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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a reagdo em tecido
subcutaneo de ratos causado pela implantacdo de tubos de polietileno
contendo os cimentos Sealer 26 e um cimento experimental, & base de
hidréxido de célcio. Assim, 24 ratos da linhagem Wistar, divididos em trés
grupos de 8 animais cada, de acordo com o periodo experimental (15, 30 e 60
dias), tiveram 4 tubos de polietileno implantados no tecido subcutaneo do
dorso, sendo 2 contendo o cimento Sealer 26 e 2 o cimento experimental. A
guta-percha foi colocada na outra extremidade dos tubos e serviu como
controle. Os animais foram sacrificados de acordo com cada periodo
experimental e todo o processamento histolégico foi realizado, até a obtengéo
das laminas. Cinco imagens de cada caso foram capturadas utilizando o
Software Image Pro-plus versdo 4.5 (Media Cybernetics, Inc.) e um
microscopio no aumento de 20x previamente calibrado. Todas as imagens
foram capturadas aleatoriamente na periferia do espago onde estava o tubo de
polietileno. Foram avaliadas a quantidade de células inflamatérias e o nimero
de fibroblastos presentes. Os resultados indicaram que o cimento experimental
apresentou reacdo inflamat6ria menor quando comparado ao cimento Sealer
26 em todos os periodos, especialmente no periodo de 60 dias e, também,
uma quantidade maior de fibroblastos presentes, com signifincia estatistica
(Teste T) para o periodo de 30 dias.

Palavras-chave: Células inflamatérias. Fibroblastos. Cimentos endodonticos.

Reacéo tecidual.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the reaction in subcutaneous tissue of
rats caused by implantation of polyethylene tubes containing Sealer 26 and an
experimental sealer with calcium hydroxide. Thus, 24 Wistar rats were divided
into three groups of 8 animals each, according to the experimental period (15,
30 and 60 days) and had 4 polyethylene tubes implanted in the subcutaneous
tissue of the back, with 2 containing Sealer 26 and 2 experimental cement. The
gutta-percha was placed on the other end of the tubes and served as control.
The animals were sacrificed under each experimental period and the whole
histological process was performed, to obtain the samples. Five images of each
case were captured using Image Pro-Plus software version 4.5 (Media
Cybernetics, Inc.) and a microscope at 20x increase calibrated. All images were
captured randomly on the outskirts of the area where was the polyethylene
pipe. They evaluated the number of inflammatory cells and the number of
fibroblasts present. The results indicated that the experimental sealer showed
lower inflammatory reaction when compared to Sealer 26 in all periods,
especially in the period of 60 days and also a greater amount of present
fibroblasts, with statistical significance (t-test) for the 30 days period.

Keywords: Inflammatory cells. Fibroblasts. Endodontic sealers. Tissue
reaction.



1 INTRODUCAO

A grande maioria das obturacdes ainda é realizada pela associagédo
entre  cones de guta-percha e  cimento (LEONARDO, LEAL,
1998). O cimento endodontico apresenta  como  fungbes  principais, na
obturacdo, o preenchimento dos espacos anatdmicos que o material solido
(guta-percha) nao foi capaz de atingir, a lubrificagdo e o auxilio no
assentamento dos cones, além de atuar como agente de unido entre os cones
e as paredes do canal radicular. Mesmo sendo considerado como coadjuvante
no processo de obturagcdo do sistema de canais radiculares, este pode
influenciar tanto positiva quanto negativamente no resultado final do tratamento
endoddntico (ORSTAVIK, 1982, ORSTAVIK, 1988, ERIKSEN, ORSTAVIK,
KEREKES, 1988.)

Vérios sdo os tipos de cimentos endodoénticos existentes e utilizados
para a obturagdo do sistema de canais radiculares. Pode-se citar: cimentos a
base de 6xido de zinco e eugenol, & base de resinas plasticas, a base de
iondmero de vidro, & base de MTA, a base de polimero de mamona, a base
de silicona e os cimentos com hidréxido de calcio (LEONARDO, LEAL, 1998).

Por muitos anos os cimentos obturadores mais utilizados foram os
cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol. Tais cimentos apresentam boas
propriedades fisico-quimicas, tais como impermeabilidade, constancia de
volume, solubilidade e tempo de presa, entre outras (BENATTI,
STOLF, RUHNKE, 1978); no entanto, as suas propriedades biolégicas néo se
mostraram satisfatorias. O langamento dos cimentos com hidréxido de célcio,
segundo LEONARDO, LEAL, (1998), veio de encontro aos anseios de todos
aqueles que desejavam um material que apresentasse as boas propriedades
bioldgicas do hidroxido de calcio e, paralelamente, possuisse requisitos fisico-
quimicos que oferecessem um bom selamento do canal radicular, juntamente
com os cones de guta-percha. Os principais representantes desses cimentos
sao o Sealapex e o Sealer 26.

