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Valenga, PC. Estudo comparativo de quatro diferentes cimentos endodonticos através
da andlise histologica e imunoistoquimica [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba:
Universidade Positivo; 2009.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade dos cimentos
endodonticos em tecidos subcutineos de ratos, analisando o grau de citotoxicidade
induzida por 4 diferentes cimentos endodonticos, através da analise histopatologica,
histomorfometrica e imunoistoquimica. Para este estudo 18 ratos Wistar (Rattus
novegicus) foram utilizados, sendo divididos nos seguintes grupos: grupo I — Endofil,
grupo II - AH Plus , grupo III - Acroseal , grupo IV - Epiphany , grupo V — Controle.
Os procedimentos cirtrgicos foram realizados para a inser¢do do tubo de polietileno e
em seguida foi feito a implantagdo de 4 tubos em cada animal, sendo, 2 na regido
escapular e 2 na regido pélvica. Para o grupo controle trés animais foram utilizados,
recebendo 2 tubos de polietileno com auséncia de material. Os animais foram
eutanasiados apods 7, 21 e 45 dias pos-cirurgico. Os resultados deste trabalho revelaram
que o Grupo II foi o que apresentou resultados com uma menor reacdo em relagdo a
presenga de inflamagdo cronica e o mais rapido encapsulamento do tubo de polietileno
com as fibras coldgenas, sendo considerado de maior biocompatibilidade em relagado aos
outros grupos. De maneira antagdnica, o grupo IV foi o que apresentou a mais severa
reagdo, demonstrando a presenca de capsula fibrosa somente em 45 dias. Conclui-se que
o cimento Ah Plus, foi considerado o mais biocompativel, e o cimento Epiphany o de
menor biocompatibilidade, devido uma persistente inflamacdo e um tardio
encapsulamento do tubo.

Palavra Chave: Biocompatibilidade; Cimentos endodonticos; Miofibroblastos;
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Valenga, PC. Estudo comparativo de quatro diferentes cimentos endodonticos através
da andlise histologica e imunoistoquimica [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba:
Universidade Positivo; 2009.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of endodontic sealers
in subcutaneous tissue of rats, analyzing the cytotoxicity degree induced by four
endodontic sealers — group I — Endofil, group II - AH Plus, group III — Acroseal,
group IV — Ephiphany and group V — Controle, by means of histopathological analysis,
histomorphometry and immunohistochemistry. Eighteen Wistar rats (Rattus novergicus)
were used. In each animal, an incision was made and a polyethylene tube was inserted
in the connective tissue. Four tubes were implanted in each animal, two in the scapular
region and two in the pelvic region. Three animals were used in the control group and
received two empty polyethylene tubes. The animals were euthanized after 7, 21 and 45
days post-surgery. Group II presented more favorable results regarding the presence of
chronic inflammation and revealed the faster collagen fiber capsule development
surrounding the polyethylene tube. Thus, group II was considered the most
biocompatible. Conversely, group IV presented the most severe reaction, demonstrating
the presence of fibrous capsule after 45 days. It is concluded that the sealer Ah Plus,
was considered the most biocompatible, and Epiphany the lowest biocompatibility
because of a persistent inflammation and a delayed encapsulation of the tube.

Key Words: Biocompatibilyty, endodontics sealers, Myofibroblasts
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1.

INTRODUCAO

Todas as fases do tratamento endodontico (diagnodstico, abertura
coronaria, preparo biomecanico e obturagdo) sdo interdependentes, ou seja, a
falha em qualquer uma delas pode levar ao insucesso da terapia. O canal
radicular ja obturado expressa a qualidade das fases de abertura e preparo
endodontico, desta forma, uma obturagao inadequada pode refletir um acesso ao
canal e instrumentacao insuficientes.

No entanto, ndo apenas radiograficamente a obturagdo deve ser analisada
a fim de considerar a possibilidade do sucesso terapéutico, uma vez que os
materiais obturadores empregados ndo devem ser irritantes a ponto de liberar
componentes bioativos capazes de alterar o comportamento histofisiologico
habitual dos tecidos periapicais (Schilder, 1967; Schilder, 1974). E importante
ressaltar que o maior contato entre o material obturador e os tecidos periapicais
ocorre via forame apical, assim, quanto mais biocompativel for o material
colocado no interior do canal radicular, menor sera a interferéncia na reagéo
tecidual da regido periapical.

A obturagdo do canal radicular ¢, comumente, realizada empregando-se
cones de guta-percha e cimento endodontico, tendo o cimento a fungao principal
de vedar o canal radicular preenchendo os espagos existentes entre os cones e
entre estes e as paredes dentinarias. Estes espacos, se permanecerem, poderao
comprometer os resultados do tratamento endodontico, principalmente em casos
de dentes com lesdo periapical, pois podera haver drenagem de exsudato

inflamatério para o interior da regido onde o selamento apresenta-se de forma
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deficiente, comprometendo a integridade periodontal. E valido destacar que a
importancia do cimento vai além da sua capacidade de selar a interface guta-
percha/guta-percha e guta-percha/dentina. Para aumentar as chances de sucesso
terapéutico, o cimento endodontico deve apresentar, além de boas propriedades
fisico-quimicas (ex.: capacidade de selamento), boas propriedades bioldgicas a
fim de evitar injurias irreversiveis aos tecidos periapicais (Tronstad et al., 1981;
Mazinis et al.; 2007).

A literatura cientifica enfatiza a importancia do tipo de resposta biologica
desencadeada pelos cimentos endodonticos diante de tecido conjuntivo denso
fibroso, j4 que a melhor condig¢do tecidual ¢ aquela representada por um
selamento bioldgico ocorrido mesmo apds o contato intimo entre o cimento € 0s
tecidos periapicais (Holland et al. 1985; Leonardo et al.; 1991).

No mercado odontologico, encontram-se cimentos endodonticos com
diferentes composi¢des como, por exemplo, os cimentos a base de Oxido de
Zinco e Eugenol, cimentos a base de resina epoxi-amina, cimentos a base de
hidréxido de calcio, entre outros. Essas variagdes na composi¢do dos cimentos
ocorrem com o objetivo melhorar suas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas.

Diferentes testes podem ser empregados para verificar a resposta
biolégica aos cimentos endodonticos. Segundo a [International Standard
Organization (ISO10993 — 1991 e 1SO7405- 1997), a analise da citotoxicidade
dos materiais odontoloégicos é regulamentada por testes iniciais in vitro, testes
secundarios in vivo e, de acordo com os resultados obtidos, o material estudado

podera ou nao ser empregado clinicamente.



Um teste secundario amplamente utilizado € o que preconiza o implante
de tubos de polietileno, contendo o material a ser avaliado em seu interior, em
tecido conjuntivo subcutaneo de cobaias, mimetizando possiveis reagdes que
ocorrem na intimidade periapical. Apesar deste tecido subcutineo ndo ser
considerado réplica dos tecidos periapicais, dadas as caracteristicas peculiares
desta regido, este teste permite estabelecer uma excelente avaliacdo tecidual dos
materiais indicados para a pratica odontologica (Birman e Magalhaes, 1984).

Diante do exposto, justifica-se a realizacdo do presente estudo devido a
continua modificacdo existente na composi¢do dos cimentos endodonticos a fim

de aprimora-los para serem empregados clinicamente.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Resposta Imune em teste de biocompatibilidade

A definicdo do que ¢ biocompatibilidade ¢ controversa. A ASTM (2006)
(American Society for Testing and Materials), por exemplo, define a biocompatibilidade
como uma avaliacdo da resposta produzida pelo intimo contato entre o material a ser
testado e os tecidos vivos, em comparagdo a um grupo controle. Contudo, essa defini¢do
¢ ampla e imprecisa, suprimindo gradacdo concisa para se estabelecer possiveis efeitos
benéficos ou mesmo uma gradacdo de viabilidade onde se insere determinado
biomaterial. Assim sendo, diversos autores sugerem que, no ambito das ciéncias da
saude, o efeito citotdoxico ou a propriedade de biocompatibilidade de um material
designa-se pela capacidade de produzir uma resposta imune, mas exibindo menor dano
possivel quando em contato com tecidos vivos (Silva et al., 2008).

A aplicacdo direta de substincias quimicamente reativa como o cimento
endodontico, em regides subcutaneas, resultam em uma sensibilizagdo local e sistémica
a varios metabolitos do composto agressor. Este fato provoca uma reagdo por
sensibilidade de contato, que culmina em uma resposta celular tardia (hipersensibilidade
tipo IV) que € desencadeada por linfocitos T sensibilizados especificamente, células T
CD4 ou diretamente mediada por células T CD8 (Stites, 1997).

Deve-se ressaltar que as células T, s6 detectam compostos estranhos em
contextos especificos. Usualmente, para que a sensibilizagao dos linfocitos T ocorram, o

componente estranho agressor deve ser clivado em pequenos peptideos compativeis ao



reconhecimento de uma segunda célula do hospedeiro, que ¢ denominada célula
apresentadora de antigeno. Essas células sdo constituidas por proteinas citoplasmaticas
especificas conhecida como proteinas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). Entre o componente celular que possui potencial de apresentar antigenos,
destacam-se: Célula de Langerhans, macrogafos e linfocitos B ( Ignatowicz et al., 1996,
Wucherpfennig e Strominger, 1995; Stites, 1997).

Em seu aspecto histomorfologico, a hipersensibilidade tardia caracteriza-se pelo
acumulo de células mononucleares em regides periféricas a vénulas e veias, causando
um mecanismo similar a outras formas de inflamacdo cronica, ou seja rica em
componentes linfo-plasmocitario. Geralmente este infiltrado celular surge em 24 a 48
horas ap6s o contato intradérmico de um determinado antigeno, contudo, dependendo
da acdo patogénica de um biomaterial, pode demonstrar uma hipersensibilidade
imediata, dentro de 15 a 20 minutos (reacdo inflamatoria aguda), sendo suprida,
posteriormente, pela cronificacdo apds 5 a 8 horas seguindo-se o processo de reparo
(Cotran et al., 2000).

Assim sendo, o processo cicatricial ou de reparo tecidual pode ser definido como
um complexo de interacdo de uma série de fendmenos, desde a implantagdo do material
exodgeno, até o momento que culmina na reconstituicdo da forga elastica do tecido e
consequentemente a restituicdo de sua homeostase e morfostase. Contudo, para o
contexto citotoxico, fenOmenos irritativos tais como modificagdes vasculares,
inflamatorio a constituicdo de tecido de granulagdo e reparo tissular sdo fatores

fundamentais de analise (Desmouliere et al., 2005)

2.1.1 Fase vascular e inflamatoria;




Os fenomenos celulares da inflamagdo envolvem o acionamento das vias que
desencadeiam a hipersensibilidade to tipo IV (tardio), com capacidade de apresentagao
de antigeno via MHC, e proporcionando ao contetudo celular inflamatério capacidade de
movimentacdo, de adesdo e de até¢ englobamento de particulas (Cotran et al., 2000).

