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1 Introducao

O emprego de modelos animais em pesquisas bioldgicas
vem sendo relatado desde a antiguidade. Hipocrates (450aC) ja
relacionava, com finalidade didatica, o aspecto macroscopico de orgaos
humanos doentes com o de animais. A primeira pesquisa cientifica
utilizando animais foi publicada em 1638 por William Harvey, descrevendo
um estudo experimental sobre a fisiologia circulatéoria em mais de 80
diferentes espécies. (GOLDIM; RAYMUNDOS3?, 1997)

A pesquisa envolvendo animais tem importante papel no
desenvolvimento dos fundamentos biolégicos do tratamento endoddntico.
Segundo Spangbergl0s (2001), a pratica clinica baseada em evidéncias
cientificas é possivel, por meio da sua comprovagao in vivo, sendo
considerada a andlise histopatoldgica dos tecidos periapicais de acordo
com os diferentes protocolos de tratamento. Os efeitos biolégicos dos
materiais obturadores de canais radiculares e substancias empregadas
nas diversas fases do tratamento endoddéntico, podem ser estudados pelo
“Usage Test”, denominacdo da ANSI/ADA, para os métodos de avaliacao
que reproduzem em primatas ou cdes, as condi¢cfes clinicas de uso dos
materiais odontolégicos (WATTS; PATERSON128, 1992).

As primeiras pesquisas cientificas endodonticas que
utilizaram cdes datam da década de 30 do século passado, quando varios

pesquisadores como: Kronfeld, Gottlieb, Orban, Stein, Schawarz, Dixon,
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Rickert, Coolidge, dentre outros, enfatizaram em seus estudos2!, a
importancia das pesquisas in vivo, especialmente em dentes de cdes.
Orban’>, em 1932, relatou: “esta claramente demonstrado e aceito em
Paris, que os tecidos periodontais e as reacdes inflamatdrias nos caes,
sdo muito semelhantes as que ocorrem nos humanos” (DIXON;
RICKERT?1, 1938).

No Brasil, pesquisadores como Holland e Leonardo merecem
destaque no desenvolvimento de uma endodontia biologica pelos
inimeros estudos realizados em dentes de cdes, 0S quais exercem
importante papel na definicAo dos principios biolégicos que orientam a
terapia endoddntica.

As alteracdes patologicas endoddnticas sdo principalmente
de origem bacteriana (KAKEHASHI et al.47, 1965; FOUAD et al. 25, 1992),
sendo comprovada a relacdo entre as alteracfes pulpares e periapicais
com a infec¢cdo microbiana. Assim, nos casos de dentes sem vitalidade
pulpar, o objetivo principal do tratamento endodontico é a eliminacdo da
infeccdo do sistema de canais radiculares, sendo maior a dificuldade de
obtencdo desta meta nos dentes que apresentam necrose pulpar e lesdo
periapical visivel radiograficamente, caracterizando um processo
infeccioso de longa duracédo, no qual os microrganismos e seus produtos
e subprodutos ja alcancaram todo o sistema de canais radiculares além
dos tecidos apicais e periapicais (SHOVELTON®4, 1964; ARMITAGE>

1983; ANDO; HOSHINO*, 1990; LEONARDO et al.54, 1994).
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A microbiota endoddéntica, seus produtos e subprodutos
bacterianos, o biofilme apical, a infec¢cdo extra-radicular, assim como 0s
efeitos sistémicos decorrentes do processo infeccioso persistente,
constituem a razdo da diferenca nos indices de sucesso observados apos
tratamento endodoéntico de dentes sem vitalidade pulpar com leséo
periapical. Assim, grande numero de pesquisas tém sido realizadas
visando a obtencdo de um melhor prognostico ap0s o tratamento
endoddntico de dentes com lesdo periapical, 0os quais apresentam nas
pesquisas menores indices de sucesso (HOLLAND et al.44, 1983;
LEONARDOS>3, 1998). Entretanto, sdo inOmeras as implicacdes
microbioldgicas e patologicas, freqlentemente interrelacionadas, que
devem ser observadas durante o tratamento endoddntico desses dentes
(LEONARDO; LEALS6, 1998).

