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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar as alteragdes dos componentes da matriz conjuntiva
extracelular em torno de dois materiais retrobturadores, MTA e Sealapex Consistente (SC),
implantados no tecido subcutineo de ratos, pesquisando a expressio, pela imunofluorescéncia
indireta (IFI), de fibronectina, laminina, colageno tipo III e tipo I. Também foi avaliada a
reagdo histomorfoldgica e a capacidade de mineralizacdo desses materiais através das técnicas
de coloracdo H&E, PIFG e Von Kossa. Foram utilizados 24 ratos distribuidos em dois
protocolos. Para o estudo dos colagenos e glicoproteinas, pela IFI, foram utilizados seis ratos
distribuidos em trés grupos, SC, MTA e tubo vazio (controle) e periodo de observagdo de sete
e 90 dias. Para o protocolo de estudo em cortes histologicos, foram utilizados 18 ratos,
divididos em grupo de seis animais, para cada material, nos periodos de sete, 60 e 90 dias. A
resposta do tecido conjuntivo em contato com os materiais foi avaliada de forma descritiva e
semi-quantitativa através de escores (O=ausente; l=discreto; 2=moderado; 3=intenso),
analisando-se a inflamac@o, tecido de granulagio, fibrose e calcificagdo. Na comparagdo entre
os pontos de avaliagdo, o grupo do MTA apresentou maior inflamagdo com sete dias, quando
comparado com 60 dias (p=0,0360); o grupo Sealapex Consistente apresentou mais tecido de
granulacdo com sete dias, quando comparado com 60 dias (p=0,0321). Quanto a calcificagao,
em todos os grupos experimentais foram observadas granulacdes Von Kossa positivas em
todos os periodos experimentais. No grupo Sealapex Consistente, a calcificagdo foi mais
evidente com sete dias, comparando-se com 60 dias de evolu¢do (p=0,0217). Nao foi
observada diferenga estatistica na imunomarcagdo das glicoproteinas e colagenos estudados,
quando comparada entre os grupos ¢ entre os periodos de observagdo. Apods analise dos
resultados, concluimos que, com o passar do tempo, os materiais provocaram 0 mesmo tipo
de reacdo tecidual, ambos promoveram calcificagdo e fibrose, houve redugdo de expressdo de

fibronectina, aumento de laminina, colageno tipo III e tipo L.

Palavras Chaves: Agregado de Trioxido Mineral (MTA). Biocompatibilidade. Matriz
Extracelular. Sealapex. Reparo.



ABSTRACT

The objective of this research was to study the changes in the components of ECM around
two retro filling materials, MTA and Consistent Sealapex (SC), implanted in the subcutaneous
tissue of rats, researching the expression, by indirect immunofluorescence (IFI), the presence
of fibronectin, laminin, collagen, type III and type I. It was also evaluated the histological
reaction and the ability of mineralization of these materials through the staining techniques of
H&E, PIFG and Von Kossa. 24 rats were distributed in two protocols: For the study of
collagens and glycoproteins, using IFI, six rats were placed in groups of three animals for
each experimental material, SC, MTA and control during the periods of seven and 90 days.
The histological protocol was done in 18 rats, divided in groups of six animals sacrificed in
seven, 60 and 90 days of experiment. The response of the connective tissue in contact with the
materials was evaluated in a descriptive and semi-quantitative ways and through the scores ( 0
= absent; 1= discreet; 2= moderate; 3 = intense), analyzing the inflammation, granulation
tissue, fibrosis and calcification. The comparison between the different periods of study, the
MTA group showed greater inflammation in seven days than in 60 days (p=0.0360), the
Consistently Sealapex groups showed more granulation tissue between 7 and 60 days
(p=0.0321). As the calcification, in all experimental groups it was observed positive
granulations Von Kossa in all experimental periods. In the Group Consistent Sealapex
calcification was more evident in 60 days when compared to seven days (p= 0.0217).
Statistical differences were not observed in immunolabeling of glycoproteins and collagens,
when compared between groups and between the periods of observation. After analysis of the
results we conclude that, during the experimental time, the materials caused the same kind of
histological reaction, both promoved calcification and fibrosis, there was a reduction of
expression of fibronectin, increase of laminin, collagen type III and type I.

Keywords: Mineral Trioxide aggregate (MTA). Biocompatibility. Extracellular Matrix.
Sealapex. Repair.
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D) grau de intensidade moderado. MTA: ( E ) grau de intensidade moderado; ( F )
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16

1 INTRODUCAO

A cirurgia parendoddntica ¢ um conjunto de procedimentos que tem como objetivo
resolver complicagdes do tratamento endoddntico quando o retratamento falha ou ¢é
impossivel de ser realizado. A apicectomia com obturagdo retrograda é uma modalidade da
cirurgia parendoddntica que envolve a exposi¢do da area, remocgdo apical da raiz, preparo de
uma cavidade e preenchimento com material retrobturador de propriedades fisico-quimicas e
biologicas adequadas. O sucesso definitivo da cirurgia depende da regeneragdo das estruturas
da regido periapical, incluindo cemento, ligamento periodontal ¢ osso alveolar. Apos a
obturacdo retrograda, células mesenquimais participam do processo de cicatrizagdo
diferenciando-se em células maduras como fibroblastos, osteoblastos ou cementoblastos (

TORABINEJAD; PITT FORD,1996; SHAR]I, et al., 2006).

A biocompatibilidade dos materiais retrobturadores abrange varios aspectos do material,
incluindo seu potencial citotoxico, alergénico e mutagénico, ndo devendo apresentar efeitos
toxicos ou causar danos teciduais (COSTA, 2001a). Existe ampla variedade de critérios
utilizados na analise histologica para determinagdo da biocompatibilidade de um material.
Dentre eles podemos citar a reacdo inflamatoéria em cada periodo pds-implantagdo avaliado, a
presenca de capsula conjuntiva em torno do implante e a sua capacidade de estimular
formacdo de tecido mineralizado. Outro critério que pode ser utilizado sdo as modifica¢des da
matriz extracelular, porém poucas pesquisas t€ém dado énfase a este aspecto, ou seja, avaliar a

dindmica da matriz extracelular (MEC) em torno de materiais retrobturadores.

A MEC representa um ambiente complexo e dindmico, atuando como um reservatorio de
fatores de crescimento, controlando a proliferagdo celular. A constituicdo basica da matriz é
de proteinas fibrosas como o colageno e elastina, e de glicoproteinas alongadas como a
fibronectina e laminina, que tém uma func¢do de proporcionar adesdo célula-matriz, além de
4cido hialurdnico, glicosaminoglicanas e proteoglicanas que formam um leito constituido por
um gel, onde se encontram imersos todos os constituintes da matriz. (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; PERERIRA, et al., 2005). A reparagdo do tecido ap6s uma lesao depende da
sintese de uma matriz extracelular fibrosa para substituir o tecido perdido ou danificado. A

matriz extracelular guia a reparagdo regulando o comportamento de grandes variedades de
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tipos de células que sdo mobilizadas para a area danificada na reconstrugio do tecido. A MEC
de tecidos cicatriciais passa, na verdade, por mudangas muito rapidas. A fibrina do tampao,
por exemplo, ¢ substituida por fibronectina (FN) e acido hialurénico, e depois por colageno
III e I. Dentre as mudangas citadas, esta a remodelacdo, ou seja, um conjunto de processos de
sintese e degradacdo de proteinas que permite a substituicdo do tecido de granulagdo por
cicatriz fibrosa (MIDWOOD; WILLIAMS;SCHWARZBAUER, 2004; RAITZ, 2008).

A regido perirradicular normal consiste de diferentes tecidos, incluindo cemento,
ligamento periodontal e osso. Logo, o sucesso da cirurgia parendoddntica, quando se utiliza
um material retrobturador, estd na dependéncia do comportamento bioldgico deste material,
ou seja, ele deve permitir ou induzir a regeneragdo desses tecidos. Quando se realiza a
obturacdo retrégrada, o material retrobturador, além de promover bom selamento, deve
permitir a formagdo de periodonto normal sobre a superficie cortada e obturada da raiz.
(SHARI et al., 2010). Assim, o material retrobturador torna-se importante no remodelamento
dos tecidos periapicais, atuando nos componentes da MEC, que modulam o crescimento e
diferenciag@o celular tanto na osteogénese (HOLLAND;SOUSA 1985; TANOMARU FILHO
et al, 2006; ASGARY; EGHBAL;EHSANI, 2010) como na cementogénese (LEE;
MONSEF; TORABINEJAD, 1993; LUIZ, 2003; BERNABE, et al., 2007). A técnica ¢ o tipo
de material retrobturador assumem papel importante no sucesso do tratamento cirtrgico.
Diversos materiais t€ém sido utilizados como retrobturadores: amalgama de prata, resina,
cimento de ionémero de vidro, 6xido de zinco e eugenol, super EBA, MTA e o Sealapex
Consistente (GASELLA; FERLINTO 2006; MOTA, et al, 2010).

O Agregado de Trioxido Mineral (MTA) cinza foi desenvolvido na Universidade de Loma
linda (Califéornia, EUA) pelo professor Mahmoud Torabinejad, cujas principais indicagdes
estdo relacionadas com a retrobturagdo e obturagdo de perfuragdes radiculares
(TORABNEIJAD, et al., 1995; LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993). Segundo Holland et
al., (2001), apds avaliarem a reacdo do tecido subcutidneo de rato ao implante de tubos de
dentina contendo o MTA, cimento de Portland e hidréxido de célcio, sugerem que o
mecanismo de a¢do do MTA seja semelhante ao do hidréxido de célcio. A biocompatibilidade
do MTA tem sido demonstrada através de reagdes teciduais (HOLLAND et al., 2001;
HOLLAND et al., 2002(b); MENEZES, et al, 2005; BERNABE et al., 2007; GOMES FILHO
et al., 2009a; GOMES FILHO et al., 2009b; GOMES FILHO, et al., 2011). Apesar das suas
excelentes capacidades biologicas, o MTA apresenta algumas desvantagens: questionavel

atividade antimicrobiana, dificuldade na técnica de manipulacdo e inser¢do, potencial de
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descolorag@o e alto prego. Por isso, alguns materiais de custo menor, facil manipulagdo, boas

propriedades biologicas e fisico-quimicas tém sido pesquisados.

O Sealapex puro ¢ um cimento a base de hidroxido de calcio composto por uma pasta
base e outra catalisadora, além de pigmentos. Surgiu em 1984 para selamento de canais
radiculares, apresentando boas propriedades bioldgicas e fisicas. Seu langamento teve
respaldo bioldgico no trabalho publicado por Holland & Souza (1885), quando avaliou em
canais radiculares de cdes e macacos a capacidade deste cimento de induzir a neoformacao de
tecido duro. Segundo Holland et al 2002(b), devido a presenca de 6xido de calcio em sua
composicao, os autores sugerem que o mecanismo de a¢do do Sealapex seja semelhante ao do
MTA. Entretanto, para o Sealapex ser usado como material retrobturador, deve-se acrescentar
oxido de zinco, até que o cimento fique com a consisténcia de massa de vidraceiro, passando
a ser denominado de Sealapex Consistente (LUIZ, 2003; BERNABE; HOLLAND,2004;
TANOMARU FILHO et al.,, 2006; LEAL; BAMPA;NETO, 2008; VITA et al., 2008;
CUNHA,2011). Além de apresentar biocompatibilidade, o Sealapex Consistente € capaz de
estimular a deposicdo de tecido mineralizado na regido periapical (LUIZ, 2003;
TANOMARU FILHO et al., 2006).

Os processos de reconstrugdo dos tecidos lesados, independentemente de ser por reparacio
ou regeneracdo, tém sido eventualmente alcancados através da bioengenharia ou engenharia
tecidual. Esses dois ultimos sdo empregados, principalmente, quando houver interferéncia do
homem como a colocagdo de materiais e outros produtos com objetivo de acelerar ou

melhorar o processo de reparo tecidual (CONSOLARO, 2009).

Assim, esta pesquisa tem como objetivo avaliar a biocompatibidade do Sealapex
Consistente ¢ MTA, através da analise da reago tecidual ao implante desses dois materiais
retrobturadores, utilizando-se dos seguintes critérios histologicos: reacdo inflamatoria,
presenca de capsula conjuntiva e de mineralizagdo. Por outro lado, pouco se sabe acerca da
dindmica da formacdo de diferentes integrantes da MEC em torno de materiais
retrobturadores. Portanto, esse trabalho visa também a contribuir, de modo original, para o
melhor entendimento do processo reparatorio de algumas proteinas da matriz extracelular em

torno do MTA e Sealapex Consistente.
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2 JUSTIFICATIVA

Com o avango da biotecnologia, faz-se necessario compreender, através do emprego de
novas metodologias, o processo de diferenciagdo celular, modificagdes temporarias da matriz
extracelular e as reagdes teciduais provenientes dos materiais retrobturadores. Assim, vamos
poder correlacionar os aspectos celulares da matriz ao reparo dos tecidos envolvidos,
favorecendo uma estratégia terapéutica. O desenvolvimento de um cimento retrobturador
menos oneroso e de biocompatibilidade investigada ¢ de suma importincia para a classe
odontologica, pois assim os profissionais poderdo oferecer um tratamento clinico mais
acessivel a populagdo. Apesar de alguns estudos avaliando o reparo tecidual na presenca de
materiais retrobturadores, pouco se sabe sobre a dindmica da matriz extracelular em contato
com estes materiais. Sendo assim, esta pesquisa, sobre a expressdo temporal de alguns tipos
de colageno e glicoproteinas da matriz durante o processo de reparo, torna-se importante no

entendimento sobre a influéncia desses materiais nestas macromoléculas.
3 HIPOTESE

A reagdo tecidual, as modificagdes na laminina, fibronectina, colageno tipo I ¢ tipo III da
MEC e a mineralizagdo ocorrem de maneira semelhante no modelo experimental, que envolve
implantes de tubos de polietilenos contendo MTA e Sealapex Consistente no tecido

subcutineo de ratos.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 CIRUGIA PARENDODONTICA

A cirurgia parendoddntica é o tratamento de escolha quando a resposta do dente ao
tratamento endodontico convencional falha, ou quando ele ndo pode ser tratado
adequadamente por meio meios ndo cirargicos. O termo cirurgia parendoddntica abrange, de
modo geral e preciso, todos os procedimentos cirtirgicos que envolvem as areas do endodonto

ou as raizes dentarias. Como modalidades desta cirurgia podem-se citar: drenagens cirtirgicas,

a fistulizacdo artificial, curetagem periapical, apicectomia, apicetomia e obturagdo h‘etrégrad L [S1] Comentario: Observe que
coloquei acento toda vez que essa
tratamento endoddntico simultdneo ao tratamento cirrgico, tratamento endodontico via palavra aparece. Existe, na sua area, o

termo retrograda, significando outra

, . . . . N , . . . . .. isa?. 0u & 5 2
retrograda, rizectomia parcial, hemissec¢do dentdria, cirurgia de cistos periapicais e coisa? Ou & mesmo retrdgrada

reimplante intencional (BERNABE;HOLLAND, 2004).

Dentre as varias modalidades cirurgicas, encontra-se a apicectomia com obturacdo

h’etr()gradal, que consiste na exposi¢do da area envolvida, remog¢do da por¢do apical da raiz, [S2] Comentaério: Ver caso do
acento.

seguida do preparo de uma cavidade, e inser¢do de um material retrobturador, com

propriedades fisicas, quimicas e biologicas adequadas. (TORABINEJAD;PITT FORD, 1996).

Um material retrobturador ideal deve ser biocompativel, aderir ao tecido dental e selar
tridimensionalmente a cavidade apical, ndo permitir e, de preferéncia, inibir o crescimento de
microorganismos patogénicos, ser dimensionalmente estdvel, ser bem tolerado pelos tecidos e
estimular a regeneragdo da regido periapical, permitir ou induzir o reparo 6sseo, ndo ser
toxico, ndo manchar o dente ou tecido perriradiculares, ser facilmente distinguivel na

radiografia, facil manipulagdo e inser¢do (CHONG;PITT FORD, 2005).

Alguns materiais t€ém sido empregados como materiais retrobturadores: o amalgama de
prata, derivados de 6xido de zinco e eugenol (cimento Super EBA® e cimento IRM®), as
resinas compostas fotopolimerizaveis, os cimentos de iondmero de vidro, os cimentos a base
de hidroxido de célcio [Ca(HO)2] e a guta percha. Porém, apresentam algumas desvantagens,
como o cimento IRM® e o cimento Super EBA® que sdo sensiveis a umidade, so irritantes
aos tecidos, apresentam solubilidade e dificuldade de manipulacdo; j& o amalgama de prata
sofre infiltragdo inicial, corrosdo secundaria, contaminagdo pelo mercurio, sensibilidade a
umidade e tem necessidade de um preparo retentivo (TORABNEJAD;WATSON;PITT-
FORD, 1993).
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O material usado na obturagdo retrégrada estd em intimo contato com o tecido
perirradicular, logo ¢ essencial que ele seja biocompativel e tenha a capacidade de permitir ou

induzir a regeneragdo de cemento, ligamento periodontal e osso alveolar.

Segundo Costa 2001, a biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um
material exercer fungdes especificas quando aplicado em contato com tecidos vivos de

determinado hospedeiro, sem causar danos ou prejuizo a0 mesmo.
4.2 CIMENTOS
4.2.1 Agregado de Trioxido Mineral (MTA)

O MTA foi desenvolvido em 1993, na Universidade Loma Linda, Califérnia, pelo Dr.
Mahmoud Torabinejad, cujas principais indicacdes estdo relacionadas com a retrobturacdo em
cirurgias parendodonticas e obturagdo de perfuragdes radiculares ( BUSATO et al., 1999;
CAMILLERI et al., 2005 ; CAMILLERI ;PITT FORD 2006 ; HOLLAND, et al., 1999 ;
HOLLAND et al., 2001; HOLLAND et al., 2002b ; MORAES et al., 2006; LEE;
MONSEF;TORABINEJAD, 1993; LOPES et al., 2003; PELLICCIONI et al., 2004 ;
ASGARY ; EGHBAL;EHSANI, 2010 ; BAEK, et al., 2010 ; MOTA, et al., 2010 ; CINTRA,
etal., 2012 ; DREGER, et al, 2012 ; WALIVAARA et al, 2012). Foi langado no mercado com
o nome de ProRoot MTA® (Densply, Tulsa Dental, Tulsa, Oklahoma, USA) em 1999, depois
de aprovado pela Food and Drugs Administration (FDA), em 1998. Em 2001, uma empresa
dentaria nacional (Angelus) langou no mercado brasileiro, com custo inferior, 0 MTA
nacional, concorrendo com Pro-Root MTA da Dentsply. Segundo a bula do fabricante,
apresenta em sua composi¢do: Didxido de Silicio (Si02), Potéassio (K20), Alumina (AI203),
Oxido de Sodio (Na20), Oxido de ferro (Fe203), Trioxido de Enxofre (SO3), Oxido de
Calcio (Ca0), Oxido de Bismuto (Bi203), Oxido de Magnésio (MgO) e residuos insoliveis

(silica cristalina, 6xido de célcio, sulfato de potassio e sodio).

Atualmente novas pesquisas o tém indicado em diferentes condigdes clinicas tais como
em pulpotomias e capeamento pulpar, como material estimulador da apicificagdo, como
barreira intra-coronaria prévia ao clareamento dental, como tampao apical em casos de
dificuldades de travamento do cone principal de guta-percha, como cimento endoddntico no
tratamento de dentes deciduos e permanentes (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999;
HOLLAND et al 2002b; RUIZ, 2003; BERNABE; HOLLAND, 2004; FELIPPE, M. C. S;
FELIPPE, W. T., ROCHA, 2006; GASELA;FERLITO, 2006; ZARRABI et al, 2010).
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Holland et al. (1999) avaliaram a reagdo do tecido conjuntivo de rato ao implantes de
tubos de dentina obturados com MTA ou hidroxido de calcio. Os animais foram sacrificados
apos sete e 30 dias e os espécimes foram preparados para estudo morfoldgico. Alguns
espécimes ndo descalcificados foram preparados para analise com luz polarizada e técnica
Von Kossa para célcio. Os resultados foram similares para ambos os materiais estudados.
Notaram que, com o hidréxido de célcio, havia formacdo de calcita, birrefrigentes a luz
polarizada, junto a luz do tubo. Abaixo dessas granula¢des, formou-se uma ponte de tecido
duro Von Kossa positivo. Com o MTA, o mesmo foi observado, notando-se apenas que o
numero de granulagdes de calcita era um pouco menor do que o observado com o hidréxido
de célcio e que essas granulagdes estavam em contato com o material estudado, o que ndo
ocorria com o hidroxido de calcio. O tecido conjuntivo ao redor dessas estruturas mostrou
proliferacdo de fibroblastos e uma reagdo inflamatéria cronica de leve a moderada, assim
como algumas células gigantes. Apos 30 dias, as sec¢des ndo descalcificadas mostraram
resultados semelhantes ao de sete dias, granulagdes birrefrigentes e tecido irregular altamente
Von kossa positivo. Ao redor destas estruturas, observou-se tecido conjuntivo fibroso com

discreta inflamac@o cronica e algumas células gigantes.

HOLLAND et al., (2001) avaliaram a reacdo do tecido subcutaneo de rato ao implante de
tubos de dentina contendo o Agregado de Trioxido Mineral, cimento Portland e hidréxido de
célcio. Os animais foram sacrificados ap6s sete e 30 dias e os espécimes, ndo descalcificados,
foram preparados para andlise histolégica com luz polarizada e técnica de Von Kossa para
tecidos mineralizados. Os resultados foram similares para os trés materiais estudados, com
sete e 30 dias. Proximo a abertura dos tubos, foram observadas granulagdes Von Kossa
positivas, birrrefrigentes a luz polarizada. Proximo a estas granulagdes, observou-se um tecido
irregular na forma de uma ponte, também Von Kossa positivo. As paredes de dentina dos
tubos exibiram uma estrutura altamente birrefrigente a luz polarizada, no interior dos tubulos,
formando uma camada em diferentes profundidades. Diante do observado, ¢ possivel que os

mecanismos de a¢do dos materiais estudados sejam similares.