O Sealer 26 € um cimento a base de resina epOxica que contém
hidroxido de célcio. Suas principais caracteristicas sdo: boa capacidade de
selamento (SIQUEIRA JR.; GARCIA, 1994, SIQUEIRA JR.Et al.,
1995A, SIQUEIRA JR; FRAGA, GARCIA, 1995B, SIQUEIRA JR., ROCAS,



VALOIS, 2001) baixa solubilidade quando em contato com o0s
tecidos periapicais (Fidel et al., 1994, Leonardo; Leal, 1998, Lopes; Siqueira Jr.,
2011) e boa resposta tecidual (Leonardo; Leal, 1998).

Em 1984, baseando-se no cimento AH26, MORAES, ap6s a realizagéo
de 30 experimentos, onde testou varios radiopacificadores e varios tipos de
resina epodxica chegou a uma formulacdo, cujo elemento radiopacificador
escolhido foi o carbonato de bismuto. A mesma foi submetida a testes de
infiltragdo marginal, radiopacidade, alteragdo dimensional, tempo de presa e
alteracdo de cor. A partir dessa formulacdo, uma nova formulacdo
experimental, denominada de Formulagcdo 1, foi desenvolvida, utilizando
tungstato de célcio, hidréxido de calcio e hexametilenotetramina. Essa
formulacdo também passou por testes fisico-quimicos, apresentando bons
resultados. Sendo assim, torna-se vdlida a realizagdo de testes biol6gicos
desta nova formulagéo, bem como sua comparagcdo com o cimento Sealer 26,
que é reconhecidamente um cimento com boa resposta tecidual e tem seu uso

bastante difundido no Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA

BERGAMINI, em 1988, avaliou a biocompatibilidade dos cimentos
Endométhasone, Fill canal, Sealer 26 e Sealapex implantando tubos de
polietileno, contendo esses cimentos, em tecido conjuntivo subcutéaneo de
camundongos. A analise foi feita apds os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias.
Todos os cimentos mostraram-se irritantes e as reacdes inflamatérias variaram
conforme o cimento e o periodo analisado. O Sealer 26 e 0 Sealapex foram os
cimentos menos irritantes, o Endométhasone provocou uma reagdo
inflamatéria intermediaria e o Fill canal foi o cimento mais irritante.

SOARES et al, em 1990, avaliaram a resposta dos tecidos periapicais
de dentes de cées apoOs obturagdo com cimentos Sealapex, CRCS e Oxido de
zinco e eugenol. Para esse estudo foram instrumentados 120 canais, 0s quais
tiveram o forame apical arrombado e o batente apical realizado com uma lima
do tipo K ndamero 45. Apés a instrumentag@o os canais foram obturados pela
técnica da condensacdao lateral utilizando cones de guta-percha e os cimentos
em teste. Os animais foram mortos apos 30 e 180 dias de pds-operatério. Na
andlise microscépica os resultados ndo mostraram diferengas entre as
respostas teciduais provocadas pelos cimentos, quando os mesmos atingiam o
limite do batente apical, observando-se a presengca de um tecido conjuntivo
com células inflamatérias crénicas. Houve deposi¢cdo de tecido mineralizado
nas paredes laterais dos canais radiculares, levando ao fechamento do forame
apical, independentemente do cimento utilizado.

PASCON et al, em 1991, testaram a biocompatibilidade dos cimentos
endodonticos AH26, Kerr Pulp Canal Sealer e Kloropercha. Foram utilizados 21
babuinos, dos quais, 121 dentes tiveram os canais instrumentados e obturados
com cones de guta-percha e com os cimentos em teste. Os periodos de
avaliacdo foram 1, 7, 30, 365, 730 e 1095 dias. Os resultados revelaram que,
nos periodos iniciais, 1 e 7 dias, o AH 26 causou uma inflamacédo severa, o
Kerr Pulp Canal Sealer uma reagcdo moderada e a Kloropercha uma reagéo
suave. Nos periodos mais tardios, 2 e 3 anos, o AH 26 apresentou reagao
suave, o Kerr Pulp Canal Sealer reagéo, ainda, moderada e a Kloropercha uma

reagao severa.



