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RESUMO

JACOMINE, M. B. Influéncia do Estresse Cronico na Biocompatibilidade de
Cimentos Endodénticos. 2025. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2025.

Os cimentos endododnticos quando em contato com os tecidos sdo capazes de
provocar reacOes inflamatérias de diferentes intensidades, de acordo com a
composicao desses materiais. O estresse cronico afeta consideravelmente a resposta
imunolégica, através do aumento da concentracao de glicocorticoides, de citocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatorias, que podem afetar também a reparacao tecidual.
O objetivo desse estudo foi correlacionar o estresse crénico com a reposta tecidual de
diferentes cimentos endodonticos empregando o modelo de biocompatibilidade (ISO
10993-6:2016) em tecido subcutdneo de ratos. Foram utilizados 28 ratos Wistar
divididos em 2 grupos, com 14 animais cada: ratos controle (rC) e ratos estressados
(rE). Cada animal recebeu implante de 4 tubos de polietileno em seu tecido
subcutaneo, sendo trés deles preenchidos de cimentos obturadores (Sealapex, AH
Plus e Endofill) e um vazio para controle. Os periodos de avaliagdo foram de 7 e 30
dias (n=7/tempo). Apds a eutanasia, os tubos e o tecido circundante foram removidos
e processados para analise microscépica. A inflamacéo foi avaliada em cortes
teciduais corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e o processo reparativo por meio
da analise do colageno, empregando a coloracdo de Picrosirios red (PSR). A
estatistica foi realizada de acordo com cada tipo de analise e foi considerado o nivel
de significancia de 5% (p <0,05). Na andlise histolégica em rC aos 7 dias observou-
se que o grupo Endofill apresentou infiltrado inflamatério mais intenso comparado ao
Controle (p = 0,031). Em rE nao houve diferenc¢a entre os grupos em nenhum periodo
(p > 0,05). Comparando a resposta de cada grupo em funcdo da presenca ou nao do
estresse, observou-se que apenas aos 7 dias o grupo controle em rE apresentou
infiltrado inflamatério mais intenso que o grupo Controle em rC (p < 0,05). Para PSR,
na comparacao entre os grupos em rC, aos 7 dias, os grupos Sealapex e Endofill
apresentaram maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras
maduras quando comparados aos grupos Controle e AH Plus (p < 0,05). O grupo
Controle, Sealapex e Endofill em rE apresentaram maior percentual de fibras imaturas

e menor percentual de fiboras maduras comparado aos grupos Controle, Sealapex e



Endofill em rC (p < 0,05). O grupo AH Plus em rE, tanto aos 7 dias quando aos 30 dias
apresentou maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras
comparado ao grupo AH Plus em rC p < 0,05. Portanto, conclui-se que o estresse
cronico influenciou a resposta tecidual de cimentos endodonticos, aumentando o

infiltrado inflamatdrio e retardando o reparo tecidual.

Palavras-chave: Materiais dentéarios. Inflamacgdo. Endodontia.



ABSTRACT

JACOMINE, M. B. Influence of Chronic Stress on the Biocompatibility of
Endodontic Cements . 2025. Bachelor's Degree Thesis — School of Dentistry, Sao
Paulo State University (UNESP), Aracatuba, 2025.