Numa revisdo de literatura sobre o MTA, Holland et al. (2002b) sintetizou as
caracteristicas quimicas e bioldgicas, mecanismo de agdo, bem como os diferentes empregos
clinicos desse material. Observou-se que o material exibe um bom comportamento biolégico,

caracterizado pelo estimulo a neoformagdo de tecido duro, aliado a usual auséncia de
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infiltrado inflamatorio. Verificou-se ainda que seu mecanismo de a¢do seja semelhante ao do
hidroxido de calcio. Ambos materiais determinam a formacao de granulagdes de calcita e uma
ponte de tecido duro subjacente. O 6xido de célcio do p6 do MTA, ao realizar-se a preparagdo
da pasta com agua, seria convertido em hidroxido de célcio. Este, por sua vez, em contato
com os fluidos tissulares, dissociaria-se em ions célcio e hidroxila. Os ions célcio, reagindo
com o gas carbonico do tecido, dariam origem as granulacdes de calcita. As mesmas
granulacdes foram descritas por Seux et al., (1991) em experimentagdo in vitro. Estes autores
notaram também um acumulo de fibronectina, em intimo contato com os cristais de calcita,
em meio de cultura sem células. Quando colocavam células da polpa em contato com esse
ambiente, havia neoformacdo de células com aspecto morfoldégico de odontoblastos. Na
auséncia de granulagdo de calcita, havia apenas proliferagdo de fibroblastos. Esses achados
constituiram forte evidéncia do papel da granula¢des de calcita e da fibronectina como ponto

de partida inicial na formagao de uma barreira de tecido duro.

A avaliacdo do pH e liberagdo do ion célcio de dois materiais utilizados em obturagdo
retrograda e reparo de perfuracdo foram estudadas por Duarte et al., (2000). MTA ProRoot e
MTA-Angelus foram colocados em tubos plasticos e imergidos em frascos de vidro contendo
4gua deionizada. Apo6s 3, 24, 72 e 168 horas, a 4gua em que cada material havia sido imergido
foi testada para determinar a mudanga de pH e liberacdo de célcio. Os valores para o pH e ion
de célcio liberados foram levemente superiores para 0 MTA-Angelus do que o ProRoot. O

calcio e a liberacdo do pH de ambos os materiais foram inicialmente mais elevados.

Um estudo foi realizado por Lopes et al., em (2003), para avaliar a reacdo do tecido
subcutdneo de ratos ao implante de tubos de polietileno preenchidos com MTA e uma pasta
de hidroxido de célcio (Calen). Os animais foram sacrificados nos periodos de sete, 14 e
30dias. A maioria dos espécimes foi corada com hematoxilina e eosina, os demais com a
técnica de Von Kossa. No grupo do MTA, no periodo de sete dias, observou-se reagao
moderada com infiltrado inflamatério mononuclear, com predominio de macrofagos, com
necrose e a presen¢a de neutrofilos juntos a abertura do tubo. Em contato com o material
implantado, encontrou-se grande quantidade de vasos sanguineos de pequeno calibre, material
particulado enegrecido, e presenga de células gigantes, tipo corpo estranho. Aos 14 dias,
observou-se menor extensdo da reacdo inflamatoria na maioria dos tubos implantados, com a
presenca ainda de células gigantes multinucleadas, vasos sanguineos e um aumento de fibras

colagenas. A reagdo foi considerada moderada. Aos 30 dias, observou-se diminui¢do da
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extensdo da area reacional com a presenga de poucas células mononucleares e aumento do
numero de fibroblastos e da quantidade de fibras colagenas, formando uma céapsula fibrosa. A
reagdo foi considerada leve. Nos espécimes tratados pela técnica de Von Kossa, somente
foram encontradas areas positivas nos que continham hidréxido de célcio, enquanto no MTA

nao foi observada a formagao de areas basofilas calcificadas.

A reacdo do tecido conjuntivo ao implante de MTA (ProRoot/Dentsply) e amalgama
dentro de tubos de polietileno foi avaliada por Yaltirik et al (2004). Estes materiais juntos
com os tubos de polietileno foram implantados na regido dorsal de ratos albinos Wistar. Apds
os periodos de sete, 15, 30, 60 e 90 dias do procedimento de implantagdo, os tecidos foram
removidos e examinados histologicamente. A presen¢ca de inflamagdo, tipo celular
predominante, calcificacdo e espessura de fibra do tecido conjuntivo foram avaliadas. No
grupo do MTA com sete dias, necrose de coagulagdo e calcificagdo distrofica foram
observadas junto com moderado infiltrado celular inflamatério, principalmente macréfagos e
células gigantes. Estas reagcdes também foram observadas com 15 dias. Com 30 dias, o
infiltrado inflamatério tinha diminuido, uma fina capsula fibrosa e calcificagdo distrofica
também foram observadas. Com 60 dias, um infiltrado inflamatorio moderado e células
gigantes foram vistos continuos ao lado de uma atividade fibroblastica na forma de capsula.
Com 90 dias, ndo houve inflamagdo e a presenga de calcificagdo distrofica, no periodo de 60 e
90 dias, também foi observada. Ambos os materiais foram bem tolerados pelos tecidos no

periodo de avaliacdo de noventa dias.

A avaliagdo da reagdo dos tecidos subcutaneos de ratos ao MTA (Angelus), cimento
Portland e cimento Portland branco acrescido de resina epoxica dentro de tubos de polietileno
foi realizada por Menezes et al., (2005). Trinta e seis ratos norvegicus foram randomicamente
divididos em trés grupos de acordo ao cimento e ao periodo experimental. Os animais foram
sacrificados aos sete, 30 e 60 dias e amostras da pele contendo os tubos foram removidas e
processadas para exame histologico. Aos sete dias, um tecido granulomatoso foi observado
proximo a extremidade do tubo, caracterizado por linfécitos, células gigantes multinucleadas
e abundantes macrofagos em torno de uma area necrotica. Aos 30 dias, o tecido em torno do
tubo apresentava sinais iniciais de reparo, caracterizado por fibrdcitos e fibras coldgenas.
Detectou-se igualmente um infiltrado inflamatdrio, caracterizado por muitos macréfagos e
alguns linfocitos. Aos 60 dias, um processo avancado de reparo foi observado. Foram

observadas mais areas com tecido granulomatoso e fibrécitos nos grupos cimento Portland
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quando comparado com os outros cimentos. Linfocitos foram observados em nimero maior
no grupo do cimento Portland acrescido e resina epdxica. Os materiais ndo foram irritantes na
area estudada, principalmente nos maiores tempos de permanéncia e ndo interferiram com o

processo natural de cicatrizagao.

A biocompatibilidade do MTA e do Cimento Portland com Iodoférmio foi avaliada por
Moraes et al., (2006). Dezoito ratos Wistar albino foram divididos em trés grupos de seis
animais cada. Tubos de polietileno foram obturados com os materiais manipulados
recentemente e depois implantados no tecido subcutdneo dos animais. Tubos vazios foram
usados como controle e, apds sete, 30, e 60 dias, os implantes junto com o tecido foram
removidos em blocos. No grupo do MTA observou-se, no periodo de sete dias, a presenga de
necrose com predominio de macréfagos. Apds 30 dias do implante no grupo do MTA, notou-
se presenca de areas hialina, delgado tecido basofilico sugerindo calcificagdo distrofica. O
tecido conjuntivo foi maturando ao redor do tubo obturado com o MTA, mas uma moderada
reagdo inflamatoria ainda estava presente. O cimento Portland com Iodoférmio produziu
reagdo tecidual similar, mas a cépsula fibrosa apareceu mais organizada do que aquela ao
redor dos implantes com o MTA. Com 60 dias, existia ainda uma significativa reagdo

tecidual aumentada nos dois cimentos comparados com o grupo controle.

Felippe, Felippe e Rocha (2006) avaliaram a influéncia do MTA na apicifica¢@o e reparo
periodontal de cachorros com formagdo apical incompleta, ¢ com canal previamente
contaminado, verificando-se também a necessidade do uso da pasta de hidroxido de célcio
antes do uso do MTA. Foi formada uma barreira apical mineralizada no interior do canal,
somente no grupo de canais obturados com MTA. No grupo em que foi usada a pasta de
hidréxido de célcio com propileno glicol, esta barreira formou-se bem acima do limite apical.
Entretanto, 0 MTA usado apds o preparo do conduto favoreceu o reparo periapical e a
apicifica¢do. Nao foi necessario o uso prévio da pasta de hidroxido de célcio para ocorrer a

apicificagdo.

Bernabé et al., (2007) avaliaram a resposta histologica do agregado tridxido mineral
cinza (GMTA) e o 6xido de zinco e eugenol (ZOE) como materiais retrobturadores em
dentes de cdes. Lesdes periapicais foram desenvolvidas em 24 dentes pré-molares de trés caes.
Os canais radiculares foram preparados e metade deles foram secos, preenchidos e o acesso

coronal restaurado (fechado). Os dentes restantes ndo foram obturados e nenhuma restauragao
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corondria foi colocada (aberta). Apos cortes dos apices radiculares, cavidades de 3 mm foram
realizadas utilizando pontas de ultrassom. Estas foram aleatoriamente retroobturadas,
utilizando dispositivo MAPSYSTEM, quer com OZE ou GMTA, obtendo os mesmos
numeros de amostras. Apés 180 dias, os animais foram sacrificados e os blocos de tecidos
removidos e processados para exame histologico, reacdo perirradicular foi avaliada,
incluindo a severidade da inflamag@o e formagdo cemento. Uma diferenga significativa foi
encontrada entre os niveis de inflamacdo nos tecidos perirradiculares do grupo GMTA /
fechado, em comparagdo com o grupo OZE / aberto e ZOE fechados (P <0,05), mas ndo entre
o grupo GMTA fechado e GMTA aberto.

Formacdo de cemento ndo foi encontrada sobre qualquer espécime de ZOE, mas
foi encontrada em todos espécimes de MTA. Os autores concluiram que o grupo GMTA teve
menos inflamagdo periapical quando utilizado como meterial retrobturdor, mesmo quando os

canais radiculares ficaram sem preenchimentos e as cavidades coronarias abertas.

Gomes Filho et al., (2009a) avaliaram a resposta do tecido subcutdneo de ratos ao
implantes dos cimentos Endo-CPM Sealer ( Portland Cement Modified), Sealapex
(SybronEnd, Glendora,CA) ¢ MTA (Angelus, Londrina,Brasil). Estes materiais foram
colocados em tubos de polietilenos e dentina, depois implantados no tecido conjuntivo dorsal
de ratos wistar por sete, 15, 30, 60 e 90 dias. Os espécimes foram preparados e corados pelas
técnicas hematoxilina e eosina, von kossa ou ficaram sem coloragdo para luz polarizada.
Tubos vazios foram utilizados como controle. Os resultados mostraram que no grupo do
Sealapex com sete, 15 e 30 dias foi observada uma moderada infiltragdo de células
inflamatorias consistindo de linfocitos e macréfagos e uma capsula fibrosa estava presente. A
intensidade da inflamagdo foi reduzida com 60 e 90 dias e uma fina cépsula fibrosa proxima a
abertura do tubo foi observada, semelhante ao grupo controle. Granulagdes Von kossa
positiva foram observadas perto da abertura do tubo. No grupo do MTA Angelus com sete
dias, uma moderada inflamag@o consistindo de linfocitos e macrofagos foi observada na
capsula fibrosa. A intensidade da inflamacao foi reduzida com 15, 30, 60 e 90 dias com uma
fina capsula fibrosa. Quase ndo havia células inflamatorias. Granulagoes von kossa positiva
foram observadas perto da abertura do tubo. No grupo controle com sete e 15 dias uma
moderada inflamagdo cronica consistindo de linfocitos e macrofagos estavam presentes em
uma casula fibrosa. Com 30, 60 e 90 dias, poucas células inflamatérias cronicas foram

observadas e a capsula que envolvia o tubo era fina, os tubos vazios ndo foram Von Kossa
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positivo. Apos andlise dos resultados, os autores concluiram que os materias testados sdo

similiraes, biocompativéis e estimulam a mineralizacao.

Gomes Filho et al., (2009b) avaliaram a resposta no tecido subcutaneo de rato do Cimento
endodontico rapido (CER) e o MTA Angelus. O CER ¢ o cimento Portland em gel. Os
materiais foram colocados em tubos de polietileno e implantados no tecido conjuntivo dorsal
de ratos Wistar por sete, 30, e 60 dias. Tubos vazios foram usados como controle. Os
espécimes foram preparados para serem corados com hematoxilina-eosina ou Von Kossa ou
ndo corados para luz polarizada. A presenca de inflamagdo, tipo celular predominante,
calcificacdo e espessura do tecido conjuntivo fibroso foram observados. Necrose e formagao
de calcificagdo foram ambas registradas. Os resultados mostraram que ambos os materiais,
MTA Angelus e CER, causaram reag¢des moderadas com sete dias diminuindo com o passar
do tempo. No grupo do MTA aos sete dias, uma moderada infiltracdo de células inflamatorias
consistindo de linfocitos e macrofagos foi observada em uma cépsula fibrosa. Houve redugéo
de intensidade da inflamac¢do com 30 e 60 dias, com fina capsula fibrosa perto do tubo e
quase sem células inflamatdrias. Presenca de calcificagdo distrofica, perto da abertura do tubo,
foi observada no periodo de 30 e 60 dias. A resposta do MTA ¢ CER foi semelhante ao do
grupo controle com 30 e 60 dias, caracterizada por tecido conjuntivo organizado e presenca
de algumas células inflamatorias cronicas. Mineralizagdo e granulagdes birrefringentes a luz
polarizada foram observadas com ambos os materiais. Os autores concluiram que o CER foi

biocompativel e estimulou minerilizagao.

Bernabé et al., (2010) avaliaram o reparo periapical apds o uso de membrana, enxerto
osseo em cirurgia apical de dentes de cdes. Apos acesso coronal e remocao pulpar, lesdes
apicais foram induzidas em 48 raizes de 6 cédes. Cirurgia apical consistia de osteotomia,
seguido por apicectomia, curetagem, preparacdo de retrocavidade com o auxilio do
dispositivo de ultra-som. O agregado de trioxido mineral (MTA) foi utilizado como material
retrobturador. Os sitios cirargicos foram divididos em: Grupol — Preenchidos com sangue;
Grupo 2 — preenchidos com sangue e recoberto com membrana; Grupo 3 - preenchido com
enxerto 6sseo; e Grupo 4 - preenchido com enxerto 6sseo e recoberto com membrana. Os
resultados mostraram que o infiltrado inflamatorio, o processo de cicatrizagdo periapical e o
comportamento do MTA foram os mesmos em todos os grupos, incluindo estimulo a

mineralizagdo. Os autores concluiram que o uso de membranas e materiais de enxerto dsseo
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isolado ou associado em cirugia apical ndo alterou periapical o processo de reparo apds

retrobturacdo com o MTA.

Reyes-Carmona et al., (2010) avaliaram o efeito do MTA na sinalizagdo molecular
inflamatoria e habilidade de biomineriliza¢do. Para quantificar os niveis de citocinas e analise
imuno-histoquimica, tubos de dentina humana foram preenchidos com ProRoot MTA
(Dentsply, Dental, Tulsa, OK) ou mantido vazio e foram implantados no tecido subcutdneo
de ratos. Apos 12 horas, 1, 3 e sete dias apos a implantagdo, os animais foram eutanizados e
os tubos com o tecido ao redor foram removidos para realizacdo do processamento histologico
e analise imunohistoquimica. Apds os periodos experimentais, os tubos foram removidos e
posteriormente observados através da microscopia eletronica de varredura. Na andlise dos
resultados, no primeiro dia, o MTA induziu aumento, por tempo-dependente, das citocinas
pro-inflamatérias até 3 dias. Analise de imuno-histoquimica mostrou um aumento da
expressdo da mieloperoxidase (MPO), Fator nuclear kappa B (NF-kB), Fator ativador de
proteina-1, (AP-1) ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido sintase induzivel (iNOS ) e Fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). O exame de Microscdpica eletronica de varredura
revelou, no periodo de 12 horas, a presenca de clusters de apatita, como a fibrilas de colageno
sobre a superficie dos tubos contendo MTA. Com o passar do tempo, apds o implante, apos
sete dias, foi observada uma mineralizagdo mais ampla, formando uma compacta camada de
apatita. Os autores concluiram que o0 MTA induziu um ambiente pro-inflamatério e de cura da
ferida. O processo de biomineralizagdo ocorre simultaneamente, na interface do material-
dentina-tecido, com a resposta inflamatoria aguda, isso promoveu a integracdo do biomaterial

com o ambiente.

Shahi et al., (2010) avaliaram o efeito do Agregado de Triéxido Mineral Cinza e Branco e
do cimento de Portland também cinza e branco em células inflamatérias de ratos, apds serem
implantados dentro de tubos de polietileno no tecido subcutaneo de 60 ratos Sprague-Dawley,
tubos vazios foram usados como controle. As amostras de tecido foram coletadas nos
periodos de sete, 15, 30, 60, 90 dias, depois foram fixadas, coradas e avaliadas
microscopicamente. Reagdes inflamatorias foram classificadas como grau 0: auséncia de
células inflamatdrias, grau I: infiltracdo esporadica de células inflamatorias cronica, grau II:
inflamagdo cronica moderada, grau III: infiltracdo densa e severa de células inflamatorias
cronicas e grau IV: infiltracdo muito densa e severa de células inflamatorias cronicas. Os

resultados mostraram que todos os grupos apresentaram inflamagao grau III apos os periodos
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de observacao de sete e 15 dias, houve uma diminui¢do no processo inflamatorio ap6s 30, 60
e 90 dias. Depois de 90 dias, o MTA cinza e branco e o grupo controle tiveram grau de
inflamagdo zero (0). J& o grupo do cimento Portland cinza e branco mostrou grau de zero (0)
para I de inflamagdo. Os autores concluiram que os cimentos MTAs foram mais

biocompativeis.

Gomes Filho, et al., (2010) investigaram o efeito do MTA, Sealapex e a combinagdo de
Sealapex e MTA (Sealapex Plus) no tecido conjuntivo subcutdneo de rato, na vialibilidade
celular e na produgdo de citocinas em fibroblastos de ratos. A reagdo tecidual foi verificada
com tubos de dentina contendo os materiais e implantados no tecido conjuntivo dorsal de
ratos. A analise histologica foi realizada ap6s sete e 30 dias. Com sete dias, no grupo controle,
os tubos implantados foram cercados por uma parede de exsudato com neutrofilos, sobre esta
area observaram-se fibroblastos jovens e uma quantidade moderada de células inflamatorias
cronicas. Com trinta dias, as amostras deste grupo mostraram tecido conjuntivo com poucas
células inflamatoérias cronicas preenchendo o espago do tubo. Por fora, os tubos foram
cercados por uma fina capsula fibrosa exibindo leve reagdo inflamatéria cronica. Nos grupos
experimentais, os resultados observados com os implantes dos tubos obturados com os
materiais foram similares com sete e 30 dias. Com sete dias, todos os materiais exibiram uma
moderada reagdo inflamatéria cronica que tornou-se suave com 30 dias, similar a observada
no grupo controle. A formagdo de tecido mineralizado e granulagdes birrefringentes a luz
polarizada foram observadas em todos os materiais nos tempos de 7 e 30 dias.

Para a andlise da viabilidade celular e liberacdo de citocinas, os fibroblastos foram
semeados nos pocos e estimulados por tubos de polietileno preenchidos com os cimentos.
Tubos vazios foram utilizados como controle. Ap6s 24 horas, a viabilidade celular foi
analisada pelo ensaio colorimétrico de redu¢do de MTT. O ensaio ELISA foi utilizado para
avaliagdo da producdo de IL-1B e IL-6 por fibroblastos estimulados com os materiais. Os
materiais foram inseridos no fundo da placa de 24 pogos, condensados e deixados tomar presa
por duas semanas em meio de cultura. Fibroblastos da linhagem 1929 foram semeados e, ap6s
24 horas, os meios foram coletados e analisados para IL-6 e IL-1f através do método de
ensaio imunoenzimatico (ELISA). MTA, Sealapex e Sealapex plus ndo foram citotoxicos. A
producdo de IL-6 e IL-1P mostrou-se aumentada em todos os grupos em relagdo ao grupo
controle. Em conclusdo, MTA, Sealapex e Sealapex plus foram biocompativeis em cultura de
fibroblastos. Além disso, sugere-se que os materiais possam favorecer o processo de reparo

pela liberacao de IL-6 e IL- 1p.
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Gomes Filho et al., (2011) avaliaram a reagao do tecido subcutaneo de rato ao implantes
de tubos de polietileno preenchidos com agregado de trioxido mineral (MTA) FILLAPEX,
Sealapex ou MTA Angelus. Estes materiais foram implantados no tecido conjuntivo dorsal de
ratos Wistar por sete, 15, 30, 60, e 90 dias. Os espécimes obtidos foram corados pelas técnicas
hematoxilina e eosina ou Von Kossa ou deixados sem corar para exames sob luz polarizada.
Avaliagdes qualitativas e quantitativas das reacdes foram realizadas. Com sete dias, moderado
infiltrado de células inflamatorias consistindo de linfocitos e macrofagos foi observado na
capsula fibrosa de todos os materiais testados. A intensidade da inflamacao diminuiu com 15,
30, 60 e 90 dias onde se observou, nas proximidades da abertura do tubo, uma céapsula fibrosa
fina e quase auséncia de células inflamatorias para todos os materiais testados, exceto o
Sealapex, que tinha intensidade da inflamacdo reduzida a partir de 30 dias. Granulagdes
birrefringentes a luz polarizada e positividade Von Kossa foram observadas perto da abertura
do tubo em todos os materiais testados. No grupo controle (tubos vazios), com sete e 15 dias,
moderado infiltrado de células cronicas, consistindo de linfocitos e macrofagos, foi observado
na capsula fibrosa. A cépsula fibrosa ao redor dos tubos era fina, com poucas células
inflamatorias cronicas apo6s 30, 60 e 90 dias. Nao foi observada positividade Von Kossa ou
estruturas birrefringentes. Os autores concluiram que o MTA FILLAPEX foi biocompativel e

estimulou a mineralizagao.