ORSTAVIK; MJOR, em 1992, avaliaram os efeitos dos cimentos AH 26,
Endométhasone, Kloropercha e Procosol considerando as analises radiogréfica
e microscopica. Os canais radiculares com polpa viva de dentes de macacos
foram instrumentados e obturados pela técnica da condensacgéo lateral com
guta-percha e com os cimentos em experimentagdo. Radiograficamente, apds
6 meses, foi possivel observar patologia periapical em 6 raizes de um total de
60. Microscopicamente, também, apds 6 meses, foram observadas algumas
inflamagdes periapicais. Das 9 raizes obturadas com AH 26, 2 apresentaram
inflamacdes moderadas e 1, inflamagdo suave; no grupo obturado com
Endométhasone, de 7 raizes, 1 apresentou inflamacdo moderada; no grupo
obturado com Kloropercha, das 7 raizes, 1 apresentou inflamag&o suave e no
grupo do Procosol, das 7 raizes, 1 apresentou inflamacao suave também.

Em 1993, BARBOSA; ARAKI; SPANGBERG avaliaram a citotoxicidade
dos cimentos Fill canal, N-Rickert, pasta F. S. e Sealer 26 em culturas de
células de tecido conjuntivo, utilizando o contato direto e indireto, pelo método
da liberagdo de cromo. Todos os cimentos mostraram-se muito toxicos, tanto
em relagdo ao contato direto como ao indireto. O Sealer 26 mostrou-se um
pouco menos téxico, principalmente, no método do contato indireto.

Em 1995, ECONOMIDES et al. estudaram a biocompatibilidade dos
cimentos endodénticos Sealapex, CRCS, AH 26 e Roth 811, e, também, a
influéncia desses materiais sobre a concentragédo de célcio e zinco nos tecidos
de ratos. Para esse estudo foram utilizados 75 ratos (machos e fémeas), nos
quais foram implantados tubos de teflon contendo os cimentos a serem
testados. Os animais foram mortos nos periodos de 7, 14 e 21 dias. Para a
andlise da concentracé@o de calcio e zinco nos tecidos, 25 ratas, do periodo de
7 dias tiveram o cérebro, figado, rim e (tero removidos. Apds andlise
microscopica, os resultados evidenciaram que o AH 26, no periodo de 7 dias,
foi o cimento que apresentou maior irritabilidade ao tecido, mas a reagéo
inflamatéria foi diminuindo com o passar do tempo. J4 os cimentos Roth 811 e
0 Sealapex induziram reacdes inflamatérias moderadas e severas e o CRCS
uma reacdo suave para moderada. Em relagdo a concentragdo de zinco e
calcio encontrada nos tecidos, foi possivel verificar que os cimentos CRCS e o
Roth 811 causaram uma redistribuicdo de zinco e o AH 26 alterou o contetdo

de célcio em alguns 6rgéos.



Também, em 1995, GEROSA et al. avaliaram a citotoxicidade dos
cimentos endoddnticos AH 26, Kerr Pulp Canal Sealer, Rocanal — R2, Rocanal
— R3, Bioseal e Endométhasone em culturas de células de fibroblastos
humanos, usando a medicdo espectrofotométrica apds o periodo de 24, 48 e
72 horas. O AH 26 apresentou citotoxicidade severa, os cimentos Kerr Pulp
Canal Sealer e Endométhasone uma baixa toxicidade e os demais provocaram
reacOes de moderada a severa, dependendo do periodo observado.

VALERA, em 1995, avaliou a biocompatibilidade dos cimentos
endodonticos Sealapex, Apexit, Sealer 26 e Ketac Endo, bem como a
capacidade de selamento apical e, ainda, realizou a andlise ultra-estrutural dos
cimentos utilizando a técnica de microscopia de forca atdbmica (AFM). Para o
estudo da biocompatibilidade foram implantados tubos de polietileno em tecido
subcutaneo de ratos e os animais foram mortos apos 14 e 90 dias. A avaliagdo
microscopica mostrou que todos os cimentos apresentaram uma diminuicdo na
reacao inflamatdria ap6s 90 dias, exceto o Sealapex; o Sealer 26 foi o cimento
que apresentou menor resposta inflamatéria nos dois periodos de avaliagéo.
Aos 90 dias houve uma diminuicdo fibroblastica em todos os grupos
experimentais e a proliferacdo angiobléstica s6 diminuiu nos grupos do Sealer
26 e Ketac Endo.

