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Ferino, RV. Reagdo histologica ao cimento endodontico a base de MTA (Fillapex®) em subcutaneo de
ratos. [Dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Resumo

O agregado de triéxido mineral (MTA) tem sido amplamente utilizado
em Endodontia, devido a sua boa adaptag@o marginal e biocompatibilidade. Na tentativa
de associar propriedades fisico-quimicas de um cimento obturador de canal radicular a
biocompatibilidade do MTA, algumas modificacdes foram feitas no MTA para
possibilitar seu uso como um cimento obturador de canal radicular. Assim, a reag¢do de
promovida por um cimento a base de MTA (MTA Fillapex) em subcutaneo de ratos foi
investigada por analise morfologica e morfométrica. Oitenta ratos foram distribuidos em
4 grupos (n=20); em cada animal, um tubos de polietileno preenchido com MTA
Fillapex, MTA, AH Plus ou Fill Canal foi implantado no subcutanea dorsal. Apds 7, 15,
30 e 60 dias, os tubos rodeados por tecido conjuntivo foram removidos, fixados em
formaldeido 4% e incluidos em parafina. Nos cortes corados com HE, foi avaliada a
densidade numérica de células inflamatorias na capsula e andlises estatisticas realizadas
usando ANOVA e do Student-Newman-Keuls (p<0.05). Alguns cortes foram
submetidos a imuno-histoquimica para marca¢cdo de macrofagos; o método de von
Kossa foi usado para deteccdo de estruturas calcificadas. Nossos resultados revelaram
que, nos periodos de 7 para 15 dias, o numero de células inflamatdrias foi
significantemente mais elevado na capsula do MTA Fillapex em comparacdo com
outros materiais. No entanto, uma redu¢do significante na densidade numérica de
células inflamatdrias foi verificada na cépsula do MTA Fillapex aos 30 e 60 dias
quando comparado com os periodos iniciais. Aos 30 dias, macrofagos imunopositivos
foram observados principalmente na superficie da capsula em intima justaposi¢do ao
MTA Fillapex, MTA e AH Plus. No entanto, o intenso processo inflamatdrio cronico
adjacente ao Fill Canal exibiu numerosas células imunopositivas por toda extensdo da
capsula. No periodo de 60 dias, a reacdo inflamatdria promovida pelo MTA Fillapex foi
semelhante do MTA e significantemente menor ao Fill Canal de preenchimento. Em
contrapartida, observou-se um aumento gradual e significante de células inflamatorias

na capsula adjacente ao Fill Canal. Estruturas von Kossa-positivas foram observadas na



capsula adjacente para o MTA Fillapex, o MTA e AH Plus; estruturas positivas nio
foram encontradas na capsula ao redor do Fill Canal. Os nossos resultados indicam que
MTA Fillapex apresente, no periodo de 60 dias, biocompatibilidade semelhante ao

MTA.

Palavras Chaves: cimentos endodoénticos, biocompatibilidade ¢ MTA Fillapex



Ferino, RV. Histological reaction to the endodontic MTA-based sealer (Fillapex®) in rat subcutaneous.
[Dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Abstract

Mineral Trioxide Aggregate (MTA) has been widely used in Endodontics
due to its good marginal adaptation and biocompatibility. In attempt to associate
physicochemical properties of a root canal sealer with biocompatibility of the MTA,
some modifications have been made in the MTA to provide its use as a root canal
sealer. Thus, the tissue reaction promoted by a MTA-based sealer (MTA-Fillapex) in rat
subcutaneous was investigated by morphological and morphometric analyses. Eighty
male rats were distributed into 4 groups (n=20); in each animal, one polyethylene tubes
filled with MTA-Fillapex, MTA, AH-Plus or Fill Canal was implanted in the dorsal
subcutaneous. After 7, 15, 30 and 60 days, the tubes surrounded by connective tissue
were removed, fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin. In the HE-stained
sections, the numerical density of inflammatory cells in the capsule was evaluated and
statistical analyses performed using ANOVA and Student-Newman-Keuls test (p<0.05).
Sections were submitted to immunohistochemistry for the detection of macrophage; von
Kossa method was used for detection of calcified structures. Our results revealed that, in
the periods of 7 and 15 days, the number of inflammatory cells was significantly higher
in the capsule of the MTA-Fillapex in comparison to other materials. However,
significant reduction in the density numerical of inflammatory cells was verified in the
capsule of the MTA-Fillapex in the 30 and 60 days when compared to the initial
periods. At 30 days, immunolabelling for macrophages was mainly detected in the
surface of capsule in close juxtaposition to the MTA Fillapex, MTA and AH Plus.
However, the intense chronic inflammatory process adjacent to the Fill Canal exhibited
numerous immunolabelled cells. At 60 days, the inflammatory reaction promoted by
MTA Fillapex was similar to the MTA and significantly lower than Fill Canal.
Otherwise, a gradual and significant increase was observed in the number of
inflammatory cells in the capsule adjacent to the Fill Canal. Structures von Kossa-
positive were observed in the capsule adjacent to the MTA-Fillapex, MTA and AH-

Plus; positive structures were not seen in the capsule surrounding the Fill Canal.



In the period of 60 days, our results indicate that MTA-Fillapex, exhibits
biocompatibility similar to MTA.

Key words: biocompatibility; MTA Fillapex, root canal sealer



1 Introduciao

O sucesso do tratamento endoddntico estd diretamente relacionado a
correta intervencdo do canal radicular, iniciada por um diagnéstico preciso e concluida
com uma obturagdo mais hermética possivel. Os cones de guta-percha t€m sido
considerados o material s6lido de escolha para obturagdo durante o tratamento
endododntico, principalmente, por ndo serem irritantes aos tecidos apicais e periapicais.
Porém, somente estes cones de guta-percha ndo sdo capazes de selar adequadamente o
canal radicular sendo necessario, portanto, associd-los a algum tipo de cimento
endodontico os quais tem a funcdo de preencher os espagos existentes entre os cones de
guta-percha e a parede do canal radicular™.

Um cimento endodontico ideal deve apresentar caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas adequadas. Dentre estas propriedades, destacam-se a baixa
solubilidade e desintegragdo, tempo de trabalho adequado, bom selamento marginal,
radiopacidade suficiente para distingui-lo das estruturas anatdmicas adjacentes e
biocompatibilidade, ou seja, ndo interferir e, se possivel, estimular o processo de reparo

20,27,44 . : A .
177", Sendo assim, os cimentos endoddnticos devem cumprir as

apical e periapica
seguintes exigéncias: ser bacteriostatico, promover selamento apical e lateral, resistir a
umidade, ser radiopaco e ser biocompativel. Além disso, o material deve ser estéril, de
facil insercdo e remogdo '’

Ao longo da historia, varios cimentos foram desenvolvidos e estudados
com o objetivo de se obter um material ideal para ser utilizado na obturagdo dos canais
radiculares. Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol foram introduzidos na
Endodontia em 1936, por Grossman, porém, somente em 1958 este material passou a
ser comercializado no Brasil com o nome de Fill Canal. Desde entdo, tem sido crescente
sua popularidade entre os profissionais brasileiros e até hoje este cimento ¢ amplamente
utilizado na odontologia por ser de facil manipulacdo e insercdo no canal radicular, por
apresentar tempo de trabalho adequado e baixo custo™. No entanto, no que se refere a
biocompatibilidade, este cimento ndo apresenta propriedades satisfatorias devido,