When in contact with tissues, endodontic cements are capable of provoking
inflammatory reactions of different intensities, depending on the composition of these
materials. Chronic stress considerably affects the immune response by increasing the
concentration of glucocorticoids, pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines,
which can also affect tissue repair. The aim of this study was to correlate chronic stress
with the tissue response of different endodontic cements using the biocompatibility
model (ISO 10993-6:2016) in rat subcutaneous tissue. 28 Wistar rats were used,
divided into 2 groups of 14 animals each: control rats (rC) and stressed rats (rE). Each
animal had 4 polyethylene tubes implanted in its subcutaneous tissue, three of which
were filled with filling cements (Sealapex, AH Plus and Endofill) and one was empty
for control purposes. The evaluation periods were 7 and 30 days (n=7/time). After
euthanasia, the tubes and surrounding tissue were removed and processed for
microscopic analysis. Inflammation was assessed in tissue sections stained with
Hematoxylin and Eosin (HE) and the repair process through collagen analysis using
Picrosirius red (PSR) staining. Statistics were performed according to each type of
analysis and a significance level of 5% (p <0.05) was considered. Histological analysis
of rC at 7 days showed that the Endofill group had a more intense inflammatory
infiltrate compared to the Control group (p = 0.031). In rE, there was no difference
between the groups at any time (p > 0.05). Comparing the response of each group
according to the presence or absence of stress, it was observed that only at 7 days did
the control group in rE show a more intense inflammatory infiltrate than the Control
group in rC (p < 0.05). For PSR, when comparing the groups in rC, at 7 days, the
Sealapex and Endofill groups showed a higher percentage of immature fibers and a
lower percentage of mature fibers when compared to the Control and AH Plus groups
(p < 0.05). The Control, Sealapex and Endofill groups in rE showed a higher
percentage of immature fibers and a lower percentage of mature fibers compared to
the Control, Sealapex and Endofill groups in rC (p < 0.05). The AH Plus group in rE,
both at 7 days and 30 days, showed a higher percentage of immature fibers and a
lower percentage of mature fibers compared to the AH Plus group in rC (p < 0.05).
Therefore, it can be concluded that chronic stress influenced the tissue response to
endodontic cements, increasing the inflammatory infiltrate and delaying tissue repair.

Keywords: Dental materials. Inflammation. Endodontics.
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1 INTRODUCAO

O estresse € um mecanismo fisiolégico de defesa do organismo que tem 0s
sistemas nervoso e imunologico atuando no processo adaptativo aos chamados
agentes estressores (Dragos & Tanasescu, 2010). As principais vias de interacéo
entre esses dois sistemas sao o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o sistema
nervoso simpatico (SNS) e seus componentes pré-inflamatérios, imunolégicos e
metabdlicos (Godoy et al., 2018). Um desajuste no eixo HPA induzido pelo estresse
cronico afeta a resposta neuroenddcrina e influéncia na resposta imunoldégica, através
do aumento da concentracédo de glicocorticoides, de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias (Keller-Wood, 2015). Entender a resposta inflamatéria frente a cimentos
endoddnticos em animais estressados se torna um tema pertinente para ser discutido

atualmente, onde os agentes estressores sao eminentes a vida moderna.

Os cimentos endodénticos sdo encontrados em diferentes formulagdes de
acordo com seu composto principal. Os mais comuns sdo: os a base de resina epoxi,
0s que possuem o hidroxido de célcio e os de 6xido de zinco e eugenol. As reacdes
teciduais de materiais que entram em contato com os tecidos vivos devem ser
verificadas segundo as normas ISO para testes de avaliacdo das propriedades
biologicas. Dentre estes testes, temos o de avaliagcdo do efeito local, utilizando o
método de implantacdo em tecido subcutaneo de ratos (ISO 10993-6:2016). Para o
estudo foram selecionados cimentos endodonticos com formulagbes diferentes,
justamente para analisar os efeitos de varios componentes em funcdo do estresse
cronico. Os cimentos Sealapex que contém o hidréxido de calcio e o cimento AH Plus
a base de resina epdxi sdo considerados biocompativeis enquanto que o cimento
Endofill promove uma inflamagcdo mais exacerbada e que permanece por maiores

periodos de anélise (Cintra et al., 2017).

O processo inflamatorio pode ser avaliado pela coloracdo de HE (Gomes-Filho
et al., 2009). Além disso, podemos analisar o processo de reparo verificando a
maturacdo do colageno pela coloracdo de PSR (Benetti et al.,, 2020), cuja

birrefringéncia permite distinguir as fibras maturas de imaturas.

Assim, a proposta do presente estudo é correlacionar o estresse cronico com
as repostas teciduais frente a diferentes tipos de cimentos endodénticos, aplicando

metodologias ja conhecidas e padronizadas.