Esse fenomeno ocorre durante a apresentacdo de antigeno, que além de induzir
a sensibilidade das células T, s@o responsaveis por induzir degranulagdo de mastocitos,
que liberam compostos amino-vaso ativos, como histamina e serotonina, que possui
fungdo de retracdo endotelial, favorecendo a uma isquemia seguido por uma persistente
vasodilatagdo ¢ hiperemia. Esse fendmeno contribui para a adesdo, diapedese e
migracdo do conteudo celular inflamatorio, ao l6cus da regido agredida (Kumar et al.,
2007).

A variagdo qualitativa e quantitativa dos diferentes elementos celulares presentes
no foco inflamatério local, podem caracterizar, entre outras classificagdes, uma
inflamacdo aguda ou cronica que posteriormente sdo substituidas por um tecido de

granulacdo (Kumar et al., 2007).

2.1.2. Formacao do tecido de granulacdo

A formacdo do tecido de granulacdo consiste em um estagio de reestruturagao
tecidual apds agdo fagocitaria, onde células inflamatérias cronicas (linfocitos e
plasmocitos), fibroblastos, uma nova matriz extracelular vascularizada representada
principalmente por coldgeno sdo os constituintes de maior representagdo. Constitui o
novo tecido que se desenvolve para preencher area de tecido fagocitado (Magino, 1998).

Diversas etapas constitui o tecido de granulagao.



Angiogénese

O contetido mononuclear inflamatério promove sintese de uma série de fatores
de crescimento que sdo responsaveis pela diferenciagdo e maturacdo de inumeras
células que povoaram o tecido de granulacdo. Entre os fatores de crescimento, destaca-
se fator de crescimento vascular e endotelial, (VEGF) que ¢ considerado um dos
principais fatores de crescimento envolvidos na regulacdo da angiogénese criando o
suprimento sanguineo requerido para formagdo e nutricdo do tecido de granulagdo. Em
células indiferenciadas um receptor, denominado de angiopoetina ¢ ativado e coopera
com VEGF durante a angiogénese. Este fator ¢ um mitdgeno potente e € seletivo para as
células endoteliais constituirem a microarquitetura vascular neste novo tecido. (Jobin et

al., 2008; Liu et al., 2007).

Formacao da matriz e fibroplasia;

A medida que conteudo celular vai se diferenciando no tecido de granulacdo, a
matriz extracelular também vai se tornando mais densa com o passar dos dias,
adquirindo cada vez mais fibras coldgenas. Estas fibras formam, a principio, um padrdo
frouxo, mas pouco a pouco se dispdem em feixes paralelos, compactos, enquanto os
vasos sanguineos vao se tornando menos proeminentes podendo até desaparecer. Assim,
o tecido de granulacdo acaba dando lugar a uma cicatriz fibrosa, dura, esbranquigada e

com tendéncia a retragdo para minimizar o tecido de granulac¢ao (Bernacchio, 2007).

Contracdo da area afetada;



Esta contragdo da area neoformada é definida como um movimento centripeto
das bordas colagenas de espessura grosseira a fim de facilitar o fechamento do defeito.
A contracdo ocorre, em média, apos 15 dias da injuria tecidual e ¢é realizada por células
de capacidade contractil (miofibroblastos) e por suas conexdes com a matriz

especializada circunvizinha (Junqueira e Carneiro, 2004; Alberts et al., 1989).

Remodelagdo de matriz e colageno;

Os eventos na remodelagdo sdo responsaveis pelo aumento na forca elastica,
diminui¢do do eritema e volume do tecido, ¢ a aparéncia final do tecido cicatrizado. O
fibroblasto ¢ a célula mais importante atras da sintese do colageno (Wong et al., 1996).
No entanto ha eventos chaves no desenvolvimento do tecido de granulacdo, e que
participam ativamente na contracdo da area afetada, na angiogénese e na remodelacdo
da matriz de colageno. Dentre esses eventos destaca-se a diferenciacdo e participacao

dos miofibroblastos (Kilarski et al., 2005).

2.2. Miofibroblastos

Os miofibroblastos representam o fator chave na reconstrug¢do fisiologica do
tecido conjuntivo ap6s uma injuria (Gabbiani et al., 2003; Desmouliere et al., 2004).

O desencadeamento do processo cicatricial depende da capacidade do tecido
conjuntivo de se regenerar promovendo proliferacdo celular, que reconstitui o estroma
do colageno extracelular, importante para o desenvolvimento do tecido de granulacdo e
consequente desenvolvimento homeostatico da area agredida (Gabbiani et al., 2003;

Desmouliere et al., 2004).



Apo6s uma lesdo tecidual, e inicio do processo inflamatorio, ocorrem
modificacdes vasculares que culminam em hemorragias e exsudato fibrinoso. Durante
esta fase, ocorre o fenomeno de degranulacdo plaquetaria, e consequente atracdo de
células inflamatorias, particularmente monocitos e granulocitos por meio de
quimiotaxia. Este contetdo celular inflamatoério € responsavel por induzir a sintese de
inimeros fatores de crescimento, que estimulam diretamente o processo de reparo.
Neste momento, a area agredida ¢ composta por matriz extracelular provisoria, que
consiste em grande parte de fibrina. Esta matriz proviséria permite a migracdo de
células pré fibroblasticas que realizam o processo de reparacdo por fibrogénese e
angiogénese (Phan, 2008).

Na matriz colagenosa, citocinas e fatores de crescimento incluindo TGFB-1 e
PDGF, estimulam pré fibroblastos e/ou pericitos (células contrateis que delineiam
vénulas e arteriolas) a alterarem seu fendtipo. Assim sendo, para que ocorra a atividade
migratoria para povoar tecidos danificados, hd a necessidade desse novo fenotipo, por
meio do desenvolvimento de feixes contrateis expressando uma proteina citoplasmatica
denominada de actina de musculo liso, cujo nome do conteudo celular torna-se
miofibroblasto (Hinz et al., 2001).

Desmouliére (1993, 1995), e Gabianni (2004) relatam que o fator de crescimento
TGFP ¢ o principal fator de crescimento da indug@o de fenotipos de actina de musculo
liso e consequentemente indutor da diferenciacdo de pericitos e fibroblastos em
miofibroblastos. A diferenciagdo em miofibroblastos torna o este contetido celular, em
seu aspecto ultraestrutural: (1) com um reticulo endoplasmatico granular, e aparelhos de
Golgi bem desenvolvidos, conferindo a célula intenso poder de sintese, especialmente
de proteinas da matriz extracelular; (2) vesiculas de pinocitose, (3) juncgdes do tipo

“gap”, e (4) disposicao de feixes de miofilamentos de actina localizados ao longo da



célula ( fibras de estresse) ou ligando a dominios de matriz extracelular por meio de
proteinas especializadas de membrana denominada de integrina. (Schurch et al., 1998;
Eyden, 1993).

Uma vez que esses miofibroblastos contenham feixes de microfilamentos de
actina com mecanismo semelhante, mas nao idénticos aos que ocorrem em cé€lulas de
musculatura lisa, desempenham um papel na contragdo e redugdo do tamanho da regido
injuriada (Grinnell, 1994, 2000). Para tal funcdo, esses miofibroblastos produzem
colagenos tipo I, III, V e fibronectina e se interligam as proteinas da matriz extracelular
por uma estrutura denominada fibronexus, que consiste em um complexo tridimensional
composto por uma area transmembranica e area intracelular formando um complexo
que apresenta continuidade e forte interagdo covalente entre as fibras da matriz
extracelular e miofibroblasto (Eyden, 1993; Singer et al., 1984) e outra interagdo entre
miofibroblasto-miofibroblasto por meio de jungdes gap. A estrutura do fibronexu e a
interagdo entre células formam um composto organizado e entrelacado de modo que
quando ocorra a contracdo dos filamentos de actina dos miofibroblastos todo
componente se retraia promovendo a remodelagdo da matriz extracelular e desta forma
regressdo do tecido de granulacdo. Assim, em condicdes fisiologicas, como a
remodelacdo durante a cicatrizagdo cutdnea onde ndo ocorreu intensa perda epitelial, a
atividade contratil de miofibroblastos ¢ a por¢do finalizadora do processo cicatricial,
onde apos este fendmeno, a expressdo da actina de musculo liso diminui e os
miofibroblastos desaparecem por sofrer apoptose.

Com a apoptose dos miofibroblastos, hd sintese de metaloproteinases e
colagenases, que sdo responsaveis pela degeneracdo do complexo fibroso restante e
consequente indutor da neoformagao de colageno frouxo do tecido conjuntivo sadio,

finalizando o quadro reparativo.
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2.3 Persisténcia e acido patogena

Em ocasides de intensa citotoxicidade, mediante a patdogenos de alto peso
molecular, ou mesmo de agdo persistente e ndo degradavel, o infiltrado inicial e o
desencadeamento da atividade inflamacdo/reparo podem se modificar.

Duas possibilidades sao comumente desencadeadas. A primeira ocorre diante da
modificacdo do componente celular, onde a infiltracdo de linfocitos € substituida por
macrofagos e células gigantes tipo corpo estranho, desencadeando um padrio de
hipersensibilidade do tipo IV granulomatosa (Cotran et al., 2000). A segunda
possibilidade ocorre frente a um composto de intensa citotoxicidade genotipica onde o
excesso de anticorpos produz complexos antigeno-anticorpos intravasculares, que se
ligam ao complemento, causando aglutinacdo celular, dano endotelial e necrose vascular

fruto do desencadeando uma reagdao humoral III, denominada reacao de Arthus.

2.4 Cimentos Endodonticos e biocompatibilidade

Estudos experimentais em tecido subcutdneos de ratos tém sido realizado para
avaliacdo de materiais utilizados em odontologia, especialmente quanto a
biocompatibilidade (Orstavik e Mijor., 1988; Mittal et al., 1995; Leonardo et al., 2000;
Gomes-filho, 2001;)

A compatibilidade biolégica dos cimentos endodonticos é de grande importancia
devido ao contato direto com os tecidos periapicais. A resposta tecidual dos diversos
cimentos influenciam no sucesso final do tratamento radicular (Waltimo et al., 2001).

Assim sendo, qualquer cimento ndo deve impedir o reparo tecidual, além do mais,
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devem estimular a reorganizacdo das estruturas periapicais injuriadas. Contudo, nem
sempre esses efeitos acontecem. Estudos prévios mostram que a biocompatibilidade de
diferentes classes e produtos dos cimentos endodonticos variam consideravelmente
(Huang ef al., 2002a; Zmener, 2004).