14,21,50
't

principalmente, ao comportamento do eugeno que confere a este cimento

.. .. . 58
atividade antimicrobiana grande™".
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Estudos realizados com implantes de tubos de polietileno no subcutaneo

de ratos relataram que os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol promovem uma

5,6,9,38

resposta inflamatdria intensa, mesmo em periodos prolongados . Estudos in vivo

em cdes demonstraram que este material utilizado como cimento endoddntico causa
necrose dos tecidos apicais, acompanhada de extenso processo inflamatério cronico na

42,60
|

regido periapica O seu emprego em selamento de perfuracdes de furca ¢

acompanhado por um intenso e extenso processo inflamatdrio, intensa reabsorcdo do
. . . 16
processo alveolar ocasionando um significante aumento do espago periodontal .
Em relagdo aos cimentos a base de resina epoxica, destaca-se o AH Plus,
pois, além de apresentar propriedades fisicas e quimicas adequadas como, por exemplo,
. . 1 . o 22 .
alta radiopacidade®’, baixa solubilidade®, escoamento adequado® e boa capacidade

B4 Estudos

seladora™, este cimento possui excelentes propriedades bioldgicas
mostraram que o AH Plus, quando utilizado na obturacdo de canais radiculares em
dentes de caes, estimula a forma¢do de tecido mineralizado na regido periapical,
obliterando na maioria dos casos, pelo menos parcialmente, o forame apical®™*. Além
disso, este cimento, em contato com a regido periapical, provoca reag¢do inflamatoria
suave no ligamento periodontal® **.

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) surgiu no inicio dos anos 90,
desenvolvido pelo professor Mahmoud Torabinejad na Universidade de Loma Linda,
nos Estados Unidos, com o objetivo de selar comunicagdes entre a cavidade pulpar e a
superficie externa do dente, sendo indicado, inicialmente, para selamento de perfuracdes

40,64

radiculares e em casos de retro-obturagdes . Atualmente, por este material apresentar

: - ot 4,16,30,31,62,65
melhor selamento marginal e biocompatibilidade™ ™"

quando comparado a
outros materiais existentes no mercado, o MTA também tem sido considerado o produto
de escolha em casos de reabsorcdo dentdria, dentes com rizogé€nese incompleta e no
capeamento pulpar®,

No entanto, o MTA possui propriedades fisicas e quimicas que dificultam
a sua utilizacdo como cimento obturador de canais radiculares. O material resultante da

. r I roq: . . 12
mistura do p6 com agua ¢ dificil de ser manipulado'*®

37,41

e sua consisténcia granular

dificulta sua inser¢do no canal radicular’’*'. Holland et al.”’**, avaliando a reaciio
periapical provocada pelo MTA apds a obturagdo de dentes de cdes, observaram que

este material ¢ biocompativel, porém, ressaltam a dificuldade de inser¢do do MTA no
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canal radicular. Assim, varias pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de se
desenvolver um cimento obturador de canais radiculares que adicione as propriedades
fisicas e quimicas de um cimento endodontico ideal as propriedades bioldgicas do
MTA>*>! Em 2004, foi langado, na Argentina, o Endo-CPM-Sealer que demonstrou
ser um material com radiopacidade satisfatoria®, boa atividade antimicrobiana’, ndo
citotoxico”, biocompativel'*** ¢ capaz de induzir a mineralizagio™.

Considerando que o MTA ¢ basicamente composto por cimento Portland
(CP), estudos tém sido realizados no sentido de se desenvolver um cimento endodontico

a partir do Ccp2+

. Um cimento endoddntico experimental, contendo CP, 6xido de
zirconia e um veiculo resinoso, vem sendo desenvolvido na disciplina de Endodontia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara. Trabalho recente demonstrou que este
cimento exibe pH alcalino (pH 8, Oh-28d) e alto indice de liberagdao (30mg/L Oh-24h,
54mg/L 28h sei pico 94mg/L 7d entra em declinio) de ions cédlcio o que pode ser um
indicativo da biocompatibilidade deste material*’.

No Brasil, recentemente, a Angelus desenvolveu e langou no mercado o
MTA Fillapex para ser utilizado como cimento endoddntico obturador de canais
radiculares. Segundo o fabricante, este material apresenta como vantagens baixa
solubilidade, capacidade osteocondutora, selamento marginal adequado, excelente
viscosidade, alta radiopacidade e tempo de trabalho satisfatorio para ser utilizado na
obturacdo de canais radiculares. Recentemente, foi demonstrado que o MTA Fillapex
apresenta boa atividade antimicrobiana contra o Enterococcus faecalis®. Além disso,
foi observado que este cimento ¢ biocompativel e estimula a mineralizagdo em tecido
subcuténeo de ratos®®. Em contrapartida, o MTA Fillapex apresentou altos niveis de
citotoxicidade em culturas usando células L929°*.

Em virtude de o MTA Fillapex ser um cimento recentemente
desenvolvido, até o presente momento, sdo escassas as pesquisas realizadas para a
comprovagdo da efetividade das propriedades fisicas, quimicas e biologicas deste
material. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta tecidual ao implante
de um cimento a base de MTA, o MTA Fillapex, no subcutdneo de ratos, com o

objetivo de verificar a biocompatibilidade deste produto e compara-lo ao MTA-Angelus

branco, AH Plus e 0 Fill Canal.



2 Objetivo

O presente estudo teve por objetivo avaliar a reagdo provocada pelo
MTA Fillapex® Angelus e por dois diferentes cimentos endodonticos (AH Plus® e o Fill
Canal®™) e um material selador (MTA Branco®) no tecido subcutineo de ratos. Para isso,
foram realizadas andlises morfologicas, morfométrica, imuno-histoquimica e

histoquimica da cdpsula adjacente aos materiais implantados no subcutaneo.



3 Material e Método

3.1 Animais

O protocolo da presente pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP (Proc. CEUA n° 27 /2010)(ANEXO).

No presente estudo, foram utilizados 80 ratos, da linhagem Holtzman,
adultos jovens, pesando em média 250g, provenientes do Biotério Central do Campus
de Araraquara (UNESP). Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia (UNESP-Araraquara) em gaiolas de polietileno forradas com maravalha,
com temperatura (23° + 2°C) e umidade controladas (55 = 10%) e fotoperiodo de 12
horas (periodo de luz: 7:00 - 19:00 hs). Os animais receberam rag¢do (Guabi Nutri Labor,
Brasil) e dgua ad libitum. A limpeza das gaiolas foi realizada, no minimo, 3 vezes por
semana. As gaiolas foram lavadas e forradas com maravalha limpa; os animais foram
monitorados diariamente.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo
com o material testado (Quadro 1). Em cada animal, um tubo de polietileno preenchido
com MTA Fillapex®, MTA Branco®”, AH Plus® ou Fill Canal® foi implantado no
subcutaneo dorsal. Cada material foi implantado em 20 ratos que foram sacrificados aos
7, 15, 30 e 60 dias apos a cirurgia; dessa maneira, foram utilizados 5 animais para cada

material por periodo.
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Quadro 1 — Composicdo e procedéncia dos materiais estudados