BEZERRA et al, em 1997, injetaram os cimentos Sealapex, CRCS,
Apexit e Sealer 26 no tecido conjuntivo subcutéaneo e na cavidade peritonial de
camundongos para avaliar a resposta inflamatoria provocada por esses
materiais. No teste do tecido subcutaneo os cimentos foram manipulados e,
apds a presa, foram triturados, peneirados e 1mg foi diluido em 1mL de PBS e
0,1mL da suspenséo e, entéo, injetados. Apos o periodo de 2, 4, 8 e 16 dias 0s
animais foram mortos e os fragmentos onde foram injetadas as substancias
foram removidos para anlise microscopica. No outro teste, a suspensao foi
injetada na cavidade peritonial e, apés os periodos de 6 e 24 horas e 5 e 15
dias, os animais foram mortos, a cavidade peritoneal foi lavada com 2mL de
PBS, que apds a colheita, sofreu processamento para analise no microscépio
oOptico. No teste do tecido conjuntivo subcutaneo foi possivel observar, na fase
inicial, uma grande quantidade de leucdcitos polimorfonucleados para todos os
cimentos e com uma expressdo maior no CRCS e Apexit. Em alguns casos

havia um tecido necrdético circundando o infiltrado. Na fase intermediaria houve



uma reducgdo do numero de polimorfonucleados, principalmente, em relagdo ao
cimento Sealapex, seguido pelo CRCS, Apexit e Sealer 26. Na fase tardia
havia poucos neutréfilos, mas, uma intensa reagdo granulomatosa, ainda, era
observada e os espécimes, referentes aos cimentos Sealer 26, CRCS e Apexit,
apresentavam areas com necrose. O teste da cavidade peritonial mostrou que
todos o0s cimentos testados provocaram um aumento significativo na
quantidade de neutréfilos. No periodo de 6 horas o Apexit induziu o
aparecimento do maior numero de neutréfilos, seguido pelo Sealer 26,
Sealapex e CRCS. Apo6s 24 horas o Sealapex, CRCS e Apexit induziram uma
neutrofilia menor. Nos demais periodos houve uma redugdo no numero de
neutrdfilos, sem diferenca entre os grupos.

Também, em 1997, LEONARDO et al avaliaram a reac¢ao tecidual na
regido periapical provocada pelos cimentos Sealapex, CRCS, Apexit e Sealer
26 apo6s biopulpectomia e obturagdo de canais de dentes de cédes. Oitenta
raizes de dentes de 4 cées tiveram seus canais instrumentados e, entéo,
obturados com cones de guta-percha e com os cimentos em teste. Decorridos
180 dias os animais foram mortos, as raizes removidas para analise
microscopica. O Sealapex foi o cimento que melhor se comportou, permitindo
deposicéo de tecido mineralizado, promovendo selamento completo do forame
apical. Com o CRCS o selamento do forame foi parcial, identificou-se a
presenca e infiltrado inflamatério moderado. Os cimentos Apexit e Sealer 26
ndo promoveram selamento apical, na maioria dos casos. O infiltrado
inflamatério observado foi considerado severo nos espécimes do Apexit e leve
ou ausente nos casos tratados com o Sealer 26.

AZAR et al, em 2000, avaliaram a citotoxicidade dos cimentos AH Plus,
AH 26 e Oxido de zinco e eugenol utilizando o método de analise de
citotoxicidade do vermelho neutro em culturas de células nos periodos de 1, 4,
8, 24, 48 horas, 5 dias, 1, 2, 4 e 5 semanas. O 6xido de zinco e eugenol
provocou um efeito citotoxico detectado logo na 12 hora, que permaneceu alto
até o final do experimento. O efeito citotoxico apresentado pelo AH 26 durou 1
semana, reduzindo com o passar do tempo. O AH Plus mostrou efeito
citotoxico nos periodos iniciais, ndo sendo mais detectado, apos 4 horas.

FIGUEIREDO et al, em 2001, avaliaram a resposta tecidual dos

cimentos N-Rickert, Fill Canal, AH 26 e Sealer 26 apds a injecdo dos mesmos



na submucosa oral de coelhos e em implantes de tubos de polietileno, em
tecido subcutdneo dos mesmos animais. A analise microscoépica foi feita apds
os periodos de 30, 60 e 90 dias. O Fill Canal foi o cimento mais irritante,
provocando uma reacgdo inflamatéria de alta intensidade, seguido pelo N-
Rickert e AH 26 e por ultimo o Sealer 26, que provocou uma reacédo de baixa
intensidade.

Ainda em 2001, SACOMANI et al avaliaram as reagbes provocadas
pelos cimentos Sealer 26 e Sealer 26 modificado, apds instrumentagéo e
obturacdo de canais de dentes de cdes. Apés o periodo de 180 dias os animais
foram mortos e os tecidos envolvidos analisados microscopicamente. Os
resultados evidenciaram que n&o houve diferenga entre os cimentos, sendo
ambos bem tolerados pelos tecidos periapicais de cées.

HUANG et al, também em 2002, avaliaram a citotoxicidade dos
cimentos endodonticos N2, Endométhasone, Canals, AH 26, AH Plus,
Sealapex. Realizaram o teste em culturas de células do ligamento periodontal
humano e células V79 de Hamster Chineses, nos periodos de 1, 2, 3 e 7 dias.
Todos os cimentos foram toxicos, sendo o N2 o mais agressivo seguido pelo,
Endométhasone, AH 26, AH Plus, Canals e, por ultimo, o Sealapex.