14

2 DESENVOLVIMENTO

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do estresse por retencédo sobre a biocompatibilidade dos
cimentos endodoénticos Sealapex, Endofill e AH Plus empregando o modelo ISO

10993-6:2016, para testes de implantagcdo em tecido subcutaneo.
2.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos do estudo foram:

e Avaliar o infiltrado inflamatdrio frente aos diferentes cimentos, pela coloragcéo
de hematoxilina-eosina (HE);

e Avaliar a producdo e maturacdo do colageno frente aos diferentes cimentos,
por meio da coloragao de Picrosirius red, em tecido subcutaneo de rE e rC;

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material
- Animais

Foram utilizados 28 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando entre 250¢g
a 280g, com 75 dias de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em
gaiolas coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o periodo
experimental com dieta sdlida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24 horas apds
a intervencdo. Os procedimentos experimentais propostos foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais — CEUA (Processo FOA n° 0250-
2021).

- Drogas

Os animais ficaram em quarentena para adaptacdo no novo habitat e para
contencgdo de alguma possivel doenga de facil propagacdo. Uma semana antecedente

ao procedimento cirargico, os animais foram vermifugados com Ivermectina 1%
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(Boehringer Ingelheim Animal Health do Brasil Ltda, Paulinia, Brasil) via oral (0,3 ml

dissolvidos em 1 litro de agua) por um periodo de 5 dias.

O protocolo anestésico utilizado para o procedimento cirtrgico de implantacéo
dos tubos foi a base de Xilazina 2% (relaxante muscular, analgésico e sedativo,
Xilazin, Syntec — Barueri, Brasil — 10mg/Kg) e a base de Cloridrato de Cetamina a 10%
(Cetamin, Syntec — Barueri, Brasil — 80mg/Kg), via intramuscular. Para eutandsia, 0s
animais foram anestesiados via intraperitoneal com Thiopentax® 3% (Cristélia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil), na dosagem de 150mg/kg e,

em seguida, foram decapitados com o auxilio de uma guilhotina.
- Cimentos endododnticos utilizados

Foram utilizados o cimento Sealapex® (Kerr Endodontics, SybronEndo,
Joinville, Brasil, Endofill® (DENTSPLY Indastria e Comércio Ltda. Pirassununga,
Brasil) e AH Plus® 19 (DENTSPLY Industria e Comércio Ltda. Pirassununga, Brasil).
Cada cimento foi preparado de acordo com a especificacbes do fabricante e
imediatamente inseridos nos tubos de polietileno.

3.2. Métodos
- Implantacéao dos tubos

Foram utilizados 112 tubos de polietileno (Abbot Lab. Do Brasil Ltda., S&o
Paulo, Brasil) com 1,0 mm de diametro interno, 1,6 mm de diametro externo e 10,0
mm de comprimento (ISO 10993-6:2016) (International Organization for
Standardization, 2016) os quais foram esterilizados em éxido de etileno (ISO 10993-

7:2008) (International Organization for Standardization, 2008).

Os animais foram inicialmente pesados, e o0 protocolo anestésico descrito
anteriormente foi utilizado. O periodo de trabalho com cada animal ndo ultrapassou 5

minutos e ndo houve necessidade de complementacdo anestésica.

ApOs a anestesia, foi feita a tricotomia da regido dorsal e lavagem da area com
a finalidade de se evitar contamina¢do do campo cirargico pela presenca de pelos. A
antissepsia da area desprovida de pelos foi efetuada com solugéo de iodo 5%. Em
seguida, o procedimento cirdrgico iniciou-se, realizando uma incisdo com lamina de
bisturi nimero 15 no dorso do animal (tendo a coluna vertebral como linha média de

marcacao). Apos a divulsdo do tecido subcutaneo para o lado esquerdo da porgcao
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cranial e caudal e direito da porcao cranial e caudal, cada bolsa recebeu um tubo com
auxilio de pinga reta. Assim, cada animal recebeu quatro tubos, sendo trés
preenchidos com um dos cimentos e um tubo vazio para controle. O tecido foi suturado
com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson, Sdo Paulo, Brasil) ndo reabsorvivel
e antissepsia final foi realizada com solucdo de iodo 5%. Os animais foram

acompanhados até se recuperarem da anestesia antes de retornarem ao biotério.
- Inducéo do estresse crénico por retencao