Segundo Nassri et al., (2003), a importancia em se conhecer a compatibilidade
biolodgica dos cimentos endoddnticos, deve-se ao fato de que se esses cimentos forem
demasiadamente irritantes aos tecidos periapicais, causardo inflamacdo de maior
intensidade e podem até promover necrose extensa na area, corroborando com insucesso
do tratamento endodontico, e ainda como conseqiiéncia, a capacidade de reparagdo da

regido periapical sofrera interferéncias significativas.

2.4. 1 Cimento a Base de Oxido de Zinco Eugenol

Os cimentos a base de 6xido de zinco eugenol foram introduzidos por Grossman
em 1958, sofrendo alteragdes na sua formulacdo original, gradualmente, conforme a
necessidade de uso devido agdo toxica e/ou radiopacidade. Embora a descoberta de
outros materiais de cimentacdo endoddntica vieram a tona nesse periodo, o cimento de
oxido de zinco e eugenol continua sendo bastante comercializado, devido seu baixo
custo, facil manipulac@o e boa radiopacidade (Tronstad et al., 1981).

Em meados de 1971, Holland et al., avaliaram possiveis reagdes em tecido
subcutaneo de ratos induzidos por cimento de oxido de zinco e eugenol, pasta de
Rickert, € o comparou a outros materiais. Neste estudo, o cimento de oxido de zinco foi
0 que apresentou maior resposta inflamatoria, demonstrando assim, potencializagdo
citotoxica dos componentes eugenol e zinco. Dois anos mais tarde, Holland et al.,

(1973) reavaliou a resposta inflamatoria dos cimentos de 6xido de zinco e eugenol
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utilizando modelo similar ao anterior, porém, neste novo estudo, diferentes
consisténcias do cimento foram posto a prova. Os autores concluiram que em todos os
casos ocorreram resposta citotoxica exuberante, porém havia direta proporcionalidade
entre toxicidade e fluidez.

Corroborando com os testes realizados por Holland et al. (1971,1973), Benati-
Neto et al., (1986), avaliaram a reagao tecidual em caes induzidos por cimento a base de
oxido de zinco e eugenol puro, Fill Canal, Endomethasone e AH 26. O cimento AH 26 e
o oxido de zinco e eugenol puro apresentaram um comportamento biologico favoravel a
remodelagdo, sendo que, o Fill canal, que ¢ o cimento de maior similaridade ao Endofil,
foi o que apresentou maior resposta inflamatdria crénica.

Hipotetizando que a acdo de injuria tecidual se refere ao efeito provocado pelo
componente eugenol, Crane et al. (1980) avaliou o efeito da biocompatibilidade dos
cimentos a base de 6xido de zinco eugenol sem a presenca do referido componente na
manipula¢do do cimento, e o composto restante foi implantado em subcutianeo de rato.
O autor verificou uma resposta inflamatdria de menor intensidade quando comparado ao
cimento associado ao eugenol.

A compatibilidade bioldégica do cimento Endofil foi comparada a cimentos
Grossman e a um cimento a base de hidroxido de calcio (Sealapex). O resultado
demonstrou similaridades entre Endofil e o Sealapex, apresentando uma discreta
resposta inflamatdéria quando comparado ao cimento de Grosman. (Yesilsoy et al.,
1988).

Scarparo et al., (2009), avaliaram a biocompatibilidade do Endofil, AH Plus e o
Endorez. O cimento a base de oxido de zinco e eugenol (Endofil), ¢ a base de resina
metacrilato (Endorez), foram os que apresentaram aparentemente um maior potencial

para a irritacdo dos tecidos, devido os resultados que mostraram maior numero de
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neutrofilos, células desencadeadoras da inflamagdo aguda, associado a um infiltrado
linfoplasmocitario. Conclui-se entdo que estes cimentos desencadearam efeito toxico
persistente e duradouro, inclusive, promovendo reagudizacdo de um processo cronico.
Diferente dos demais, o cimento AH Plus exibiu infiltrado inflamatorio cronico, sem
efeito granulomatoso, tal qual foi encontrado no grupo controle. Além do mais, o
Endofill revelou menor processo de condensacao fibrosa apos o periodo de 7 dias.
Segundo Pitt-Ford. (1985) os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol
apresentam citotoxicidade devido eugenol livre ou ions de zinco que ndo reagiram com
a mistura do o6xido de zinco e eugenol, por isso quanto mais homogénea a mistura

melhor.

2.4.2 Cimentos a base de resina epoxica

Estes cimentos surgiram como alternativa aos cimentos ja existentes no mercado
e ganharam espaco no mercado devido as suas Otimas caracteristicas de adesdo as
estruturas dentinarias, longo tempo de trabalho, facilidade de manipulacdo e bom
escoamento (Leal et al.,1988).

Inicialmente, o cimento AH26 foi criado em 1957 e sua formulagdo deu origem
a outros cimentos a base de resina epoxica como, por exemplo, o cimento AH Plus
(Salles, 2001).

Este cimento ¢ considerado uma mistura de epoxi-aminas, que resulta no

desenvolvimento de produtos e ¢ freqiientemente utilizado como um material de

controle em matéria de investigagao (Qrstavik 2005)
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A propor¢ao deste cimento recomendada ¢ de 1:1, em volume, tendo um tempo
de trabalho de aproximadamente 4 horas a 23°C e o endurecimento se perfaz totalmente
em 8§ horas a 37°C segundo o fabricante.

Frente aos pontos positivos do AH Plus, sdo descritas propriedades de boa
capacidade seladora apical e excelente comportamento biolodgico, permitindo que ocorra
selamento do forame pela deposi¢do de um tecido cementoide (Almeida, 1997). Neste
trabalho o AH Plus foi avaliado em caes com polpa vital, sendo obturados por meio da
técnica de condensacdo lateral ativa. Os resultados foram avaliados apos 90 dias pos
operatorio, utilizando analise histologica. A micrografia do tecido induzido pelo AH
Plus demonstrou 6tima deposicdo de tecido mineralizado em regido apical e reparo
apical e periapical adequados, condizente com uma agao biocompativel do material.

Leonardo et al., (1999b), avaliaram a biocompatibilidade do AH Plus por meio
da quantificagdo de células inflamatoria e area de necrose utilizando dentes exibindo
polpa vitais (Pré molares de cdes). Na andlise histologica foi verificada presenga de um
infiltrado inflamatoério discreto e auséncia de areas de necrose, além disso, o cimento
induziu a formagdo de tecido mineralizado em regido apical.

O efeito citotoxico do AH Plus foi analisado junto a dois outros cimentos (AH
26 e o o6xido de zinco e eugenol), em estudo in vitro de fibroblastos humanos. O
cimento de 6xido de zinco e eugenol foi o que apresentou maior toxicidade em dois
processos analisados: injuria celular e tempo de injuria. (Azar ef al., 2000).

Embora haja divergéncias sobre a biocompatibilidade do cimento AH Plus
(Huang et al., 2002b), a grande maioria dos trabalhos afirmam que os efeitos citotoxicos
do Ah Plus sao bastante reduzidos (Koulaouzidou et al., 1998; Tai ef al., 2001; Miletic
et al., 2000, 2005; Schweikl et al., 1998). Esses resultados satisfatérios parecem ser

constantes tanto em analise em testes secundarios intra-dsseo de ratos, como descrito
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por Souza et al., (2006), como em testes de aplicacdo clinica (Tanomaru filho et al.,
1998; Leonardo et al., 2003). Esses efeitos benéficos sdo traduzidos pelo curto periodo
de indugdo citotoxica, que desaparece rapidamente devido a liberagdo de formaldeido

(Leonardo et al., 1999b, Merdad et al., 2007).

2.4.3 Cimento a base de hidroxido de calcio

Os cimentos a base de hidroxido de célcio sdo empregados devido aos varios
efeitos biologicos benéficos apresentados pelo hidroxido de calcio como, por exemplo,
possui efeito de facilitar a difusdo idnica da hidroxila e conseqiiente aumentar o pH da
superficie no interior do canal radicular do canal e tecidos periodontais favorecendo,
desta forma, a ac¢ao de reparo (Trosntad et al., 1981; Almeida, 1997).

Existem diversos cimentos endodonticos contendo hidroxido de calcio na sua
formulacao, dentre eles o Acroseal.

Embora Acroseal ja esteja disponivel no mercado para uso clinico, ha sugestdes
que este cimento possa induzir menor liberagdo de calcio e ion de hidroxila,
promovendo desvantagens em estudos in vivo (Eldeniz et al., 2007a; Eldeniz et al.,
2007b).

Deve-se ressaltar que este cimento além de ser a base de hidréxido de calcio,
apresenta em sua composi¢do a resina epoxica, fato que segundo Gambarini et al.,
(2003) contribuiria para uma menor toxicidade deste material.

Gomes-filho et al., (2008) compararam a resposta biologica do Sealapex e do
Acroseal, em 7 e 30 dias e relataram que ambos os cimentos exibiram ligeira e

moderada reacao inflamatéria no 7 ° dia, diminuindo consideravelmente apos este
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periodo. Além disso, o contetido histologico apresentava uma capsula fibrosa que ia se
tornando mais fina com o tempo. Foi possivel observar, também, que a reacdo tecidual
de ambos os materiais foi semelhante, exceto para a indugdo de mineralizagdo, a qual
ndo foi observado com Acroseal.

O Acroseal, segundo o fabricante, além de apresentar ph alcalino, libera calcio
que reage com gas carbonico e forma cristais de carbonato de célcio que serve como um

nucleo de calcificagdo e portanto favorece a mineralizacao.

2.4.4 Cimento a base de resina metacrilato;

O cimento Epiphany (Pentron Clinical Technologies, Wallingford, CT, EUA) ¢
um composito a base de resina de metacrilato de polimerizacao dual, que possui em sua
composicao particulas de carga como hidroxido de célcio, sulfato de bario, vidro de
bario e silica (Versiani et al., 2006). A sua apresentacao para o uso se da sob a forma de
pasta/pasta, armazenadas em bisnagas individuais, com ponta que mistura os
componentes no momento do uso.

Estes cimentos foram inicialmente desenvolvidos para utilizagdo em cirurgias
ortopédicas. Estudos preliminares demonstraram 6timos resultados tanto em relacdo a
adesividade quanto a citotoxicidade, quando testado com a resina original. Porém,
caracteristicas desfavoraveis foram notadas como curto tempo de trabalho e
proeminente infiltracdo apical, indicando pobre capacidade de selamento apical. A fim

de melhorar estas caracteristicas o cimento sofreu algumas modificacdes (Ahlberg &

Tay, 1998).
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Este cimento possui polimerizagdo dual onde sdo caracterizados por uma
polimerizacdo quimica mais lenta aonde a luz ndo chega (Braga e Ferracane 2004).

As otimas propriedades quimica-mecanica do Epiphany deve-se ao baixo nivel
de liberagdo de ions calcio observado no estudo de Resende et al (2009).