As observacdes citadas, conduzem a uma maior
preocupa¢do quanto a definicdo dos conceitos e procedimentos
envolvidos no tratamento endoddntico de dentes sem vitalidade pulpar e
com reacdo periapical crénica. Desta forma, para avaliagdo dos materiais
e técnicas utilizados no tratamento endodoéntico nesses casos, devem ser
consideradas as condigdes particulares envolvidas, especialmente quanto
a anatomia do sistema de canais radiculares, além dos aspectos
microbiolégicos e patolégicos. Torna-se evidente a necessidade de
modelos experimentais animais que possibilitem a inducdo experimental
das lesOes periapicais, reproduzindo as condi¢bes especificas

observadas.
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A escolha do cdo como modelo experimental, esta
relacionada a facilidade de manutencdo e obtencdo, resisténcia a
prolongados periodos de anestesia, mas principalmente, por
apresentarem dentes com estruturas mineralizadas, dentina e cemento
semelhantes ao homem, assim como o0 processo de reparacdo
(KUKIDOMES?, 1957; STROMBERG!10, 1969; CITROME!®, 1979). Além
destas vantagens, Rowe8¢, em 1980 relatou que o cdo possui crescimento
rapido, o que permite a obtencdo de resultados em menores periodos de
tempo, quando comparado ao humano.

A inducédo experimental das lesGes periapicais cronicas em
dentes de cdes pode ser realizada com diferentes metodologias. As
variacfes nos métodos utilizados podem estar relacionadas ao meio de
contamina¢do dos canais radiculares, ou seja, por microrganismos da
cavidade bucal do cdo, ou por meio de inoculacdo de cepas isoladas,
sendo esta Gltima menos utilizada atualmente (STEIN109, 1931; DIXON;
RICKERT?1, 1938; SMITH et al.101 1984). Também tem sido empregados
diferentes periodos de tempo para contaminacdo dos canais radiculares
apds exposicdo destes ao meio bucal, bem como a realizacdo ou nédo do
selamento da abertura coronéria durante o processo de desenvolvimento
da lesdo periapical. Outra variavel que pode ser introduzida nos métodos
de inducdo das lesbes periapicais esta relacionada ao arrombamento do
delta apical presente no apice radicular dos dentes de cédes, o qual pode

ser realizado antes ou ap6s o periodo experimental de inducao.



Introdug¢d&o 18

Atualmente, merecem destaque duas técnicas de inducdo de
lesdo periapical em dentes de cdes. Uma técnica na qual os canais
radiculares sdo mantidos expostos ao meio bucal por todo o periodo de
inducdo, sendo necessario aproximadamente 180 dias para obtengdo das
lesBes periapicais (HOLLAND et al.38.42) 1992, 2003; PANZARINI et al.78,
1998; OTOBONI FILHO?, 2000). A outra técnica de indugdo utilizada
preconiza um periodo de 7 dias de exposi¢do dos canais radiculares para
sua contaminacdo, e posterior selamento da abertura corondria, sendo as
lesGes periapicais visiveis radiograficamente, apds 45 a 60 dias.
(ALENCAR et al.2, 1997; HERNANDEZ33, 2002; LEONARDO et
al.54.55.62,60,57 1994, 1995, 1998, 2002, 2003; MATTOSS¢, 2001; NELSON
FILHO et al.72, 2002; TANOMARU FILHO et al.114113° 1998; 2002;
SHABANHANG et al.?3, 1999; SILVA et al.?8, 2002).

Sendo a metodologia de fundamental importancia para a
interpretacdo dos resultados de uma pesquisa, julgamos importante a
avaliacdo das lesdes periapicais induzidas em dentes de cées utilizando
0s métodos citados acima, possibilitando uma definicdo do quadro
histopatologico apical e periapical e da propagac¢ao microbiana, de acordo

com as técnicas de inducéo.