4.2.2 Sealapex

Sealapex (SybronEndo, Orange, CA, EUA) é um cimento endoddntico a base de
hidréxido de célcio composto por uma pasta base e uma pasta catalisadora, que tem
demonstrado excelentes propriedades biologicas e capacidade de induzir deposi¢do de tecido
mineralizado ao nivel do forame apical (HOLAND;DE SOUZA,1985; LEONARDO et
al.,2003, TANOMARU FILHO et al.,, 2006) e selamento apical capacidade (ESTRELA,
2004). Entretanto, para sua utilizagdo como material retrobturador, faz-se necessario
acrescentar 0xido de zinco, até que o cimento fique com a consisténcia de massa de
vidraceiro, passando a ser denominado de sealapex consistente (LUIZ, 2003; BERNABE;
HOLLAND, 2004, TANOMARU FILHO et al.,, 2006, LEAL;BAMPA;NETO, 2008 ),
favorecendo desta forma sua colocagdo nas retrocavidades (LEAL;BAMPA;NETO,2008). O
oxido de zinco (ZnO), utilizado para dar consisténcia ao Sealapex, ¢ um 6xido anfétero, ou

seja, de metais de transi¢cdo e semi-metais capazes de reagir tanto com acidos quanto com
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bases, fornecendo sal e agua. Industrialmente ¢ obtido principalmente pela oxidagdo dos
vapores de zinco, produzindo particulas de diversas formas. O 6xido de zinco ¢ considerado
ndo toxico, ¢ o mais conhecido e utilizado industrialmente, especialmente como base de
pigmentos brancos para pintura, também na industria de borracha e em cremes solares. Na
Odontologia ¢ usado para preparo de cimentos dentais em combina¢do com o eugenol. O
oxido de zinco ¢ uma substancia que pode atuar conferindo radiopacidade a mistura a qual é
agregado, sendo empregado com esta finalidade na fabricagdo de pastas, além de participar
também da composicdo de cimentos endoddnticos. (KIRK OTHMER, 1984; VALERA et al.,
2005)

Em um estudo utilizando 160 canais radiculares de oito cdes e 80 canais de quatro
macacos, Holland e Souza (1985) avaliaram a capacidade do Sealapex de induzir a
neoformacdo de tecido duro. Realizada pulpectomia a 1 mm aquém do apice radiografico
epulpectomia total ao nivel do apice radiografico, utilizou-se o Sealapex, hidréxido de célcio
com 4gua destilada e o cimento Pul Canal Sealer para obturagdo dos canais radiculares. O
grupo controle teve os canais preparados, porém ndo foram obturados. Apds seis meses, 0
animais foram mortos. Nos resultados observados em dentes de cies e em dentes de macacos,
o Sealapex e o hidréxido de célcio induziram o fechamento apical pela deposi¢ao de cemento.
Nos casos de pulpectomia aquém do apice, o Sealapex e hidroxido de célcio tiveram a mesma
percentagem (70%) de fechamento. J4 nos casos de pulpectomia ao nivel do apice, os grupos
com o cimento Sealapex mostraram 33,3% de fechamento do &pice enquanto os com
hidréxido de célcio tiveram 10% de fechamento parcial. Quando houve extravasamento do
cimento Sealapex e do Pulp Canal Sealer, estes promoveram reagdo inflamatéria cronica,
embora com o Sealapex tenha ocorrido deposito de tecido osteoide na 4rea de

extravasamento, ou reabsorvido com facilidade.

A liberagao de ions célcio e o pH dos cimentos endodonticos a base de hidroxido de célcio
Sealapex, Sealer 26 e Apexit foram avaliados por Duarte et al., (2000). Apos a espatulacdo, os
cimentos foram colocados em tubos com 01 cm de altura por 04 mm de didmetro e imersos
em frascos de vidro contendo 10ml de agua destilada e estocados a 37°C. Os tubos foram
removidos e a dgua na qual eles foram imersos foi testada para verificar o pH e para verificar
a liberagdo de calcio pelo espectdmetro de observagdo atomica. Os autores mensuraram a
liberagdo dos ions célcio e o pH em quatro periodos, 24 horas, 48 horas, sete dias e 30 dias

apos a espatulagdo. O Sealapex produziu um pH alcalino e apresentou a maior liberacdo de
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calcio e o ion hidroxila, especialmente apds longos periodos. O Sealer 26 mostrou a maior

liberac@o durante o periodo inicial e o Apexit apresentou os piores resultados.

Holland, et al., (2002a) analisou a presenga de depositos de sais de céalcio em tecido
conjuntivo de ratos, apds implantes de tubos de dentina, contendo cimentos a base de
hidréxido de célcio. Os seguintes cimentos foram utilizados nesta pesquisa: MTA, Sealapex,
CRCS, Sealer 26 e Sealer Plus. Os tubos preenchidos com os cimentos foram implantados na
regido dorsal, em cada lado da linha média de 60 animais, os quais foram mortos apds sete e
30 dias. Nos animais do grupo controle, nos quais ndo se utilizaram cimentos nos tubos,
observou-se apds sete dias ligeira inflamacdo tecidual, porém, com 30 dias, formou-se uma
capsula fibrosa com poucas células inflamatérias. Nos grupos experimentais, com sete dias,
observou-se um exsudato com neutréfilos ao redor dos materiais implantados. Trinta dias
apos o implante, a populagdo celular préxima ao material obturador apresentava fibroblastos
jovens e moderada inflamacao cronica. O MTA e o Sealapex, em contato com o tecido,
provocaram granulagdes mais numerosas do que os outros materiais. Proximo a estas
granulacdes, havia uma 4rea extensa de tecido irregular semelhante a uma ponte, mais
positiva para a técnica Von Kossa do que granulagdes birrefrigentes. Estas estruturas Von
Kossa positiva foram largas e mais extensas com o MTA e Sealapex do que os outros
materiais. O CRCS foi o unico material que ndo exibiu nenhuma estrutura calcificada que
fosse Von Kossa positiva ou birrefrigente para luz polarizada. As sec¢des descalcificadas
exibiram uma estrutura basofila e irregular. Com sete dias, o tecido conjuntivo ao redor destas
estruturas mostrou proliferagdo fibroblastica, uma reag@o inflamatdria cronica de suave a
moderada e algumas células gigantes. Apos 30 dias, a estrutura Von Kossa positiva foi
observada como uma area basofilica e tecido irregular com inclusdes celulares. Ao redor desta
estrutura, existia um tecido conjuntivo fibroso com uma suave reacdo inflamatdria cronica e

algumas células gigantes.

A reparacdo apical e periapical apos obturagdo retrograda em dentes de cdes com reagdo
periapical cronica foi avaliada por Luiz (2003) empregando diferentes materiais
retrobturadores.. Foram utilizados 48 canais radiculares com lesdes periapicais de 4 caes, de
ambos os sexos, sem ra¢a definida, com aproximadamente 1 ano de idade e pesando entre 10
e 15 kg. Os canais foram parcialmente obturados sem a realizacdo do preparo biomecanico,
em seguida foi realizada a cirurgia parendodéntica com obturagdo retrégrada empregando

como materiais retrobturadores o Sealer 26, o Sealapex acrescido de 6xido de zinco (Sealapex
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Consistente) ou o Mineral Trioxido Agregado (MTA). Decorrido o periodo de 180 dias, os
animais foram mortos e as pecas submetidas ao processamento histologico. No grupo do
Sealapex acrescido de 6xido de zinco, a regido periapical mostrava discreta quantidade de
células inflamatdrias predominantemente mononucleadas. Sobre a superficie radicular
seccionada, deposicdo de tecido cementario foi observada sobre toda extensdo dentinria. Os
resultados da analise microscopica demonstraram que 0s grupos que empregaram o Sealer
26,Sealapex consistente ou MTA apresentaram resultados semelhantes de reparagdo apical e
periapical. O autor conclui que os trés cimentos estudados apresentaram potencial para serem

empregados com materiais retrobturadores.

A resposta, em tecido conjuntivo subcutineo de ratos, ao Sealapex puro e acrescido de
iodorférmio ou 6xido de zinco, que confere radiopacidade desejada, foi avaliada por Valera et
al., (2005). Utilizaram-se trinta animais nos quais os tubos de polietileno, contendo os trés
materiais, foram implantados. Apds periodos de observacdo de 14 ou 90 dias, os animais
foram mortos e os espécimes foram encaminhados para preparagdo histoldgica de rotina. No
grupo Sealapex acrescido de 6xido de zinco, observou-se hiperemia em todos os animais
mortos no menor periodo. Neste, o infiltrado inflamatorio era constituido por poucas células
gigantes multinucleadas e grande quantidade de macrofagos, ambos carregados de particulas
do material no citoplasma. Fibrosamento com formagao capsular ao redor do material estava
presente em vdarios espécimes. Nos grupos mortos apds 90 dias, verificou-se maior
intensidade da resposta inflamatoria, com presenca de alguns eosinéfilos e, em varios animais,
fibrosamento com formagdo de capsula mais delgada do que aos 14 dias. A combinacio
Sealapex com o6xido de zinco foi a que apresentou a menor inflama¢do mesmo quando
comparada ao cimento puro, nos dois periodos estudados. Os autores concluem que o

acréscimo de 6xido de zinco ndo altera suas propriedades biologicas.

Em um estudo para avaliar o reparo periapical de dentes de cdes com lesdo apical,
Tanomaru Filho et al., (2006) usou trés diferentes materiais retrobturadores. Quatro caes da
raga mongrel, macho e fémea, com aproximadamente um ano de idade, foram selecionados.
Apés indugdo de lesdes periapicais, 48 canais radiculares de dentes caninos foram
parcialmente obturados. Cirurgia endodontica foi realizada e os cimentos Sealer 26, Sealapex
acrescido de oxido de zinco ou Agregado trioxido mineral (MTA) foram usados como
material retrobturador. Apo6s 180 dias, os animais foram mortos, as maxilas e mandibulas

removidas e submetidas a processamento histolégico. Analise histologica revelou reparo
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periapical similar para os grupos dos trés materiais retrobturadores usados nesta pesquisa. O
Sealapex acrescido de oxido de zinco apresentou bons resultados neste estudo, entretanto

somente uma leve deposicdo de tecido mineralizado pdde ser observada.

Eldeniz et al. 2007 avaliaram o nivel do pH e a liberacdo do ion calcio de trés cimentos a
base de hidroxido de célcio, acroseal, apexit e sealapex, nos periodos de 24 hrs, 96hrs, e sete,
15 e 28 dias. Apos analise dos resultados, observou-se que o sealapex exibia, em relagdo aos
outros cimentos, um alto potencial alcalinizante. Com 24 horas, o grupo Sealapex teve o
nivel de célcio mais elevado que o acroseal e apexit. Estes resultados também foram obtidos

com 96 horas, sete, 15, e 28 dias.

Leonardo et al., (2007) avaliaram a resposta dos tecidos perirradiculares depois de
tratamento endoddntico com os canais radiculares preenchidos com cones de guta percha ou
resilon e o novo Sealapex (substitui¢do do radiopacificador sulfato de bario por tridoxido de
bismuto) em dentes de cdes com e sem restauragdo corondria. Apos 90 dias, foram
examinados por microscopia de Iluz, mostrando que os canais obturados com
Epiphany/Resilon com restauragdo coronaria obtiveram menor inflamagdo perirradicular do
que os canais preenchidos com Sealapex e cones de guta percha com restauracdo corondria.
Ndo houve diferenca significativa quanto a intensidade da inflamacdo entre os canais
preenchidos com Epiphany/Resilon sem restauracdo e Sealapex/guta percha com restauragéo.
Os canais preenchidos com Sealapex/guta percha sem restauracdo mostraram alto grau de

inflamagao perirradicular.

Gomes-Filho et al., (2008) examinaram a reagdo do tecido conjuntivo de ratos ao
implante de cimentos a base de hidroxido de calcio, Acroseal e Sealapex. Tubos de dentina
contendo os materiais e vazios como controle foram implantados no tecido conjuntivo dorsal
de 36 ratos wistar albino. Os animais foram mortos apos os periodos de sete ¢ 30 dias e os
espécimes obtidos foram preparados para analise histolégica com as técnicas hematoxilina e
eosina, Von Kossa e luz polarizada. Ambos os materiais causaram leve ou moderada reagdo
inflamatoria com sete dias, mas as reagdes decresceram com 30 dias. No grupo Sealapex com
30 dias, a capsula fibrosa ao redor do tubo foi fina com poucas células inflamatorias cronicas.

Mineralizagdo no tecido subcutaneo de ratos so foi observada no sealapex.
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Perassi, et al., (2008), compararam a biocompatibilidade de um cimento experimental a
base de polimero da mamona (Poliquil®) acrescido de um agente radiopacificador (6xido de
zinco), com os cimentos EndoREZ®; Endofill® e Sealapex®. Os cimentos foram
implantados em tubos de polietileno no tecido subcutdneo dorsal de camundongos Mus
muscullusalbinus machos. As avaliagdes foram realizadas em dois periodos experimentais:
sete e 50 dias. Apos estes periodos, os animais foram mortos, os fragmentos teciduais
removidos cirurgicamente e processados por meio de técnicas histoldgicas de rotina. Foram
atribuidos escores de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatoério e as caracteristicas
da cépsula fibrosa em torno do material implantado. Os resultados demonstraram menor
infiltrado inflamatoério e maior formagao de capsula fibrosa ao redor dos implantes de cimento
Poliquil, derivado do polimero da mamona; os cimentos Endofill e Sealapex causaram
infiltrado inflamatdério moderado aos 7 dias, e discreto aos 50 dias, sendo que houve maior
formacdo de capsula fibrosa ao redor do cimento Sealapex. O cimento EndoREZ ocasionou a
maior irritagdo tecidual quando comparado aos demais cimentos. Em ordem decrescente, os
resultados demonstraram maior biocompatibilidade dos cimentos Poliquil, Sealapex, Endofill,

EndoREZ.

Vita et al., (2008), analisaram a resposta histomorfolégica do tecido subcutaneo de ratos
ao implante do Agregado Tridxido Mineral (MTA) e Sealapex acrescido de 6xido de zinco
(Sealapex consistente), indicados como materiais retrobturadores. Foram utilizados 40 ratos
distribuidos em grupos de dois animais para cada periodo experimental, a saber: dois, sete, 30
e 60 dias. Cada animal recebeu trés implantes com o mesmo material, cada um destes foi
considerado uma amostra de estudo, num total de até seis amostras por grupo. As respostas do
tecido conjuntivo em contato com os materiais retrobturadores foram avaliadas de forma
descritiva e semi-quantitativa através de escores (O=ausente; l=discreto; 2=moderado;
3=intenso), analisando-se a inflamacdo, presenga de necrose, edema, tecido de granulagao,
fibrose e calcificagdes. Com sete dias em torno do tubo contendo o MTA, observou-se
inflamag@o discreta do tipo crdnica, a fibrose variou de discreta a moderada, ndo foram
observadas areas basofilas calcificadas. Em volta do tubo contendo o sealapex consistente,
observou-se inflamacdo cronica moderada, tecido de granulagdo e uma faixa delgada de
tecido conjuntivo fibroso. Area basofila calcificada discreta esta presente em apenas uma
amostra. No periodo de observagdo de 60 dias, no grupo tubo contendo MTA, néo foi vista
inflamag@o em metade das seis amostras analisadas, enquanto o restante mostrou inflamagao

discreta do tipo cronica, observou-se também auséncia de tecido de granulagdo. Uma faixa
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delgada de tecido conjuntivo fibroso foi observada em todas as amostras. Areas basofilas
calcificadas discretas foram observadas em apenas duas amostras. No grupo tubo contendo
Sealapex Consistente, ao redor do material, ndo se verificou inflamac¢do em metade das seis
amostras analisadas enquanto o restante mostrou presenc¢a de inflamacdo discreta do tipo
cronica, percebeu-se também auséncia de tecido de granulagdo. Delgada faixa de tecido
conjuntivo fibroso estava presente em todas as amostras. Areas basofilas calcificadas discretas
estavam presentes em metade das amostras. No grupo controle tubo vazio, no periodo de dois
dias, observaram-se neutréfilos caracterizando inflamacdo aguda. Com sete e 30 dias,
observou-se inflamacao cronica e tecido de granulagdo que variou de discreta a moderada.
No periodo de 60 dias ndo foi observada inflamagdo e tecido de granulagdo. A fibrose foi
discreta assim como observada no periodo de 30 dias. Em nenhum periodo de observagao
foram observadas areas baséfilas calcificadas. Os resultados demonstraram que, com o passar
do tempo, ambos os materiais despertaram reagdo tecidual semelhante, representada por
reducdo da resposta inflamatdria, discreta fibrose e presenca de areas basofilas calcificadas,

corroborando a sua biocompatibilidade.

Cunha et al., (2011), avaliaram a biocompatibilidade de cimentos utilizados em cirurgia
apical, em tecidos subcutaneos de ratos. Tubos de polietileno esterilizados foram preenchidos
com o0s seguintes cimentos: Sealapex, Sealapex acrescido de 6xido de zinco, Sealer 26, Sealer
26 espessado (maior propor¢ao po/:resina) e MTA branco. Os tubos foram implantados no
dorso de ratos machos e apos sete, 21 e 42 dias, os animais foram mortos, obtendo 5 amostras
por cimento em cada periodo analisado. A superficie lateral do tubo foi utilizada como
controle negativo. As reagdes inflamatorias em contato com os cimentos foram classificadas
como ausente, leve, moderada e severa. Aos sete dias, todos os cimentos induziram reagdes
inflamatoérias similares no tecido conjuntivo dos animais, com a maioria dos espécimes
apresentando reagdo inflamatdria cronica de moderada a intensa, com presenca de células
gigantes multinucleadas. Aos 21 dias, Sealer 26 e Sealer 26 espessado apresentaram reagao
inflamatéria mais intensa, enquanto, apds 42 dias, a reagdo inflamatéria variou de ausente a
leve, com resultados estatisticamente semelhantes para ambos materiais. O grupo do Sealapex
acrescido de 6xido de zinco mostrou um tecido conjuntivo fibroso com pouca inflamagdo.
Necrose e células gigantes do tipo corpo estranho ndo foram observadas. Com excecdo do
grupo MTA, todos os cimentos apresentavam reagdo granulomatosa de corpo estranho apods
42 dias. Todos os grupos, exceto o Sealapex, apresentaram reducdo estatisticamente

significante dos indices inflamatérios ao longo do tempo. Conclui-se que todos os cimentos
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induziram reagdo inflamatdria de moderada a intensa no periodo inicial de analise. Entretanto,
Sealer 26 e Sealer 26 espessado apresentaram reacdo inflamatdria mais intensa apds 21 dias
de contato com os tecidos e reagdo granulomatosa ndo foi observada no grupo MTA no

periodo final de andlise.

Queiroz, et al. (2011) avaliaram a resposta do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos
BALB/c ao implante de tubos de polietileno contendo cimentos indicados para obturagdo de
dentes deciduos: 6xido de zinco Eugenol (ZOE), pasta Calen adicionada ao Oxido de zinco e
o Sealapex. Tubos vazios foram utilizados como controle. Apo6s os periodos de sete 21 e 63
dias, as biopsias dos tecidos foram realizadas e submetidas a andlise histologica descritiva e
semi-quantitativa usando o sistema de escore para formacdo de fibra colagena, espessura
tecidual e infiltrado inflamatério. A andlise quantitativa foi realizada mensurando a érea e
espessura da reagdo tecidual granulomatosa (GRT). Com sete dias, no grupo sealapex, na
regido proxima a abertura do tubo, observaram-se varios PMN, macrofagos e fibroblastos
jovens. Discreta formag@o de fibra colagena predominou em alguns espécimes. Com 21 dias,
a zona da reacdo tecidual foi fina e apresentou de leve a moderada e bem organizada
formacdo de fibra colagena. Também foi observada particula do cimento no citoplasma de
macrofagos e CG. Com 63 dias, moderada e organizada formagdo de fibra coldgena foi
observada, assim como macréfagos fagocitando particula do material. Leucocitos PMN foram
encontrados em grande numero e algumas CG estavam também presentes. Nao houve
diferenca significante entre os materiais quanto a formacao de fibra coldgena ou espessura de
GRT. No entanto, o grupo Calen/6xido de zinco produziu menos infiltrado inflamatorio. A
area de GRT foi significativamente menor para o Calen/6xido de zinco e Sealapex. A melhor

reacdo tecidual foi para o Calén/o6xido de zinco, seguida pelo Sealapex e ZOE.

Silveira et al., (2011), avaliaram a biocompatibilidade subcutanea de cimentos
endoddnticos radiculares: Epiphany, AH Plus, Pulp Canal Sealer e Sealapex. Sessenta ratos
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, de acordo com o cimento. Tubos de polietileno
contendo os materiais testados foram inseridos no tecido conjuntivo. Os implantes foram
removidos apods sete, 15 e 30 dias, e as amostras de tecido foram processadas, coradas e
examinadas por microscopia de luz. A andlise descritiva considerou: espessura da céapsula
fibrosa, severidade da reacdo inflamatdria e presenca de células gigantes. Apds sete dias,
todos os cimentos induziram moderada e severa reacdo inflamatéria, no grupo Sealapex

observou-se uma capsula fibrosa intermediaria. Apos 15 dias, os cimentos Epiphany e AH
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Plus apresentaram uma reacgao inflamatoria moderada, enquanto Pulp Canal Sealer e Sealapex
induziram intensa e leve reagdes inflamatorias, respectivamente. Apds 30 dias, leve reagdo
inflamatoria foi observada para o Epiphany, Sealapex ¢ AH Plus. O Sealapex apresentou uma
fina capsula fibrosa tanto com 15 como 30 dias. Sealapex induziu a menor resposta
inflamatoria em todos os periodos de avaliacdo, e somente Pulp Canal Sealer ndo apresentou

uma diminui¢@o da reagdo inflamatoria ao longo do tempo.