Susini et al., (2006), investigaram o efeito citotoxico do Epiphany e detectaram
que nos dois primeiros dias a agdo citotoxica foi aguda, mas esta acdo diminuia
gradativamente apods este periodo. Em antitese, Bouillaguet et al., (2006), compararam o
AH Plus, Epiphany e GuttaFlow e constataram que a citotoxicidade, na verdade,
aumentava com o tempo.

Em estudo em subcutaneo de ratos, o Epiphany apresentou resposta inflamatéria
classificada como leve, observando um tecido organizado e um pequeno nimero de

células inflamatorias além de algum material disperso (Souza ef al., 2000).
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a biocompatibilidade dos cimentos
endodonticos Endofil®, AH Plus®, Epiphany® e Acroseal®, buscando avaliar o grau
de citotoxicidade e injuria tecidual através da analise histopatologica e
histomorfométrica e o reparo cicatricial do tecido subcutdneo no encapsulamento do

tubo de polietileno por analise imunoistoquimica de miofibroblastos.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Positivo, Curitiba, Parana, Brasil (144/2008), onde foram analisados todos os conceitos
éticos para o uso de animais em experimentos laboratoriais seguindo a declaragdo de

Helsink.

4.1 Amostragem

Para esse estudo foram utilizados 18 ratos (Rattus novergicus, Albinus Wistar),
sendo 6 para cada periodo experimental (5 ratos teste e 1 controle), machos, jovens,
pesando entre 250 e 280 gramas, com aproximadamente 70 dias, os quais
permaneceram em ambiente climatizado no Biotério da Universidade Positivo,

dispostos em gaiolas apropriadas e recebendo 4gua e uma dieta alimentar balanceada.

4.2 Procedimento cirurgico

Para o procedimento cirirgico, os animais, inicialmente, receberam injecdo
intramuscular de 0,008 mL/g de cloridrato de ketamina associado a 0,004 mL/g de
xilazina. Em seguida, realizou-se a tricotomia dorsal, realizada manualmente para nao
deixar remanescentes de pelos, principalmente, na regido eleita para a incisdo. Apds
tricotomia, foi realizada a desinfec¢do da regido cirurgica, utilizando gaze estéril
embebida em solucdo de Polivinilpirrolidona lodo (PVPI).

A incisdo cirurgica foi realizada com ldmina de bisturi n° 23, devido o rato

possuir um tecido bastante denso, seguida pela divulsdo tecidual radial em 2 ¢cm para o
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lado da cabeca do animal as incisdes superiores ¢ para o lado contrario das incisdes
inferiores sendo realizadas com uma tesoura de ponta romba. Os cortes foram realizados
com aproximadamente Smm de distincia entre si. Foram realizadas 4 incisoes no grupo
teste e 2 incisdes no grupo controle. Para insercao dos cimentos endodonticos no tecido
subcutaneo dos ratos, foram utilizados tubos de polietileno, esterilizados, com 10 mm
de comprimento, 1,2 mm de didmetro, com 0,8 mm de luz interna. Uma das
extremidades dos tubos foi selada com o auxilio de uma pinga e uma lamparina (FIG 1,
FIG 2, FIG 3).

Os cimentos foram manipulados de acordo com as orientagdes dos fabricantes,
sendo inseridos nos tubos de polietileno com auxilio de uma Iéntulo #40 e adaptado ao
motor X — Smart (Densply-Maillefer, Ballaigues, Suiga), para que ndo ocorressem
bolhas no interior do tubo (FIG 4). Os tubos foram implantados no tecido com auxilio
de uma pinga hemostatica reta, sendo inseridos com a parte aberta para o interior do
tecido,sendo padronizado para todos os cimentos.

Apoés a implantagdo dos tubos, os tecidos foram reposicionados e sutura foi

realizada com um fio de nylon 5.0 e uma agulha de 1,6 cm.
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Fig 1 — Demonstracao das incisdes nos grupos teste, com a insercdo do tubo completo
por cimento endoddntico.

Fig 2 — Demonstragdo da insercao dos cimentos endodonticos no grupo controle.

22



Fig 3 — Demonstrando os tubos de polietileno apos esterelizagdo

Fig 4 — Demonstrando a inser¢ao dos cimentos nos tubos de polietileno
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4.3 Cimentos endodonticos

Os materiais estudados foram os cimentos obturadores Endofill (Dentsply

Maillefer, Brasil, Petropolis, RJ), AH Plus (Dentsply De trey, GmbH, Konstanz

Germany), Epiphany (Pentron, Clinical Technologies, LLC, Wallingford, CT, USA),

Acroseal (Septodont, Saint Maur des fosse’s, Cedex, France). Estes cimentos

endodonticos foram divididos em quatro grupos, mais um grupo controle, dispostos da

seguinte forma:

Grupo I: Endofill (Implantado na regido escapular esquerda)

Grupo II : AH Plus (Implantado na regido pélvica direita)

Grupo III : Acroseal (Implantado na regido pélvica esquerda)

Grupo IV : Epiphany (Implantado na regido escapular direita)

Grupo V : Controle ( Tubos de Polietileno vazios)

COMPOSIGCAO DOS CIMENTOS ENDODONTICOS

Grupo I - Endofil
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O cimento é comercializado em pé e liquido, tendo na composigdo do Po: Oxido
de zinco, Resina hidrogenada, Subcarbonato de bismuto, sulfato de bario, Borato de

sodio anidro; E do Liquido, Eugenol e Oleo de améndoas (FIG 5).

Fig 5 — Representando o cimento Endofill ( Grupo I).

Grupo II — AH Plus

Este cimento é comercializado em forma de duas pastas:

Pasta A: Bisphenol A, Bisphenol B — Resina Epoxica, Tungstato de Célcio Oxido de

Zirconio, Silica, Pigmentos de 6xido de ferro (FIG 6);

Pasta B: N N-Dibernzil Diamina -5, TCD Diamin, Tunstato de calcio, 6xido de

zirconio, oleo de silicone e silica (FIG 6).
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Fig 6 — Representando cimento AH Plus ( Grupo II)

Grupo III — Acroseal

O cimento segundo o fabricante, € composto por duas pastas, sendo elas, Pasta A
composta por Methenamina (Antisséptico), Enoxolona (Antinflamatério), Agente
radiopaco, e na Pasta B composta por DGEBA — (Resina Epoxica), Hidroxido de célcio

e um agente radiopaco (FIG 7).
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Fig 7 — Representando o cimento Acroseal (Grupo III)

Grupo IV — Epiphany Self Echt (SE)

O cimento ¢ comercializado através de uma seringa que compde uma mistura de
resinas BISGMA, EBPADMA, UDMA, PEGDMA, sulfato de bario, hidroxido de
calcio, peroxido, estabilizantes, pigmentos, foto iniciador, silica tratada, aminas, oxido

cloreto de bismuto e silica de bario boro (FIG 8).

Fig 8 — Representando o cimento Epiphany SE ( Grupo IV)

4.4 Controle pos-operatorio e Eutanasia

Os animais receberam injecdo de 0,1 mL de morfina subcutinea, logo apos a

cirurgia, ¢ foram recolocados novamente nas gaiolas, mantidos sob observagdo
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recebendo dose de 20 gotas/ 500 mL de agua de Paracetamol infantil com sabor
caramelo com finalidade analgésica.

Os animais foram eutanasiados apds 7, 21 e 45 dias pos-cirurgico, em camara
de gas carbonico. As areas teciduais contendo os tubos de polietileno foram removidas
com uma margem de seguranca de 13,5cm’ (3;3;1,5), com uso de bisturi nimero 15 ¢
tesoura reta sendo imediatamente imersas em frascos pré identificados contendo formol

10%, permanencendo nesta solucdo por um periodo de 24 horas para fixagao tissular.

4.5 Procedimento laboratorial

Foi realizado exame macroscopico nas pegas cirargicas necropsiadas, ¢ as
mesmas foram hemi-seccionadas de forma que a area de inclusdo correspondesse a
regido tecidual peritubular para averiguagao histologica em sentido transversal ao tubo.

seguida, os fragmentos cirirgicos foram submetidos a desidratacdo em bateria
ascendente de alcoois, obedecendo a seguinte ordem: alcool 70°GL, 80 °GL e duas
vezes em alcool absoluto, por uma hora de duracdo em cada um. Foram feitos banhos,
por trés horas, em xilol ¢ duas horas em parafina, que foi o material de escolha para
emblocamento.

Com a solidificacdo da parafina, os blocos foram levados ao microtomo (Leica
Microsystems, USA) para a realizagdo de cortes seriados com 3 um de espessura cada.
Foram obtidos, em média, 6 cortes por espécime, os quais foram distendidos sobre
lamina de vidro, previamente limpa, e o material levado a estufa (Olides-cz, Sdo Paulo,
Brasil) a 60°C para secagem.

Para a remocao da parafina, foram realizados trés banhos em xilol (5 minutos

cada) e mais trés banhos em alcool absoluto (5 minutos cada), seguindo uma bateria

28



descendente de alcool: etanol absoluto, etanol 80°GL e 50°GL, finalizando com a
lavagem em agua destilada. A seguir, foi realizada a coloragdo em hematoxilina por
meio da imersdo das laminas, com os cortes montados, por 4 minutos e, a seguir,
lavados em &gua corrente por 1 minuto para remocdo do excesso do corante. Logo apos,
foi processada a diferenciacdo das ldminas em etanol 80°GL e estas foram imersas em
eosina por trinta segundos, removendo-se o excesso deste corante com dois banhos de
etanol 80°GL por vinte segundos cada. Depois de realizada a coloragdo, perfez-se a
desidratagdo do conjunto, mergulhando as laminas por trés vezes sucessivas em alcool
absoluto por um minuto em cada vez, seguindo a diafaniza¢do em xilol por 2 minutos.
As laminulas foram montadas com a utilizagdo de Permount (Fisher Scientific, Fair

Lawn, NJ/USA) para analise em microscopio de luz, seguindo etiquetagem das laminas.

4.6 Técnica de Imunoistoquimica

A imuno-expressdo da proteina actina de musculo liso foi obtida por meio do
método da streptoavidina-biotina imunoperoxidase. Foram obtidos cortes histologicos
de 3 um do material emblocado em parafina os quais foram estendidos sobre laminas de
vidro. As laminas foram previamente limpas, desidratadas e mergulhadas em solucdo de
3-aminopropiltrietéxi-silano (Sigma Chemical CO., St Louis, MO/USA), seguindo para
estufa a 60°C para secagem e fixa¢do do material.

Em seguida, os cortes histologicos contidos nessas 1aminas foram desparafinadas
em 2 banhos de xilol: (1) submergdo por 30 minutos a 60°C, (2) imerséo por 20 minutos
a temperatura ambiente. Os cortes foram secos em papel de filtro e hidratados em cadeia

descendente de etanol, respectivamente com trés trocas de etanol absoluto, seguidos por
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etanol 95°GL e 85°GL com 5 minutos cada. Foi realizado banho de 10 minutos em
solucdo de hidréxido de amdnio a 10% em etanol 95% para a remocdo de pigmentos
formolicos, seguindo-se entdo para a lavagem em agua corrente por 10 minutos e uma

passagem por agua destilada.