Desde a década de 30 do século passado, os pesquisadores da area de
Endodontia ja utilizavam modelos animais experimentais para o estudo dos tratamentos
endodbnticos em dentes com necrose pulpar e lesao periapical cronica. Na revisdo da
literatura, constatamos a preocupacao dos autores com o tratamento desses dentes,
decorrente da grande incidéncia de insucessos apos tratamentos endodoénticos de dentes com
presenca de lesdo periapical cronica, assim como a necessidade de criar metodologias que

simulam estas condicbes em dentes de animais.

Orban’, em seu seu artigo publicado em 1932, demonstra a preocupacao
com o estabelecimento de protocolos para experimentos endodonticos utilizando dentes de
caes e relata que a maioria dos pesquisadores aceita 0 cdo como modelo ideal para estes
testes, devido as respostas teciduais desses animais serem semelhantes as dos seres

humanos.

No mesmo ano, Hill*® estudou a inducdo de granulomas em dentes de cées,
visando a comparagao destes aos granulomas de dentes de humanos. O autor utilizou como
contaminacao dos canais radiculares a inoculacao de Streptococcus, sendo os dentes selados
com améalgama. Os resultados histopatoldgicos mostraram que os aspectos morfoldgicos e
histopatoldgicos desses granulomas induzidos, foram semelhantes aos existentes nos

humanos.

Genvert et al.?® (1940), utilizaram o método de inducdo de lesao periapical
cronica em dentes de macacos, para o estudo da relagdo entre infeccOes periapicais e

doengas sistémicas. As lesdes periapicais induzidas foram realizadas de duas formas: através



da exposicao do canal radicular ao meio oral ou da inoculacéo de cepas de Streptococcus
viridans na cavidade pulpar. O periodo experimental variou de 3 a 400 dias. Foram utilizados
métodos aerdbios e anaerdbios para as analises microbioldgicas, incluindo culturas dos
dentes, do sangue venoso antes da morte e do sangue do coracdo apés a morte, das visceras
e dos intestinos. Somente 1 dos 15 macacos apresentou mudancas sistémicas associadas a

inducdo de leséo periapical crénica apresentando uma extensa celulite e osteomielite.

Em estudo classico, Kakehashi et al.#” (1965) compararam as alteracoes
resultantes de exposicOes pulpares néo tratadas em ratos germ-free e em ratos portadores de
microbiota bucal normal. As exposi¢@es foram feitas através de perfuracéo na superficie
oclusal do primeiro molar superior direito. Apds intervalos operatorios, variando de 1 a 42 dias,
0s animais foram sacrificados e o0s tecidos pulpares examinados. Foi observado apos um
intervalo de 8 dias, tecido pulpar vital somente na regido apical dos canais radiculares dos
ratos com microbiota bucal convencional, demonstrando a necrose da polpa coronaria e parte
da radicular, levando, ao final do experimento, ao desenvolvimento de lesdes periapicais
cronicas. Nos animais “germ-free” no entanto, ndo foram observadas necrose pulpar,
granuloma apical ou abscessos. Além disso, independente do tamanho da exposi¢édo pulpar,
houve formagédo de tecido mineralizado sobre a polpa exposta, a partir dos 14 dias, com
pontes de tecido mineralizado completas entre 0 21° e 0 28° dia.

Moller et al.5” , em 1981, apds expor o tecido pulpar de dentes de macacos ao
ambiente oral, efetou o selamento dos dentes durante seis meses. Nesse periodo 0s autores
observaram que todas as polpas expostas se tornaram infectadas por microrganismos como
Streptococcus alfa-hemoliticos, Enterococcus, Coliformes, e anaerdbios como os bacterdides,
eubactéria, propionibacteria, e Peptostreptococcus e que 90% dos dentes desenvolveram

lesBes periapicais visiveis radiograficamente.