4.2.3 Matriz Extracelular

A MEC nio serve apenas como suporte para estabilizagdo da estrutura fisica dos tecidos,
ela representa um ambiente complexo e dindmico importante nas interagdes célula-célula e
célula matriz, participando desta forma da integridade do tecido. Existe entre as células e a
MEC uma interferéncia permanente através de receptores, principalmente da familia das
integrinas, controlando a forma, migracao, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular.
Trés grupos principais de proteinas compdem a matriz extracelular, representados pelas
proteinas estruturais fibrosas, proteinas estruturais ndo fibrosas e proteinas matricelulares.
Dentre as proteinas estruturais fibrosas, subdivididas nos sistemas colagénico e elastico,
destacam-se, respectivamente, os coldgenos fibrilares e ndo-fibrilares e as fibras elauninicas,
oxitalanicas e elasticas. Por sua vez, dentre as proteinas estruturais ndo fibrosas, estdo as
glicosaminoglicanas e glicoproteinas e, constituindo as proteinas matricelulares, apontam-se
as trombospondinas, osteopontinas e tenascinas. Esta organizacdo ndo ¢é esttica, a
composicdo da MEC varia em fungao do estado diferenciado do tecido e em funcdo da idade.
Ela muda durante o desenvolvimento, maturidade, patologias e envelhecimento, logo a
organizagdo da MEC ¢ um processo dindmico (SIQUEIRA JUNIOR;DANTAS, 2000;
ROBERT-LOBAT, 2012).

As células do tecido conjuntivo, segundo Andrade, (2003) a matriz pode mostrar variagdes
morfologicas e funcionais, de acordo com a maior ou menor concentracio dos seus
componentes para formar as diversas variedades de tecido conjuntivo. O que leva as células
do tecido conjuntivo a proliferar e secretar os componentes da matriz extracelular sdo os

mensageiros quimicos, sob a forma de polipeptideos secretados por varios tipos celulares
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(citocinas). Entre estas células, os macrofagos e os linfocitos T estdo entre as mais

importantes.

Para Midwood; Williams e Schwarzbauer (2004) a reparagdo do tecido apos lesdo
depende da sintese de matriz extracelular fibrosa para substituir tecido perdido ou danificado.
A matriz extracelular guia a reparacdo regulando o comportamento de grandes variedades de
tipos de células que sdo mobilizadas para a area danificada na reconstrugdo do tecido. A
inflamagdo aguda, re-epitelizacdo e contragdo dependem de interagdes célula-matriz para
minimizar a infec¢do e promover o fechamento rapido da ferida. Proteinas da matricelular sdo
reguladas durante a cicatriza¢do da ferida onde elas modulam as interac¢des entre as células e
a matriz extracelular para exercer controle sobre os eventos que sdo essenciais para a eficiente

reparagdo tecidual.

Segundo Kumar; Abbas e Fausto (2005), a célula movimenta-se e diferencia-se em
contato intimo com macromoléculas fora da célula que constituem a matriz extracelular. Trés
grupos de macromoléculas, que estdo com frequéncias associadas fisicamente, constituem a
MEC: (1) proteinas estruturais fibrosas, como os colagenos e as elastinas; (2) um grupo
diverso de glicoproteinas adesivas; e (3) proteoglicanos e 4acido hialurénico. Essas
macromoléculas estdo presentes nas junc¢des intercelulares e superficies celulares e podem
agrupar-se em duas organizagdes gerais: matriz intersticial e membrana basal. A matriz
intersticial estd presente nos espacos entre as células epiteliais, endoteliais e dos musculos
lisos no tecido conjuntivo. As membranas basais sdo produzidas por células epiteliais e
mesenquimaticas e estdo intimamente associadas a superficie celular. Elas consistem numa
rede de coldgeno ndo-fibrilar amorfo (a maioria do tipo IV), laminina, sulfato de heparan,
proteoglicana, e outras glicoproteinas. A MEC tem muitas fun¢des. Por exemplo, as proteinas
da matriz sequestram agua, que fornece a turgéncia dos tecidos moles e minerais, que dao
rigidez aos tecidos esqueléticos. Elas atuam também como um reservatério aos fatores de
crescimento, controlando a proliferagao celular. A MEC ¢é importante para as interagdes célula
a célula e fornecem um substrato as células para aderirem, migrarem e proliferarem,
modulando diretamente a forma e fung@o celulares. A sintese e degradacdo da MEC
acompanham a morfogénese, a cicatrizagdo de ferimentos e os processos fibroticos cronicos,

bem como a invasdo tumoral e as metastases.
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Segundo Raitz (2008), a matriz extracelular (MEC) é uma estrutura complexa que
proporciona o arcabougo que sustenta as células nos tecidos de todos os mamiferos. A
presenca de fatores de crescimento influencia a producdo de componentes da MEC pelos
fibroblastos, enquanto a sua composi¢do pode influenciar a fung@o celular. Uma continua
reconstru¢do e mudanga nos constituintes da MEC ocorrem durante o processo de reparo da
ferida. Incialmente, a matriz é composta de proteinas derivadas em grande parte das plaquetas
e do plasma. Com a migra¢do dos macrofagos, até a ferida e a subsequente formacdo de
tecido de granulagdo, os componentes da MEC sdo manufaturados pelas células in situ. A
MEC de tecidos cicatriciais passa, na verdade, por mudancas muito rapidas. A fibrina do
tampdo, por exemplo, ¢ substituida por fibronectina (FN) e 4cido hialurénico e depois por
colageno III e I. Dentre as mudancas citadas, estad a remodela¢do, ou seja, um conjunto de
processos de sintese e degradacdo de proteinas que permite a substituicdo do tecido de

granulac¢do por uma cicatriz fibrosa.

Laminina é a mais abundante das glicoproteina presentes nas membranas basais. A sua
estrutura quimica ¢ dotada de trés cadeias peptidicas ligadas por pontes de enxofre, e sua
estrutura espacial tem a configuracdo de uma cruz. A laminina tem dominios de ligag¢@o aos
receptores da superficie celular e da MEC, ela pode também mediar a unido das células aos
substratos do tecido conjuntivo. E sintetizada por células epiteliais de revestimento. Quando
as estruturas que contém membrana basal estdo sendo formadas (regeneracdo de tecidos ou
nas neoplasias), o nivel da concentracdo de laminina se eleva no local (ANDRADE, 2003;
KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os colagenos sdo proteinas fibrosas sintetizadas pelos fibroblastos e células afins. A sua
estrutura molecular é formada por cadeias alfas dispostas em triplice hélice e que caracterizam
por mostrar sequéncias repetidas de trés amino-acidos: glicina-XY. O X e o Y sdo
frequentemente representados por prolina e lisina, os quais costumam aparecer hidrolisados.
Atualmente s3o conhecidos 27 tipos diferentes de coldgenos codificados por 41 genes
dispersos em pelo menos 14 cromosssomos. Os tipos I, II, III, V e XI sdo colagenos
intersticiais ou fibrilares e os mais abundantes. O tipo IV é ndo fibrilar (forma ldminas ao
invés de fibrilas), e é o principal componente da lamina basal, junto a laminina. O colageno
fibrilar € sintetizado do procolageno, uma molécula precursora derivada do pré-colageno, que

¢ transcrito dos genes do coldgeno. O procoldgeno é secretado da célula e clivado por
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proteases para formar a unidade bésica das fibrilas. O colageno de tipo I ¢ o mais abundante e
¢ o predominante na areas de tecido fibroso denso, como no derma cutaneo, tenddes, cornea e
0ssos. O colageno de tipo III é predominante no tecido conjuntivo frouxo, areolar. O coldgeno
de tipo IV ¢ ndo-fibrilar e se encontra principalmente fazendo parte das membranas basais

(ANDRADE, 2003; KUMAR;ABBAS;FAUSTO, 2005).

A fibronectina (FC) ¢ uma glicoproteina, consistindo de unidade repetida de aminoacidos,
os quais formam dominios que permitem & molécula interagir com uma variedade de células
através de receptores integrinas ¢ de ndo integrinas. Fibronectina influencia diversos
processos, incluindo inflamagdo, reparo de ferida, metdstase maligna, adesdo de
microorganismo e tromboses. Ela ¢ uma glicoproteina composta de uma matriz de multiplas
estruturas modulares com varios dominios: 12 FN tipo tipo I (FNI), 02 tipo II (FNII), 15 tipo
IIT (FNIID), 02 emendas alternativa do tipo III (EIIB-EIIIA) e uma emenda variavel ndo
homologa (tipo V ou IIICS). Estes dominios interagem com uma variedade de moléculas
como o colageno, células e heparan. A fibronectina é encontrada no plasma (FNp), é
largamente produzida por hepatdcitos e apresenta-se na forma soluvel. Outras formas de
fibronectinas sdo produzidas por numerosas células incluindo fibroblastos, células epiteliais e
macréfago, sdo referidas como fibronectina celular (FNc). Uma vez secretadas, ambas FNp e
FNc podem ser incorporadas dentro da matriz extracelular. As formas de fibronectina do
plasma e celular desempenham temporalmente e espacialmente distintas e vitais funcdes
durante a progressdo da cicatriza¢do de feridas. FNp circula no plasma sanguineo na forma
inativa e ¢ armazenado nos granulos de plaquetas até ser ativada em resposta a ferida e
estimulagdo da cascata da coagulacdo. FNp ¢ entdo depositada e reticulada numa matriz
provisdria rica em fibronectina para estimular fun¢des como adesdo, agregacdo de plaquetas e
invasdo no codgulo, mediando a hemostasia. Ja a FNc ¢ sintetizada pela migragdo de células
dentro do coagulo e montada em um complexo fibrilar matriz sobre a superficie celular, que
direciona a deposi¢do de outras proteinas da MEC e a migracgdo, adesdo e diferenciacdo de

fibroblastos (ROMBERG,1997; MIDWOOD; TO, 2011).

Mizuno e Banzai (2008) avaliaram o efeito dos ions de célcio do hidroxido de célcio em
células de polpa dentaria ¢ o mecanismo da formagdo da ponte de dentina. Células de polpa

dentaria humana foram tratadas com alta concentra¢do de ions de calcio ou magnésio 24 h e a
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expressdo do gene fibronectina foi medida por método PCR quantitativo. Células de polpa
dentaria humana foram cultivadas em discos revestidos de fibronectina por 24 e a expressao
dos genes osteocalcina e osteopontina, os quais sao os fenotipos tipicos de células de tecido
mineralizado, também foram medidos por PCR quantitativo. Os resultados mostraram que a
expressdo do gene fibronectina foi estimulada por ions calcio dose-dependente. Por outro
lado, os ions de magnésio ndo influenciaram a expressdo do gene fibronectina. Além disso,
células cultivadas em discos revestidos de fibronectina aumentaram a expressdo de fendtipos
celulares formadores de tecido mineralizado. Os autores concluiram que os ions de célcio
estimulam, em células da polpa dental, a sintese de fibronectina. A fibronectina pode induzir a
diferenciag@o de células da polpa dental em células formadoras de tecido mineralizado, que

sdo as principais células na formagao da ponte de dentina.

Sottile et al., (2007) utilizaram ligagdo de colageno, a fibronectina mutante e peptideos
recombinantes que interferem na ligagdo entre coldgeno e fibronectina para mostrar que a
deposi¢ao de colageno tipo I fibronectina dependente regula a resposta migratdria das células
por fibronectina. Comunicag@o entre as células e a matriz extra celular ¢ fundamental para a
regulagdo do crescimento, sobrevivéncia, migragdo e diferenciacdo celular. Remodelagdo da
MEC pode ocorrer sob condi¢des fisioldgicas, como resultado de lesdo tecidual e em certas
condigdes patologica. Remodelagdio da MEC leva alteracdes em sua composi¢do e
organiza¢do que podem alterar muitos aspectos do comportamento celular, incluindo a
migragdo celular. A resposta das células migratorias varia dependendo do tipo, quantidade e
organiza¢do das moléculas presentes na MEC, bem como o repertério de integrinas e
proteoglicanos das células. Tém-se mostrado que a deposi¢do de varias moléculas da MEC,
incluindo colageno tipos I e III, depende da presenca e estabilidade de fibronectina. Estes
dados mostram que a habilidade da fibronectina em organizar outras proteinas na MEC é um
aspecto importante de sua funcdo e destaca a importdncia da compreensdo de como as

interagdes entre proteinas e MEC podem influenciar o comportamento da célula.

4.2.4 Dinimica das fases do reparo

A reparacdo ocorre para reconstruir areas de tecido conjuntivo destruidas ou desorganizadas, e

0 processo acontece a partir da formagao de tecido de granulacdo. Quando a les@o causa a



43

perda de muitas células, o reparo ¢ mais complexo e pode assumir uma das duas
possibilidades: a) se as células parenquimatosas morrem, mas o estroma permanece integro, o
reparo se faz a partir de células do mesmo tipo das que se perderam, voltando o 6rgdo a sua
estrutura normal (regeneragdo); b) se o estroma € destruido, o reparo se faz fundamentalmente
as custas do tecido conjuntivo (cicatrizagdo), o que quase sempre aparece combinado com
certo grau de regeneragdo dos elementos epiteliais, o quais podem ou ndo reproduzir a
estrutura que tinha anteriormente . A regeneragao requer uma arquitetura de tecido conjuntivo
intacto. Ao contrério, a cicatrizagdo com formagdo de cicatriz ocorre se a estrutura da matriz
extracelular estiver extensamente danificada, causando alteracdes na arquitetura tecidual

(ANDRADE, 2003;KUMAR; ABASS;FAUSTO, 2005).

O reparo representa, pois, o epilogo de um processo inflamatério bem sucedido e ocorre
de forma semelhante em varios tecidos e oOrgdos, resguardadas as caracteristicas de cada
regido. A dinamica dos eventos de reparagdo se divide em trés fases evolutivas, ndo
mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo: fase inflamatéria, deposi¢do da matriz
extracelular e a fase de remodelamento (BALBINO;PEREIRA;CURI, 2005; CONSOLARO,
2009).

FASE INFLAMATORIA

A inflamagdo representa um mecanismo de defesa tecidual proprio dos tecidos
conjuntivos e ocorre apenas em tecidos vascularizados, pois depende dos vasos para levar até
a regido agredida as células e as substancias necessarias ao controle do agressor e reparar, em
seguida, a area afetada (CONSOLARO, 2009). A inflamacdo pode ser aguda ou cronica. A
inflamag@o aguda se inicia rapidamente (em alguns segundos ou minutos) e tem uma durag@o
relativamente curta, de alguns minutos a varias horas ou alguns dias; suas principais
caracteristicas sdo a exsudac¢do de fluidos e proteinas plasmaticas (edema) e a migracdo de
leucocitos, predominantemente de neutréfilos. A inflamag@o cronica tem uma duragdo maior e
estd histologicamente associada a presenca de linfocitos e macrofagos, a proliferagdo de vasos
sanguineos neoformados, fibrose e destrui¢ao tissular (ABASS,KUMAR; FAUSTO, 2005).

O controle da intensidade da resposta inflamatoria, assim como seu desencadeamento, é
realizado a custa de substancias conhecidas como mediadores quimicos. Esses mediadores
podem ser detectados no plasma, sob a forma de pré-enzimas, estocados no interior de células,

ou serem sintetizados durante o processo inflamatdrio. Eles sdo classificados nos seguintes
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grupos: aminas vasoativas, proteinas plasmaticas, produtos do metabolismo do 4cido
araquidonico, fator ativador de plaquetas (PAF), citocinas, entre outros (MONTENEGRO;
FECCHIO, 2003).

Além da resposta hemodindmica, os mecanismos celulares fazem parte do processo
inflamatério e, consequentemente, do reparo. No exsudato inflamatério, entre os numerosos
tipos de mediadores quimicos presentes, tém-se aqueles que estimulam a movimentago
celular unidirecional dos leucocitos, ou melhor, a quimiotaxia. As células inflamatorias,
genericamente, sdo denominadas células de defesa porque participam também da reagdo
imunologica; suas funcdes sdo fundamentais para a manuten¢do da vida. Os leucocitos podem
ser divididos em dois grandes grupos: a) Os polimorfonucleares: participantes mais ativos das
inflamagdes agudas, representados pelos neutréfilos, eosinéfilos e basofilos. O estudo da
inflamagdo, quando se refere a polimorfonucleares, imediatamente remete aos neutréfilos. Os
eosinofilo e os basofilos sdo participantes de inflamagdes muitos especiais como nas
induzidas por agentes parasitarios ou, no contexto de uma reagdo imunopatoldogica como a
anafilaxia. b) Os mononucleares: tipicos da inflamagdo cronica, sdo representados pelos
macréfagos, linfocitos e plalsmocitos. Apesar da denominagdo de mononucleares, varios
subtipos sdo derivados, incluindo-se as células gigantes multinucleadas inflamatoérias ou
CGMIs. Estas células resultam da fusdo de macrofagos e estdo associadas a reacdes
inflamatérias frente a substincias insoliveis e corpos estranhos (SIMOES, 2007;
CONSOLARO, 2009).

Uma vez recrutado, o neutr6filo migra, rapidamente, dos vasos sanguineos para o tecido
conjuntivo normalmente desprovido de neutréfilo. Esse processo migratorio dura, em média,
8 a 12 minutos. A chegada dos neutréfilos ao local da inflamagdo inicia-se aproximadamente
90 minutos e constitui um evento essencial na resposta aguda do hospedeiro a invasdo de
agressores. A atividade principal do neutréfilo ¢ a fagocitose. Outra propriedade funcional
importante refere-se a regurgitacdo enzimatica, ou seja, enquanto fagocita, derrama também
enzimas proteoliticas para o local, que teriam um papel de degradar o tecido conjuntivo,
limpando a area lesada e a liberacdo de inimeros mediadores quimicos (CONSOLARO,
2009).

Os monocitos do sangue periférico, tanto inicialmente quanto no transcorrer do processo
cicatricial, continuam a infiltrar-se no local da ferida em resposta a agentes quimiotaticos para

monocitos, como o PDGF, por exemplo. A liberagdo dos fatores provenientes das plaquetas
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contribui para a ativagdo dos monocitos, transformando-os em macréfagos que sdo as
principais células envolvidas no controle do processo de reparo.

O macrofago ativado e a principal célula efetora do processo de reparo tecidual,
degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno,
elastina e proteoglicanas. Além desse papel na fagocitose ¢ de modo mais importante, os
macrofagos ativados também secretam fatores quimiotdcticos que atraem outras células
inflamatorias ao local da ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes
vasodilatadores, afetando a permeabilidade dos microvasos. Os macrofagos produzem varios
fatores de crescimento, tais como o PDGF, o TGF-p, o fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) e o VEGF, que se destacam como as principais citocinas necessarias para estimular a

formacdo do tecido de granulagdo (COUTINHO NETO; MEDONCA, 2009).

Os linfocitos e plasmocitos constituem populacdo de células associada a resposta imune.
Eles se originam na medula dssea, posteriormente colonizam os érgdos do sistema linfoide
onde se reproduzem, desempenham papel importante ndo s6 nas inflamagdes primariamente
relacionadas a resposta imunitaria, como também pelos seus niimeros produtos, as linfocinas
(linfocitos T) e imunoglobulinas (linfocitos B, plasmoécitos) participam também das reagdes

inflamatorias ndo imunes (MONTENEGRO; FECCHIO, 2003).

FASE PROLIFERATIVA

A proliferagdo ¢ a fase responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita, ela
compreende: reepitelizacdo, que se inicia horas apods a lesdo, com a movimentagao das células
epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices epiteliais localizados no centro da
lesdo; neoformacdo vascular, que compde o chamado tecido de granulagdo responsavel pela
ocupacdo do tecido lesionado cerca de quatro dias ap6s a lesdo. No final da limpeza da area
lesada, os fibroblastos comegam a produzir a nova matriz extracelular necessaria ao
crescimento celular, enquanto os novos vasos sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes

necessarios ao metabolismo celular local (COUTINHO-NETO & MEDONCA, 2009).

Apos a eliminagdo do agente agressor, inicia-se a reabsor¢do do exsudato inflamatoério e
dos restos celulares, teciduais, microbianos e outros. Na fase da reabsor¢do, a acdo celular é
feita, predominantemente, pelos macréfagos, em fun¢ao de sua maior capacidade fagocitaria e

de digestdo dos detritos. As areas desocupadas pela reabsor¢do dos restos teciduais e do
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exsudato previamente envolvido na eliminagdo do agressor passam a ser ocupadas por um
exsudato renovado, rico em fibrina, cuja trama organizacional tem grande importancia por
funcionar como um verdadeiro andaime para sustentacdo e guia das células proliferantes e
migrantes, originarias das margens teciduais vizinhas a 4rea comprometida. Nesta fase da
reabsor¢do, soma-se a rica rede de fibrina a presenga da fibronectina. Estas glicoproteinas
atuam como verdadeira matriz tecidual primitiva, estimulando a migracdo e a adesdo celular
nos varios componentes teciduais. As fibronectinas funcionam como proteinas de ancoragem
aos fibroblastos e macrofagos e sdo encontradas no plasma, lamina basal e na matriz
extracelular de tecidos conjuntivos (CONSOLARO, 2009).