BERNATH; SZABO, em 2003, avaliaram a reacdo tecidual provocada
pelos cimentos: Apexit, Endométhasone, AH26 e cimento de Grossman apos
instrumentagéo e obturagdo de canais em dentes de macacos, considerando o
periodo de 60 dias. Os autores concluiram que 0s cimentos Apexit e o cimento
de Grossman possuem uma boa compatibilidade tecidual, jA o Endométhasone
e 0 AH26 apresentaram uma reacao inflamatéria mediana, porém, quando os
cimentos eram extravasados, mesmo 0s que apresentaram bons resultados,
promoveram uma reacao inflamatéria mais significativa.

TANOMARU FILHO et al, em 2005, avaliaram o comportamento
bioldgico ap6s o implante intra-6sseo em tibia de ratos dos materiais: Sealer 26
com consisténcia pesada, Sealapex com 6xido de zinco, MTA. Foram utilizados
20 ratos, nos quais foram feitas cavidades, com broca, da regido anterior de
cada tibia de cada pata posterior, e essas cavidades foram preenchidas com os
materiais em teste. Apés os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram
mortos e as tibias analisadas microscopicamente. Foram avaliados os

seguintes parametros: extens@o de neo-formacao déssea, infiltracéo inflamatoria



e deposicdo de fibras coldgenas na regido adjacente ao material. Os autores
concluiram que todos o0s materiais testados apresentaram uma boa
biocompatibilidade, promovendo uma deposi¢do 6ssea apds 30 e 60 dias, sem
diferenca estatisticamente significantes entre eles.

TANOMARU FILHO et al, em 2006, avaliaram a evolugdo do reparo
periapical, em dentes de cées, com lesdes induzidas, apds retrobturagdo com
0s cimentos: Sealer 26 com consisténcia pesada, Sealapex com o6xido de
zinco, MTA. Para isso foram utilizadas 48 raizes de cées que tiveram lesdes
periapicais induzidas e, posteriormente, para serem retrobturados com o0s
materiais em teste, os canais foram obturados. ApGs 180 dias, 0s animais
foram mortos e a andlise microscopica da regido periapical foi realizada. N&o
houve diferenca estatisticamente significante, no reparo das lesdes, quando

comparados os diferentes materiais.



3 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a reagdo causada por
implantes contendo o0s cimentos endonticos Sealer 26 e um cimento
experimental em tecido subcutaneo de ratos nos periodos de 15, 30 e 60 dias.
Foram avaliadas a quantidade de células inflamatérias presentes em cada

periodo e, também, a quantidade de fibroblastos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL

Serdo utilizados os seguintes materiais:

1.1 Cimento Endodéntico Sealer 26

1.2 Cimento experimental, com 0s seguintes componentes:
Po:

1.2.1 Tungstato de calcio;

1.2.2 Hidroxido de célcio;

1.2.3 Hexametilenotetramina.

Ligquido: Resina éter de Bisfenol A diglicidil

4.2 METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP, sob o numero
017/2011.

4.2.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar (rattus novergicus)
adultos jovens, com peso entre 200 e 300 gramas, oriundos do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Bauru — USP, mantidos em gaiolas plasticas
coletivas, identificadas conforme os periodos experimentais, higienizadas,
colocadas em ambiente iluminado naturalmente, recebendo agua ad libitum e

alimentacéo constituida de racéo comercial balanceada.

4.2.2 Tubos de polietileno

Foram utilizados 96 tubos de polietileno (Embramed Ind. Com. Ltda.,

S&o Paulo-SP-Brasil) com 1,5mm de diametro interno, 2,0mm de diametro



externo 10,0mm de comprimento, que foram fechados em uma das
extremidades por guta-percha (Figura 1), que serviu como controle.
Previamente ao procedimento cirirgico, os tubos foram desinfetados numa
solugdo de glutaraldeido 2,2%, onde foram mantidos por um periodo de 12

horas, sendo, posteriormente, lavados em &gua corrente e secos.

Figura 1: Tubos de polietileno com uma das extremidades preenchida com

guta-percha.
4.2.3 Processo de anestesia dos animais

Os animais foram pré-anestesiados com cloridrato de ketamina,
Dopalen® (Sespo Industria e Comércio Ltda, Div. Vetbrands Satide Animal,
Paulinia-SP-Brasil) solucdo anestésica, na dose de 0,025ml/100g,
intramuscular (IM), na face posterior da coxa (Figura 2). Apés um periodo de
laténcia de 2 a 5 minutos, a anestesia foi complementada com a associacao
cloridrato de ketamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan® (Sespo
Industria e Comércio Ltda, Div. Vetbrands Saude Animal, Paulinia-SP-Brasil),
relaxante muscular, analgésico e sedativo, na dosagem de 0,05ml/100g,
também intramuscular (IM). O tempo de trabalho para cada animal foi de
aproximadamente 40 minutos. A conduta anestésica seguiu a tabela

peso/dosagem estabelecida pelo Biotério da FOB-USP.