Para a recuperagdo antigénica do tecido, com quebra das ligagdes cruzadas
provocadas pelo formol, os cortes foram submetidos a solu¢do de acido citrico na
concentra¢do de 0,01 M, pH 6,0, em banho-Maria a 95°C por 30 minutos, seguido de

resfriamento a temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em 4dgua corrente, seguida de passagem por agua
destilada, seguindo para bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de peroxido de
hidrogénio a 3% (solucdo H,O, a 6% em agua destilada, na propor¢ao de 1:1) por 30
minutos. A solucdo foi removida com lavagem em agua corrente, seguida de duas trocas

de 4gua destilada durante 3 minutos.

Para que ndo houvesse alteracdes significativas de pH, os cortes foram
submetidos a rapida incubagdo em solucdo tampao TRIS na concentragdo de 0,05 M ¢

pH 7,4.

As laminas foram incubadas com anticorpo primario anti-actina de musculo liso
(DAKO, clone: 1A4, Isotopo: I1gG2a, kappa) por 18 horas (“overnight”) a 4°C, em
camara umida na dilui¢ao de 1:150 em solucdo de TRIS, pH 7.4, acrescido de albumina
bovina a 1% contendo azida sodica a 0,1% (BSA- Biotest S/A, Sdo Paulo, Brasil).
Como controle negativo, foram utilizados os cortes de mesmo bloco, omitindo-se a
incubacdo do anticorpo primario. Para controle positivo, utilizou-se controle interno que

consistia na positividade de tiinica média vascular.
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Para a incubagdo do anticorpo secundario e complexo tercidrio (strepto avidina
biotina com peroxidase), foi utilizado o “kit LSAB” (DAKO ntimero KO, 690), segundo
instrugdes do fabricante (30 minutos cada). Essas etapas foram realizadas em camara

umida durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para revelar a reago, as laminas foram incubadas em 300 mg do cromoégeno
diaminobenzidina (3,3-diaminobenzidina, Sigma Chemical CO., St Louis, MO/USA)
em 100 ml de tampao TRIS, pH 7,4, previamente filtrados e ativados sob indugdo de
600 ul de H,O, a 6%, em temperatura ambiente, por trés minutos em camara escura.
Apo6s a incubagdo, foi realizada uma lavagem em tampdo TRIS, seguida de uma

lavagem em 4gua corrente e agua destilada por 5 minutos.

O conteudo nas laminas foram contra-corados com hematoxilina de Harris por 3
minutos e lavados brevemente em 4gua corrente e dgua destilada. As laminas foram
desidratadas em bateria ascendente de etanol durante 5 minutos cada (respectivamente
70%, 80%, 95% e absoluto), seguida de diafanizacdo em xilol e montagem com

Permount® (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ/USA) para analise em microscopio de luz.

Foram consideradas como positivas somente células que apresentaram coloracdo
acastanhada, resultado da precipitacao salina da diamino benzidina, independente da

intensidade da coloracdo, e com suficiéncia para diferenciac@o entre positivo e negativo.

4.7 Analise dos resultados

Como critério, as laminas foram analisadas em um microscopico de luz por um

examinador treinado e calibrado. Cada amostra foi avaliada em trés cortes histoldgicos
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seriados e analisadas qualitativamente seguindo os critérios apontados por Shahi, et al.

(2006). Foram observados em cada 1amina histologica os seguintes componentes:

4.7.1. Critério tissular

Neste critério foram analisados:

(1) componentes de inflamagdo aguda representado por neutrofilos;

(2) componentes de inflamacao cronica, representado por macréfagos, linfocitos

e plasmdcitos, células gigantes tipo corpo estranho;

(3) material disperso em permeio ao tecido conjuntivo;

(4) necrose;

Cada critério avaliado recebeu escores sob os seguintes valores por analise
visual:
( 0 ) Componente ausente (<1% do contetido presente na lamina)
( 1 ) Componente discreto ou leve ( entre 1< e ,<25% do contetdo presente na lamina)
(2 ) Componente moderado ( entre 25 < e < 50% do contetido presente na lamina

( 3 ) Componente intenso ou severo (acima de 50% do contetido presente na lamina)

4.7.2. Condensacao fibrosa
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Para este parametro, os critérios estabelecidos foram:
( 1) Auséncia de fibras coldgenas que envolvia a area que continha o material em
estudo;
( 2 ) Presenca de uma fina camada de fibras colagenas envolvendo o material em
estudo;
( 3 ) Presenga de uma espessa camada de fibras colagenas envolvendo o material em

estudo;

4.7.3. Presenca de miofibroblastos

Foram contabilizados separadamente através da analise de imunoistoquimica a

(1) presenca de miofibroblasto em angiogénese e (2) presenca de miofibroblasto em

capsula de contracdo peritubular e foram contabilizados sob o seguinte critério:

(1) Auséncia de miofibroblastos;

(2) Presenga leve de miofibroblastos proximo ao tubo;

( 3) Presenga moderada de miofibroblastos proximo ao tubo;

(4) Presenca severa de miofibroblastos préximo ao tubo;

Analise estatistica dos resultados
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As variaveis relacionadas aos eventos celulares da inflamagdo (linfocitos e
plasmocitos, neutréfilos, células gigantes e macrofagos), e as caracteristicas da
condensagdo fibrosa foram comparadas entre os grupos e nos diferentes periodos
experimentais. Tais variaveis forneceram dados qualitativos, apresentando-se em escala
ordinal.

A comparagdo dessas varidveis entre os grupos de estudo foi realizada
considerando as amostras relacionadas. Isso porque as amostras foram aplicadas nos
mesmos animais (sendo medidas repetidas do mesmo individuo).

Os resultados do grupo controle foram descritivos, devido um numero reduzido
de amostras. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, foi utilizado seguido das

comparagdes multiplas pelo teste de Dunn.
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5. RESULTADOS

Os resultados foram analisados nos trés periodos de tempo experimentais
propostos. A apresentacdo dos resultados segue em dois diferentes formatos: analise
qualitativa do conteudo laminar referente aos eventos da inflamacgdo, aspectos
relacionados a condensagdo fibrosa, presenca de miofibroblastos e degeneracdo
neutrofilica e andlise quantitativa (histomorfométrica por escore) dos aspectos
descritos acima.

5.1 Anilise qualitativa dos aspectos histopatolégicos e imunoistoquimicos

Grupo I — Endofill

Avaliacdo em 7 dias

Aos sete dias foi verificado processo inflamatorio crénico moderado composto
predominantemente por linfocitos e plasmocitos em todos os casos estudados (FIG 9),
sendo que células gigantes multinucleadas formadas em uma reacdo de corpo estranho e
componente macrofagico faziam-se presentes em numero reduzido, especialmente
quando ocorria extravasamento de material.

Areas de necrose e infiltrado neutrofilico (processo de agudizagio) foram

identificados focalmente e restritos aos cortes histologicos.
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Figura 9 - Micrografia de amostra do grupo I corada em HE, em 7 dias, mostrando
interior do tubo de polietileno(A), cimento endodontico (B) e tecido de granulagdo
contendo processo inflamatorio cronico (C) em tecido conjuntivo denso. Aumento em
100x.

Na andlise imunoistoquimica foi notada a presenca leve de miofibroblastos

dispostos difusamente ao tecido inflamatorio, mimetizando 4rea de neoangiogénese

(FIG10).
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Figura 10 - Imunoistoquimica de actina de musculo liso mostrando miofibroblasto
circundando area vascular bem formada (A) e a formagao angiogénica (B). Aumento em
100x.
Avaliagdo em 21 dias

Aos vinte e um dias foi notoria a persisténcia de processo inflamatorio cronico,
predominantemente linfo-plasmocitario, concentrado em regido peritubular. Entretanto,
identificou-se a presenca de um tecido conjuntivo organizado e vascularizado, ¢ a
presenga de condensagdo fibrosa em area circunvizinha ao tubo de polietileno.

Um espécime revelou intenso extravasamento e demonstrou processo
inflamatorio granulomatoso intenso, contendo grande quantidade de células gigantes,

macrofagos epitelidides e neutréfilos. Uma area restrita de necrose permeada pelo

cimento extravasado também foi encontrada (FIG 11).
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Figura 11 - Micrografia em HE aos 21 dias revelando discreto processo inflamatorio na
regido peritubular (A). Nota-se tecido conjuntivo denso em area circunvizinha ao tubo
de polietileno (B). Aumento em 100x%.

Na andlise imunoistoquimica verificou-se a presenga de numerosos

miofibroblastos, tanto na regido vascular bem formada, quanto presente em uma capsula

fibrosa em formagdo (FIG 12).

Figura 12 - Miofibroblastos em organizacdo capsular (seta) em regido peritubular, aos
21 dias, e delineando vasos sanguineos (cabeca de seta) em um tecido conjuntivo
organizado. Aumento em 100x.
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Avaliagdo em 45 dias
Apds um periodo de 45 dias, as amostras apresentaram ainda discreto processo
linfo-plasmocitario conciso em area peritubular, formado por um tecido conjuntivo com

intensa condensacdo fibrosa composta por inumeros miofibroblastos que pareciam

apresentar intimo contato entre si (FIG 13 e 14).

Figura 13 - Micrografia em 45 dias revelando reparo tecidual e capsula fibrosa bem
formada em regido peritubular (A). Aumento em 100x.
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Figura 14 - Imunoistoquimica revelando intensa quantidade de miofibroblasto em
regido peritubular (A), consistente com retragdo do tecido de granulagdo. Aumento em
100x.

Grupo II — AH Plus

Avaliacdo em 7 dias

No periodo de sete dias, o grupo AH Plus revelou moderado processo
inflamatorio linfo-plasmocitario, area de evidente angiogénese e capsula fibrosa bem
formada delineando o tubo de polietileno.

Nos espécimes que apresentaram extravasamento, foi identificada area focal de
tecido de granulacdo ricamente vascularizado, onde se encontravam linfocitos,
plasmocitos, e a presenca discreta de células gigantes, além de area focal de necrose,

permeada por um componente macrofagico epitelidide (FIG 15).

Figura 15 - Micrografia de amostra do grupo II corada em HE, em 7 dias, mostrando
uma area de processo inflamatorio cronico (A). Aumento em 100x%.

A andlise imunoistoquimica revelou presenga de miofibroblastos, tanto
delineando area de formagdo vascular em tecido de granulagdo, quanto compondo area

capsular que circundava o tubo de polietileno (FIG 16).
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Figura 16 - Imunoistoquimica de actina de musculo liso mostrando miofibroblasto (A)
em areas de condensacdo fibrosa, que circundava o tubo. Aumento em 100x.