Material Composicao Indastria

MTA Fillapex"” Resina salicilato, resina diluente, resina Angelus, Londrina, PR
2 2
natural, 6xido de bismuto, silica

nanoparticulada, MTA, pigmentos

MTA-Angelus 80% Cimento Portland Angelus, Londrina, PR
®
Branco 20 % oxido de bismuto
AH p]us® Pasta A: resina epdxica Bisphenol-A, resinal Dentsply, De Trey, Suiga

epoxica Bisphenol-F, tungstato de
calcio, 6xido de zirconio, silica,
pigmentos de 6xido de ferro

PastaB: dibenzyldiamine, aminoadamantane,
tricyclodecane-diamine, tungstato de
calcio, oxido de zirconio, silica, 6leo
de silicone

Fill Cana]® Po6: oxido de zinco, resina Staybelite, Technew, Rio de Janeiro’
subcarbonato de bismuto, sulfato de bario,
borato de sodio anidro RJ

Liqiiido: eugenol, 6leo de améndoas doce

3.2 Procedimento cirurgico

Os materiais foram manipulados e inseridos em tubos de polietileno de
10 mm de comprimento por 1,5 mm de didmetro, previamente esterilizados em 6xido de
etileno™. A proporgdo dos materiais foi realizada da seguinte maneira: MTA Fillapex®
preparado diretamente pelo seu auto-mix, MTA Branco® em uma propor¢io de 3:1 (3
partes de p6 para 1 de agua destilada), AH Plus® na propor¢io de 1:1 com
comprimentos iguais de pasta base e pasta catalisadora e o Fill Canal® na propor¢ao

po:liquido de 2:1).

Os animais foram anestesiados com 0,08mL/100g de peso corporal de
Cloridrato de Ketamina® 10% (Virbac do Brasil Industria ¢ Comércio Ltda - Brasil)
associada uma dose de 0,04mL/100g de peso corporal de Cloridrato de Xilazina®™ 2%
(Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A - Brasil), administrada por via

intraperitoneal com seringa de insulina.
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Ap6s a tricotomia (Figura 1A) e assepsia com solucdo de iodo a 5% da

regido dorsal do rato, realizou-se uma incisdo de 2 cm com uma ldmina de bisturi n° 15
(Figura 1B), orientando-se na dire¢do da cabega para a cauda. O tecido foi divulsionado
com auxilio de uma tesoura de ponta romba (Figura 1C) criando-se uma bolsa no
subcutaneo; nesta bolsa foi, posteriormente, inserido o tubo de polietileno preenchido
com um dos materiais (Figuras 1D e 1E). O local da incisdo foi suturado com pontos
simples utilizando fio de seda (Seda 4-0, ETHICON®, Sdo José dos Campos, SP-Brasil)
(Figura 1F).

Os animais foram, colocados em gaiolas, devidamente identificados de
acordo com o grupo e o periodo experimental, sendo observados até a recuperagdo da
anestesia. Para maior conforto pds-operatorio dos animais, foi administrada dipirona
sodica (dose de 0,03 mg para cada 100 g de peso corporal) nos 3 primeiros dias apods a

cirurgia.
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FIGURAS 1A — 1F — Seqiiéncia cirurgica da inser¢do do implante no subcutineo da
regido dorsal do rato. A FIGURA 1A — animal anestesiado em decubito ventral para
realizagdo da tricotomia da regido dorsal, regido onde serdo colocados os tubos de
polietileno com os cimentos. A FIGURA 1B — apds a assepsia, com uma lamina de
bisturi foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2cm no plano mediano, no
sentido da cabeca-cauda. A FIGURA 1C — divuls@o do tecido com tesoura de ponta
romba para criacdo da loja/bolsa cirirgica para inser¢do dos tubos de polietileno. A
FIGURA 1D —ilustra o local onde o tubo de polietileno sera colocado na bolsa cirurgica
criada no subcutdneo. A FIGURA 1E — com uma pinga, o tubo de polietileno ¢ inserido
na bolsa cirargica. FIGURA 1F — apo6s a inser¢do do implante no subcutaneo, a sutura

foi realizada com fio de seda.
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FIGURAS 2A e 2B — O rato anestesiado, em posi¢do decubito ventral, no momento da remogao
do implante no subcutdneo. FIGURA 2A - tricotomia na regido dorsal onde o implante foi
colocado. FIGURA 2B — ap6s a assepsia, remog¢ao de uma por¢do da pele contendo o tubo de
polietileno implantado no subcuténeo.
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3.3 Processamento histologico

Apbs os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados
com overdose de anestésico (600mg/kg de hidrato de cloral - Vetec®, Brasil). Realizou-
se a tricotomia na regido dorsal do rato (Figura 2A) e, subseqiientemente, os tubos
implantados no subcutaneo, juntamente com os tecidos adjacentes foram removidos
(Figura 2B) e as pecas foram, imediatamente, fixadas em formaldeido a 4% tamponado
com fosfato de sodio 0,IM e pH 7,2. Apds 48 horas, as pegas foram desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina para obtencdo de cortes longitudinais dos

implantes no subcutaneo.

Ap6s a inclusdo na parafina, os blocos contendo os implantes e o tecido
conjuntivo adjacente foram cortados com auxilio de um micrétomo (Micron, modelo
HM 325). Cortes com 6pum de espessura foram aderidos a ldminas de vidro e corados

com Hematoxilina de Carazzi e Eosina (H&E).

3.4 Método de analise

3.4.1 Analise Morfologica

Os cortes semi-seriados dos implantes corados com hematoxilina &
eosina (H&E) foram utilizados para a descricdo morfoldgica da reagdo provocada pelos
materiais no subcutaneo. Na analise morfologica, foi avaliada a presenca do processo
inflamatério na cépsula, bem como a sua extensdo; considerou-se também o tipo de
tecido conjuntivo que constituia a cadpsula, presenga de vasos sanguineos, fibroblastos e

fibras colagenas.

3.4.2 Densidade numérica de células inflamatorias

O numero de células inflamatorias na capsula adjacente ao material
implantado foi estimado. Foram quantificados 3 cortes de cada animal, mantendo-se um
intervalo minimo de 100 um entre os cortes. Com auxilio de uma camera (DP-71,

Olympus® — Japdo) acoplada ao microscopio de luz (Olympus®, modelo BX-51), em
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aumento de 40x, imagens da capsula adjacente aos materiais implantados foram

capturadas. Posteriormente, com um programa de andlise de imagens (Image-Pro
Express 6.0, Olyrnpus® — Japdo), foi realizada a contagem de células inflamatérias, em
cada corte, em uma 4rea teste de aproximadamente 0,09mm” da capsula (Figuras 3A e
3B). O valor total de células inflamatorias em cada animal (obtido a partir das areas dos
trés cortes/animal) foi dividido pela érea total (0,27mm?) obtendo-se, assim, um valor
de células inflamatorias/mm?. Ao final, foi estabelecida uma média para cada grupo

experimental de acordo com o periodo experimental e o material estudado.