Figura 2: Anestesia do animal

4.2.4 Grupos experimentais

Os 24 ratos foram divididos em trés grupos com oito animais cada de
acordo com os periodos experimentais, que foram de 15, 30 e 60 dias. Cada
animal recebeu 4 implantes, sendo dois com o cimento experimental e dois
com o cimento Sealer 26. Como dito anteriormente, a guta-percha utilizada
para o selamento de uma das extremidades dos tubos de polietileno serviu

como controle.

4.2.5 Procedimentos cirargicos

Apbs a pesagem e a anestesia dos animais, foi realizada a tricotomia
da regido dorsal dos mesmos (Figura 3), que foi enxaguada com uma gaze
embebida em agua para eliminar possiveis residuos de pelos. Em seguida, foi
realizada a antissepsia da regido com solucdo de iodopovidona (Rioquimica

Industria Farmacéutica Ltda, S&o José do Rio Preto-SP-Brasil).



Figura 3: Tricotomia da regido dorsal do animal.

Foram realizadas duas incisdes longitudinais na regido mediana do
dorso de cada animal, uma anterior e outra posterior, utilizando-se lamina de
bisturi n® 15. Os tubos, contendo o cimento e a guta-percha, foram introduzidos
com um trocarte (Figura 4A e B). Os implantes foram depositados a uma
profundidade de, aproximadamente, 20mm da borda da incisdo, com o intuito

de prevenir uma possivel expulsdo ou mobilidade dos mesmos.

Figura 4A e B: A: Incisdes longitudinais no dorso do animal; B: colocagao do

tubo de polietileno com cimento e guta-percha.

Cada animal recebeu quatro implantes, sendo, de um lado, dois
implantes contendo o cimento experimental e, do outro, dois implantes
contendo o cimento Sealer 26. As bordas das incisdes foram suturadas com fio
de seda 4.0 (Ethicon — Johnson&Johnson, Produtos Profissionais Ltda, S&o
José dos Campos-SP-Brasil), montados em agulhas atraumaticas.

Os animais foram colocados em gaiolas identificadas, de acordo com o

periodo experimental, e acompanhados até a total recuperacdo pds-anestesia.



Foi realizada a observacdo diaria do comportamento dos animais, até
completarem os periodos experimentais determinados (15, 30 e 60 dias), com

a finalidade de se evitar ocorréncias que possam comprometer o experimento.

4.2.6 Morte dos animais e remocéo dos tecidos

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram mortos com
uma dose excessiva de anestésico injetada diretamente no coragdo. Em
seguida, os implantes foram localizados por meio da palpagdo e uma nova
tricotomia da regido dorsal foi feita. A &rea contendo cada implante foi
dissecada, abrangendo suficiente tecido normal circunjacente. Essas pecas
foram distendidas em papel cartéo e, em seguida, foram fixadas em solugéo de
formol a 10% por um periodo de sete dias, em frascos individuais, com sua

respectiva identificagéo.

4.2.7 Processamento laboratorial

Apo6s o periodo de fixacdo das pecas (7 dias), as mesmas foram
lavadas em &gua corrente por 24 horas; em seguida, foi eliminado o tecido
adjacente em excesso, deixando a amostra com um formato retangular e tecido
suficiente para a realizagdo da avaliagdo microscépica. Na extremidade que
serviu como controle foi realizado um corte, com o objetivo de identificar ambos
0S materiais. Para a remogao dos tubos de polietileno, foi feita uma inciséo
longitudinal em um dos lados do tubo com uma lamina de bisturi nimero 15,
sem que as extremidades sejam atingidas, criando um espago por onde se
introduziu uma sonda interproximal namero 1 para desprender a capsula
fibrosa e remover o tubo de polietileno sem dilacerar a capsula. Isto feito, as
pecas foram colocadas em alcool 70% por periodo de 24 horas.

Decorridas as 24 horas em alcool 70%, as pecas foram desidratadas,
sendo imersas em trés banhos de &lcool etilico absoluto. Posteriormente,
realizou-se a diafanizacdo com trés banhos de xilol, e as pecgas foram incluidas
em parafina. Apés a obtengéo dos blocos de parafina as pegas foram cortadas
em micrétomo (Leica — Jung RM2045 — Leica Instruments Gmbh D 6907-

Alemanha) de modo semi-seriado com 5um de espessura. Os cortes foram



realizados numa orientacdo longitudinal do tubo com o objetivo de poder
coletar em uma mesma lamina a guta-percha (controle) e o cimento a ser
analisado. A técnica da coloracao utilizada foi a da Hematoxilina e Eosina
(H.E)).