Outra substincia produzida em grande quantidade neste segundo estdgio € o acido
hialurénico, um polissacarideo glicosaminoglicano ndo sulfatado com facilidade de se ligar a
agua, que auxilia na resisténcia do tecido a compressdao. A fibronectina e o acido hialurénico
predominam na matriz durante a primeira fase do reparo, pois esta combinagdo propicia um
microambiente eficiente para a movimentagio das células, importante nesta etapa. A medida
que o processo de maturacdo da ferida avancga, a concentragdo de acido hialurdnico diminui e
aumenta a sintese de proteoglicanos ou glicosaminoglicanos sulfatados. Essa modificacdo na
composicdo da MEC favorece a fixa¢do e imobilidade das células favorecendo a
diferenciag@o delas para fenotipos mais maduros. Os fibroblastos sdo as células que passam
por mudangas fenotipicas mais acentuadas. De fenotipos de células imaturas e replicativas no
inicio do processo, passam para fendtipo caracteristico de células ativamente engajadas na
sintese proteica. Com isto, eles passam a secretar grandes quantidades de colageno. O
colageno aos poucos substitui os proteoglicanos e a fibronectina até se tornar o principal

componente da cicatriz em formagao (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A atividade das plaquetas e dos macrofagos promove a liberacdo local de vérios fatores de
crescimento, destacando-se o PDGF, EGF, TGFp e FGF. Estes mediadores associados a IL-1e
ao TNF sdo os principais responsaveis pela quimotaxia e proliferacdo das células endoteliais,
estabelecendo-se condigdes para a angiogénese, em decorréncia da formacdo de brotos
vasculares nas paredes dos vasos sanguineos vizinhos e direcionados para a area a ser
reparada. Simultaneamente, os fatores de crescimento também estimulam a proliferagdo e
migracdo dos fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas do tecido conjuntivo

vizinho para a area lesada (CONSOLARO, 2009).
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Entre o terceiro e quinto dia, o conjunto formado pelos fibroblastos jovens e vasos
neoformados, estroma frouxo com edema e células mononucluedas recebe o nome de tecido
de granulagdo. De permeio aos fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas e vasos
neoformados, o tecido de granulagdo apresenta infiltracdo de neutrdfilos, leucocitos
mononucleares macrofagos, linfocitos e ocasionalmente plasmoécitos. Eventualmente, outros
tipos de leucécitos podem estar presentes de forma aleatdria e isolada, como eosinofilos e
mastdcitos. A evolugdo do tecido de granulagdo promove um aspecto mais brancacento e
firme, e, no periodo médio de 14 a 21 dias, hd reducdo do numero de vasos sanguineos;
aumenta o numero de fibroblastos maduros e ha produgdo de fibras coldgenas, notando-se
ocasionais macréfagos, linfocitos e plasmoécitos. Apds este periodo, o tecido de granulagao da
origem a um tecido conjuntivo fibroso ainda ndo totalmente maduro e que sofrerd um

processo de maturacdo e remodelagdo (CONSOLARO, 2009).

FASE DE REMODELACAO TECIDUAL

Esta fase ¢ marcada por maturagdo dos elementos e alteragdes na matriz conjuntiva
extracelular, ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e coldgeno. Em fase mais tardia, os
fibroblastos do tecido de granula¢do transformam-se em miofibroblastos, comportando-se
como um tecido contratil responsivo aos agonistas que estimulam a proteina do musculo liso.
O processo de contracdo consiste na diminuicdo da distdncia das margens da ferida durante o
processo de reparo, o que pode ser observado, especialmente na pele e mucosas (COUTINHO
NETO; MEDONCA, 2009; CONSOLARO, 2009).

Na fase final do reparo, o colageno sofre um processo de maturacdo; de uma fase
inicialmente soliivel e desorganizada, passa a insoluvel e organizada. No tecido em processo
de reparo, os colagenos mais encontrados sdo do tipo I e III. O colageno III ¢ o encontrado,
abundantemente, nos tecidos embriondrios € € abundante na fase mais inicial da fibrose,
embora ndo predominantemente. Na remodelagdo do tecido cicatricial, a maior parte do
colageno tipo III presente ¢ substituida pelo colageno tipo I que predomina e caracteriza um
tecido conjuntivo fibroso maduro. O colageno tipo III tem uma estruturacdo mais delicada,
com fibras colagenas finas e uma trama organizacional reticular, enquanto o tipo I apresenta-
se com fibrilas bem constituidas e largas, sendo largamente encontrada na derme normal
(CONSOLARO, 2009).

Alguns fatores de crescimento que estimulam a sintese do coldgeno e outras moléculas de

tecido conjuntivo também modulam a sintese e ativacdo de metaloproteinases, enzimas que
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degradam esses componentes da MEC. O equilibrio entre a sintese e a degradacdo da MEC
resulta na remodelagdo da estrutura do tecido conjuntivo, um aspecto importante na
inflamagdo cronica e reparagdo da ferida. E consenso atualmente que o reparo completo de
uma ferida somente pode ser considerado depois de concluida a maturacdo e remodelagem da
matriz extracelular. Este processo ocorre lentamente levando muitos meses ou as vezes anos
e, mesmo assim, uma cicatriz cutinea completamente madura possui apenas 70% da
resisténcia da pele normal. O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas
sucessivas de producdo, digestdo e orientacdo das fibrilas de coldgeno. A deposicdo do
colageno ¢é feita a principio de forma aleatdria tendo como orientagdo a organizagdo da
fibronectina e dependente da natureza e dire¢@o das tensdes aplicadas no tecido. ( KUMAR;

ABASS; FAUSTO, 2005; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005)

A reepitelizacdo, que é o fechamento da ferida por novo epitélio ¢ consiste tanto na
migracdo quanto na proliferagdo dos queratinocitos a partir da periferia da lesdo, também
ocorre durante a fase proliferativa. Esses eventos sdo regulados por trés principais agentes:
fatores de crescimento, citocinas, integrinas e metaloproteases. Durante a fase inflamatoéria, a
liberacdo de fatores de crescimento por plasma, fibroblastos e macrofagos/ neutrofilos ativa os
queratinocitos localizados nas margens e no interior do leito da ferida. Dentre os fatores de
crescimento, destacam-se o PDGF, que induz a proliferacdo de fibroblastos com consequente
producdo da matriz extracelular e sua reorganizacdo, o KGF7, que ¢ considerado o principal
regulador da proliferacdo dos queratinocitos, assim como o TGF-B, principal responsavel pelo
estimulo inicial da migracdo das células epiteliais. A ativacdo de receptores de integrinas
pelos queratinocitos permite a interagdo com uma variedade de proteinas da matriz
extracelular na margem e no leito da ferida. Por outro lado, a expressdo e ativagdo de
metaloproteases promovem a degradacdo e modificacdo das proteinas da matriz extracelular
no sitio da ferida, facilitando a migragdo celular. A propria atividade proteolitica dessas
enzimas pode liberar fatores de crescimento ligados & matriz extracelular, de forma a manter
constante o estimulo a proliferagdo e migracdo dos queratinocitos, acelerando o processo de

reepitelizacdo (COUTINHO-NETO; MEDONCA, 2009).
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5 OBJETIVOS
5.1 GERAL

Estudar a dindmica da matriz conjuntiva extracelular em torno de tubos de polietileno
contendo dois materiais retrobturadores, Sealapex Consitente e o MTA, em tecido

subcutaneo: Estudo experimental histologico e de imunofluorescéncia indireta.
5.2 ESPECIFICOS

Estudar os aspectos histomorfologicos do processo inflamatorio/reparativo em torno
dos materiais retrobturadores;

Pesquisar os colagenos estruturais (tipo III e tipo I ) no processo reparativo em torno
dos materiais;

Estudar as glicoproteinas ndo colagenas (fibronectina e laminina) no microambiente
em torno dos materiais;

Analisar o potencial de mineralizagdo dos materiais retrobturadores.



6 MATERIAIS E METODOS

6.1

DESENHO EXPERIMENTAL IN VIVO
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6.2 CIMENTOS

6.2.1 mta cinza

O p6 do MTA, que endurece em presenga de umidade, consiste de finas particulas
hidrofilicas, cujos componentes principais sdo silicato tricalcico, aluminato tricélcico, 6xido
tricalcico, 6xido de silicato e 6xido de bismuto (LEE; MONSEF; TORABNEJAD, 1993;
TORABINEJAD, et al. 1995; CAMILLERI; PIT FORD, 2006; CAMILLERI, 2008; WAES;
STEFFEN, 2009; CINTRA, et al., 2012)

6.2.2 sealapex

O Sealapex é composto de uma pasta base (6xido de calcio, 6xido de zinco e composto a
base de sulfanamida e silica) e uma pasta catalisadora (sulfato de bario, resina polimetileno,
metilsalicilato, di6xido de titanio, silica e pigmentos e salicilato de isobutila) (LEONARDO,
et al, 2003).

6.2.3 sealapex consistente

O Sealapex consistente é formado pela adi¢do de 6xido de zinco ao cimento Sealapex. A
incorpora¢do do 6xido de zinco (ZnO) ao cimento endoddntico ¢ feita aos poucos e ¢
realizada até que o cimento adquira a consisténcia de “massa de vidraceiro”. Segundo a bula
que acompanha o produto, o 6xido de zinco apresenta-se puro (LUIZ, 2003; BERNABE;

HOLLAND, 2004; TANOMARU FILHO, et al. 2006; LEAL; BAMPA; NETO, 2008).
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6.3 OBTENCAO DOS TUBOS

Foram utilizados 72 tubos de polietileno, esterilizados em autoclave, obtidos a partir de
pincéis descartaveis (Fig. 1), apresentando uma extremidade aberta e outra fechada. Na
extremidade fechada foi realizado um corte transversal de modo que o tubo ficasse com 10

mm de comprimento, permanecendo com 2mm didmetro interno e 3 mm de diametro externo.

Figura 1- Tubos de polietileno obtidos a partir de pincéis descartaveis

6.4 CONSIDERACOES ETICAS DA PESQUISA

Antes de comegar os experimentos, o projeto de pesquisa deste trabalho foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de
Santana (CEUA - UEFS Protocolo n°® 012/2008), aprovado em 28//12/2008 (Anexo B).
Entretanto, para que esta mesma pesquisa pudesse ser desenvolvida na Fiocruz-Ba, este
projeto teve que ser apresentado, novamente, ao Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CEUA-CPqQGM Protocolo n°® 023/2009), também
aprovado em 20/1/2009. (Anexo C).

6.5 SELECAO DOS ANIMAIS

Para realizag@o desta pesquisa, foram utilizados ratos procedentes do Biotério do Centro
do Pesquisa Gongalo Moniz — Fiocruz-Ba. Foram utilizados 24 ratos da espécie Ratus

novergicus e linhagem Wistar, machos, de 300g a 450g de peso, com idade entre trés a quatro
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meses. Os animais foram acondicionados em caixa de acrilico, distribuidos aleatoriamente em
grupos de dois animais para cada caixa, recebendo alimentagdo através de dieta balanceada e
agua ad libitum. As caixas foram identificadas conforme o grupo e periodos experimentais,
higienizadas, colocadas em ambiente arejado e iluminado. Os animais foram identificados na
cauda utilizando marcador permanente para retroprojetor. Eles foram mantidos a temperatura

média de 22°C, ciclo claro/escuro de 12 h e condi¢des normais de umidade.

6.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Nesta pesquisa foram utilizados 24 ratos distribuidos de acordo com cada protocolo. Assim,
para o protocolo de estudo em cortes histologicos corados com as técnicas de hematoxilina e
eosina, PIFG, e Von Kossa, foram utilizados 18 ratos, divididos em grupos de seis animais
para cada periodo experimental de sete, 60 ¢ 90 dias. De cada periodo foram obtidas seis
amostras de cada material (quadro 1). Para o estudo da imunofluorescéncia indireta, foram
utilizados seis ratos distribuidos em grupo de trés para apenas os periodos de observagao de
sete e 90 dias. Assim, de cada periodo do experimento, foram obtidas trés amostras para cada
material (quadro 2). Os periodos de sete e 60 dias foram escolhidos a fim de observar a
evolugdo do quadro reacional frente aos materiais em teste, precocemente (sete dias) e de 90

dias para avaliar o mecanismo reparativo num periodo mais longo.



Quadro 1- Distribui¢do dos animais e amostras em fun¢@o dos periodos experimentais e

materiais analisados — Protocolo de cortes histologico.

Periodos Numeros Numero
dias de Grupos de
Animais Amostras
I — Controle (TV) 6
7 6
II- Sealapex Consistente 6
II1- MTA 6
I - Controle (TV) 6
60 6
II- Sealapex Consistente 6
11I- MTA 6
I — Controle (TV) 6
90 6
II- Sealapex Consistente 6
II- MTA 6
Total 18 54

Quadro 2- Distribui¢do dos animais e amostras em fun¢@o dos periodos experimentais e

materiais analisados. Protocolo de Imunofluorescéncia Indireta.

Periodos Numeros Numero
dias de Grupos de
Animais Amostras
I — Controle (TV) 3
7 3
II- Sealapex Consistente 3
II1- MTA 3
I — Controle (TV) 3
90 3 II- Sealapex Consistente 3
II1- MTA 3
Total 6 18

54



55

6.7 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais foram anestesiados seguindo o protocolo do biotério da Fiocruz-Ba. A dose
recomenda do anestésico cetamin (cloridrato de cetamina) foi de 50mg/kg, enquanto a do
relaxante muscular, analgésico e sedativo da marca rompum (cloridrato de xilazina) foi de
10mg/kg. Os ratos foram pesados e, através de uma féormula utilizada pelo biotério, foi
preparada uma solugdo anestésica com volume proporcional de soro fisioldgico, quetamina e
xilazina. Em cada animal, via intraperitoneal, foi aplicada 0,1ml/grama de peso vivo da

solucdo anestésica.

Apds anestesia, utilizou-se lamina de barbear montada em uma navalha para realizar a
tricotomia da regido dorsal (figura 2 A). Em seguida, a antissepsia da area desprovida de
pelos foi realizada com gaze embebida em solucdo aquosa de Polivinilpirrolidona Todo (
PVPI) 10% (figura 2 A). Trés incisdes transversais de 15mm de extensdo foram realizadas,
com laminas de n° 15, montadas em cabo de bisturi. Apds incisdo, foi realizada uma divulsio
(figura 2 B) no tecido celular subcutaneo, utilizando uma pinga hemostatica curva, com ponta
romba, de modo que fosse criada uma loja cirurgica com extensdo aproximadamente de
25mm. No grupo experimental, os cimentos foram manipulados de acordo as recomendagdes
de seus fabricantes utilizando-se uma espatula e placa de vidro esterilizada, depois colocados
no interior dos tubos de polietilenos, com auxilio de uma espatula de insercdo e calcadores
para dentistica. Tubos contendo os materiais foram inseridos dentro das lojas cirurgicas
utilizando uma pinca clinica. Tubos vazios foram inseridos servindo como controle. Os tubos
de polietileno permaneceram transversais as incisdes, com sua abertura direcionada para a

cabeca do animal (figura 2 C).

Na regido dorsal, cada rato recebeu trés implantes, sendo dois na regido pélvica e um na
regido escapular. Dos trés tubos implantados, dois tubos foram preenchidos pelos diferentes
cimentos teste, ¢ um tubo foi implantado vazio, obedecendo a uma ordem de colocagdo
previamente determinada, anotada em ficha prépria do biotério, havendo um sistema de
rodizio em relagdo as regides anatomicas (VALERA, et al. 2004, VALERA, et al. 2005),
denominadas de A, B e C: (A) regido central da escapula, (B) lado esquerdo da regido pélvica
e (C) lado direito da regido pélvica (figura 2 A). Os tubos de polietilenos foram previamente
desinfetados por imersdo em alcool 77°, lavados em agua destilada, secos e esterilizados em
autoclave. Apds a insercao dos tubos, foi realizada sutura utilizando fio de nylon n°5, visando

aproximagdo dos bordos da incisdo (figura 2 D). Novamente foi realizada antissepsia da area
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dorsal e os animais foram colocados em caixas individuais e expostos a luz para melhor
recuperagdo poOs anestesia. Os ratos foram identificados nas caudas com marcacdo de 1 a 24,
utilizando-se de marcador permanente. Aguardou-se a recuperagdo pos-anestesia dos animais
e so entdo foram colocados nas gaiolas segundo o agrupamento prévio de dois ratos por gaiola
e depois alimentados com dieta balanceada e agua ad libitum. Apds os procedimentos
cirurgicos, todos os ratos receberam uma dose de dipirona sddica liquida diluida na 4gua,
ajustada com os pesos dos animais. Os animais foram monitorados por todo o estudo por
médica veterinria responsavel pelo biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Fiocruz

Bahia e pelo doutorando.
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Figura 2- Sequéncia do procedimeno cirargico. (A) Tricotomia e antissepsia dapele com PVPIL; (B) Incisdo da
pele e divulsdo do tecido celular subcutaneo: (C) Implantes do tubo com o matenial experimental outubo vazio
no espago divulsionado;(D)Sutura da loja cirargica com fio de nylon n 5



58

6.8 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS TECIDUAIS

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram mortos na camara de CO,, de
acordo ao protocolo do biotério da Fiocruz. Depois de confirmada a morte, os animais foram
levados a mesa cirtrgica e novamente tricotomizados na regido dorsal e antissepsiados com
solugdo aquosa de Polivinilpirrolidona Iodo (PVPI) 10%. As regides correspondentes aos
implantes foram localizadas por palpagdo, demarcadas com canetas e com auxilio de uma
lamina de bisturi n° 15 montada em um cabo e tesoura foram removidas em blocos,
envolvendo pele e hipoderme contendo o implante. A escolha dos animais, na obtengdo das
amostras para o protocolo de imunofluorescéncia de cortes congelados e cortes parafinizados

foi feita de forma aleatodria, conforme a codificagdo pré-estabelecida.
6.9 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Os blocos removidos contendo os tubos e os tecidos adjacentes, destinados para as
coloragdes HE, PIFG e Von Kossa, foram distendidos sobre um recorte de isopor fino, presos
com alfinetes para mapas e depois colocados em frascos individuais identificados contendo
solucdo de formol tamponado a 10% por 72 horas. Os frascos foram identificados através do

grupo, numero do animal, tempo do experimento e a localizacdo do implante.

Na obtencdo das amostras para serem utilizadas na técnica de imunofluorescéncia indireta,
os tubos de polietilenos contendo o material experimental e o controle foram removidos das
amostras antes do congelamento do tecido. No lado da peca por onde foi removido o tubo, foi
realizada uma marcagdo com tinta nanquim, para que durante a confecgdo dos blocos
congelados e no momento do corte no criostato fosse possivel distinguir a area de interesse do

estudo.
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6.10 PROCESSAMENTO LABORATORIAL
6.10.1 Protocolo histotécnico para cortes histologicos

Os blocos teciduais, apos fixados, foram removidos do formol tamponado a 10%, a seguir
foram removidos os excessos de tecidos deixando-os com uma forma retangular. Apos
identificagdo do lado fechado do tubo, foi realizado um corte transversal, utilizando 1dmina de
bisturi n°15 acoplada em um cabo, de modo que, utilizando-se de uma pinga, fosse possivel a
remog¢do do tubo, sem danificar a area de estudo. Apds remogdo do tubo, para melhor
identificagdo da area de interesse, neste mesmo lado, foi realizado um corte transversal de
maior extensdo eliminando-se a metade ndo relevante, diminuindo o tamanho da amostra. A
seguir um corte no sentido longitudinal foi realizado de modo que a regido do tubo contendo o
material fosse dividida, junto com o tecido, em duas partes iguais, desta forma foram obtidas
duas sec¢des de cada amostra. As pecas obtidas foram colocadas em cassetes, identificadas e
colocadas novamente na solucdo de formol tamponado 10% e encaminhada para o

processamento laboratorial.

Depois destas fases, as pecas foram desidratadas imergindo os blocos de tecidos em
concentragdes crescentes de alcool etilico. A seguir foi realizada a diafanizagdo utilizando a
solucgdo de xilol e posteriormente as pegas foram incluidas em parafina. Depois da obtengdo
dos blocos de parafina, cortes histologicos de Sum de espessura foram obtidos sem um
micrétomo e corados pela técnica de rotina Hematoxilina/Eosina (H/E) e por técnica
especifica para colageno (PIFG). Algumas sec¢des foram coradas pela técnica de Von Kossa
para observar estruturas mineralizadas nos tecidos. A analise histologica foi realizada em

microscopio opitico ZEISS/ AXIOSCOP.
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6.10.2 Congelamento do tecido para técnica de imunofluorescéncia indireta.

Antes de comecar a inclusdo e congelamento do tecido, as etiquetas de identificacdo e os
moldes de papel aluminio foram preparados. No mesmo dia e hora em que foram obtidas as
amostras, o congelamento do tecido foi realizado. Primeiro, os moldes retangulares de papel
laminado foram selecionados e preenchidos com tissue-tek, a seguir, utilizando uma pinga, foi
realizada a inclusdo vertical do tecido de modo que as camadas epiderme, derme e hipoderme
fossem acomodadas. Depois, na extremidade do molde, no lado onde foi realizado o corte
para remogdo do tubo, foi colocada a etiqueta de identificagdo, de forma a manté-la sempre na
parte superior. De forma cuidadosa, o molde foi levado para o congelamento em N2 liquido
(“snap-freezing”), sendo sustentado com a pin¢a na parte da etiqueta, mantendo inicialmente
somente a parte inferior do bloco no gas. O congelamento foi realizado, até obter o bloco
totalmente congelado. Prontos os blocos, estes foram mantidos no nitrogénio liquido até sua
transferéncia para o freezer -70° em caixas apropriadas, aguardando o momento de serem

utilizados.
6.10.3 Técnica de imunofluorescéncia indireta para cortes de tecidos congelados

Para obtengdo de cortes de blocos teciduais congelados, foi utilizado um criostato da
marca LEICA CM 1850. Ap6s ligar o criostato, foi verificada a temperatura ideal de acordo
com o tipo de tecido. No caso de tecido subcutaneo de rato, predominantemente adiposo, foi
selecionada a temperatura entre -30° C a -25° C. Os blocos foram retirados do freezer -70°C e

acondicionados em N2 liquido.

