48,09 6,816 54,59 17,73
Sealapex® 51,80 9,475 43,44 8,877 30,38 8,768
Oxido de zinco e eugenol 61,30 11,17 45,33 10,15 51,85 11,32
Controle 67,81 4,365 36,26 1,062

* DP = desvio padrao.
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Apéndice B — Média e desvio padrdo da maior espessura do tecido reacional granulomatoso (em ym)

7 dias 21 dias 63 dias
Materiais
Média DP* Média DP* Média DpP*

Calen® + oxido de zinco 359,1 103,3 399,2 74,86 221,8 32,05
EndoREZ™ 349,5 86,46 520,3 59,66 255,0 101,9
§ealapex® 298,0 87,47 325,9 79,58 171,5 52,56
Oxido de zinco e eugenol 354,7 138,2 390,0 44,71 235,2 57,61
Controle 353,3 4,314 216,6 75,72

* DP = desvio padrao.
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