Pitts et al.2%, em 1982, estudaram o envolvimento das endotoxinas na
inflamag&o periapical. Para esta finalidade, foram utilizados canais radiculares de dentes de
caes, que receberam ap0s pulpectomia, a endotoxina de Salmonella minnesota, sendo
utilizado como grupo controle, canais radiculares que receberam somente a solugdo salina.
Foram realizados exames radiograficos semanais e efetuada a avaliacdo histoldgica apos 4 e
5 semanas. Os canais radiculares que receberam a endotoxina apresentaram alteragdes
radiograficas mais severas e rapidas que aqueles que receberam solucéo salina. Os mesmos
resultados foram observados na avaliagdo histoldgica, sendo observada maior destruicao
Ossea periapical e severa resposta inflamatdria, sugerindo assim que, as endotoxinas teriam

relacdo direta com a inflamacéo periapical e reabsor¢do 6ssea.

Fabricius et al.?®, em 1982, analisaram o conteido microbiano de 24 canais
radiculares infectados de dentes de macacos apos variados periodos de selamento. Os dentes
foram desvitalizados e 0s canais expostos ao meio bucal por 1 semana, sendo posteriormente
selados. Os autores relataram que, ap6s o selamento dos canais expostos, o percentual de
anaerobios em relacdo aos aeréhios aumentou com o decorrer do tempo. Bacteroides
melaninogenicus, agora denominados Prevotella malaninogenicus foram encontrados em alto
percentual na regido apical. Bacterdides, agora Porphyromonas e Prevotella, tém se mostrado
capaz de induzir abscessos em uma variedade de modelos de estudo experimental, tanto em

culturas puras quanto em associa¢do com outros microrganismos facultativos.

Walton e Garnick!?6 (1986) induziram lesdes periapicais em 34 molares de
macacos, para estudar o processo da inflamacéo periapical. Apds abertura coronéria, o tecido
pulpar foi exposto ao meio bucal por sete dias, quando entdo as aberturas foram seladas com

amalgama. Exames radiograficos mensais foram realizados durante sete meses, seguido pela



morte dos animais. Histologicamente foi possivel observar que a dire¢do da inflamacéao na
regido periapical, além de avaliar a natureza da reacdo inflamatdria, a reabsorcéo 6ssea e
radicular e as alteracdes nos tecidos moles (ligamento periodontal e espagos medulares).
Observaram que em 53% das les@es periapicais a inflamagéo direcionava-se primariamente
para a regido de furca, em 32% para direcdo mésio-distal e 15% para as direcdes vestibular,
lingual e apical. Ocorreu predominéncia de células inflamatérias mononucleares,
principalmente macrofagos e polimorfonucleares, principalmente nas regides préximas ao
forame apical. A reabsor¢éo radicular apresentava auséncia de reparo por cemento ou 0Sso,
sendo esta definida e restrita as areas inflamadas. A reabsorcao 6ssea, no entanto, foi mais
evidente que a reabsorcdo radicular e ndo estava restrita as areas inflamadas.

Fouad et al.?, em 1992, induziram lesOes periapicais em dentes caninos de
furdo. Apds abertura coronaria e remocao da polpa radicular, os canais radiculares foram
mantidos expostos ao meio bucal por 7 dias, quando ent&o realizaram o selamento dos
dentes. A cada 2 semanas, durante 3 meses, realizavam exames radiograficos até que fossem
verificadas aparentes areas de rarefacdo 6ssea 0 que ocorreu proximo a 4 semanas tendo
estas areas um aumento de tamanho com o passar do tempo. Histologicamente verificaram
que as lesdes periapicais consistiam principalmente de infiltrado inflamatério mononuclear,
predominando macrdfagos e linfocitos. Com a coloracdo de Brown & Brenn, bactérias foram
detectadas no espaco pulpar dos dentes com leséo periapical e nas ramificacdes do sistema
de canal radicular. Somente uma amostra apresentou bactéria no interior da les&o periapical, a

qual histologicamente caracterizava um abscesso.