Os resultados quantitativos obtidos foram submetidos a andlise estatistica
com o auxilio do programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, Sausalito, CA). Aos dados
foi aplicado o teste estatistico paramétrico ANOVA para comparacdo dos diferentes
grupos entre si dentro de cada periodo experimental. Posteriormente, quando observada
diferenca significante em nivel de 5%, realizou-se a comparagao entre os materiais, dois

a dois, pelo teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-keuls.
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A FIGURAS 3A ¢ 3B — Imagens do programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus —
Japao) utilizado para quantificacdo das células inflamatorias. A FIGURA 3A mostra a
tela inicial do programa contendo a imagem captura em 40x (seta). Uma grade ¢
sobreposta a imagem para auxiliar na contagem das células inflamatorias. A FIGURA
3B mostra a imagem ampliada através do zoom, com a grade aplicada e algumas células
computadas que aparecem numeradas. Na janela lateral (seta) o nimero de células

inflamatorias computadas ¢ registrado pelo programa.
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3.4.3 Imuno-histoquimica para marcacio de macrofagos

Alguns cortes dos implantes foram aderidos as laminas silanizadas (3-
aminopropylthoxysylane — Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO) para a
realiza¢do da reacdo imuno-histoquimica marcagdo de macrofagos na capsula. Apds a
desparafinizagdo e hidratacdo, os cortes foram imersos em tampdo citrato de sdédio
0,001M (pH 6,0) e submetidos ao tratamento com micro-ondas, durante 20 minutos a
temperatura de 90-94 °C. Apds o resfriamento, procedeu-se a inativagdo da peroxidase
endogena com perdxido de hidrogénio a 3% durante 20 minutos. Os cortes foram
lavados em tampao Tris-HCI 0,05M (pH 7,5) e, posteriormente, foram tratados com
BSA (albumina de soro bovino) a 2%, durante 20 minutos. Apods lavagens em Tris-HCI,
os cortes foram incubados em camara Umida a 4°C com o anticorpo primario
monoclonal de camundongo anti-macréfago (MAC387 - macrophage marker mouse
monoclonal, Santa Cruz Biotechnology®, USA); a titulagdo usada foi de 1:120 e os

cortes permaneceram incubados por 18 horas.

No dia seguinte, apds lavagem em tampdo Tris-HCI, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de camundongo/rato/cabra
biotinilado (Kit Dako LSAB+ System-HRP, Dako, USA) por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apds a lavagem em tampao Tris-HCI, os cortes foram incubados com o
complexo estreptavidina-peroxidase durante 30 minutos. Os cortes foram lavados com
tampao Tris-HCI, a atividade da peroxidase foi revelada com solucdo de 3.3-
diaminobenzidina (Betazoid DAB Chromogen Kit — Biocare Medical, USA) durante 5
minutos e, subseqlientemente, foi realizada a contra coloracdo com hematoxilina de
Carazzi. Como controle negativo, os cortes foram submetidos as mesmas etapas, exceto
a incubagdo com o anticorpo primario; nesta etapa, os cortes foram incubados com soro

bovino nio imune.
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3.4.4 Técnica histoquimica de von Kossa

Cortes dos implantes com a capsula de tecido conjuntivo foram também
submetidos a técnica de Von Kossa, para detectar uma possivel precipitagdo de fosfato
de célcio no tecido adjacente ao material (Behmer et al7., 1976; Junqueira, Junqueira,
1983). Apds desparafinizagdo e hidratacdo, os cortes foram imersos na solucdo de
nitrato de prata a 5%, durante 1 hora, sob a a¢do de uma lampada incandescente (100
Watts). As laminas foram lavadas em agua deionizada por 3 min e em seguida, imersas
em solucdo de hipossulfito de sddio a 5% por 5 min. Em seguida, os cortes foram
lavados em agua deionizada durante 5 min e, entdo, corados pelo Picrosirius e montados

em meio resinoso (Permount®, Fisher Scientific, New Jersey, USA).



4 Resultado

4.1 Analise morfologica

Aos 7 dias, os implantes contendo os materiais endodonticos (MTA
Fillapex, MTA Branco, AH Plus e Fill Canal) induziram, no subcutaneo de ratos, a
formag¢do de uma capsula de tecido conjuntivo contendo, invariavelmente, muitas
células inflamatdrias mononucleadas (Figuras 4A-4D). Freqiientemente, particulas de
cimento foram observadas dispersas nas cdpsulas que envolviam o MTA Fillapex e o

AH Plus (Figuras 4A e 4C).

No periodo de 15 dias, as cépsulas que envolviam os cimentos MTA
Fillapex, AH Plus e Fill Canal apresentavam evidente e intenso processo inflamatorio,
contendo células mononucleadas, principalmente, linfocitos e macréfagos (Figuras 5A,
5C e 5D). Freqiientemente, as céapsulas exibiam ainda diversos vasos sanguineos
distribuidos irregularmente (Figuras 5A, 5C e 5D); além disso, presenca de particulas de
cimento foi encontrada na capsula do grupo AH Plus (Figura 5C). A cépsula formada
em resposta a0 MTA Branco apresentava caracteristicas morfologicas evidentemente
distintas; a capsula exibia tipicos fibroblastos dispostos entre feixes de fibras coldgenas
que pareciam circundar o material selador que preenchia os tubos de polietileno. As
células inflamatdérias mononucleadas estavam restritas a uma pequena faixa da capsula

mais proxima ao material (Figura 5B).

Aos 30 dias, o MTA Fillapex, MTA Branco e o AH Plus apresentavam-
se envolvidos por capsulas constituidas, principalmente, por fibroblastos situados entre
feixes de fibras coldgenas. As células inflamatorias estavam restritas a por¢cdo mais
interna da capsula, ou seja, adjacente aos implantes (Figuras 6A, 6B ¢ 6C). No entanto,
inameras células infamatorias mononucleadas foram observadas por toda extensio das

capsulas que envolviam o Fill Canal (Figura 6D).

Aos 60 dias, escassas células inflamatorias foram observadas nas
capsulas que envolviam os materiais MTA Fillapex, MTA Branco e AH Plus (Figuras

7A - 7C). A cépsula formada em resposta ao MTA Branco estava constituida por um
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tipico tecido conjuntivo denso, exibindo, portanto, muitos feixes de fibras coldgenas

entre os fibroblastos (Figura 7B). O tecido conjuntivo que constituia as capsulas
adjacentes aos cimentos MTA Fillapex e AH Plus apresentava-se ricamente
vascularizado e exibia predominio de células (Figuras 7A e 7C). Freqiientemente,
particulas do cimento AH Plus estavam dispersas na capsula (Figura 7C). Um intenso
processo inflamatorio persistia na capsula formada em resposta ao Fill Canal (Figura
7D). Particulas de cimento dispersas pela capsula foram observadas nos grupos MTA