Para inducdo do estresse cronico foi utilizado o modelo de retencéo fisica
descrito na literatura (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; PARE; GLAVIN, 1986) com
pequena modificacdo pois tinhamos aparelhos projetados e construidos
especificamente para este fim. Os aparelhos foram construidos com material acrilico
resistente e transparente composto cada um por 5 espacos retangulares individuais
de largura fixa e comprimento ajustavel com orificios para ventilagdo. Cada espaco
possui uma alavanca individual que quando colocada e ativada diminui a area de
movimentag&o do animal para uma area proxima ao seu comprimento, determinando
assim, a imobilizacéo fisica. Para o estimulo estressor os animais foram colocados
nas vagas individuais e as alavancas foram ajustadas para inducédo do estresse por

contencéo

Os animais a serem submetidos ao estresse (rE), foram transportados da sala
da colbnia para uma sala tranquila e isolada. Os animais foram submetidos a retencao
por 2 horas diarias das 8h as 10h. Empregamos o periodo de uma sesséo de 2 horas
gue é considerado suficiente para ativar o eixo HPA e aumentar niveis circulantes de
corticosterona (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; ECHEVERRY; GUIMARAES; DEL
BEL, 2004). Com 7 dias de imobilizacéo fisica, os animais ja podem ser considerados
estressados, com a ativacdo do eixo HPA, sendo que 14 dias é o maximo de tempo
gue esses animais podem ser estressados sem se habituar ao estimulo. No inicio do
experimento, os animais foram submetidos ao estimulo estressor durante 7 dias, para
gue estivessem estressados no momento da implantagcédo dos tubos. Os animais do
primeiro periodo experimental passaram por 14 dias de inducdo do estresse para
ativar o eixo HPA (7 dias antes e 7 dias depois da cirurgia de implantag&o dos tubos).
J4 os animais do segundo tempo experimental (30 dias), embora ja sejam

considerados animais estressados, passaram por um periodo de 9 dias sem
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imobilizacéo fisica, e em seguida foram submetidos a mais 7 dias de estresse por
retencdo, até o momento da eutanasia. Esse cronograma foi adotado para evitar que
os animais ficassem habituados com o estimulo estressor. Os animais do grupo

controle (rC) foram mantidos em suas gaiolas sem serem perturbados.
- Grupos Experimentais

Os animais foram submetidos ao estresse de forma randomizada, ficando
assim divididos em ratos controle (rC) e ratos estressados (rE). Como cada animal
recebeu 4 implantes, sendo 3 com cimentos e 1 tubo vazio, ao final obtivemos 8

grupos.
- Eutanasia

Os periodos de avaliacao foram de 7 e 30 dias. A cada tempo experimental, 7
animais foram eutanasiados. Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com
Thiopentax® 3% (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil), na
dosagem de 150mg/kg. Em seguida foi realizada a eutanasia com o auxilio de

equipamento apropriado, a guilhotina.

- Coleta do tecido subcutdaneo com os tubos de polietileno e

processamento laboratorial

Apo6s sacrificio, foi realizada novamente tricotomia da regido dorsal e
antissepsia da area com solucéo de iodo a 5%. Logo apds, foi realizada nova incisao
com lamina de bisturi nimero 15 utilizando a coluna vertebral como linha média de
marcacdo. Os tubos foram localizados e removidos juntamente com os tecidos
circundantes e foram fixados em solugéo formalina a 10% e pH 7. As amostras foram
processadas, incluidas em parafina, cortadas seriadamente com 5um de espessura e

montadas em laminas para as coloracdes de HE e Picrosirius red.
- Analise histolégica

Os resultados foram expostos por meio de analises descritiva, qualitativa e
guantitativa, referentes a cada grupo experimental e tempo pds-operatorio. As laminas
contendo os cortes mais representativos de cada espécime foram avaliadas sob a
microscopia Optica e utilizadas na analise descritiva. A analise histomorfologica

qualitativa consistiu na descricdo dos fendmenos histopatolégicos, procurando
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caracteriza-los globalmente em funcdo das varidveis experimentais. As analises

qualitativa e quantitativa foram realizadas seguindo os critérios previamente definidos:
e Critério infiltrado inflamatério