Apds retirar o bloco do nitrogénio liquido, este foi mantido dentro do criostato, adaptado
ao porta bloco e levado para o suporte de corte. Apds alguns ajustes, a navalha descartavel foi
colocada e cortes de tecidos, de 5 a 7 um, foram realizados. De cada amostra foram obtidos
doze cortes. A seguir as laminas com os cortes foram depositadas em cubas e mantidas na
parte interna do criostato. Apos finalizar os cortes de cada amostra, as 1aminas com os cortes
foram fixadas com acetona pura gelada por 30 minutos ¢ depois acondicionadas em freezer -

20°C até o periodo maximo de sete dias para sua utilizagdo.

No dia da realizac¢do da técnica de imunofluorescéncia Indireta, as 1aminas foram retiradas
do freezer -20°C e deixadas na temperatura ambiente por 20 minutos. Os cortes foram
delimitados com Dako Pen e depois hidratados com PBS por 5 a 10 minutos. Os anticorpos

primarios foram diluidos em PBS/BSA de acordo com a padronizacdo do fabricante e dos
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testes pilotos realizados. Os anticorpos primarios e diluigdes estdo representados na tabela 1.
A seguir, cada anticorpo foi aplicado e incubado a 37°C por 1 hora na temperatura ambiente.
Depois as laminas foram lavadas com PBS 3 x 4 minutos e secas cuidadosamente. A seguir o
anticorpo secundario (Goat anti-Mouse Ig DyLight488 (Epitomics) cod. 3070-1) acoplado ao
corante fluorescente, DyLigt 488, foi aplicado nos cortes, mantendo-se todo o procedimento
sob protecdo da luz. A dilui¢do do anticorpo secundario foi pré-estabelecida (1/600) e
preparada a partir de solugdo de PBS/ Azul de Evans 1:10. Apds colocar o anticorpo
secundario, as laminas foram incubadas na temperatura ambiente por 1 hora. Depois, elas
foram lavadas com PBS 3x4 minutos. Para leitura, as laminas foram montadas utilizando o
anti-fade prolong gold antifad reagent with dapi (cod P36931 ) com laminula. Depois, as
laminas montadas foram acondicionadas em cubas, protegidas da luz e colocadas na geladeira
na temperatura de 4°C até o momento da leitura no microscopio optico de fluorescéncia
OLYMPUS BX 51. As laminas foram examinadas no mesmo dia da realizacdo da técnica ou

eventualmente em até 48 horas.

TABELA 1 - Anticorpos primarios utilizados na analise, pela técnica de imunofluorescéncia, da resposta

tecidual aos implantes de materiais retrobturadores em tecido subcutineo de ratos

Especificidade Diluigdo Origem Hospedeiro Clone Fonte
Fibronectina 1:20 Humano Coelho Policlonal DBS
Laminina 1:50 Rato Coelho Policlonal Dako
Colageno | 1:80 Rato Coelho Policlonal ~ Meridian

Colageno III 1:80 Rato Coelho Policlonal =~ Meridian
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6.11 ANALISE MICROSCOPICA

Os eventos histomorfoldgicos foram avaliados por microscopia de luz por um avaliador
experiente, juntamente com o orientando. Os preparados histologicos foram codificados e
estudados sem que o examinador soubesse a que grupo pertencia. Nos cortes corados pelas
técnicas Hematoxilina ¢ Eosina, PIFG ¢ Von Kossa, foram realizadas avalia¢Ges descritivas e
semi-quantitavas da resposta do tecido conjuntivo em contato com os cimentos;
consideraram-se as caracteristicas teciduais do processo inflamatério e dos fendmenos
reparatorios como: natureza e intensidade da reagdo inflamatoria, tecido de granulagdo,
fibrose e presenga de calcificagdo. A natureza da inflamagdo foi definida como ausente,
predominantemente polimorfonuclear, mononuclear, mista ou cronica granulomatosa. Ja nos
preparados histologicos onde foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta, foi
avaliada a matriz conjuntiva extracelular em torno dos materiais retrobturadores implantados
e testados, sendo pesquisados a fibronectina, laminina, colageno tipo III e tipo I. Para avaliar
semi-quantitativamente a resposta do tecido conjuntivo em contato com os materiais ¢ 0s
componentes da MEC estudados, foi atribuida graduagdo com escores de 0 a 3, sendo
classificada como: 0 = ausente, 1= discreto (+), 2 = moderado (++) e 3 = intenso (+++)
(CINTRA et al., 2012; SILVEIRA, et al., 2011; QUEIROZ, et al., 2011;GOMES FILHO et
al., 2009b; PERASSI, et al., 2008; TANOMARU FILHO, et al., 2006; VALERA, et al.,
2005). Todos os dados relativos a andlise microscopica foram anotados em uma ficha
padronizada para cada material e periodos analisados. Uma das principais propriedades
bioldgicas de um material retrobturador é a sua biocompatibilidade, ou seja, quando em
contato com o tecido vivo, ele deve permitir ou induzir o reparo tecidual. A
biocompatibilidade dos materiais experimentais avaliados nesta pesquisa foi classificada,
segundo Costa (2001b), em aceitavel ou ndo aceitavel. E aceitdvel quando ha uma discreta ou
nenhuma reagdo tecidual em todos os periodos avaliados ou existe uma moderada ou intensa
reagdo tecidual aos sete dias, a qual se reduz de intensidade com o decorrer do periodo,
atingindo o escore de reagdo tecidual ndo significante aos 60 dias. E considerada nio
aceitavel, quando ha uma reagdo tecidual ndo significante ou discreta aos sete dias, sendo que
a intensidade desta reacdo atinge o escore de moderado ou intenso aos 60 dias, ou quando

existe uma rea¢do moderada ou intensa em todos os periodos avaliados.
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6.12 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis relacionadas aos eventos histomorfologicos analisados, inflamagao, tecido de
granulacdo, fibrose, calcificacdo, expressdo de fibronectina, laminina, coldgeno tipo I e III,
em torno dos materiais retrobturadores foram comparadas entre os grupos e nos diferentes
periodos experimentais. Tais variaveis foram medidas utilizando uma escala visual analogica,
por um patologista experiente, sem que ele soubesse a identificacdo do grupo apresentando-se

numa escala ordinal, fornecendo dados qualitativos.

A comparagdo dessas variaveis entre os cimentos Sealapex Consistente (SC), Agregado de
Tiéxido Mineral (MTA) e tubo vazio de polietileno como controle (TV) foi realizada
considerando as amostras relacionadas, logo utilizou-se o teste ndo paramétrico de Friedman.
Para avaliagdo da cinética de reparo de cada cimento nos periodos de sete, 60 e 90 dias, as
amostras foram consideradas independentes, ja que foram realizadas em animais diferentes.
Logo, o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis com o p6s teste de Dun foi realizado. Na
comparacdo entre as imunofluorescéncias para diferentes proteinas e glicoproteinas de matriz,
nos diferentes grupos e periodos de sete ¢ 90 dias, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Os dados obtidos foram organizados em planilhas do programa operacional

Microsoft Excel ¢ a anlise estatistica foi realizada no software GraphPad prism 5.0.

O valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significante para todos os testes

estatisticos efetuados.
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7- RESULTADOS

7.1 ANALISE HISTOLOGICA E DESCRITIVA DO PROCESSO REPARATIVO E
CALCIFICACAO EM TORNO DOS MATERIAIS RETROBTURADORES
IMPLANTADOS NO TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS

Apods implantes dos grupos experimentais (MTA e Sealapex Consistente) ¢ controle (tubo
vazio), a interpretagdo dos resultados foi feita de acordo a evolugdo do quadro reacional
presente em contato como os materiais retrobturadores em teste. Através da coloracdo HE e
PIFG, foi possivel avaliar a cinética da reagdo tecidual, observando-se as caracteristicas
histomorfologicas do processo inflamatério e fendmenos reparativos. Através da técnica de
Von Kossa, foi observado o potencial de cada material experimental induzir o processo de
calcificacdo no tecido subcutdneo de rato. Os dados dos resultados obtidos estdo

representados no quadro 3 (p. 82).

GRUPO I - TUBO VAZIO - PERIODO DE SETE DIAS

Das seis amostras deste grupo, uma ndo foi avaliada devido a auséncia da regido de
interesse, provavelmente durante a microscopia esta area tecidual ndo foi incluida. Assim, em
cinco amostras nas regides de interesse, observou-se, ao redor da luz dos tubos de polietileno,
discreta inflamacao cronica, sendo em sua maioria discreta (figura 3 A, B, C). Células do tipo
mononucleares, macréfagos, linfocitos e plasmdcitos foram observadas. Em duas das seis
amostras observou-se inflamagdo mista com presenca de alguns neutrofilos dispersos. Em
todas as amostras notou-se discreto tecido de granulagdo, com presenga de vasos recém
formados. Em trés amostras a fibrose foi discreta (figura 3 D, E) e, nas outras duas, uma foi
moderada e a outra intensa. Em todas as amostras observou-se auséncia de granulacdes Von

Kossa positiva, para o calcio, préximo a abertura do tubo (figura 3 F)



65

Figura 3: Imagens histolégica da reacio do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
controle (tubo vazio) — 7 dias. ( A=10x; B=200x; C=400x; HE) parede conjuntiva contendo grau
discreto de infiltrado inflamatério crénico e grau discreto de tecido de granulago, observa-se formago
de novos vasos. ( D=100x; E=200x; PIFG), presenca de tecido conjuntivo fibroso em grau discreto
proximo a abertura do tubo. (F=200x; VK), auséncia de granulagdes Von Kossa positiva proximo a
abertura do tubo.
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GRUPO 2 — SEALAPEX CONSISTENTE - PERIODO DE SETE DIAS

Ao redor da luz do tubo, na maioria das seis amostras, observou-se discreta inflamagao
cronica com predominio de macrofagos (figura 4 A, B,C). O tecido de granulagéo foi discreto
em quatro amostras, sendo que em dois espécimes ele apresentou-se moderado. O tecido de
granulacdo, com vasos recém formados, foi discreto em quatro espécimes ¢ moderado em
duas. Notou-se uma fibrose moderada (figura 4 D, E) em quatro das seis amostras, sendo
discreta nas outras duas. Quatro amostras demonstraram discretas granulagdes Von Kossa

positivas proximas ao material (figura 4 F) e uma em grau moderado.



Figura 4: Imagens histolégica da reacdo do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
Sealapex Consistente — 7 dias. (A=10x; B=200x; C=400x; HE), presen¢a de infiltrado inflamatério
cronico em grau discreto e de tecido de granulagdo também em grau discreto. (D=100x; E=200x;
PIFG), presenga de tecido conjuntivo fibroso em grau moderado.( F=200x; VK), granulagdes Von
Kossa positiva em grau discreto.
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GRUPO 3 — MTA - PERIODO DE SETE DIAS

Das seis amostras deste grupo, observou-se, proximo ao material, uma discreta inflamagao
cronica em cinco espécimes (figura 5 A, B e C), sendo que em uma foi moderada, do tipo
linfoplasmocitdria com presenca de alguns macroéfagos. Em duas amostras, a inflamagdo foi
do tipo granulomatosa, ¢ em uma amostra observou-se inflamagdo mista com alguns
neutrdfilos. O tecido de granulagdo imaturo apresentou-se na maioria em grau discreto, com
grandes niimeros de vasos recém-formados. A fibrose apresentou-se discreta em metade das
amostras, enquanto, na metade restante, mostrou-se moderada (figura 5 D e E). Préoximo ao
material, observaram-se em quatro das seis amostras discretas (figura 5 F) granulagdes Von

Kossa positiva para o calcio, em uma amostra foi intensa ¢ em outra estava ausente.



Figura 5: Imagens histologicas da reaciao do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
MTA - 7 dias. ( A=10x; B=200X; C=400X; HE), presenca de inflamag3o cronica e tecido de
granulag3o em grau discreto. (D=100x; E=200x; PIFG), presenca de tecido conjuntivo fibroso em grau
discreto. (F=200x;VK), granulagées Von Kossa positiva em grau discreto.
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GRUPO1 - TUBO VAZIO - PERIODO DE SESSENTA DIAS

Das seis amostras avaliadas, proximo a luz do tubo vazio, a inflamagao estava ausente em
quatro espécimes (figura 6 A, B e C). Uma amostra apresentava discreta inflamacdo cronica
do tipo granulomatosa e localizada e outra discreta inflamacao do tipo mista com predominio
de macréfagos e eventuais neutrofilos. Em quatro amostras, observou-se discreto tecido de
granulacdo e em duas este tecido estava ausente. A fibrose foi discreta (figura 6 D e E) em
quatro amostras e moderada em duas. Em todas as amostras ndo foram observadas

granula¢des Von Kossa positivo para o calcio proximo a abertura do tubo.



Figura 6: Imagens histolégica da reaciao do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
controle (tubo vazio) — 60 dias. (A= 10x; B=200x; C=400x; HE), auséncia de inflamag3o e presenca
tecido de granulag3o em grau discreto. (D=100x; E=200x;PIFG), parede fibrosa evidenciando matriz
colagénica em grau discreto.
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GRUPO 2 - SEALAPEX CONSISTENTE — SESSENTA DIAS

Em torno do tubo, préximo ao material, notou-se uma discreta inflamagdo cronica com
linfécitos, plasmocitos € macroéfagos nas seis amostras analisadas (figura 7 A, B e C). Uma
das seis amostras apresentou inflamagao cronica com células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranha, caracterizando uma reagdo granulomatosa. Em metade das seis amostras
houve discreto tecido de granulagdo e na outra metade ele estava ausente. A fibrose foi
moderada (figura 7 D e E) em quatro amostras e nas outras duas ela foi discreta. Proximo ao
material, observou-se discreta quantidade de granulagdes Von Kossa positiva para o calcio em

trés amostras (figura 7 F), nas outras trés as granulagdes positivas foram em grau moderada.



Figura 7: Imagens histolégica da reaciao do tecido conjuntivo subcutineo de rato ao implante do
grupo Sealapex Consistente — 60 dias. (A=10x; B=200x; C=400x; HE), infiltrado inflamatério
mononuclear em grau discreto e tecido de granulagdo também em grau discreto, com redugio do
mimero de vasos. (D=100x; E=200x; PIFG), parede fibrosa, evidenciando-se matriz colagénica em
grau moderado. (F= 200X;VK), Proximo a area de contato com o material observou-se granulagdes
Von Kossa positiva em grau moderado.
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GRUPO 3- MTA- SESSENTA DIAS

Neste grupo, em torno da abertura do tubo e proximo ao material, observou-se inflamagao
cronica discreta com predominio de macrofagos e células gigantes multinucleadas
fagocitando material em metade das seis amostras (figura 8 A, B e C). Nao foi observada
inflamag¢do na outra metade dos espécimes. O tecido de granulagdo foi discreto na maioria das
amostras, em apenas um espécime nio foi observada a presenga de vasos sanguineos. Notou-
se uma fibrose mais densa variando de grau discreto a intenso, sendo a maioria de grau
moderado (figura 8 D e E) . Granulagdes Von Kossa positiva para o calcio foram observadas

em duas amostras, em intensidade discreta e moderadas (figura 8 F).



J

Figura 8: Imagens histolégica da reacao do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
MTA - 60 dias. (A=10x; B=200x; C=400x; HE), inflamag3o crénica em grau discreto com
predominio de macrofago e tecido de granulagdo também em grau discreto, proximo a area ocupada
pelo material. (D=100x; E=200x; PIFG), presenca de parede fibrosa em grau moderado. (F=200x;
VK), granulagdes Von Kossa positiva em grau discreto, proximo a abertura do tubo.
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GRUPOTI - TUBO VAZIO- 90 DIAS

Todas as amostras deste grupo mostraram inflamagao cronica em grau discreto (figura 9
A, B e C), assim como o tecido de granulacdo. A populacdo de vasos sanguineos apresenta-se
diminuida. Na maioria dos espécimes, a fibrose apresentava-se mais densa, variando
intensidade de discreta a intensa, sendo na maioria delas em grau moderado ( figura 9 D ¢ E).
Granulagdes Von Kossa positiva para o calcio estavam ausentes em todas as amostras

avaliadas (figura 9 F).



Figura 9: Imagens histolégica da reacio do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
controle (tubo vazio) — 90 dias. (A=10x; B=200x; C=400x; HE), proximo a abertura do tubo
observou-se infiltrado inflamatério crénico em grau discreto com diminuig3o do mimero de vasos
sanguineos. (D=100x; E=200x; PIFG), presenga de parede fibrosa evidenciando-se matriz colagénica
em grau moderado. (F=200x; VK), auséncia de granulagdes Von Kossa positiva.
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GRUPO 2 — SEALAPEX CONSISTENTE - 90 DIAS

Neste grupo, uma amostra ndo foi avaliada, pois a regido de interesse ndo foi preservada
durante a realizagdo da macrocospia. Assim, nas cinco amostras, em volta do tubo, proximo
ao local onde estava o material, notou-se uma inflamagao cronica discreta (figura 10 A, B, e
C), com presenga de células mononucleadas, macréfagos, linfocitos e alguns plasmocitos. O
tecido de granulagdo e a fibrose foram discretos em todas as amostras (figura 10 D e E).
Granulagdes Von Kossa positiva para o célcio estavam presentes em todas as amostras
avaliadas, sendo, na sua maioria, de intensidade moderada (figura 10 F). Apenas em uma

amostra observou-se discreta calcificagao.



Figura 10: Imagens histolégica da reacao do tecido subcutaneo de rato ao implante do grupo
Sealapex Consistente — 90 dias. (A=10x; B=200x; C=400x; HE), material exogeno dentro da parede
fibrosa, apresentando infiltrado inflamatério crénico em grau discreto e presenca de tecido de
granulag3o também em grau discreto. (D=100x; E= 200x; PIFG), presenca de parede fibrosa em grau
discreto. ( F=200x; VK), granulagdes Von Kossa positiva em grau discreto.
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GRUPO 3 - MTA - 90 dias

Em todos as seis amostras deste grupo, observou-se discreta inflamagdo cronica, com
predominio de macrofagos e alguns linfocitos (figura 11 A, B e C). Macrofagos com
pigmentos do material no citoplasma também foram observados. O tecido de granulacdo
apresentou-se discreto na maioria das amostras, em apenas uma ndo se observou presenga de
vasos. A fibrose revelou-se moderada (figura 11 D e E) em cinco amostras € em uma
apresentou-se discreta. Granulagdes Von Kossa positiva para o céalcio foram observadas em
cinco amostras, sendo na maioria discreta (figura 11 F), em uma das granula¢des nao foram

observadas.



Figura 11: Imagens histolégica da reacio do tecido subcutineo de rato ao implante do grupo
MTA - 90 dias. ( A=10x; B=200x; C=400x; HE), presenca de infiltrado inflamatério crénico em grau
discreto, assim como o tecido de granulag3o. ( D=100x; E=200x; PIFG), parede fibrosa , apresentando
matriz colagénica em grau discreto. (F=200x,VK), presenga de granulagdes Von Kossa positiva em
grau discreto.
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Quadro 3 - RESULTADOS DOS EVENTOS HISTOMORFOLOGICOS ANALISADOS

INFLAMACAO

TECIDO DE GRANULAGAO

FIBROSE

CALCIFICACAO

7 DIAS
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60 DIAS

20
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7 DIAS

60 DIAS

90 DIAS

R1
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G2

G3

R2
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=

LEGENDAS:

GRADUACAO/ESCORE: AUSENTE (0); DISCRETO (+/1); MODERADO (++/2); INTENSO (+++/3)

GRUPOS: G 1-CONTROLE NEGATIVO (TV) / G2- SEALAPEX CONSISTENTE (SC) / G3- AGREGADO DE TRIOXIDO MINERAL(MTA)

( - ) Amostra ndo analisada devido a auséncia da area de interesse proximo a abertura do tu
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7.2 ANALISE DESCRITIVA DA PRESENCA DE ALGUNS COMPONENTES DA MATRIZ
CONJUNTIVA EXTRACELULAR EM CONTATO COM OS MATERIAIS
RETROBTURADORES ATRAVES DA TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA EM CORTES DE CONGELACAO

A dinamica do reparo da matriz conjuntiva extracelular foi avaliada através da expressdo de
marcacdo pela imunofluorescéncia indireta das glicoproteinas adesivas fibronectina e laminina e
do colageno tipo I e III. A analise microscopica foi realizada para os dois materiais experimentais
e controle em dois periodos experimentais (sete e 90 dias). Os dados dos resultados obtidos estdo

representados no apéndice 2 e 3. Para cada grupo e periodo, trés amostras foram analisadas.

7.2.1 Fibronectina

No grupo controle (tubo vazio), com sete dias, a marca¢do de fibronectina foi observada
nas trés amostras avaliadas, sendo uma com grau moderado (figura 12 A) e em duas com grau
discreto. Apds 90 dias, a marcacdo positiva aconteceu em duas amostras, sendo uma em grau
discreto (figura 12 B) e a outra em grau moderado. Apoés sete dias, no grupo experimental,
Sealapex Consistente, a expressdo de fibronectina foi positiva em duas amostras, em grau
discreto e moderado respectivamente (figura 12 C). Com 90 dias a expressdo foi em grau
discreto (figura 12 D) em apenas uma amostra. No grupo MTA, com sete dias, a expressao de
fibronectina foi positiva em duas amostras, sendo uma em grau discreto ¢ a outra em grau
moderado (figura 12 E). Apdés 90 dias, a expressdo também foi positiva em duas amostras,

ambas em grau discreto (figura 12 F).



Fibronectina

90 dias

FIGURA 12- Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da matriz conjuntiva extracelular
em torno de materiais retrobturadores implantados no tecido subcutianeo de ratos nos periodos
de sete e 90 dias: Anilise da fibronectina Imunofluorescéncia com rabbit polyclonal antibody to
human fibronectin e goat anti-mouse igG Dylight488 (verde). Grupo controle (TV): (A) grau de
intensidade moderado; (B) grau de intensidade discreto. Sealapex Consistente (SC): ( C) grau de
intensidade moderado; ( D) grau de intensidade discreto. MTA: (E) grau de intensidade moderado; ( F)
grau de intensidade discreto .
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7.2.2- Laminina

No grupo controle, com sete dias, a expressdo positiva de lamina foi observada em duas
amostras, sendo em grau discreto e moderado respectivamente (figura 13 A). O mesmo aspecto foi
observado no periodo de 90 dias (figura 13 B). No grupo Sealapex Consistente, observou-se com
sete dias, expressdo de lamina em duas amostras, sendo ambas em grau discreto (figura 13 C). Ja
com 90 dias, a expressdo de lamina também foi observada em trés amostras, sendo duas em grau
discreto ¢ uma em grau moderado (figura 13 D). Apos sete dias, o MTA mostrou expressdo de
lamina em duas amostras, ambas em grau moderado (figura 13 E). Com 90 dias a expressdo de

lamina foi observada também em duas amostras, porém ambas em grau intenso (figura 13 F).