Avaliacdo em 21 dias
O AH Plus, aos vinte e um dias, apresentou organizagio de tecido conjuntivo e

formacao de fibrose circundando o tubo de polietileno (FIG 17).

Figura 17 - Micrografia de amostra do grupo II corada em HE, aos 21 dias, revelando
tecido conjuntivo em formagdo, areas de angiogénese (A) e fibrose (B). Aumento em
100x.

Na andlise imunoistoquimica, verificou-se intensa quantidade de
miofibroblastos, tanto em area capsular, quanto em tecido conjuntivo. Em tecido

conjuntivo, foi observada intensa evolug¢do angiogénica (FIG 18)
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Figura 18 - Miofibroblasto em organiza¢do em regido de contragdo aos 21 dias, e
presenga de conexdo vascular (A). Aumento em 100x%.
Avaliagdo em 45 dias

Apo6s 45 dias, o AH Plus demonstrou formagdo capsula de tecido conjuntivo
denso organizado circundando o tubo de polietileno e area de tecido conjuntivo

cicatricial em contigiiidade a area de condensacao fibrosa (FIG 19).

Figura 19 - Micrografia, revelando reparo e capsula de tecido conjuntiv denso
organizado (A) em 45 dias. Aumento em 100x%.
Notou-se ainda a presenga de células positivas para actina-musculo liso

localizadas em capsula fibrosa (FIG 20).
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Figura 20 - Analise muoistoquimica mostrando positividde de miofibroblasto (A) em
regido peritubular e na luz do vaso, consistente com retracdo do tecido de granulagao.
Aumento em 100x.

Grupo III — Acroseal

Avaliacdo em 7 dias
Aos sete dias, o Acroseal demonstrou formacdo de tecido de granulagdo

exibindo intenso processo inflamatdrio linfo-plasmocitario difuso (FIG 21).

42



Figura 21 - Micrografia de amostra do grupo III corada em HE, em 7 dias, mostrando
tecido de granulacdo contendo processo inflamatoério cronico (A). Aumento em 100x.

Foi observada severa quantidade de miofibroblastos em tecido de granula¢do, no

entanto, notou-se presenca leve de capsula fibrosa (FIG 22).

Figura 22 - Imunoistoquimica de actina de musculo liso mostrando miofibroblasto

circundando area vascular (A) e disperso pelo tecido de granulacdo (B). Aumento em
100x.

Avaliagdo em 21 dias

Aos vinte e um dias, demonstrou persistente presenca de tecido de granulagéo,
revelando em seu permeio intenso processo inflamatdrio cronico linfo-plasmocitario.

Um achado histopatologico importante foi a auséncia de capsula fibrosa peritubular

neste periodo (FIG 23).
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Figura 23 - Histoquimica em HE aos 21 dias, mostrando auséncia de condensacdo
fibrosa em area circunvizinha ao tubo de polietileno e persisténcia de tecido de
granulag@o com processo inflamatdrio cronico (A). Aumento em 100x.

Miofibroblastos foram verificados somente dispersos no tecido de granulagio,
em formacao de tecido vascular e migrantes a inicio de formacao capsular. As auséncias
do componente miofibroblastico e presenga de capsula perotubular revelam atraso no

processo de condensagdo fibrosa capsular e conseqiiente atraso do reparo tecidual (FIG

24).

Figura 24 - Miofibroblasto em organizagdo em regido peritubular (A), aos 21 dias.
Aumento em 100x%.
Avaliacdo em 45 dias
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Na avaliagdo aos 45 dias, verificou-se modelamento de tecido conjuntivo e
organizagdo de area capsular. Infiltrado inflamatério cronico concentrado em regido

pericapsular ainda foi identificado nas amostras deste grupo (FIG 25).

Figura 25 - Micrografia em 45 dias, revelando reparo tecidual e capsula fibrosa (A) bem
formada em regido peritubular. Aumento em 100X%.

A organizacao do tecido fibroso peritubular composto por intensa quantidade de
células fusiformes e miofibroblastos confirmou a estruturacdo capsular, corroborando

com encapsulamento tardio (FIG 26).
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Figura 26 - Imunoistoquimica revelando intensa quantidade de miofibroblasto em
regido peritubular (A), consistente com retracdo do tecido de granulagdo e moderado
processo inflamatorio cronico (B) persistente em regido adjacente ao tubo implantado.
Aumento em 100x.

Grupo IV — Epiphany

Avalia¢do em 7 dias

No aspecto microscopico, em sete dias, o Epiphany induziu a presenca de um
infiltrado inflamatério agudo e cronico difuso nos cortes histologicos analisados. Area
focal de edema e exsudato purulento, bem como discreta area de necrose, foram
observadas em lJocci apresentando extravasamento de material e forma achados
concomitantemente a presenca de células gigantes multinucleadas formadas em razdo da

presenca de corpo estranho e componente macrofagico (FIG 27).

46



Figura 27 - Micrografia de amostra do grupo IV corada em HE, em 7 dias, mostrando
empermeio ao tecido de granulacdo processo inflamatoério crénico e agudo (A).
Aumento em 100x%.

Os aspectos imunoistoquimicos mais relevantes encontrados foram processos de

fibroplasia e inicio de angiogénese revelados por arcabouco de luz vascular circundada

por inimeros miofibroblastos (FIG 28).
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Figura 28 - Imunoistoquimica indicando positividade de actina de musculo liso em
células dispersa ao tecido de granulagdo (A), constituindo auséncia de estrtuturacdo
angiogénica. Notar material disperso ao tecido conjuntivo (B). Aumento em 100x.
Avaliagdo em 21 dias

Aos vinte e um dias, foi identificado um processo inflamatorio créonico com
formagdo de tecido de granulagdo e angiogénese com predominio de infiltracdo lin-
plasmocitaria. Porém, areas de infiltrado agudo focal se faziam presentes. Neste periodo

ndo foi observado em nenhuma das amostras analisadas a presenga de capsula

peritubular (FIG 29).
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Figura 29 - Micrografia corada em HE, aos 21 dias, mostrando persistente tecido de
granulacdo contendo infiltrado inflamatdrio cronico (A) e auséncia de capsula fibrosa
em area circunvizinha ao tubo de polietileno (B). Aumento em 100x%.

A ocorréncia de miofibroblastos foi escassa e s6 foi verificada circundando a

regido de vasos bem formados (FIG 30).

Figura 30 - Micrografia revelando miofibroblastos (A) restritos a vasos sanguineos bem
diferenciados aos 21 dias. Aumento em 100x.
Avaliagdo em 45 dias

Aos 45 dias, o tecido que foi encontrava-se em contato com o cimento Epiphany
demonstrou organiza¢do tecidual de conjuntivo, contudo ainda se fazia presente
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moderado processo inflamatorio cronico (FIG 31). Miofibroblastos foram presentes em
areas de vasos sanguineos bem formados e foram verificados também em area

peritubular (FIG 32).

Figura 31 - Micrografia indicando a presenga de tecido de granulagdo contendo intenso
processo inflamatdrio cronico disfuso ao tecido peritubular (A), em 45 dias. Aumento
em 100x%.
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Figura 32 - Imunoistoquimica mostrando inicio de formacdo e diferenciacdo de
miofibroblastos (A) em regido peritubular e em vasos sanguineos e persisténcia de
processo inflamatorio cronico difuso (B). Aumento em 100x.

Grupo V —Controle

Avaliacdo em 7 dias

Aos sete dias, o grupo de implantagdo do tubo de polietileno sem o
preenchimento com material endoddntico apresentou discreto processo inflamatdrio
cronico focal a area adjacente ao tubo, com inicio de producdo de capsula fibrosa

revelada por moderado nimero de células miofibroblasticas em organizagdo (FIG 33).

Figura 33 - Andlise imunoistoquimica de amostra do grupo controle, revelando discreto
processo inflamatorio cronico (A) e inicio de estruturagdo pericapsular por
miofibroblastos (cabec¢a de seta). Aumento de 100x.
Avaliacdo em 21 dias e 45 dias

O aspecto histologico demonstrado em 21 e 45 dias foi similar. Nestes periodos
foi observada a presenca de tecido conjuntivo denso ndo modelado com aspecto

histologico de derme normal. Miofibroblastos foram verificados em capsula fibrosa

delineando o tubo (FIG 34).
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Figura 34 - Miofibroblastos (seta) concentrados em regido peritubular e conjuntivo
compativel com derme normal. Aumento de 100x%.

5.2. Analise quantitativa (histomorfométrica)

Na analise quantitativa, foram analisados os aspectos relacionados ao conteudo
inflamatorio, reparador e imunoistoquimico, sendo este Ultimo para analisar a
quantidade de miofibroblastos. Serdo apresentados os parametros histomorfométricos
em forma de graficos para melhor visualizacdo e comparacao entre os grupos, tomando-

se como base os escores descritos na se¢do Material e Métodos.

5.2.1. Processo inflamatorio

Na analise da biocompatibilidade e/ou citotoxicidade de um material
restaurador, a presenca ou mesmo a persisténcia de um processo inflamatorio,
especialmente agudo (neutrofilico), torna-se fator importante.

Os resultados deste trabalho evidenciaram escores semelhantes entre os grupos

nos diversos periodos de tempo analisados, excetuando-se o grupo IV (Epiphany), que
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revelou maior escore, apresentando infiltrado inflamatorio moderado a intenso inclusive
aos 45 dias.
A andlise do componente inflamatoério agudo (neutrofilico) ¢ revelada na Figura

35em 7, 21 e 45 dias pds-operatorios.

16 -
1,4 -
1,2 -
1 4

0,8 A

neutrofilos

Ub -
04 -

:

0,2

0 A T
7d 21¢ 45d

BGrupol MWGruso 2 Grupo 3 MEGrupod

Figura 35 — Demonstrando a quantidade de neutréfilos nos quatro grupos e nos
diferentes periodos estudados.

A cronicidade da inflamacdo consistiu em outro critério importante. A analise
comparativa entre o desencadeamento apenas do infiltrado linfo-plasmocitario foi
consistente com a evolucdo da hipersensibilidade tardia por linfocitos T. J& a presenca
de tecido granulomatoso, evidenciado pelo alto percentual de macrdofagos e células
gigantes multinucleadas, revelou a presenca de cimento de alto peso molecular com
baixa capacidade de ser degradado.

Os escores referentes a presenga de linfocitos e plasmocitos foram agrupados em
apenas um critério, uma vez que um componente inflamatdrio requer um percentual
similar de células T e B, esta tultima manifestada por plasmocitos, uma vez que sao

anticorpos protéicos.
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Inflamacao linfo-plasmocitaria foi evidenciada em todos os periodos analisados,
exceto o grupo controle (grupo V), em que a inflamagdo s6 foi observada em 7 dias,
provavelmente em decorréncia do trauma cirargico e a reatividade ao polietileno.