Esta analise consistiu na avaliagdo das condi¢cdes histopatologicas das
estruturas examinadas, atribuindo magnitudes registradas sob a forma de escores de
1 a 4 para resposta inflamatoéria, possibilitando dados para analise estatistica no
Software SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A intensidade do processo inflamatorio
foi analisada em conformidade com o numero médio de células inflamatorias
presentes em diferentes campos, de um mesmo espécime, examinados em aumento
de 400X. O método de avaliacdo foi pela atribuicdo de escores e baseado nos critérios
descritos por Orstavik (1988), Federation Dentaire International (1980) e Cintra et al.
(2017c), assim considerados: Escore 1 - Células inflamatdrias ausentes ou em nimero
desprezivel, Escore 2 - Infiltrado inflamatério discreto (menos de 25 células por
campo); Escore 3 - Infiltrado inflamatério moderado (entre 25 e 125 células por
campo); Escore 4 - Infiltrado inflamatorio severo (mais que 125 células por campo).

* Critério fibrosamento (HE)

O fibrosamento foi analisado por meio da mensuracdo da capsula fibrosa. A
capsula foi considerada fina quando menor ou igual a 150um e espessa quando maior
que 150um.

* Critério maturagao do Colageno (PSR)

Os niveis de maturacéo das fibras de colageno foram analisados nas seccdes
coradas por PSR sob microscopia de luz polarizada. O programa Leica LAS 4.12
(Leica Microsystems, Nussloch — Germany) foi utilizado permitindo a selecéo de cores
correspondentes para cada tipo de fibra de colageno nos tecidos subcutaneos. Apds
a selecao de cores, o programa calculou automaticamente a area referente a cada
tipo de fibra. As fibras amarelas esverdeadas foram consideradas imaturas e finas,

enquanto as fibras vermelhas amareladas foram consideradas maduras e grossas.
- Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, IL, USA). A verificagdo da distribuicdo normal das variaveis continuas

guantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis
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gue apresentarem distribuicdo normal foram expressas em média e +- desvio padréao
e aquelas que apresentarem distribuicdo ndo normal foram expressas em mediana
com valor minimo e maximo e percentis. Os valores quantitativos das analises que
seguiram uma distribuicdo normal foram aplicados o teste ANOVA, enquanto que para
comparacdes multiplas dos resultados entre os grupos estudados, foi realizado o teste

Tukey.

Para as analises em escores e para o0s valores quantitativos das analises que
nao seguirdo uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e quando
observada alguma diferenca significativa, foi realizado o cruzamento entre 0os grupos,
pelo teste de comparagBes mdultiplas de Dunn. Também foi empregado o teste de
Mann Whitney (SIEGEL et al., 1956) para comparacdo entre dois grupos
isoladamente. Para todos os testes empregados foi considerado o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
4. RESULTADOS

4.1. Perfil Inflamatério (HE)

As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos 0s grupos sao

mostradas na figura 1.
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Figura 1. Figura 1. Imagens representativas das rea¢des do tecido subcutaneo para rC (al-
a8) e rk (b1-b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias
(ab-a8 a b5-b8). (a1, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill;
a4, b4, a8, b8 — AH Plus). (Coloracdo de Hematoxilina-eosina, 100x).