TV

SC

MTA

Laminina

7 dias 90 dias

FIGURA 13 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da matriz conjuntiva
extracelular em torno de materiais retrobturadores implantados no tecido subcutineo de ratos
nos periodos de sete e 90 dias: Analise da laminina . Imunofluorescéncia com polyclonal rabbit
anti-Laminin e goat anti-mouse igG Dylight488 (verde). Grupo controle (TV): (A) grau de
intensidade moderado; (B) grau de intensidade discreto. Sealapex Consistente (SC): ( C) grau de
intensidade discreta; ( D) grau de intensidade moderado. MTA: ( E ) grau de intensidade moderado;
(F ) grau de intensdidade intenso.
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7.2.3 Colageno tipo III

No grupo controle tubo vazio, com sete dias, a expressdo positiva do colageno III foi observada
em uma amostra em grau moderado (figura 14 A). No periodo de 90 dias, a expressdo positiva foi
em duas amostras, sendo uma em grau discreto e a outra em grau moderado (figura 14 B). No grupo
Sealapex Consistente, observou-se, com sete dias, expressdo de coldgeno III em duas amostras,
sendo ambas em grau discreto (figura 14 C). Com 90 dias a expressdo de colageno III foi observada
nas trés amostras, sendo duas em grau discreto (figura 14 D) e uma em grau intenso. Apoés sete dias,
no grupo MTA observou-se discreta expressdo de coldgeno Il em uma amostra (figura 14 E), e
negativo nas outras duas. Com 90 dias, a expressdo de coladgeno III foi observada em duas amostras,

ambas em grau intenso e negativo na outra (figura 14 F).



Colagenolll

7 dias 90 dias

FIGURA 14-Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da matriz conjuntiva
extracelular em torno de materiais retrobturadores implantados no tecido subcutaneo de
ratos nos periodos de sete e 90 dias: Analise do colageno tipo III Imunofluorescéncia com
rabbit | antibody to rat collagen type III e goat anti-mouse igG Dylight488 (verde). Grupo controle
(TV): ( A e B) grau de intensidade moderado. Sealapex Consistente (SC): (C e D) grau de
intensidade discreto. MTA: (E) grau de intensidade discreto; ( F) grau de intensidade moderado.
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7.2.4 Colageno tipo I

No grupo controle, tubo vazio, com sete e 90 dias, a expressdo da marcacdo de colageno tipo I
foi observada em uma das trés amostras observadas, sendo ambas em grau discreto (figura 15 A e
B). No grupo Sealapex Consistente, observou-se com sete dias, expressao em grau discreto de
colageno I nas trés amostras avaliadas (figura 39 C). Com 90 dias a expressdo de colageno I foi
observada nas trés amostras, sendo duas em grau discreto ¢ uma em grau intenso (figura 39 D). No
grupo MTA, apds sete dias, observou-se expressao de colageno I nas trés amostras, sendo duas em
grau moderado (figura 15 E) e uma em grau discreto. Com 90 dias, a expressdo de colageno I foi
observada também nas trés amostras, sendo duas em grau moderado e uma em grau intenso (figura

15 F).



Colagenol

7 dias 90 dias

FIGURA 15 — Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da matriz conjuntiva extracelular
em torno de materiais retrobturadores implantados no tecido subcutaneo de ratos nos periodos
de sete e 90 dias: Analise do colageno tipo L Imunofluorescéncia com rabbit antibody to rat
collagen, type I e goat anti-mouse igG Dylight488 (verde). Grupo controle (TV): (A e B) auséncia de
expressdo de coldgeno tipo I. Sealapex Consistente (SC): (C) grau de intensidade discreto; (D) grau de
intensidade intenso . MTA: (E) grau de intensidade moderado; (F) grau de intensidade intenso .
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QUADRO 4- MARCAGAO E GRADUAGAO DAS PROTEINAS AVALIADAS UTILIZANDO A TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA NO PERIODO SETE DIAS

FIBRONECTINA LAMININA COLAGENO IlI COLAGENO |
7 DIAS MARCACAO GRADUACAO | MARCACAO GRADUACAO | MARCACAO GRADUACAO | MARCACAO GRADUACAO
R1TV + 1 AUSENTE 0 AUSENTE 0 AUSENTE 0
R2 TV ++ 2 ++ 2 ++ 2 AUSENTE 0
R3 TV + 1 + 1 AUSENTE 0 + 1
R1SC AUSENTE 0 AUSENTE 0 AUSENTE 0 + 1
R2 SC + 1 + 1 + 1 + 1
R3 SC ++ 2 + 1 + 1 + 1
R1 MTA AUSENTE 0 AUSENTE 0 + 1 ++ 2
R2 MTA + 1 ++ 2 AUSENTE 0 ++ 2
R3 MTA ++ 2 ++ 2 AUSENTE 0 + 1

GRADUAGAQ: 0 - AUSENTE/ 1 (+)- DISCRETA / 2 (++) - MODERADA/ 3 (+++)- INTENSA
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QUADRO 5- MARCAGAO E GRADUAGAO DAS PROTEINAS AVALIADAS UTILIZANDO A TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA NO PERIODO 90 DIAS

FIBRONECTINA LAMININA COLAGENO IlI COLAGENO |
90 DIAS MARCACAO GRADUACAO MARCAGCAO GRADUACAO MARCAGAO GRADUACAO MARCACAO GRADUACAO
R1TV ++ 2 ++ 2 AUSENTE 0 AUSENTE 0
R2 TV AUSENTE 0 + 1 ++ 2 AUSENTE 0
R3 TV + 1 + 1 + 1 + 1
R1 SC AUSENTE 0 + 1 + 1 + 1
R2 SC + 1 ++ 2 + 1 + 1
R3 SC AUSENTE 0 + 1 +++ 3 +++ 3
R1 MTA AUSENTE 0 AUSENTE 0 AUSENTE 0 ++ 2
R2 MTA + 1 +++ 3 ++ 2 +++ 3
R3 MTA + 1 +++ 3 ++ 2 +++ 3

GRADUAGAQ: 0 - AUSENTE/ 1 (+)- DISCRETA / 2 (++) -~ MODERADA/ 3 (+++)

- INTENSA
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7.3 ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo das variaveis entre os grupos estudados e os valores encontrados para
inflamagdo, tecido de granulag@o, fibrose e calcificagdo no tecido conjuntivo capsular reacional em
torno dos materiais implantados, nos diferentes periodos experimentais, estdo representados nas
figuras 16, 17 e 18. Nos ndo observamos diferenga estatistica entre os grupos tubo vazio, Sealapex
Consistente (SC) e Agregado de Trioxido mineral (MTA) para as variaveis inflamagéo, tecido de
granulacdo ¢ fibrose. Como esperado, ambos os materiais (MTA e SC) apresentaram maior
calcificacdo em cada periodo experimental (sete, 60, 90 dias) quando comparado ao TV. Entretanto,
a calcificacdo do material SC foi mais evidente quando comparado ao TV nos periodos de 60 e 90
dias (figura 17 e 18). Embora o MTA tenha apresentado um maior grau de calcificagdo apds 90 dias
em relagdo ao TV, o resultado ndo foi estatisticamente significante (p=0,053) (figura 18). Quando
se realizou a comparagdo entre os periodos experimentais (figura 19 A, B, C e D), ndo foi observada
diferenca estatistica nos grupos tubo vazio e Sealepex Consistente para a inflamagio. Ja no grupo
do MTA, houve diferenga estatisticamente significante entre o periodo de sete e 60 dias (p=0,036),
(figura 43 A). Para a varidvel tecido de granulacdo, nos grupos tubo vazio ¢ MTA ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes, entretanto no grupo Sealapex Consistente
observou-se diferenga estatisticamente significante entre o periodo de sete e 60 dias para esta
variavel (p=0,0321), (figura 19 B). Quanto a fibrose, em nenhum dos trés grupos foi possivel
encontrar diferenca estatistica. Na avaliagdo da calcificagdo, no grupo tubo vazio, ndo se observou
nenhuma granulag@o do tipo Von Kossa positiva. Porém, no grupo Sealapex Consistente ¢ MTA,
foram observadas granula¢oes Von Kossa positiva em todos os periodos experimentais. Diferenca
estatisticamente significante s6 foi observada no grupo do Sealapex Consistente entre o periodo de

sete e 60 dias (p=0,0217) (figura 19 D).
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Figura 16. Representagdo grafica em escores dos eventos histomorfologicos analisados no grupo controle (TV) e nos
grupos experimentais ( SC e MTA) apds periodo de sete dias. Graduag@o: O=ausente; 1=discreta;

2=moderada; 3=intensa
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Figura 17- Representagdo grafica em escores dos eventos histomorfologicos analisados no grupo controle (TV) e nos
grupos experimentais ( SC e MTA) apo6s periodo de 60 dias. Graduagdo: O=ausente; 1=discreta; 2=moderada;

3=intensa
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Figura 18 — Representacdo grafica em escores dos eventos histomorfologicos analisados no grupo controle (TV) e nos

grupos experimentais ( SC e MTA) apos periodo de 90 dias. Graduagdo: O=ausente; 1=discreta; 2=moderada;

3=intensa
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Figura 19. Representagdo grafica em escores dos eventos histolologicos analisados, quando comparados entre os

periodos de 7, 60 e 90 dias. Graduagdo: O=ausente; 1=discreta; 2=moderada; 3=intensa
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Nesta pesquisa, a dindmica do reparo da matriz conjuntiva extracelular do tecido subcutaneo de
rato em torno dos materiais retrobturadores e controle também foi avaliada através do estudo das
glicoproteinas, fibronectina e laminina e dos colagenos tipo I e III, nos periodos experimentais de 7
e 90 dias. Estas varidveis respostas foram observadas através da imunomarcagdo, em cortes
criopreservados, de tecido subcutaneo de ratos, utilizando a técnica da imunofluorescéncia indireta.
A comparagdo dessas variaveis entre os grupos foi realizada através do teste ndo paramétrico, pois
tais variaveis forneceram dados qualitativos, apresentando-se em escala ordinal. A diferenga entre
os grupos foi analisada utilizando o teste de Frideman e a comparagdo multipla de Dunn’s. Apoés
analise das varidveis, ndo se observou diferenca estatisticamente significante entre os grupos
experimentais e controle (p>0,05) nos periodos de sete e 90 dias, (figuras 20 e 21).

Na comparacdo das variaveis respostas entre os periodos experimentais de 7 e 90 dias, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney, pois as observagdes foram medidas em escala ordinal, também
ndo se observou diferenga estatisticamente significante (p>0,05) (figura 22).

Os resultados estatisticos ndo significativos em relagdo aos componentes da matriz conjuntiva
extracelular provavelmente é consequéncia de um nimero amostral pequeno (trés amostras por
grupo). Para contornar esta dificuldade, seria necessario aumentar o tamanho da amostra de cada

grupo, o que no momento ndo foi possivel devido a restrigdes técnicas e financeiras.
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Figura 20. Representacdo grafica da marcagdo pela Imunofluorescéncia indireta dos anticorpos estudados no grupo
controle (TV) e nos grupos experimentais ( SC e MTA) apo6s periodo de 07dias. Graduagdo: O=ausente;

1=discreta; 2=moderada; 3=intensa
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Figura 21. Representagdo grafica, em escores, da marcagdo pela Imunofluorescéncia Indireta dos anticorpos estudados
no grupo controle (TV) e nos grupos experimentais ( SC e MTA) ap6s periodo de 90 dias. Graduagdo:

O=ausente; 1=discreta; 2=moderada; 3=intensa
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Figura 22. Representagdo grafica, em escores, da marcacdo pela imunofluorescéncia Indireta das glicoproteinas
adesivas (fibronectina e laminina) e proteinas estruturais (colageno tipo III e I), quando comparadas entre os

periodos de 7 e 90 dias. . Graduagdo: O=ausente; 1=discreta; 2=moderada; 3= intensa.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, optamos pela implantacdo dos tubos de polietileno com ou sem os
materiais em tecido conjuntivo subcutdneo de ratos por ser um dos testes secundarios
amplamente utilizados. Estes animais sdo menos susceptiveis ao processo infeccioso, ser um
método simples e econdmico introduzido por Torneck et al. (1966), além de ser uma
metodologia proposta por vdrias entidades internacionais (American Dental Association/

American National Standarts Institute, 1979; Federation Dentaire International, 1980).

Quanto ao tempo experimental, na literatura ndo existe uma padroniza¢do quanto ao
periodo de avaliagdo, a American Dental Association (ADA) sugere periodos que podem
variar entre 7-10, 21-35 e 60-80. Na literatura observam-se os mais variados periodos: 7, 15 e
30; 7, 30 ¢ 60; 15, 30 e 60, assim acredita-se que ndo haja uma norma inflexivel para esses
tempos experimentais. No caso de nossa pesquisa, as analises foram realizadas aos sete, 60 e
90 dias para o protocolo de analise histologica e sete e 90 para o protocolo de
imunofluorescéncia indireta, a semelhanca de outros trabalhos em tecido subcutineo de ratos
(HOLLAND et al, 1999; MENEZES et al., 2005; PERASSI et al., 2008; GOMES FILHO et
al., 2009a; CUNHA et al., 2011; GOMES FILHO et al., 2011; QUEIROZ et al., 2011,
SILVEIRA et al., 2011). Comparando com a clinica, os periodos experimentais utilizados em
nosso estudo estdo coerentes com a cinética de reparo da regido periapical apds a realizagdo
da cirurgia parendoddntica. Segundo Witherspoon & Johnson (2007), o preenchimento da
cavidade cirurgica com tecido 6sseo acontece em torno de dois meses, ja o cemento cobre o
apice radicular em torno de 28 dias e a inser¢do das recém-formadas fibras apicais, do
cemento ao 0sso alveolar, também ocorre aproximadamente em torno de dois meses apds a

cirurgia.

Apesar do sucesso biologico do MTA ser amplamente comprovado, t€m sido apontadas
algumas desvantagens no uso deste cimento pelos profissionais: o dificil manuseio, tempo
prolongado de presa e o seu custo. Segundo o fabricante do MTA Angelus, houve uma
reducdo deste tempo para dez minutos devido a remocdo do sulfato de célcio, com a presa
total deste cimento sendo alcangada depois de quinze minutos da espatulagdo. Em relagdo ao
Sealapex Consistente, devido a facilidade de manipulagdo e preenchimento, este material
apresenta, nestes dois aspectos, grande vantagem com relacio ao MTA, uma vez que a
consisténcia do mesmo facilita sua introdugdo nas retrocavidades. Nos grupos experimentais

desta pesquisa, nos periodos observados, todos os materiais testados apresentaram
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comportamento bioloégico semelhante, a resposta do tecido conjuntivo foi uma discreta
inflamagdo cronica. No periodo de sete dias, no grupo MTA, na maioria das amostras
observou-se uma discreta inflamacdo cronica, e algumas células gigantes tipo corpo estranho,
semelhante aos resultados encontrados por Holland et al.,, (1999) e Vita et al,, (2008).
Resultados diferentes foram encontrados por alguns autores, nos quais a inflamag@o foi na
maioria das vezes de intensidade moderada a intensa (LOPES, et al. 2003; YALTIRIK, et
al.,2004; GOMES FILHO, 2009b, SHAHI et al., 2010; GOMES FILHO et al., 2010). Neste
periodo de sete dias, o Sealapex Consistente também apresentou discreta inflamagdo crénica,
diferentes dos resultados encontrados por Vita et al., (2008) e Cunha, et al., (2011), que

encontraram uma moderada a intensa inflamagéo cronica.

A neoformagdo vascular é um evento fundamental para o processo do reparo. O aporte
sanguineo adequado ¢ imprescindivel para a atividade metabdlica dos fibroblastos. Aos 7, 60
e 90 dias todos os grupos experimentais e controle exibiram neoformagdo vascular
semelhante, ou seja, apresentaram proliferacdo angioblastica em grau discreto (figuras 3 a 11

A,BeC).

Nos estudos que avaliam a resposta do tecido conjuntivo de ratos frente a implantagdo de
materiais, a formagao de uma capsula fibrosa ao redor do implante sugere que o mesmo € bem
tolerado pelos tecidos (YALTIRIK, et al., 2004). Em nosso estudo, aos sete dias o MTA e o
Sealapex Consistente apresentaram uma fibrose que variou de discreta a moderada, entretanto
no Sealapex Consistente foi observado maior niimero de amostra com intensidade moderada,
resultados semelhantes aos encontrados por alguns autores (VITA et al., 2008; GOMES
FILHO , et al., 2009a; GOMES FILHO , et al.,, 2009b; GOMES FILHO, et al., 2011;
QUEIROZ, et al., 2011; SILVEIRA et al., 2011).

No periodo de 60 dias, no grupo do MTA, a inflamagdo estava ausente em metade
das amostras avaliadas. Quando presente, a inflamagdo foi discreta com predominio de
macrofagos e células gigantes fagocitando o material retrobturador, o tecido de granulagio
também foi discreto. A fibrose apresentou-se mais densa variando de discreta a intensa.
Segundo Menezes et al., (2005), com sessenta dias 0 MTA néo foi irritante na area estudada e
ndo interferiu com o processo de reparo natural da cicatrizagdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por alguns autores (YALTIRIK, et al., 2004; VITA et al., 2008; SHAHI et al.,
2010; GOMES FILHO, et al., 2011). Quanto ao Sealapex Consistente, também com 60 dias,

apresentou inflamag@o crénica em todas as amostras, com redugdo dos numeros de vasos,
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sendo a fibrose moderada na maioria das amostras. Resultado diferente foi encontrado por
Vita et al., (2008), quando metade das amostras do Sealapex Consistente ndo apresentaram
inflamagdo. Cunha et al., (2011) observaram que, apds 42 dias de implantacdo, no tecido
subcutaneo de rato, o Sealapex Consistente apresentou discreta reagao inflamatoria, mas ainda
havia presenca de células gigantes tipo corpo estranho. Segundo estes autores, a combinagdo
do Sealapex com o 6xido de zinco parece ndo alterar as propriedades bioldgicas deste
cimento, corroborando com Valera et al., (2005) que utilizaram o 6xido de zinco para dar
radiopacidade ao Sealapex. Queiroz, et al., (2011) também utilizaram o 6xido de zinco
adicionado a pasta Calen, combinagdo indicada para obturagdo de dentes deciduos, eles
observaram melhores resultados para esta associacdo quando comparada ao cimento Sealapex.
Ainda segundo estes autores, o 6xido de zinco pode interferir no processo inflamatorio,

reduzindo a capacidade fagocitica dos macrofagos e interfere na membrana dos lisossomos.

No periodo de 90 dias, tanto 0 MTA como o Sealapex Consistente apresentaram discreta
inflamagdo cronica, assim como o tecido de granulagdo e uma discreta capsula fibrosa,
resultados semelhantes aos encontrados por alguns autores (GOMES FILHO, et al., 2009a;
GOMES FILHO, et al., 2009b; GOMES FILHO, et al., 2011). Resultado diferente foi
encontrado por Shahi et al., (2010), em que eles observaram que, ap6s 90 dias, 0 MTA nao
apresentou inflamac@o. Com relagdo a fibrose, também com 90 dias, a maioria apresentou-se

moderada para o grupo MTA e discreta para o Sealapex Consistente.

Ao analisar os resultados histologicos apresentados neste estudo, observamos auséncia da
reagdo inflamatdria no tecido conjuntivo periférico na area dos tubos de polietileno vazios
(grupo controle) em mais da metade das amostras analisadas com 60 dias de observagdo.
Porém, com 90 dias, foi observada uma reacdo inflamatoria crénica discreta em todas as
amostras. De um modo geral, estes resultados sdo semelhantes aos encontrados na literatura
(TORNECK, 1966, CINTRA et al., 2010, GOMES FILHO et al., 2009a; GOMES FILHO, et
al., 2009b; GOMES FILHO et al., 2011; QUEIROZ, et al., 2011; CINTRA, et al., 2012),
indicando a aceitabilidade deste material para realizagdo de analise de biocompatibilidade em

tecido conjuntivo subcutaneo de ratos.

Vita et al., (2008), utilizando-se da mesma metodologia, optaram por implantar em cada
animal trés implantes do mesmo material; diferente da metodologia utilizada nesta pesquisa,
onde em cada animal foram implantados materiais diferentes, em sistema de rodizio. Isto pode

justificar alguns diferentes resultados encontrados, quando comparados as duas metodologias,
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pois diferentes materiais no mesmo animal minimizam as possiveis interferéncias

nutricionais, sistémicas e anatomicas na avalia¢do dos diferentes grupos experimentais.