Os escores sdo representados na Figura 36 e 37.
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Figur
a 36 — Apresentacdo dos diferentes grupos e periodos do componenete inflamatorio

cronico linfocitario.
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Figura 37 - Apresentacdo dos diferentes grupos e periodos do componenete

inflamatorio cronico plasmocitario.
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A interpretacdo deste trabalho quanto a presenca de infiltrado macrofagico
revelou percentuais homogéneos entre os grupos II, III, e IV. Os unicos grupos que se
diferiram estatisticamente foram: grupo I, por apresentar intensa quantidade de
macrofagos, e grupo V, que apos 21 dias revelou auséncia de infiltrado inflamatério. A

figura 38 descreve os escores de macrofagos nos periodos de 7, 21 e 45 dias.

L L {

a 38 — Demonstrando contetido macrofagico nos trés periodos testados.

Figur

A andlise de células gigantes multinucleadas foi um critério dificil de ser
analisado. De fato, o poder de indu¢do de uma inflamacdo granulomatosa ocorreu
apenas quando o extravasamento do cimento obturador se fazia presente. A mensuracio

média de escores de células gigantes € mostrada na figura 39.
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Figura 39 — Demonstracdo da quantidade de células gigantes nos trés periodos

testados.

A eficiéncia cicatricial, e possivel isolamento do componente agressor, foram
avaliados pela presenca de condensacdo fibrosa peritubular e presenga de
miofibroblastos. Os dados de escore para cada grupo e sua respectiva analise estatistica

s80 sumarizados na Figura 40.
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Figura 40 - Apresenta a quantidade de fibrose nos diferentes grupos e periodos.
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A presenca de miofibroblatos coincidiu com a deposi¢ao e condensacdo fibrosa.
Os grupos controle e II revelaram intensa quantidade de miofibroblastos, identificando
menor poder citotoxico do material AH Plus em relacdo aos demais. Efeito contrario
parece exibir o material Epiphany. Esse material exibiu intensa quantidade de
miofibroblastos difusos em tecido de granulag@o, promovendo apenas angiogénese. No
entanto, escasso numero deste contetido celular foi observado na regido peritubular,
revelando retardo no processo de reparo quando o Epiphany foi utilizado. Esses
resultados, bem como as semelhancas ¢ diferengas estatisticas, sdo sumarizadas na

Figura 41.
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Figura 41 — Demonstra a quantidade de miofibroblastos nos diferentes grupos testados e

nos diferentes periodos.
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6. DISCUSSAO

Para o estudo de um determinado material ser considerado importante, ele deve
passar por algumas fases. A aplicacdo de teste in vitro, para avaliar a citotoxicidade dos
materiais, ¢ de extrema importancia, pois se o material testado demonstrar bons
resultados serd encaminhado para testes in vivo, a fim de verificar sua
biocompatibilidade e, posteriormente, sua aplicacdo clinica.

A avaliagdo da citotoxicidade dos materiais é de grande importincia pois
influenciam consequentemente na biocompatibilidade. Dano citotoxico ndo leva
necessariamente a morte celular, porém, a outro evento observavel in vitro ou in vivo
(Brzovic et al., 2008).

Brackett et al. (2008), em seu estudo concluiu que testes de citotoxicidade
revelam aspectos de comportamento bioldgico, porém, ensaios clinicos adicionais
devem ser usado para confirmar estes resultados.

Segundo Khashaba et al. (2009), a biocompatibilidade dos cimentos
endoddnticos possui uma importancia particular devido ao contato direto com os tecidos
periapicais, devido a degradag@o destes materiais causando entdo efeitos adversos.

Diferentes métodos, tém sido descritos avaliando a biocompatibilidade dos
materiais endodonticos. Yesilsoy et al. (1988) preconizaram a inje¢do de materiais a
serem testados diretamente no interior de tecidos subcutaneos dos animais para teste.
Contudo, outros estudos recomendam uso de implantes de teflon e tubos de polietileno
em tecidos subcutineos ou em tecido 6sseo dos animais de laboratério (Zmener et al.,
1988, Molloy, 1992, Pertot et al., 1992, Kolokouris et al., 1998). O tubo de polietileno
serve de carregador do material devido a sua biocompatibilidade, j& que causa agdo
irritante insignificante, sendo que, a reacdo que o grupo controle demonstrou, no

presente estudo, foi do trauma causado pelo ato cirtirgico. Esta técnica tem a
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desvantagem do excesso de extravasamento do cimento causando diferentes reagdes no
mesmo periodo de tempo, razdo pela qual, uma das extremidades dos tubos foi selada.
Neste estudo, de acordo com Economiades et al., (1995), outra possibilidade de falhas
nesta metodologia ¢ em relacdo ao didmetro do tubo que estd diretamente ligado ao
extravasamento do material em subcutaneo de ratos; devido a este fato, o diametro
escolhido neste estudo foi de 1,2mm, sendo considerado um tamanho médio onde ndo
ocorre este tipo de extravasamento e também ndo limita a 4rea a ser analisada.

A biocompatibilidade dos cimentos obturadores ¢ um requisito importante
porque o componente tdxico presente nestes materiais pode produzir irritagdo ou até
mesmo a degeneragdo dos tecidos circundantes, especialmente quando acidentalmente
extravasados nos tecidos periapicais (Huang et al., 2005). Além disso, seu efeito
irritante aumenta sendo que quanto maior o volume de excesso de material prolongado,
maior a superficie de contato entre o cimento e o tecido, e conseqiientemente maior a
intensidade do dano quimico (Siqueira, 2005).

O efeito irritante dos materiais endodonticos tem sido avaliado por meio de
analise histopatologica que avaliam respostas teciduais aos materiais implantados.

Neste estudo ndo foi cogitado a inje¢do direta dos materiais no subcutaneo de
ratos, devido a algumas dificuldade posteriores, como na hora do exame macroscopico,
e histologico porque o material se espalha no tecido dificultando a leitura das laminas,
além do mais, excesso de material poderia causar reacdes indesejaveis que ndo
mimetizassem as reagdes ocasionadas na clinica. A técnica empregada com os tubos de
polietileno no conjuntivo de ratos foi selecionada devido a sua ampla utilizagdo em
diversos trabalhos onde se testaram a biocompatibilidade dos materiais.

Os animais mais utilizados para estes estudos sdo os ratos, (Economiades et

al.,1995; Erausquin et al., 1970; Holland et al., 1971; Holland et al., 1973; Kolokouris et
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al., 1988; Leal et al., 1988; Mittal et al., 1995; Olsson et al., 1981; Ostarvik et al., 1988;
Valera et al., 1998 ), por serem animais considerados calmos, com um custo viavel para
tais estudos, e de tamanho adequado para insercdo de tubos e dos materiais a serem
testados.

Em relacdo aos cimentos, que foram empregados Endofil, AH Plus, Acroseal e
Epiphany, o Endofil (Grupo I) ¢ um cimento a base de ¢xido de zinco e eugenol, sua
manipulacdo ¢ crucial em relacdo a sua biocompatibilidade, devido a formagao de uma
matriz de eugenolato de sddio que, mesmo apds a presa, apresenta 5% da quantidade de
eugenol livre, onde acredita-se que seja a causa de reacdes indesejaveis aos tecidos
periapicais (Molnar, 1967). Cimentos a base de 6xido de zinco e Eugenol exercem
efeitos citotoxicos e sdo considerados irritantes aos tecidos periapicais (Kolokouris et
al., 1998), que também tem demonstrados inflamagfo persistente e reabsor¢do Ossea in
vivo (Souza et al., 2004 )

No grupo I, observou-se componente inflamatério agudo (neutrédfilos) leve.
Excetuando-se o intervalo de 7 dias, os grupos I, II e 111, tiveram comportamento similar
quanto a presenca de infiltrado agudo, ndo destacando diferencas estatisticas entre esses
grupos 21 dias apds o uso. O grupo I apresentou quantidade de edema significante em 7
dias, diminuindo gradativamente nos periodos posteriores, demonstrando no periodo de
45 dias uma auséncia de edema, o que ¢ corroborado por Scarparo et al. (2009), onde
observou-se também a presenga de neutrofilos associado ao cimento Endofil, mesmo
apos o periodo de 7 dias, prolongando entdo a presenga do processo agudo.

Além do eugenol, que apresenta atividade antimicrobiana, efeito analgésico e
propriedade antinflamatdria, os ions de zinco parecem constituir propriedade importante
na formulacdo final do composto, principalmente no que se refere a atuagdo

potencializadora da acdo antimicrobiana. Embora a atividade séptica seja um fator no
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critério de um cimento ideal, relatos na literatura descrevem que a presenga de ions de
zinco pode causar um efeito indesejado, especialmente desencadeando efeito toxico
(Molnar, 1967). Meryon e Jakeman (1985) demonstraram que, 14 dias apos tratamento
endodontico, o cimento a base de 6xido de zinco e eugenol continua liberando um
percentual deste metal na forma idnica, o que representa demasiado poder citotoxico.
Desta forma, se ocorrer extravasamento do material nos tecidos periapicais, isto pode
desencadear uma difusdo do eugenol livre e ou zinco exercendo propriedade deletéria
no processo de reparo periapical. O comportamento, quanto a inflamagdo linfo-
plasmocitaria, entre os grupos I, II, III e IV foi heterogéneo, havendo similaridades
estatisticas entre I e II, os quais apresentaram escores de maior valor em relagdo aos
grupos III e IV. Esses ultimos revelaram comportamento citotoxico/biocompativel de
intensidade analoga. O grupo I, apresentou uma alta quantidade de infiltrado linfo-
plasmocitario nos periodos de 7 e 45 dias, como demonstraram também outros autores
(Yesilsoy et al., 1988; Hume, 1984; Holland et al., 1973).

Baseado nesta assertiva, Hume (1988) descreve que a agdo toxica do material é
variavel. O autor conclui que quando o cimento age em contato direto com o tecido
pulpar vivo, a quantidade de eugenol liberada ¢ maior, quando comparado ao contato
direto em superficie dentindria, culminando em agressdes, muitas vezes, irreversiveis as
células. Lee et al., (2007), analisou o Eugenol em atividades com o Osteoblastos que
sdo células que ajudam no reparo dsseo, e obteve como resultado que o uso do eugenol
pode colaborar com o estado de patogenicidade da periodontite apical. Segundo,
Jovanovic et al. (2007), complicacdes como osteonecrose causado pelo eugenol livre €
raro, porem possivel.

O eugenol também pode reagir com radicais livres muito mais rapido do que os

fosfolipideos, os antioxidantes apresentados em células vivas (Fugisawa et al., 2002). O
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eugenol ¢ considerado em vdrios estudos como um agente anti-inflamatorio
(Raghavenra et al., 2006; Kim et al., 2003) e esta propriedade pode ter sido atribuida
devido ao fato de que esta substancia participa na indu¢do de COX2 em osteoblastos
(Allan et al., 2001).