Grupos Controle

Aos 7 dias, o grupo Controle em rC apresentou intensidade da reacgéo
inflamatéria mais branda e o tecido foi caracterizado pela presenca de células
cronicas, fibroblastos e sangue vasos, bem como a auséncia de células gigantes e
capsulas fibrosas. Aos 30 dias foi possivel observar tecido mais organizado com
predominancia de fibras conjuntivas, fibroblastos e auséncia de areas necréticas e
células gigantes. Em rE aos 7 dias, o grupo Controle apresentou reacado inflamatoria
moderada. O tecido foi infiltrado com células crbénicas e poucos neutréfilos. Aos 30
dias foi possivel observar tecido mais organizado com predominancia de fibras

conjuntivas, fibroblastos e auséncia de areas necréticas e células gigantes.
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Grupo Sealapex

Aos 7 dias, tanto em rC quando em rE, observou-se reacdo inflamatoéria
moderada composta principalmente de linfécitos e macrofagos na capsula fibrosa
espessa. Aos 30 dias, tanto em rC quando em rE, a intensidade da inflamacéao foi

reduzida e considerada discreta.
Grupo Endofill

Aos 7 dias, tanto em rC quando em rE, observou-se reacao inflamatoria intensa,
com um infiltrado linfoplasmatico abundante e grande quantidade de macréfagos. Em
algumas amostras, eosinofilos, neutrofilos, células gigantes e formacao de abscesso
puderam ser observados. A condensacao fibrosa era irrelevante ou inexistente apos
7 dias e se tornou mais evidente, embora ndo muito espessa ou desorganizada, apés
30 dias.

Grupo AH Plus

Aos 7 dias, em rC quando em rE, observou-se reacgédo inflamatoria moderada.
O tecido foi infiltrado com neutréfilos e macrofagos. Aos 30 dias, foi possivel observar
tecido mais organizado com predominancia de fibras conectivas, fibroblastos e
auséncia de areas necroticas e células gigantes. Uma capsula fibrosa estava

presente, embora ndo completamente formada.
Comparacéo entre 0s grupos

Na comparacao entre os grupos em rC aos 7 dias, foi observado que o grupo
Endofill apresentou infiltrado inflamatério mais intenso em comparacdo ao grupo
Controle (p = 0,031). Aos 30 dias ndo houve diferenca entre os grupos (p = 0,662).
Em rE, ndo houve diferenca entre os grupos aos 7 (p = 0,692) nem aos 30 dias (p =
0,124). Comparando a resposta de cada grupo em fungcdo da presenca ou néo do
estresse, observou-se que aos 7 dias o grupo Controle em rE apresentou infiltrado
inflamatorio mais intenso que o grupo Controle em rC (p = 0,038). No periodo de 30

dias néo houve diferenga em nenhuma das comparagoes.

Os escores atribuidos para cada um dos parametros analisados estdo

apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Escores medianos e interquartis atribuidos para a resposta

inflamatoria dos grupos Controle e de cimentos endodénticos em rC e rE.

Grupos (escores medianos e interquartis)

Periodo e Contr Seala Endofi AH
criterios  contr ole+ Seala pex+ Endofi I+ AH  Plus +
de analise  ge estres pex  estres I estres Plus estres
se se se se

7 HE. 2(2- 4(2- 3(2- 3(2- 4(3- 4(3- 3(2- 3(3-
dias * 3)Aa 4)Ab 4)ABa 4)Aa 4)Ba 4)Aa 4)ABa 4)Aa

30 H.E. 1(1- 2(1- 2(1- 2(1- 2(1- 3(2- 2(1- 2(1-
dias * 2)Aa 2)Aa 3)Aa 4)Aa 3)Aa 4)Aa 3)Aa 3)Aa

*Letras mailsculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise entre os
grupos em rC ou rE em cada tempo. Letras mindsculas iguais representam auséncia de
diferenca estatistica na analise entre dois grupos em funcdo do estresse em cada tempo.
(Controle versus Controle + estresse; Sealapex versus Sealapex + estresse; Endofill versus
Endofill + estresse; AH Plus versus AH Plus + estresse).