Na comparagdo das varidveis entre os grupos estudados, ndés ndo observamos diferenca
estatistica entre os grupos tubo vazio, Sealapex Consistente e agregado de trioxido mineral
(MTA) para as variaveis inflamacao, tecido de granulagdo e fibrose. Ja na comparacdo entre
os periodos experimentais, no grupo do MTA houve diferenca estatisticamente significante
entre o periodo de sete e 60 dias (p<0,036) para a inflamagdo (figura 19 A). Este resultado
mostra uma inflamagdo cronica determinada pelo material testado, que a principio era mais
intensa, e com o passar do tempo tornou-se mais discreta, sinalizando biocompatibilidade.
Segundo Shahi et al.,(2010) o alto grau de inflamagdo do MTA pode ser atribuido ao alto
valor inicial do pH, que ¢ produzido durante o endurecimento do material e a produgdo e
lliberagdo de citocinas pro-inflamatorias. Resultados semelhantes a nossa pesquisa foram
encontrados para 0 MTA ( MENEZES et al., 2005; MORALIS, et al., 2006; GOMES FILHO,
et al., 2009a; GOMES FILHO, et al., 2009b; REYES-CARMONA et al., 2010; GOMES
FILHO et al., 2010; GOMES FILHO, et al., 2011). Para a varidvel tecido de granulagdo, no
grupo Sealapex Consistente observou-se diferenca estatisticamente significante entre o
periodo de sete e 60 dias (p<0,032). Esta maior diferenca para o periodo de sete dias
comparado com o de 60 dias, pode revelar um processo de reparo em andamento, pois, a

medida que ha um aumento de colageno, a vascularizagdo diminui.

Utilizando-se a metodologia de retrobturagdo em dentes de caes, tem-se observado que o
MTA favorece o reparo periapical com menos inflamacdo e estimula a mineralizagdo
(FELIPPE; FELIPPE; ROCHA, 2006; BERNABE, et al., 2007; BERNABE et al., 2010).
Resultados semelhantes foram encontrados para o Sealapex Consistente (LUIZ 2003;
TANOMARU FILHO, et al., 2006), assim como para o Sealapex, utilizado como cimento
obturador em dentes de cdes com lesdo periapical (LEONARDO et al., 2003). Entretanto, na
nova formulagdo do Sealapex (substitui¢do do radiopacificador sulfato de bério por tridoxido
de bismuto), para aumentar a radiopacidade e o tempo de validade, Leonardo et al., (2007)
observaram que os canais preenchidos com Sealapex/guta percha sem restauracdo mostraram
alto grau de inflamagfo. Segundo Silveira et al., (2011) esta modificagdo poderia ter afetado

negativamente a biocompatibilidade deste material.

O mecanismo de agdo do MTA em nivel tecidual é semelhante ao hidroxido de calcio

(HOLLAND et al., 1999; HOLLAND et al., 2001; HOLLAND et al., 2002b). Ambos os
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materiais determinam a formagao de granulagdes de calcita. O 6xido de calcio do p6 do MTA,
ao realizar-se a preparacdo da pasta com 4gua, seria convertido em hidréxido de célcio. Este,
por sua vez, em contato com fluidos tissulares, se dissociaria em ions célcio e hidroxila. Os
ions calcio, reagindo com o gas carbonico dos tecidos, dariam origem as granulacdes de
calcita. Junto a essas granula¢des haveria acimulo de fibronectina, a qual permitiria adesdo e
diferencia¢do celular. Na sequencia, haveria formacdo de tecido duro. Reacdo tecidual
semelhante & do MTA pode ser observada com o cimento obturador Sealapex, este cimento
contém em sua formulagdo o 6xido de célcio, o qual reage com os fluidos tissulares para
formar o hidroxido de célcio. Implantando-se o Sealapex também contido em tubos de
dentina, em subcutineo de ratos, foram observados os mesmos resultados descritos para o
MTA, ou seja, ocorreu formagdo de granulagdes de calcita e ponte de tecido duro. Esta
observacdo sugere que o Sealapex tenha o mesmo mecanismo de ag¢do descrito para o MTA

(HOLLAND et al., 2002a).

Em nossa pesquisa, como esperado, ambos os materiais retrobturadores apresentaram
maior calcificacdo, em cada periodo experimental, quando comparados com o grupo controle.
A calcificagdo foi observada através da presenca de granulagdes Von Kossa positiva no tecido
proximo ao material. Na comparacéo entre os grupos, a calcificagdo do Sealapex Consistente
foi mais evidente quando comparado ao tubo vazio nos periodos de 60 (p=0,0017) e 90
(p=0,0081) dias. Embora o MTA tenha apresentado calcificagdo apos 90 dias em relacdo ao
tubo vazio, o resultado ndo foi estatisticamente significante (p>0,05). Nos periodos
experimentais (sete, 60 e 90 dias), quando realizada comparagdo entre 0 MTA e Sealapex
Consistente, ndo foi possivel obter associacdo estatistica, embora com 60 dias o Sealapex

Consistente demonstre maior calcificacdo (Figura 19 D).

Segundo Duarte et al., (2000) e Duarte et al., (2003), o célcio e a liberagdo do pH do MTA
¢ mais elevado no periodo inicial, enquanto o Sealapex produz um pH alcalino ¢ apresenta
maior liberagdo de calcio e ion hidroxila apo6s longos periodos. Isto poderia justificar os
resultados encontrados em nossa pesquisa, na qual observou-se, com o passar do tempo, um
aparente aumento na calcificacdo no grupo Sealapex Consistente e diminui¢do no grupo
MTA. Avaliando a calcificagdo pelo HE ao invés da técnica Von Kossa, resultados
semelhantes foram encontrados por Vita, et al., (2008). Segundo Gomes Filho et al., (2008), a
alta solubilidade do cimento Sealapex aumenta seu efeito fisioquimico e bioldgico,
comparado com outros matérias a base de hidroxido de célcio. Pois, o aumento do pH tem

acdo bactericida, interfere na atividade osteoclastica e promove uma alcaliniza¢do adjacente
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ao tecido. Os jons célcio sdo importantes na ativagdo da adenosina trifosfato calcio-
dependente, migragdo e diferenciagdo celular e reagem com o gés carbdnico do tecido para
formar cristais de carbonato de célcio, os quais servem de niicleos para calcificagdo. Estas
atividades bioldgicas podem explicar os bons resultados do uso clinico de alguns cimentos
contendo hidroxido de célcio. A liberagdo de mais ions célcio e hidroxila pode conduzir o

selamento bioldgico do apice radicular formando tecido mineralizado.

Resultados semelhantes foram encontrados para o MTA (HOLLAND et al, 2001;
HOLLAND et al 2002b; MORAIS et al. 2006; GOMES FILHO et al., 2009a; GOMES
FILHO et al., 2009b; GOMES FILHO et al, 2010; GOMES FILHO et al.,2011); para o
Sealapex puro (HOLLAND et al., 2002a; GOMES FILHO et al, 2008; GOMES FILHO, et al
2011). Ao utilizar a técnica de Von Kossa, Lopes et al. (2003) ndo observaram a formagao de
areas basofilas calcificadas quando se implantou o MTA dentro de tubos de polietileno em
tecido conjuntivo subcutaneo de ratos. Tal acontecimento, segundo esses autores, poderia ser
devido a localiza¢do do corte no tecido ou ao material com o qual é confeccionado o tubo, o
que ndo favorecia areas de calcificacdo, como ¢ o caso de tubo confeccionado por dentina.

Outros trabalhos de pesquisas, utilizando dentes de cdes ou implantes em alvéolos de
ratos, também tém comprovado a capacidade tanto do MTA como Sealapex Consistente em
estimular a formagdo de tecido duro durante o reparo apical e periapical (LUIZ, 2003;
BERNABE;HOLLAND, 2004; FELIPE, M.C.S.; FELIPE, W.T., ROCHA 2006;
TONAMORU FILHO et al., 2006; BERNABE et al., 2007; CINTRA et al., 2009; BERNABE
et al 2010; WALIVAARA, et al., 2012).

A dindmica da MEC no reparo do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, apds os
implantes dos materiais experimentais e controle, foi avaliada através da analise da expressdo,
pela imunofluorescéncia indireta, das glicoproteinas adesivas (fibronectina e laminina) e
proteinas estruturais (colageno tipo III e tipo I) durante os periodos experimentais de 7 ¢ 90
dias. Aos 7 dias, ap6s analise dos resultados, no grupo controle, observou-se presenca de
fibronectina com reagdo imunofluorescente variando de discreta a moderada nas trés amostras
avaliadas. Resultados semelhantes foram observados em duas amostras, para os grupos
Sealapex Consistente ¢ MTA. No periodo de 90 dias, houve redu¢do na presenca de
fibronectina no grupo controle, assim como os grupos MTA e no Sealapex Consistente.
Porém o SC teve uma redug¢do de marcagdo mais pronunciada (Figura 46 A). Mizuno e
Banzai (2008) afirmaram que os ions calcio liberados pelo hidroxido de célcio estimulam a

sintese de fibronectina e que este processo ¢ dose dependente, ou seja, quanto maior a
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quantidade de ions célcio liberada, maior a sintese de fibronectina. Em nosso estudo, ndo foi
possivel fazer esta associacdo, pois com sete dias a expressdo de fibronectina foi semelhante
ao grupo controle comparado aos grupos experimentais. A explicagdo deste resultado pode
estar relacionada com o numero pequeno de amostra, em que a hipotese de nulidade pode ser
aceita, quando na verdade ela ¢ falsa. Com um nimero amostral maior, haveria possibilidade
de os implantes com os materiais indutores de calcificagdo e fibrose terem maior expressao de
fibronectina. Aos 90 dias, como esperado, houve redugdo na expressdo de fibronectina em

todos dos grupos.

Nos grupos experimentais, no periodo de sete dias, a expressdo de laminina teve
imunomarca¢do em duas das trés amostras avaliadas, variando entre discreta a moderada.
Porém, a expressdo de laminina foi maior para o MTA, seguida dos grupos controle e
Sealapex Consistente. No tempo experimental de 90 dias, a expressdao de laminina aumentou
em todos os grupos experimentais. Entretanto, este aumento parece ter sido maior, também,
no grupo MTA, seguido dos grupos Sealapex Consistente e tubo vazio respectivamente.
Segundo Andrade, (2003); Kumar, Abbas e Fausto (2005), o nivel da concentracdo de
laminina eleva-se no local quando as estruturas que contém membrana basal estdo sendo
formadas. A angiogénese ¢ estimulada por inumeros fatores. Talvez o contato do tecido com
os materiais retrobturadores (Sealapex Consistente e MTA) possa justificar o aumento de
novos vasos aos 90 dias, ja que o normal ¢ uma neoformac¢ao de vasos mais acentuada na fase

inicial do reparo, durante a formagao do tecido de granulacdo.

Com sete dias, no grupo Sealapex Consistente, observou-se expressio de colageno tipo
III com graduagao discreta em duas das trés amostras avaliadas. Nos grupos controle (tubo
vazio) ¢ MTA apenas em uma amostra houve marcacdo de colageno tipo III, com graduagio
moderada e discreta respectivamente. Apos 90 dias, houve aumento na expressao de colageno
tipo III em todos os grupos experimentais, sugerindo maior expressdo de marca¢do para o
Sealapex Consistente, seguido dos grupos MTA e tubo vazio. Aos sete dias, nos grupos
experimentais, houve marcagio de colageno tipo I em todas as amostras avaliadas, com maior
expressdo para o grupo MTA, enquanto que no grupo controle a marcagdo foi discreta e em
apenas uma amostra. No periodo de 90 dias, no grupo controle, a marcacdo de colageno tipo I
foi igual ao periodo de sete dias, enquanto a marcagdo nos grupos Sealapex Consistente e

MTA sugere aumento na expressdo da imunofluorescéncia para o colageno tipo I.
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Na fase proliferativa do reparo, no tecido de granulagdo, verifica-se a presenca de
colageno tipo I e III. Na remodelacdo do tecido cicatricial a maior parte do colageno
produzido inicialmente ¢ do tipo III que posteriormente ¢ lisado e substituido pelo colageno
tipo I que predomina e caracteriza um tecido conjuntivo fibroso mais amadurecido
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CONSOLARO, 2009). Em nosso estudo, aos 90 dias,
resultado diferente foi encontrado, ou seja, nos grupos experimentais, observou-se um
aumento na producdo de colageno tipo III com o passar do tempo. Isto € curioso, pois de
acordo a literatura o colageno tipo III predomina na fase inicial do processo reparativo.
Embora se tenha observado qualitativamente uma maior producdo de coldgeno tipo III, nos
grupos experimentais (SC e MTA), comparado ao grupo controle, tal diferenca ndo foi
estatisticamente significante. O niimero pequeno de amostra pode ter influenciado nestes
resultados, ou seja, caso exista uma diferenca na expressdo de coldgeno tipo III entre os

grupos experimentais, esta ndo foi possivel ser observada estatisticamente.

Na literatura observa-se a busca por classificar os graus de reagdo inflamatoria, procurando
avaliar os fatores como o componente celular inflamatério, a ocorréncia da condensagao
fibrosa e a ocorréncia de abscesso e necrose tecidual. Segundo a Federation Dentaire
International (FDI) e a International Organization of Standardization (ISO), os critérios de
avaliacdo dos resultados, de testes realizados em tecido subcutineo de ratos, podem ser
classificados em aceitavel e ndo aceitdvel. Esta interpretacdo deve ser feita de acordo com a
evolugdo do quadro reacional presente em contato com os materiais experimentais (COSTA,

2001b; SCARPABO, 2007).

Desta forma, analisando nossos resultados e correlacionando-os com o critério de
biocompatibilidade sugerido por Costa, (2001b), observou-se que os grupos MTA e o
Sealapex Consistente sdo considerados como aceitdveis e que ambos estimulam a
mineralizacdo. Os materiais retrobturadores utilizados nesta pesquisa tiveram comportamento
biolégico semelhante, a resposta inflamatéria manteve-se discreta, na maioria das vezes, do
inicio ao final do experimento. A presenca do material retrobturador em contato com o tecido
pode permitir ou até induzir o reparo, mesmo estando associado a uma inflamagao discreta e
duradoura, como foi observado em nossa pesquisa. Segundo Reys-Carmona et al, (2010) o
MTA induz um ambiente pré-inflamatdrio e que o processo de biomineralizagdo ocorre
simultaneamente com a resposta aguda e de cura, isto promove a integragdo do biomaterial

com o ambiente.
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Durante a andlise qualitativa e semi-quantitativa da dinidmica do reparo da MEC,
comparando os resultados com sete e 90 dias de observagdo, observou-se que houve redugao
de expressdo de fibronectina, aumento de laminina e de coldgeno tipo Il e tipo I. Em uma
das fases do processo reparatdrio denominada de remodelamento, ocorre substituicdo da
matriz extracelular em etapas. Na propor¢do em que o tecido cicatricial amadurece, o
coldgeno maduro (tipo I) aumenta gradativamente. Paralelamente, o coldgeno tipo III
(imaturo) vai sendo absorvido e substituido por um tipo de colageno mais resistente.
Analisando a figura 22 (d), observa-se esta tendéncia para o coldgeno tipo 1. Porém, este

aumento ndo era esperado para o colageno III, conforme observado também na figura 22 (c).

A maioria dos estudos em animais, principalmente em tecido subcutdneo de ratos, sobre
biocompatibilidade de materiais retrobturadores tem se limitado aos aspectos morfologicos e
histomorfologicos das reagdes teciduais causadas pelos componentes dos cimentos
implantados. Pouco conhecimento sobre o padrdo de expressdo das proteinas da matriz extra
celular, durante o reparo do tecido, em contato com materiais retrobturadores, tem sido
publicado. Mesmo com um nimero pequeno de amostras, o presente estudo descritivo,
através da técnica de imunofluorescéncia indireta, teve como objetivo contribuir e despertar
novas pesquisas quanto a dindmica da matriz extracelular durante o reparo tecidual, neste ou
em outro modelo experimental. Devido a escassas publicacdes avaliando os parametros
estudados nesta pesquisa, através da técnica de imunofluorescéncia indireta, foi dificil
encontrar trabalhos na literatura sobre a dindmica da matriz conjuntiva extracelular em torno
desses materiais retrobturadores. Assim, na nossa discussdo, tivemos dificuldades em
confrontarmos nossos resultados encontrados. Entdo, mais estudos sdo necessdrios para
melhor compreender os reflexos causados pelos materiais retrobturadores quando em contato
com os componentes da matriz extracelular, na tentativa de desenvolver uma estratégia de

tratamento que favoreca um melhor reparo tecidual.
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9 CONCLUSAO

1-

O implante de materiais retrobturadores em tecido celular subcutdneo de ratos ¢ um
bom modelo para o estudo. Através da microscopia Optica, foi possivel avaliar o
processo inflamatdrio, tecido de granulagdo, fibrose, calcificagdo e reparo tecidual da

reagdo tissular em torno do MTA e Sealapex Consistente.

A anilise dos componentes da MEC pesquisados através da IFI, em torno dos
materiais retrobturadores avaliados, nos periodos experimentais de sete ¢ 90 dias, pos-
implantes subcutineo, evidenciou uma diminui¢do da producdo de fibronectina e
aumento da quantidade de laminina, colagenos tipo I e tipo III, embora sem diferenga

estatistica;

Houve calcificagdo variavel no tecido em torno dos dois materiais, estando ausentes

no grupo controle.

Segundo o critério de biocompatibilidade, seguido neste estudo, concluimos que os
materiais retrobturadores MTA e o Sealapex Consistente sdo considerados como

aceitaveis.
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10 PERPECTIVAS

O modelo de implante de tubos de polietileno, contendo materiais endodénticos, no tecido
conjuntivo subcutdneo de ratos, ¢ um recurso metodoloégico comprovadamente satisfatorio
para o teste de biocompatibilidade (TORNECK, 1966; COSTA, 2001a, LOPES, 2003;
GOMES FILHO et al., 2009a, 2009b; GOMES FILHO, et al., 2011; CUNHA, et al., 2011).
Entretanto, a regifo periapical, onde ¢ realizada uma cirurgia parendodéntica com o uso de
um material retrobturador, estd envolvida por diferentes tecidos. Logo, o sucesso desta
cirurgia esta na dependéncia do processo reparatdrio de estruturas teciduais como cemento,
osso alveolar e ligamento periodontal. Assim, faz-se necessario eleger outra metodologia que
possa reproduzir o mais proximo possivel as condigdes periapicais. Dentre estas podemos
citar implantes em alvéolos de ratos (CINTRA, et al., 2010) e em dentes de caes (LUIZ,
2003). Assim, estes modelos poderiam simular, de forma mais adequada, o processo de reparo

em torno de materiais retrobturadores. Portanto, usando uma destas metodologias pode-se:

e Avaliar as proteinas de matriz (colageno tipo I) e as glicoproteinas (fibronectina ,
tenascina ¢ laminina) durante o reparo em tecido Osseo utilizando a técnica de
imunohistoquimica;

e Avaliar as proteinas ndo-colagenas constituintes da matriz organica de tecidos
mineralizados: osteonectina (OCN), osteopontina (OPN), sialoproteina 6ssea (BSP) e

osteocalcina (OCC) utilizando a técnica de imunohistoquimica.
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ANEXO A TECNICA VON KOSSA

SOLUCOES UTILIZADAS:

o AgNO; 5%
e Tiossulfato de sddio a 5%
e Safranina a 0,5%

1- Xilol 1

2- Xilol I
3- Alcool I
4- Alcool II

10 minutos

10 minutos

10 minutos

10 minutos

5- Lavar com 4gua corrente rapidamente

6- Lavar com agua destilada rapidamente

7- AgNO; 5% exposto a duas lampadas de 100 watts por 90 segundos

8- Lavar rapidamente com agua estéril e apirogénica.

9- Tiossulfato de sodio a 5%

30 segundos

10- Lavar rapidamente com agua destilada

11- Safranina a 0,5%
12- Lavar com Alcool Iell
13-Lavar com Xilol Tell

14- Montar em balsamo

30 segundos
30 segundos

5 segundos
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Técnica adaptada da plataforma de histotecnologia da Fiocruz-Ba (MALLORY, F.B., 1961)
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PARECER

O Projeto- de pesquisa n°. 012/2008 intifulado “DINAMICA DA
FORMAGAO DA MATRIZ CONJUNTIVA EXTRACELULAR EM TORNO DE
MATERIAIS RETROBTURADORES EM TEGIDO SUBCUTANEO E
ALVEOLOS DENTARIOS: ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS WISTARY,
de autoria de WALDECIO DOS SANTOS VITA, tem como objetivo estudar a
dindmica da matriz extracelular em torno de tubos de polietileno contendo dois
materiais retrobturadores, MTA e Sealapex Consistente, em tecido subcutéaneo
e em tecido intra-6sseo de ratos (rraius novergicus). Para isso, serdo utilizados
110 ratos nos implantes intra-6sseos e 50 ratos nos implantes subcutaneos.
Para o primeiro p.rotocolo, 0s animais serao distribuidos em trés grupos: grupo
experimental - 80 animais; grupo controle - 30 animais. No segundo protocolo,
os animais seréo distribuidos em cinco grupos de.10 animais. O procedimento
anestésico serd o seguinte: . Acepromazina, - medicagdo pré-anestésica,
neuroplégica, tranquilizante, seguido e Ketamina como um anestésico geral.
Apds anestesia, sera realizada anti-sepsia na &rea da tricotomia na regiao
dorsal do animal com &lcool-iodado, procedendo-se duas incisées de 10 mm de
extensao na regido mediana do dorso do animal. Nas incisées, serd feita
divisao lateral do tecido, criando. trés lojas cirdrgicas, onde serdo colocados os
implantes, duas lojas na regido escapular e uma né regido pélvica. Os trés
tubos de polietileno serdo preenchidos, individualmente, com cimentos MTA
(Agregado Tri 6xido Mineral), Sealapex Consistenté e outro tubo ficara vazio e

- implantados no-interior das lojas cirtirgicas e suturados com fio de nylon 5-0.

Apbs - esse procedimento, 0s animais serdo monitorados no Biotério da
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" Universidade Estadual de Feira de Santana. Na etapa seguirite, 0s animais
serdo novamente anestesiados e removidos as regiées dos implantes para
andlise histopatolégicas apés processamento histologico. Os animais seréd
mortos por overdose d‘e» anestésico. Outras técnicas serdo realizadas como a
Imuno-histoquimica, ‘ Imunofluerescéncia -Indireta para tipagem do colageno
Tipos |, Il e IV, Fibronectina e Laminina.

Diante do exposto, sou favoravel & execugao do projeto por considera-lo
dentro das normas da ética no uso de animais experimentais, conforme reuniéo
ordinaria do Comité do dia 28 de outubro de 2008.
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