Fillapex, AH Plus e Fill Canal (Figuras 7A, 7C e 7D).
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FIGURAS 4A—4D — Fotomicrografias mostrando cortes de por¢des da cépsula de tecido
conjuntivo formada adjacente aos cimentos MTA Fillapex (FIGURA 4A), MTA Branco
(FIGURA 4B), AH Plus (FIGURA 4C) e Fill Canal (FIGURA 4D) ap6s 7 dias ao implante
no subcutdneo. FIGURA 4A — inumeras células inflamatorias (CI) e diversos vasos
sanguineos exibindo ampla luz (VS) ocupam uma grande extensdo da cépsula;
remanescentes do material implantado (asteriscos). 250x. FIGURA 4B — algumas células
inflamatodrias (CI) e pequenos vasos sanguineos (VS) estdo dispersos pela capsula. Feixes
de fibras colagenas (FC) sdo observados na por¢do mais externa da cépsula. 290x.
FIGURA 4C — células inflamatdrias (CI) estdo presentes, principalmente, na por¢cdo mais
interna da cépsula; vasos sanguineos (VS) e particulas de material (asteriscos) dispersas na
capsula s3o também observadas. Fibroblastos (Fb) (setas) dispostos entre feixes de fibras
colagenas (FC) estdo na por¢do mais externa da capsula. 270x. FIGURA 4D - o tecido
conjuntivo exibe diversas células inflamatdrias (CI), vasos sanguineos com luz ampla (VS)
e fibras colagenas (FC). 260x.
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FIGURAS 5A-5B - Fotomicrografias mostrando cortes de porg¢oes da capsula de tecido
conjuntivo formada adjacente aos cimentos MTA Fillapex (FIGURA 5A), MTA Branco
(FIGURA 5B), AH Plus (FIGURA 5C) e Fill Canal (FIGURAS 5D) apés 15 dias ao implante
no subcutaneo. FIGURA 5A — intenso processo inflamatdério (CI) é observado junto ao
material implantado. VS, vasos sanguineos. 260x. FIGURA 5B — o tecido conjuntivo
adjacente ao implante exibe leve processo inflamatdrio (CI). Na por¢do mais externa da
capsula, fibroblastos (Fb) estdo situados entre feixes de fibras colagenas (FC); vasos
sanguineos (VS) exibindo ampla luz sdo também observados. 260x. FIGURA 5C — o tecido
conjuntivo ricamente vascularizado (VS) apresenta diversas células inflamatérias (CI).
Presenca de particulas de material (asteriscos) na capsula. 250x. FIGURA 5D — inumeras
células inflamatdrias (CI) estdo presentes por toda extensdo da capsula. 260x.
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MTA Fillapex

FIGURAS 6A-6D — Fotomicrografias mostrando cortes de porgdes da cépsula de tecido
conjuntivo formada adjacente aos cimentos MTA Fillapex (FIGURA 6A), MTA Branco
(FIGURA 6B), AH Plus (FIGURA 6C) e Fill Canal (FIGURA 6D) ap6s 30 dias ao implante no
subcutaneo. FIGURA 6A — a capsula apresenta uma extensa faixa de tecido conjuntivo
contendo intimeras células (CI); Vasos sangiiineos (VS) células inflamatérias mononucleadas
(setas) estdo situadas, principalmente, na por¢do mais proxima ao cimento. Note que
fibroblastos (Fb) parecem circundar as células inflamatorias. A por¢do mais externa da capsula
esta constituida por fibroblastos (Fb) entremeados por feixes de fibras colagenas (FC). 270x.
FIGURA 6B — algumas células inflamatdrias mononucleadas (setas) sdo observadas na porcao
da cdpsula mais proxima ao cimento implantado. Fibroblastos (Fb) entre feixes de fibras
colagenas (FC) e vasos sanguineos (VS) estdo presentes na maior extensdo da capsula. TC,
tecido muscular. 260x. FIGURA 6C — células inflamatérias mononucleadas (setas) estdo
presentes na por¢do mais interna da cépsula (CI). Note que a maior extensdo da capsula ¢
constituida por tecido conjuntivo contendo fibroblastos (Fb) entre feixes de fibras colagenas
(FC) com arranjo organizado. 260x. FIGURA 6D - inumeras c€lulas infamatdrias
mononucleadas (CI) sdo observadas por toda extensdo da capsula. VS, vasos sanguineos. 240x.



MTA Fillapex

FIGURAS 7A-7D- Fotomicrografias mostrando cortes de porgdes da cdpsula de tecido
conjuntivo formada adjacente aos cimentos MTA Fillapex (FIGURA 7A), MTA Branco
(FIGURA 7B), AH Plus (FIGURA 7C) e Fill Canal (FIGURA 7D) apds 60 dias ao implante no
subcutaneo. FIGURA 7A — a cépsula, constituida por tecido conjuntivo frouxo, apresenta
muitos vasos sanguineos (VS); algumas células inflamatdrias (setas) estdo presentes na por¢ao
da cépsula proxima ao cimento. Na por¢do mais externa da cdpsula, presenca de fibroblastos
(Fb) entre alguns feixes de fibras coldgenas (FC). 270x. FIGURA 7B — a cépsula estd
constituida por tecido conjuntivo denso; fibroblastos (Fb) estdo dispersos entre feixes de fibras
colagenas (FC). Escassas células mononucleadas inflamatdrias (setas) estdo restritas a
superficie da capsula em contato com o cimento. 260x. FIGURA 7C — uma delgada faixa de
tecido conjuntivo denso (TD), rico em fibras colagenas, ¢ observada em contato com o
cimento. Em sua maior extensdo, a cépsula apresenta diversos vasos sanguineos (VS) entre
feixes de fibras colagenas (FC). Note que algumas células mononucleadas inflamatorias (setas)
estdo dispersas pela cépsula; particulas do cimento (asteriscos) também s3o observadas
dispersas pela capsula. 260x. FIGURA 7D — presen¢a predominante de células mononucleadas
inflamatorias por toda extensdo do tecido conjuntivo que constitui a cépsula formada em
resposta ao Fill Canal; particulas do cimento (asteriscos) também sdo observadas dispersas
pela cépsula. VS, vasos sangiiineos. 260x.
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4.2 Densidade numérica de células inflamatorias

O ntimero de células inflamatorias (CI) no tecido conjuntivo subcutianeo
adjacente aos materiais implantados (cdpsula), nos diferentes periodos, pode ser
observado nas Tabelas 1, 2, 3,4 ¢ 5 e Figura 8.

A andlise dos resultados mostra que todos os materiais avaliados
induziram, em todos os periodos experimentais, o aparecimento de células inflamatdrias

na capsula formada em resposta aos materiais implantados.

Aos 7 dias, foram encontradas numerosas células inflamatorias nas
capsulas que envolviam os implantes em todos os grupos estudados. Nos grupos MTA
Branco, AH Plus e Fill Canal, o numero destas células foi menor, em comparagdo ao
MTA Fillapex, entretanto, apenas no grupo AH Plus, esta reducdo foi estatisticamente

significante (Tabela 1, Figura 8).

Aos 15 dias, houve um aumento significante no numero de células
inflamatorias nos grupos estudados, exceto no MTA Branco. Neste grupo, o numero de
células foi semelhante ao periodo de 7 dias (Tabela 5). O grupo MTA Fillapex foi o que
apresentou o maior nimero de células inflamatorias; em seguida, os grupos Fill Canal,
AH Plus e MTA Branco, o qual apresentou o menor nimero de células em comparagio
aos demais grupos. As diferengas entre todos os grupos foram estatisticamente

significantes (p<0,05) (Tabela 2, Figura 8).

Aos 30 dias, com excecdo do grupo Fill Canal, o numero de células
inflamatorias reduziu significantemente em todos os demais grupos, em comparacio aos
15 dias. No grupo Fill Canal, o numero destas células manteve-se praticamente
constante do 15° ao 30° dia (Tabela 5). Portanto, o grupo Fill Canal foi o que
apresentou o maior numero de células inflamatorias (estatisticamente significante), em
comparagdo aos demais grupos e, em seguida, o grupo MTA Fillapex. Os grupos que
apresentaram o menor nimero de células inflamatdrias, neste periodo, foram os grupos

MTA Branco e AH Plus, os quais ndo diferiram significantemente entre si. Entretanto,
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no grupo MTA Branco, o numero de células foi significantemente menor em

comparagdo ao MTA Fillapex (Tabela 3, Figura 8).