4.2. Maturacédo do Colageno

As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos 0s grupos sao
mostradas na Figura 2. Os escores atribuidos para cada um dos parametros
analisados estao apresentados na tabela 2.
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Figura 2 - Imagens representativas da coloragdo de PSR para identificar a maturagao de
fibras coladgenas em rC (al-a8) e rE (b1-b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7
dias (al- a4; bl-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8). (a1, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 -
Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH Plus). (Coloracédo de PSR, 400x)
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Tabela 2 - Média das fibras maduras e imaturas de cimentos endodbénticos em
rCerE
Tempos Grupos Maturacdo Colagena (%)

Fibras imaturas Fibras maduras

Controle 41.97Aa 58.03A2
Controle + estresse 59.83Aa 40.1742
Sealapex 68.7282 31.288B2
Sealapex + estresse 66.56"2 33.447a
7 dias
Endofill 74.58B2 25.428Ba
Endofill + estresse 65.94Aa 34.06A2
AH Plus 44,1042 55.90A2
AH Plus + estresse 58.27Ab 41.73Ab
Controle 35.6042 64.4042
Controle + estresse 73.12Ab 26.88Ab
Sealapex 31.78%2 68.224a
Sealapex + estresse 81.92Ab 18.08AP
30 dias
Endofill 42.84ha 57.1672
Endofill + estresse 85.47Ab 14.53Ab
AH Plus 43.29Aa 56.71A2
AH Plus + estresse 86.36AP 13.64Ab

*Letras mailsculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise
entre os grupos em rC ou rE em cada tempo. Letras mindsculas iguais representam
auséncia de diferenca estatistica na analise entre dois grupos em funcao do estresse
em cada tempo (Controle versus Controle + estresse; Sealapex versus Sealapex +
estresse; Endofill versus Endofill + estresse; AH Plus versus AH Plus + estresse).

Em rC, aos 7 dias, os grupos Sealapex e Endofill apresentaram maior percentual
de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras quando comparados aos
grupos Controle e AH Plus (p < 0,001). No periodo de 30 dias, em rC nao foram

observadas diferencas estatisticas entre os grupos para nenhum tipo de fibra (p =
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0,222). Em rE, aos 7 dias (p = 0,487) e aos 30 dias (p = 0.198), ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos, tanto para fibras imaturas quanto para fibras

maduras.

Comparando cada grupo em funcéo do estresse, observamos que o grupo Controle
em rE nao apresentou diferenca para o grupo Controle em rC aos 7 dias (p = 0,152),
para nenhum tipo de fibra. J& aos 30 dias, o grupo Controle em rE apresentou maior
percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras comparado ao
grupo Controle em rC (p = 44 0,027). O grupo Sealapex em rE ndo apresentou
diferenca para o grupo Sealapex em rC aos 7 dias (p = 0,656), para nenhum tipo de
fibra. J& aos 30 dias, o grupo Sealapex em rE apresentou maior percentual de fibras
imaturas e menor percentual de fibras maduras comparado ao grupo Sealapex em rC
(p < 0,001). O grupo Endofill em rE néo apresentou diferenca para o grupo Endofill
sem estresse aos 7 dias (p = 0,420), para nenhum tipo de fibra. Ja aos 30 dias, o
grupo Endofill em rE apresentou maior percentual de fibras imaturas e menor
percentual de fibras maduras comparado ao grupo Endofillem rC (p < 0,001). O grupo
AH Plus em rE, tanto aos 7 dias (p < 0,027), quando aos 30 dias (p <0,001) apresentou
maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras comparado

ao grupo AH Plus em rC
5. DISCUSSAO

Esse estudo buscou investigar a resposta tecidual de cimentos endodénticos ja
conhecidos na literatura e estudados pelo nosso grupo de pesquisa e sua relagdo com
0 organismo estressado cronicamente. O modelo animal para testes de
biocompatibilidade é usado para avaliar a resposta de materiais odontoldgicos,
incluindo materiais obturadores do canal radicular. Este modelo é regulado pela norma
ISO 10993-6 (International Organization for Standardization, 2016) e fornece provas

rapidas e validas para as respostas biolégicas de um determinado material.

Para a inducgéo do estresse cronico foi utilizado aparelho proprio feito de acrilico
com compartimentos e regulagens para manter o animal devidamente imobilizado.
Esse modelo tem sido muito utilizado em estudos de estresse agudo e cronico,
principalmente por sua facilidade de acesso e por tornar possivel a exposi¢cao de um
namero relativamente grande de ratos ao estresse (MATALLAH; GUEZI; BAIRI, 2022).
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Nosso grupo de pesquisa investiga intensamente a resposta tecidual frente aos
cimentos endodoénticos (BENETTI et al., 2019; BUENO et al., 2016; CINTRA et al.,
2017a). Portanto, para esse estudo escolhemos utilizar trés tipos de cimentos, que
diferem em sua composicao, para que pudéssemos observar a reacdo de cada um
em organismo alterado sistemicamente.