Em relagdo ao componente macrofagico, Oliveira Mendes et al., (2003),
avaliaram os efeitos do 6xido de zinco e eugenol, e concluiram que eles ndo interferem
com a viabilidade dos macrofagos, mas sim na aderéncia e potencial de fagocitose, que
foram afetados. Neste estudo pode-se observar semelhanca estatistica dos grupos II, III
e IV, e apenas o Endofil (grupo I), apresentou um excesso de macréfagos.

No que se refere a necrose, o Endofil demonstrou indicios apenas no periodo de
7 dias, demonstrando também auséncia de fibrose neste periodo. Em sete dias pods-
operatorios, somente o grupo II apresentou condensacao fibrosa, enquanto os grupos I e
IV apresentaram em 21 dias, e o grupo III, s6 apresentou arcabouco fibroso apos 45 dias
pos-operatorio. No estudo de Perassi et al. (2008), foi encontrado no cimento Endofil
uma camada de células necréticas no periodo de 7 dias, sendo que, no periodo mais
tardio da pesquisa que foi de 50 dias houve uma diminuicdo destas células nos outros
cimentos testados (EndoRez, Sealapex e Poliquill) e apenas no Endofil ¢ no EndoRez
houve persisténcia de leve infiltrado inflamatério com presenca de fina capsula fibrosa e
delgada faixa de tecido amorfo na abertura do tubo.

Segundo alguns autores, todos os cimentos a base de oxido de zinco e eugenol
ndo sdo favoraveis no que se refere a biocompatibilidade (Barbosa et al., 1993; Yesilsoy
et al., 1988), sendo que, quando eles entram em contato com o tecido umido apresenta
comportamentos desfavoraveis, elevando os niveis toxicos (Wilson et al., 1970). No
estudo de Perassi et al. (2008), aos 7 dias, verificou-se que a capsula fibrosa ao redor do

Endofill, apresentava-se menos organizada, com presenca de polimorfonucleares, em
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sua maior parte em degeneragdo. No tecido conjuntivo adjacente, observou-se infiltrado
inflamatorio moderado com presenca de mononucleares, sendo que neste estudo notou-
se auséncia de um conjuntivo organizado, que exibisse condensagdo fibrosa, sendo
notada também a presenca de miofibroblastos esparsos de forma difusa ao tecido
inflamatorio granulomatoso, mimetizando area de neoangiogénese.

Segundo Gabbiani et al (2003), os miofibroblastos representam fatores
importantes no reconstrucdo fisiolégica do tecido conjuntivo apds ferimento e nas
deformagodes do tecido patologico que caracterizam a fibrose.

Neste estudo, o grupo I que representa o cimento AH Plus, apresentou resposta
tecidual consideravel em relagdo a biocompatibilidade, como também demonstraram
diversos trabalho na literatura (Almeida, 1997; Leonardo et al., 1999a; Azar et al., 2000;
Souza et al., 2006). Leonardo et al., (2003), realizaram uma pesquisa onde verificaram
que este material ¢ biocompativel com os tecidos apicais ¢ periapicais, demonstrando
também formacao de tecido mineralizado ¢ falta de inflamagao, o que corrobora com os
resultados obtidos no presente estudo.

Scarparo et al. (2009), demonstraram que o cimento AH Plus exibiu infiltrado
inflamatorio semelhante quando comparado com o grupo controle, apos periodos mais
longos, o que também ¢é refor¢ado por outros estudos (Souza et al., 2006; Zafalon et al.,
2007). A tendéncia do processo inflamatorio ser reduzido durante o periodo
experimental foi observada. No entanto, ele ndo apresentou uma redugdo
estatisticamente significativa em linfocitos e plasmoécitos em periodos diferentes, como
apresentado também neste estudo (Scarparo et al., 2009).

A reacdo inflamatodria foi diminuindo gradativamente em relagao aos periodos
utilizados. Autores concluem que isto ocorre devido a um maior tempo de presa do AH

Plus (Grossman, 1976; Orstavik e Mijor, 1988). Por outro lado, outros autores
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demonstram que esta reagdo incial deve-se as aminas, presentes na composi¢cdo do AH
Plus, que aceleram a polimerizagdo (Zmener et al., 1997).

O cimento Ah Plus, demonstrou uma severa quantidade de miofibroblastos,
como revelou o grupo controle, identificando um menor poder citotéxico do material
em relagdo aos demais testados. Efeito contrario parece evidenciou o material Epiphany,
pois este material exibiu uma quantidade severa de miofibroblastos em tecido de
granulagdo promovendo intensa angiogénese. Entretanto, um escasso nimero deste
conteudo celular foi observado na regido peritubular, revelando retardo no processo de
reparo quando Epiphany foi utilizado.

Esta reacdo do cimento Epiphany pode ser explicada pelo dispositivo de mistura,
do sistema que, apesar da proposta do fabricante ndao promove a perfeita
homogeneizagdo de seus componentes, podendo ser este um dos fatores prejudiciais que
afeta diretamente a biocompatibilidade deste cimento. Porém, autores acreditam que o
Epiphany contém varios compostos que podem ser considerados de alto potencial
citotoxico antes das primeiras 24 horas, devido a agdo dos mondmeros, a base de
metacrilato liberados na reacdo da polimerizagdo (Merdad et al., 2007). No entanto, ha
controvérsias devido a liberacdo de ions célcio deste cimento, fazendo que ocorra um
aumento no ph causando efeitos bioquimicos que culminam na acelera¢@o do processo
de reparo (Seux et al., 1991). No estudo de Gambarini et al., (2009), os autores
analisaram a citotoxicidade através de fibroblastos semeados e cultivados,
demonstrando que o cimento Epiphany foi considerado biocompativel com resultados
semelhantes ao cimento de 6xido de zinco e eugenol tradicional, ¢ ndo obtendo
diferencgas estatisticas do grupo controle.

Mathias-Junior et al (2009), realizaram um estudo analisando a espectrometria

de absor¢ao atdmica da agua no teste de solubilidade e demonstraram significativa
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liberagdo de ions calcio, resultado esperado por apresentar estes componentes na
composic¢do de Epiphany o que pode explicar a reducdo da Periodontite apical (Shipper
et al, 2005) e biocompatibilidade intra 6ssea (Souza et al., 20006).

No estudo de Campos-Pinto et al., (2008), no periodo de 7 dias observou tecido
conjuntivo que apresentou ligeira reacdo inflamatoria cronica, predominantemente
formados por linfocitos e vasos sangiiineos. Escassez de leucdcitos e neutrofilos,
pequenos focos de necrose, macrofagos e células de tipo corpo estranho também foram
notados, diferenciando este estudo neste periodo, o cimento Epiphany induziu a
presenca de um infiltrado inflamatorio agudo e cronico, predominantemente neutrofilico
e linfo-plasmocitario difuso aos cortes histoldgicos analisados. No periodo de 21 dias
houve uma ligeira rea¢do inflamatdria cronica, predominantemente linfocitaria. No
corpo estranho e células gigantes multinucleadas macrofagos foram observados.

O Acroseal demonstrou reagdes nao muito favoraveis em relacdo a
biocompatibilidade. Este cimento parece ter menor solubilidade do que outros cimentos
a base de hidroxido de calcio, provavelmente por causa de seus componentes como a
resina epoxica (Eldeniz et al., 2007a). Este cimento possui capacidade antimicrobiana e
induz a formagao de tecido duro, quando colocados no sistema de canais radiculares, ph
alcalino (Fraga et al., 1996; Safavii e Nichols, 1993) e dissociacdo de ions célcio e
hidroxila, que tornam o ambiente desfavoravel a proliferacdo bacteriana (Soares et al.,
1990; JOE Editorial Board, 2008).

No estudo de Pinheiro et al., (2009), onde analisou a atividade antimicrobiana
através de teste em difusdo em agar do cimentos Epiphany, Polifil e Acroseal, e obteve
como resultados a ndo atividade antimicrobiana contra o microrganismos teste do
cimento Epiphany e do Polifil e em contrapartida o cimento Acroseal foi eficaz contra o

microorganismos (Enterococcus faecalis), em relacdo a formagdo de uma zona de
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inibi¢do do crescimento microbiano. Em nossa pesquisa foi encontrado um resultado em
relagdo a biocompatibilidade semelhante, porem o cimento Polifil que ¢ a base de oxido
de zinco e eugenol como o Endofil ndo demonstrou resultados favoraveis, como o
nosso.

Os cimentos contendo hidroxido de calcio sdo biologicamente ativos se ions de
calcio e hidroxila s@o liberados ao longo do tempo (Estrela et al., 1995; Tager et al.,
1988). Na formulagdo o aumento do PH foi mostrado para o cimento se tornar mais
bactericida possivel, interferindo entdo com a atividade dos osteoclastos e promovendo
uma alcalinizac¢do nos tecidos adjacente (Tronstad et al., 1981). Acontece também uma
rea¢do com o gas carbonico para formar cristais de carbonato de calcio, que servem
como um nucleo de calcificagdo, e torna possivel a observacdo de mineralizacdo
(Estrela et al., 1995; Seux et al., 1991). Estas atividades bioldgicas podem explicar os
bons resultados clinicos observados com a utilizacdo de alguns cimentos contendo
hidroxido de célcio, que estimulam o fechamento do forame de tecido mineralizado
determinando assim o selamento biologico. (Holland et al., 1998; Holland et al., 2003;
Tagger e Tagger., 1989).

Gomes-Filho et al., (2008), analisaram o Acroseal e observaram moderada area
de necrose e com ligeira area de inflamacdo, principalmente macréfagos, sendo
observado no periodo de 30 dias uma fina camada de céapsula fibrosa com poucas
células inflamatodrias cronicas. Deste estudo o que corrobora os resultados o Acroseal
teve comportamento similar, diferenciando com o indice de macréfagos.

Os resultados demonstraram que, embora haja contato intimo de cimentos com o
tecido conjuntivo, como ocorre no coto pulpar, por exemplo, para uma agressao de
maior intensidade e promog¢do de inflamacdo granulomatosa, maior contato por area

como o fato de extravasamento, torno-se fundamental.
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CONCLUSOES
e O AH Plus foi considerado o cimento mais biocompativel, sendo menos
citotoxico em dorso de ratos, apresentando um maior numero de fibras
colagenas em um tempo mais reduzido comparado com os outros grupos.
e O cimento que apresentou maior toxicidade foi o Epiphany a qual
mostrou persistente inflamacdo e um tardio encapsulamento do tubo.
e Em ordem crescente de biocompatibilidade, os cimentos testados podem

ser ordenados em Epiphany, Acroseal, Endofil e Ah Plus.
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