No periodo de 60 dias, com exce¢do do grupo Fill Canal, houve uma
redugdo significante de 46%, 65% e 81%, respectivamente, no numero de células
inflamatorias dos grupos MTA Branco, MTA Fillapex e AH Plus, em comparacdo aos
30 dias (Tabela 5). Por outro lado, no grupo Fill Canal, o numero destas células
aumentou significantemente (27%), em comparagdo aos 30 dias. Embora os trés grupos:
MTA Fillapex, MTA Branco e AH Plus tenham apresentado um menor processo
inflamatorio ao redor dos implantes, no grupo AH Plus, este processo foi
significantemente menor em comparag¢do aos grupos MTA Fillapex e MTA Branco

(Tabela 4, Figura 8).

’ r . O] 2 y .
Tabela 1 - Numero de células inflamatérias por mm~ na capsula adjacente aos

implantes no subcutaneo, no periodo de 7 dias

Grupos
Animais MTA Fillapex MTA Branco AH Plus Fill Canal
1 1611,1 744.,4 318,5 871,3
2 791.,3 895,2 637,1 769,2
3 1018,3 895,1 348,3 91,1
4 1025,6 848,6 9444 1109,2
5 1641,6 762,3 785,18 866,6

Média/DP 1217,5+385,0" 825,1+67,8" 606,6+272,3"  9154+127,7*

DP (Desvio Padrio)
Letras iguais sobrescritas (a) indicam semelhangas entre os grupos
ab: AH Plus foi estatisticamente diferente apenas do MTA Fillapex (p<0,05)
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4 r . o 2 y .
Tabela 2 - Numero de células inflamatérias por mm~ na cdpsula adjacente aos

implantes no subcutaneo, no periodo de 15 dias

Grupos
Animais MTA Fillapex = MTA Branco AH Plus Fill Canal
1 2056,3 640,7 979 1375,3
2 2248,1 828.3 1028,3 1464,1
3 2060,3 648,1 1087,6 1749,3
4 1628,3 9222 1041,9 1513,5
5 2106,1 869,1 1017,2 1327,1

Média/DP 2019,8+232,2*  781,6+129,6" 1030,8+39,4°  1485,8+164,3"

DP (Desvio Padrao)
Letras diferentes sobrescritas indicam diferenga estatistica (p<<0,05) entre os grupos (a#b#c#d)

4 r . o 2 y .
Tabela 3 - Numero de células inflamatérias por mm~ na cdpsula adjacente aos

implantes no subcutaneo, no periodo de 30 dias

Grupos
Animais MTA Fillapex MTA Branco AH Plus Fill Canal
1 739,5 443,2 896,2 1233,5
2 906,1 481,4 409,8 1295,0
3 854,3 537,0 766,6 1596,2
4 1055,5 580,6 866,6 1230,8
5 1077,7 597,2 650,3 2171,6

Média/DP 926,6+141,5" 527,88+65,1°  717,9+197,2*"  1505,4+401,7°

DP (Desvio Padréo)
Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos (a#b#c)
(ab=a; ab=b)
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’ r . R 2 y .
Tabela 4 - Numero de células inflamatérias por mm~ na capsula adjacente aos

implantes no subcutaneo, no periodo de 60 dias

Grupos
Animais MTA Fillapex MTA Branco AH Plus Fill Canal

282,7 300 117,2 2214.,8
2 364,1 269,1 120,9 2116,0
3 429,6 288,8 169,1 2209,8
1 256,7 259,8 180,2 1651,8
5 3024 301,9 102,5 2114,6

Média/DP 327,1+£69,6" 283,9+18,7" 137,9+34,3" 2061,4+234°

DP (Desvio Padrao)

Diferentes letras sobrescritas indicam diferenga estatistica (p<0,05) entre os grupos (a#b#c)

, , . , . 2 , .
Tabela 5 — Numero de células inflamatérias por mm”~ na cépsula adjacente aos

implantes no subcutaneo nos diferentes periodos

Periodos
Material 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias
MTA Fillapex 1217,5°+385,0" 2019,8°+232,2"  926,6°+141,5'  327,1°469,6'
MTA Branco  825,1°+67,8'  781,6*129,6°  527,88°+65,1>  283,9°+18.,7'
AH Plus 606,6'+272,3™  1030,8"£39,4°  717,9°£197,2"%  137,9°434,3*
Fill Canal 915,4°+127,7"  1485.8°+£164,3" 1505,4°+401,7° 2061,4°+234°

Diferentes letras sobrescritas indicam diferenga estatistica (p<0,05) entre os periodos no mesmo

grupo (a#b#c)

Diferentes numeros sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
(1£2£3£4)  (12=1; 12=2)
IM: AH Plus foi estatisticamente diferente apenas do MTA Fillapex (p<0,05)

entre 0S grupos
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FIGURA 8 — Valores, em média, da densidade numérica de células inflamatdrias em

cada grupo experimental nos diferentes periodos.
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4.3 Imuno-histoquimica para marcac¢io de macrofagos e von Kossa

Alguns cortes dos implantes envolvidos por tecido conjuntivo, no
periodo de 30 dias, submetidos a reacdo imuno-histoquimica para marca¢do de
macrofagos exibiram células imunopositivas (com coloragdo castanho) nas céapsulas
formadas em resposta a todos os materiais analisados. Algumas células positivas foram
observadas na superficie da capsula em contato com os materiais bem como entre 0s
fibroblastos e particulas de cimento dispersas pela cépsula (Figuras 9A-9E); marcagdo
citoplasmatica positiva foi também encontrada em células gigantes multinucleadas
(Figuras 9A e 9C). No entanto, inimeras células imunomarcadas estavam presentes por
toda extensdo da capsula que envolvia o cimento Fill Canal (Figura 9E); estas células
mononucleadas continham nucleo arredondado ou irregular e conspicua marcagdo
citoplasmatica (Figura 9F).

Os cortes submetidos ao método histoquimico von Kossa revelaram a
presenga de densas estruturas irregulares positivas ao método, impregnadas em negro.
Estas estruturas foram observadas nas cépsulas que envolviam o Fillapex, MTA e AH
Plus (Figuras 10A-10C). Em contraposi¢do, estruturas positivas ao von Kossa ndo

foram observadas nas capsulas que envolviam o Fill Canal (Figura 10D).
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FIGURAS 9A-9F — Fotomicrografias mostrando cortes de porg¢des de capsulas
adjacentes aos cimentos MTA Fillapex (FIGURAS 9A e 9B), MTA Branco (FIGURA
9C), AH Plus (FIGURA 9D) e Fill Canal (FIGURAS 9E e 9F) ap6s 30 dias ao implante
no subcutaneo os quais foram submetidas a reacdo imuno-histoquimica para marcacao
de macrofago (em castanho) e contracoradas com hematoxilina. FIGURAS 9A, 9B, 9C
e 9D — Macréfagos imunomarcados (setas) sdo observados na superficie da capsula, em
intimo contato com o material; células gigantes multinucleadas (CG) também exibem
citoplasma imunopositivo (Figuras 9A e 9C). Escassas células (M) exibindo citoplasma
imunomarcado sdo observadas na capsula. VS, vasos sanguineos. Figura 9A: 450x;
Figura 9B: 1.140x; Figuras 9C e 9D: 630x. FIGURA 9E — A capsula exibe diversas
células imunopositivas (setas) por toda extensdo da cépsula. 180x. FIGURA 9F — area
demarcada em 9E, mostra diversas células mononucleadas exibindo o citoplasma
fortemente o citoplasma fortemente imunopositivo (setas). 860x
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MTA Fillapex

FIGURAS 10A-10D — Fotomicrografias mostrando cortes de porcdes
da cépsula de tecido conjuntivo formada adjacente aos cimentos MTA
Fillapex (FIGURA 10A), MTA Branco (FIGURA 10B), AH Plus
(FIGURA 10C) e Fill Canal (FIGURA 10D) apés 60 dias ao implante
no subcutdneo os quais foram submetidas a técnica de von Kossa e
contracoradas com picrosirius. FIGURAS 10A, 10B e 10C — estruturas
fortemente positivas ao von Kossa (em preto) sdo observadas nas
superficies das capsulas em intimo contato com os cimentos MTA
Fillapex, MTA Branco e AH Plus. 60x. FIGURA 10D — a cépsula
formada em resposta ao Fill Canal apresenta-se negativa ao von Kossa.
60x.