Histologicamente, na comparagao entre 0s grupos em animais néao estressados
aos 7 dias, foi observado que o grupo Endofill apresentou infiltrado inflamat6rio mais
intenso em comparacao ao grupo controle. Estes resultados podem ser explicados pela
presenca do eugenol, que é responsavel por sua forte acdo antimicrobiana, mas é um
componente muito irritante para os tecidos (CINTRA et al., 2017b; ZMENER et al., 2012).
Os cimentos Sealapex e AH Plus provocaram uma resposta inflamatéria diferente do
grupo controle, porém menor que a do grupo Endofill, sem diferenca estatisticamente
significante. Isso pode ser explicado pela acédo do hidréxido de calcio que tem efeitos
importantes sobre os tecidos, promovendo pH alcalino, tendo efeito antibacteriano e
acelerando o processo de reparacao de tecidos (OLIVEIRA et al., 2010). Nos estudos
de Cintra et al. (2017a) vimos que, aos 7 dias, o AH Plus promoveu uma reacao
inflamatoria moderada que foi reduzida ao longo do tempo sendo apdés 1 semana,

considerado biocompativel

Quando comparamos a resposta dos grupos em funcdo da presenca ou ndo do
estresse, ainda em 7 dias, 0 grupo controle sem estresse apresentou menor infiltrado
inflamatorio do que o grupo controle com estresse. Muitos estudos mostram que o
estresse por restricdo foi capaz de aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatérias, o que exacerba a resposta inflamatéria do tecido (KIM et al., 2016; LIU
et al., 2018; MOGRABI et al., 2020; WANG et al., 2020). A resposta inflamatéria aos
cimentos aos 7 dias se mostra mais intensa, e neste estudo, nao foi possivel observar
diferenca entre a resposta inflamatoria pela coloracdo de HE dos grupos com cimento

em um organismo estressado ou néo.

Podemos observar que o estresse influenciou na resposta reparativa aos

cimentos induzindo altera¢des na maturagéo de fibras colagenas.

Comparando cada grupo em fungdo do estresse, aos 7 dias, 0S grupos
Controle, Sealapex e Endofill sem estresse ndo apresentaram diferenca para os

mesmos estressados, provavelmente por estar no processo inicial de reparo. As fibras
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imaturas sao observadas em areas que estdo em processo de renovacéao de fibras de
colageno (CINTRA et al., 2017c; DIEGELMANN; EVANS, 2004). Como é conhecido,
as fases iniciais da cicatrizacdo de feridas sdo marcadas por uma matriz provisoria
composta de plaquetas, fibrinas e fibronectina que passam por diferenciacdo de

estruturas, organizacao e composicdo (ROGNONI et al., 2018).

Ja aos 30 dias, o processo de reparo foi atrasado em todos esses grupos
estressados. As fibras maduras indicam areas lesadas que estdo em processo de
reparo por periodos mais longos (CINTRA et al., 2017c; DIEGELMANN; EVANS,
2004). O grupo AH Plus teve o processo de reparo atrasado tanto em 7 como em 30
dias pelo estresse. O estudo de Kitagawa et al. (2022), mostrou que o contetdo de
coldgeno na pele diminuiu gradualmente apés repetidos tratamentos de estresse.
Estes resultados indicam que o estresse de contencao repetida pode afetar a saude
da pele através de mudancas tanto na composicdo de acidos graxos quanto na

concentragdo de aminoacidos em camundongos.
6. CONCLUSAO

Podemos concluir que o estresse crbnico produzido por restricdo fisica foi
capaz de influenciar a resposta tecidual de cimentos endoddnticos aumentando o
infiltrado inflamatério e retardando o processo reparativo.
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