4.2.8 Obtencédo das imagens

Cinco imagens de cada caso foram capturadas utilizando o Software
Image Pro-plus versdo 4.5 (Media Cybernetics, Inc.) e um microscépio no
aumento de 20x previamente calibrado (Figuras 5 a 10). Todas as imagens
foram capturadas aleatoriamente na periferia do espaco onde estava o tubo de

polietileno.

Figura 6: Reagéo tecidual ao cimento Sealer 26 — 30 dias.



Figura 9: Reacéo tecidual ao cimento experimental — 30 dias



R
: ‘.n,{' it Y b A
{” Q! “u‘ 43 y
,»,l it B .
il e

Wil

Figura 10: Reagéo tecidual ao cimento experimental — 60 dias

Foram selecionados 5 campos de cada lamina. A area avaliada media
1024,768mu?. Foi realizado a histomorfometria das seguintes estruturas:
Células inflamatérias e fibroblastos (Figura 11). Todas as contagens foram

anotadas em planilha de Excel.
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Figura 11: Analise histomorfométrica das estruturas selecionadas de cada
caso. Com o software foi possivel contar todas as estruturas em um mesmo
momento.



5 RESULTADOS

Quando comparamos a quantidade de células inflamatorias presente nos
dois tipos de cimento estudados ndo observamos significancia estatistica para
os 3 periodos avaliados, porém observamos uma menor quantidade de células

inflamatdrias para o periodo de 60 dias (Figuras 12).
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Figura 12: Células Inflamatérias por periodo e nos 2 diferentes cimentos
estudados.

Em relacdo a presenca de fibroblastos, observamos que no grupo de
30 dias do cimento Sealer 26 uma menor quantidade de fibroblastos, que foi
significativa quando comparado ao cimento experimental (p= 0,0004). As

Figuras 13 e 14 mostram essas diferencas entre a presenca de fibroblastos.
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Figura 13: Contagem dos fibroblastos nos cimentos estudados
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Figura 14: Teste T mostrando resultado estatisticamente significativo em
relacdo ao cimento sealer no periodo 30 dias.



6 DISCUSSAO

A busca por materiais obturadores, em especial os cimentos
endodonticos, que apresentem boas propriedades mecénicas, fisico-quimicas e
bioldgicas, € algo constante ainda na Endodontia.

Com a intencdo de encontrar substancias que atendessem a todas
essas propriedades, aproximadamente 250 materiais j& foram usados, ndo sé
em sua forma pura, como também em associacdes (KUTTLER, 1961).
Contudo, atualmente a grande maioria das obturacdes, ainda, € realizada pela
associagéo entre cones de guta-percha e cimento, embora os cones Resilon
sejam considerados como uma alternativa & guta-percha. Com relacdo ao
cimento, 0 mesmo apresenta como fung¢des principais, na obturagdo, o
preenchimento dos espag¢os anatdmicos que o material sélido (guta-percha ou
resilon) ndo foi capaz de atingir, a lubrificacédo e o auxilio no assentamento dos
cones, além de atuar como agente de unido entre os cones e as paredes do
canal radicular. Mesmo sendo considerado como coadjuvante no processo de
obturagdo do sistema de canais radiculares, tem sido mostrado que o0s
cimentos podem influenciar tanto positiva quanto negativamente no resultado
final do tratamento endodéntico (ORSTAVIK, 1982, ORSTAVIK, 1983,
ERIKSEN; ORSTAVIK; KEREKES, 1988).

Assim, na busca por substancias menos irritantes aos tecidos vivos
periapicais, diversas metodologias tem sido empregadas, destacando-se a
colocagdo de implantes destes materiais em tecido 6sseo (BHAMBANI,
BOLANOS, 1993,) ou no tecido subcutaneo dos animais (KAPLAN et al., 2003,
BATISTA et al.,, 2006) A metodologia utilizada neste estudo fez uso da
colocacéo de tubos de polietileno em tecido subcutaneo de ratos, contendo a
guta-percha em uma das extremidades, que serviu como controle, e na outra
extremidade o cimento a ser analisado, no caso o Sealer 26 e a formulacdo
experimental 1. Essa metodologia, segundo alguns autores (BATISTA et al.,
2006, CUNHA et al., 2011, ZMENER et al., 2012, SIMSEK et al., 2015) é
bastante utilizada e permite a avaliagdo da reacgdo inflamatoria, por meio da

contagem de células, de forma eficaz e confiavel.