5 Discussiao

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) surgiu com o objetivo de selar
comunicagdes entre a cavidade pulpar e a superficie externa do dente, sendo indicado,
inicialmente, no selamento de perfura¢des radiculares e em casos de retro-obturagdes™”
64 Atualmente, principalmente devido a sua excelente biocompatibilidade, o MTA tem

1629, 3233.34.66 Embora este material apresente

sido amplamente utilizado em Endodontia
um bom comportamento bioldgico, o MTA exibe baixo escoamento e uma consisténcia
arenosa o que impede sua utilizagdo como cimento obturador de canais radiculares®’.
Holland et al.**** utilizaram o MTA associado a 4gua destilada e ao propilenoglicol
como um cimento endodontico. No entanto, esses autores relataram a dificuldade de
manipulagdo e inser¢do do MTA, devido a sua consisténcia arenosa. Em contraposi¢ao,
o MTA manipulado com o propilenoglicol proporcionou uma mistura pastosa o que
facilitou a sua insercdo nos canais radiculares. No entanto, os autores relataram a
necessidade de pesquisas adicionais a fim de obter melhores resultados, tanto no que se
refere as propriedades fisico-quimicas como bioldgicas do cimento. Assim, novos
materiais tém sido desenvolvidos a partir do MTA cujo objetivo ¢ aliar a

biocompatibilidade deste produto com as caracteristicas fisicas e quimicas de um

. . . 4
cimento obturador de canais radiculares®’.

O MTA Fillapex, utilizado neste estudo, ¢ um material que contém MTA
e foi desenvolvido com o objetivo de ser utilizado na obturacdo dos canais radiculares.
Estudos recentes demonstraram que o MTA Fillapex apresenta boa atividade
antimicrobiana®. Embora o MTA Fillapex apresente altos niveis de citotoxicidade em
culturas usando células L929*, mostra-se biocompativel em tecido subcutdneo de

rato 526.

Nossos resultados morfoldgicos mostraram que o MTA Fillapex, no
periodo de 7 dias, teve um comportamento bioldgico semelhante ao MTA branco e ao
Fill Canal, porém inferior ao AH Plus. Estes resultados sdo sustentados a partir da
densidade numérica de células inflamatorias presentes na por¢do mais interna da

capsula, ou seja, aquela em intimo contato com o material. Portanto, aos 7 dias, o
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numero de células infamatorias foi significantemente menor na capsula adjacente ao AH
Plus em comparagdo aos demais materiais. No entanto, com exce¢do do MTA branco,
todos os demais cimentos promoveram, aos 15 dias, um aumento significante na
densidade numérica de células inflamatorias na capsula, refletindo, portanto, num
processo inflamatorio intenso. Além disso, a andlise quantitativa revelou que o MTA
Fillapex induziu a formacdo de um processo inflamatério significantemente mais
intenso em compara¢do aos demais materiais. No que se refere ao cimento AH Plus,
resultados semelhantes foram encontrados por Silveira®’. O aumento significante no
nimero de células inflamatdrias, observado aos 15 dias, pode ser, em parte, explicado
pela consisténcia pastosa deste cimento, conferindo-lhe alta capacidade de escoamento®,
e pelo seu tempo de presa estendido®’. Estes dois fatores contribuem para a utiliza¢do do
AH Plus como cimento obturador de canais radiculares, porém, por demorar a tomar
presa’’ e por ter um grande escoamento®, ha a possibilidade de extravasamento deste
cimento do interior do tubo de polietileno para o subcutaneo, induzindo a reagdo

inflamatoéria, conforme verificado no presente estudo.

O intenso processo inflamatorio induzido pelo MTA Fillapex possa ser
talvez, pelo menos em parte, devido a presenca freqiiente de particulas deste cimento
dispersas na capsula. Este cimento possui resina como veiculo, tornando-o pastoso e,
portanto, conferindo maior escoamento a este material, o que facilita sua utilizacdo
como cimento obturador de canais radiculares. Considerando que, no presente estudo,
os tubos de polietileno foram preenchidos com MTA Fillapex e, imediatamente,
implantados no subcutineo ¢ possivel que tenha ocorrido algum extravasamento deste
cimento para a bolsa cirirgica. A associag@o de resina, como veiculo, pode também ser
a responsavel pela irritagdo promovida no subcutdneo, ocasionando uma intensa
vascularizagdo, diapedese e migracdo de leucocitos, instalando-se, dessa maneira, o
processo inflamatério. Embora a adicdo de resinas aos cimentos endodonticos melhore
suas propriedades fisicas, ha evidéncias de que este componente, de maneira geral,
prejudica suas propriedades biologicas™>®’. Um estudo recente mostrou que o MTA
Fillapex apresenta uma grande solubilidade aos 7 dias'' o que poderia explicar a
presenca de particulas do cimento dispersas na capsula bem como a resposta promovida

no subcutaneo por este cimento até os 15 dias. Estes resultados estdo em desacordo com
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Gomes-Filho®® que avaliaram a reacdo tecidual provocada pelo MTA Fillapex no tecido
subcutaneo de ratos. Segundo estes autores, o processo inflamatorio foi maior aos 7
dias, diminuindo gradativamente até o periodo de 60 dias. No presente estudo, apds os
periodos de 7 e 15 dias, ocorreu uma diminui¢do significante no nimero de células na

capsula adjacente aos implantes de MTA Fillapex.

No periodo de 30 dias, uma reducdo significante no processo
inflamatoério foi verificada junto ao MTA Fillapex, MTA e AH Plus em comparacdo aos
periodos iniciais (7 e 15 dias). No entanto, o nimero de células inflamatdrias na capsula
adjacente a0 MTA Fillapex ainda foi maior do que a observada no MTA, porém,
diferenga significante ndo foi verificada entre o MTA Fillapex e o AH Plus. Neste
periodo, as células inflamatdrias, principalmente os macrdfagos, estavam situadas na
superficie mais interna da capsula, ou seja, na superficie em contato com o cimento;
usualmente, os macrofagos nas porgdes mais externas da capsula foram observados
proximos as regides contendo particulas de cimento dispersas entre os componentes do
tecido conjuntivo. Os macrofagos originam-se a partir dos mondcitos que atravessam as
paredes dos capilares sanguineos e, no tecido conjuntivo, diferenciam-se em
macrofagos. Os macrofagos sdo células geralmente arredondadas ou ovoides exibindo
nucleos irregulares, freqiientemente riniforme; sdo as células responsaveis pela
fagocitose e digestdo de restos celulares, células infectadas, componentes da matriz
extracelular e diversas particulas estranhas ao organismo. O inicio do processo
inflamatério € caracterizado pela presenga predominante de neutréfilos os quais
diminuem com o tempo; em contrapartida, ocorre um aumento de linfécitos e

macréfagos”.