O Sealer 26, fabricado pela Dentsply Industria e Comércio Ltda
(Petrépolis, RJ) é um cimento a base de resina epodxica que contém hidroxido
de célcio. Suas principais caracteristicas sdo: boa capacidade de selamento
(SIQUEIRA JR.; GARCIA, 1994, SIQUEIRA JR. et al, 1995a, SIQUEIRA JR;
FRAGA; GARCIA, 1995b, SIQUEIRA JR.; ROCAS; VALOIS, 2001) baixa
solubilidade quando em contato com os tecidos periapicais (FIDEL et al., 1994,
LEONARDO; LEAL, 1998, LOPES; SIQUEIRA JR., 2004) e boa resposta
tecidual (LEONARDO; LEAL, 1998). O principal problema apresentado por
esse cimento é o escurecimento que ele sofre apos a presa. (DAYAN et al,
1983, VAN DER BURGT; PLASSCHAERT, 1985, PARSONS; WALTON,;
WILLIANSON, 2001).

O cimento experimental utilizado neste trabalho, desenvolvido por
MORAES, em 1984, e modificado por OROSCO; MORAES, 2013, foi
idealizado, previamente, buscando solucionar o problema que o Sealer 26 tem,
isto é, ndo sofrer escurecimento apds a presa. Em estudos avaliando esta e
outras propriedades fisico-quimicas, verificou-se que esta formulag@o nao sofre
escurecimento apos a presa, sendo avaliada até 6 meses apds, sem alteragdo
de cor. Assim, decidiu-se realizar a avaliagcdo de suas propriedades biologicas.

De acordo com os resultados, ao se comparar a presencga de células
inflamatérias em tecido subcutaneo de ratos, verificou-se que o Sealer 26
apresentou uma presenca maior destas células em todos os periodos avaliados
(15, 30 e 60 dias), sendo que no periodo de 60 essa diferenca foi maior. Isto
indica que o processo inflamatério provocado pelo cimento experimental é
menor e menos intenso do que o provocado pelo cimento Sealer 26. Estudos
como os de VALERA et al., 1995 e TANOMARU et al., 2005, indicam que o
Sealer 26 € um cimento considerado pouco irritante, que causa pouca resposta
inflamatdria; ja no trabalho de CUNHA et al., 2011, o Sealer 26 foi o cimento
que apresentou maior reagdo inflamatoria em tecido subcutaneo de ratos apds
o periodo de 21 dias. Assim, considerando que o cimento experimental teve um
resultado semelhante ao Sealer 26 nos periodos de 15 e 30 dias e melhor
quando comparado ao periodo de 60 dias, pode-se dizer que tal cimento
também pode ser considerado pouco irritante aos tecidos, causando baixa

intensidade de resposta inflamatoria.



Com relacdo ao numero de fibroblastos presentes, verificou-se que em
todos os periodos o numero destas células foi maior para o cimento
experimental, em especial no periodo de 30 dias, em que houve diferenca
estatisticamente significante. Em um estudo realizado por BARBOSA, ARAKI e
SPANGBERG, em 1993, os autores avaliaram a citotoxicidade de diversos
cimentos endodonticos, dentre eles o Sealer 26, utilizando como células-alvo
para comparagédo os fibroblastos do ligamento periodontal. Verificaram que o
Sealer 26 foi o cimento que apresentou o melhor resultado, ou seja, 0 que
permitiu a maior presenca destas células. Em outro estudo, de VALOIS,
AZEVEDO, j4 em 2008, foi analisado o efeito de trés cimentos endoddnticos
(AH Plus, Endofill e Sealer 26) em fibroblastos de ratos. Verificaram que todos
0s cimentos atuaram inibindo a proliferagcdo celular de uma maneira dose-
dependente, ou seja, quanto mais cimento em contato com as células, maior a
inibicdo da sua proliferagdo. Comparando as resultados obtidos neste estudo,
pode-se dizer que o cimento experimental apresenta um grau de citotoxicidade
inferior ao Sealer 26, j& que a proliferacdo de fibroblastos foi maior para este

cimento em todos os periodos, em especial no periodo de 30 dias.



CONCLUSOES

Com os resultados obtidos na pesquisa, pode-se concluir que o
cimento experimental apresentou reagdo inflamatéria menor quando
comparado ao cimento Sealer 26, especialmente no periodo de 60 dias e,
também, uma quantidade maior de fibroblastos presentes, com signifiancia
estatistica para o periodo de 30 dias. Desta forma, mais estudos podem e
devem ser realizados, em comparagdo com outros tipos de cimentos
endodonticos, para se avaliar o qudo biocompativel é o cimento experimental

testado neste trabalho, pensando numa futura aplicagdo clinica do mesmo.
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