Ocasionalmente, células gigantes multinucleadas imunopositivas foram
também observadas na superficie das cdpsulas. Sabe-se que as células gigantes
multinucleadas sdo oriundas da fusdo de mondcitos/macrofagos®, o que justifica a

positividade destas células ao anticorpo usado como marcador de macrofagos.

No periodo de 60 dias, a densidade numérica de células inflamatérias nos
implantes de MTA Fillapex foi semelhante ao observado no MTA, resultado semelhante
ao de Gomes-Filho®. Deve ser ressaltado que o numero de células inflamatérias foi

significantemente menor na capsula adjacente ao AH Plus em comparag@o aos materiais
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a base de MTA, sustentando achados de outros autores que mostraram que este material
¢ biocompativel”. No entanto, aos 60 dias, diversas particulas de AH Plus estavam
presentes na céapsula, indicando que este cimento apresenta, pelo menos nos periodos
iniciais, alta solubilidade''. Apés algum tempo, estas particulas parecem que se tornam
quase que inertes, pois permanecem no tecido conjuntivo sem estimular uma reacdo de
corpo estranho. No que diz respeito aos materiais a base de MTA, a capsula formada em
resposta a0 MTA branco apresentou-se constituida por tecido conjuntivo denso, com
fibroblastos dispostos entre os feixes de fibras coldgenas com arranjo ordenado. Em
contraposi¢do, a capsula formada em resposta ao MTA Fillapex caracterizava-se pela
rica vascularizacdo e pela presenca de muitas células, a maioria fibroblastos,
entremeadas por poucas fibras colagenas. Estas caracteristicas indicam que o tecido
conjuntivo que envolve o MTA Fillapex ainda contém muitas células e vasos
sanguineos presentes em resposta a reacdo do material. Estes achados reforcam a idéia
que a resina adicionada ao MTA deve interferir nas propriedades bioldgicas do MTA,
promovendo uma reagdo inflamatdria mais intensa e prolongada quando comparada ao

MTA branco.

A reacdo inflamatoria provocada pelo MTA branco neste estudo foi
semelhante a encontrada em diversos trabalhos realizados no tecido subcutineo de

25,26, 32,66
ratos™ 7

, ou seja, no periodo inicial de 7 dias, houve um grande numero de células
inflamatorias o qual foi diminuindo gradualmente até o periodo de 60 dias. O MTA ¢
composto em 80% por cimento Portland que em contato com a dgua leva ao surgimento
de hidréxido de calcio'. Assim como o hidréxido de célcio, o MTA apresenta um pH

alcalino e promove a liberagdo de ions calcio' ™’

os quais estimulam a produgdo e
secre¢do de citocinas inflamatdrias, tais como, a interleucina-1 e a interleucina-6. Estas
citocinas promovem a migracdo de neutrofilos para a area de tecido lesado

. . - . L, . , ... . 16,5567
caracterizando uma intensa reagdo inflamatdria nos periodos iniciais .
Posteriormente, os ions célcio reagem com o carbonato de cdlcio presente no tecido
formando cristais de calcita™ o que contribui para a diminuicdo do processo

inflamatorio™.

O Fill Canal induziu um processo inflamatorio cronico; a cépsula

formada em resposta a este cimento apresentou um aumento significante de células
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inflamatérias no decorrer dos periodos analisados. Assim, aos 30 dias, inimeros
macrdfagos foram observados na capsula adjacente ao Fill Canal; ao contrario dos
demais materiais, os macrdfagos estavam dispersos por toda extensdo da capsula,
sugerindo que este cimento libera substancias altamente irritantes ao tecido conjuntivo.
Este comportamento irritante apresentado pelos cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol tem sido relatado por diversos autores™'®?"*. Segundo alguns autores, isto se
deve a liberacdo lenta e prolongada do eugenol o qual parece se difundir lentamente
para as células, causando desnaturagdo protéica o que leva a perda de funcdo e
desintegracdo celular’; tem sido sugerido que o eugenol pode inibir a respira¢do
celular’', além de causar reagdes hidrofébicas no citoplasma da célula, causando a sua
morte*®. Os fons zinco, presentes na composicdo dos cimentos a base de 6xido de zinco
e eugenol, também parecem ter uma acdo secundaria na pobre biocompatibilidade deste
cimento'’. Estes eventos influenciam na reagdo inflamatéria promovendo a quimiotaxia

das células de defesa para o tecido lesado™'®*!

. Dessa maneira, a quantidade de eugenol
. . . . . . , . 4
parece influenciar diretamente na intensidade da resposta inflamatéria® o que deve

explicar os resultados encontrados no presente estudo para o Fill Canal.

Areas von Kossa-positivas para o calcio foram observadas no MTA
Fillapex, MTA branco ¢ AH Plus, ainda no periodo de 60 dias, sugerindo que estes
materiais podem estimular a formagdo de estruturas calcificadas no tecido subcutaneo
de ratos. No MTA branco e no MTA Fillapex, este resultado tem origem a partir do

25,26,30

oxido de calcio (CaO) presente nestes materiais . Quando em contato com a agua,

ha a formagdo de hidroxido de calcio o qual se dissocia em ions cdlcio e hidroxila. Os
fons célcio participam da ativagdo da adenosina trifosfatase calcio-dependente™~° e
reagem com o gas carbonico, formando cristais de carbonato de cdlcio que serve como
nucleagdo, para a calcificacdo e favorece a mineralizag5023’56. As areas von Kossa-
positivas observadas no AH Plus podem estar relacionadas a liberagdo de ions calcio

. . 11,47
proporcionada por este cimento

o qual esta presente no tungstato de célcio, um dos
seus radiopacificadores'®. A estimulacdo da formacdo de tecido mineralizado pelo AH

Plus j4 foi demonstrado por estudos em dentes de caes™.

No tecido subcutaneo adjacente aos implantes contendo Fill Canal, nao

foram encontradas areas Von Kossa-positivas em nenhum dos periodos analisados.
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Segundo o fabricante, este cimento possui como principais componentes o 6xido de
zinco (po) e eugenol (liquido). Além disso, o p6 deste material também ¢ composto por
subcarbonato de bismuto e sulfato de bario os quais sdo adicionados para conferir
radiopacidade ao material. Estes constituintes apresentam atividade antimicrobiana,
porém, sdo agentes irritantes™. Sendo assim, ndo hd na composi¢io do Fill Canal
nenhum material capaz de liberar ions célcio e, portanto, de originar estruturas

calcificadas von Kossa positivas.



6 Conclusao

e Apesar de, nos periodos iniciais, induzir uma reag@o inflamatoria significante, o

MTA Fillapex, aos 60 dias, foi biocompativel, similarmente ao MTA branco;

e O cimento AH Plus, em todos os periodos, exibiu melhor resposta biologica,
promovendo menor irritagdo e, conseqiientemente, a formagdo de um processo

inflamatério menor em comparagdo ao MTA Fillapex;

e Os materiais MTA Fillapex, MTA Branco ¢ AH Plus induziram a formagao de

estruturas calcificadas aos 60 dias.

® O cimento Fill Canal induziu a formacdo de um processo inflamatdrio cronico
que aumentou significantemente com o decorrer do tempo, ou seja, de 7 a 60

dias.
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