Walton & Ardjmand!?® (1992), realizaram um estudo para determinar a
existéncia de bactérias no tecido necrotico dos canais radiculares de dentes de macacos com

lesdo periapical cronica induzida. Foram realizadas aberturas coronarias e removidas as



polpas radiculares. Os dentes foram mantidos abertos durante 7 dias para contaminacéo e
posteriormente foram selados com amalgama para indugdo da leséo periapical, as quais foram
detectadas radiograficamente apos 7 meses. Os macacos foram mortos sendo a seguir
realizados cortes histolégicos, que receberam a coloracdo de Brown & Brenn, para examinar
aincidéncia e a localizagdo das bactérias. As bactérias gram-positivas foram predominantes,
em todos os canais radiculares analisados e estas, na maioria das amostras, néo
ultrapassavam o limite do forame apical, e estavam relacionadas a presenca de

polimorfonucleares nos tecidos periapicais.

Comparando o desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas em dentes de
macacos, quanto ao selamento ou ndo, Jansson et al.*6, em 1993, estudaram os aspectos
histopatoldgicos correlacionados aos aspectos radiogréaficos. Os periodos de inducéo foram de
1,2,4,7e 10 meses, divididos em dois grupos: a) Selados com IRM, apds 10 a 14 dias de
exposicao a cavidade oral ; b) mantidos abertos por todo periodo experimental. Os autores
concluiram que, os dentes selados apresentaram lesdes periapicais em periodo de tempo
menor do que o grupo mantido aberto. Histologicamente, ao final do periodo experimental, os
grupos foram semelhantes, diferindo somente na forma de difuséo focal do infiltrado
inflamatdrio no grupo em que os dentes foram mantidos abertos durante todo periodo
experimental. O infiltrado inflamatdrio, porém, foi composto de células mononucleares,
predominantemente macréfagos, e presenca de polimorfonucleares em regides proximas ao

apice radicular.

Yamasaki et al.132, em 1994, desenvolveram um trabalho para estudar a
reacao nos tecidos pulpares e periapicais apos exposi¢cdo pulpar em dentes de rato. Foram

utilizados 40 ratos sendo escolhidos os molares, nos quais, apds as aberturas coronarias, as



camaras pulpares permaneceram abertas até o sacrificio dos animais nos periodos de
1,3,7,14,21,28,42 e 56 dias. Observaram aos 28 dias necrose total da polpa, com
aparecimento de reabsorcdo 6ssea aos 7 dias e reabsor¢do radicular apical aos 21 dias. Os
achados mostraram que a lesao periapical estende-se primeiramente no sentido mesio-distal
reabsorvendo 0SS0 esponjoso e inter radicular e posteriormente avanga no sentido vertical

reabsorvendo cortical 6ssea e cemento.

Poliseli Neto®!, em 2002, comparou radiografica e microbiolégicamente,
diferentes métodos de inducédo experimental de lesdes periapicais em dentes de caes,
apresentando como variaveis o selamento da abertura coronaria e arrombamento do &pice
radicular. Foram utilizados 58 canais radiculares, divididos em 4 grupos experimentais, sendo
que nos dois primeiros (grupos | e 1), os canais radiculares foram expostos ao meio bucal por
7 dias e apos este periodo selados com cimento de 6xido de zinco e eugenol por 53 dias. Nos
demais grupos (Il e IV) os canais radiculares permaneceram sem selamento coronario por
180 dias. Nos grupos | e lll ndo foi realizado arrombamento do apice radicular, sendo o
mesmo realizado nos Grupos Il e IV. Inicialmente e ao final dos periodos experimentais,
radiografias padronizadas foram realizadas para avaliacao das lesdes induzidas. Ao final dos
periodos de induc&o das leses, foi realizada a colheita microbiolégica do conteido dos canais
radiculares, sendo verificado o crescimento de microrganismos anaerobios e aerobios. Para
avaliacdo radiografica as imagens obtidas foram digitalizadas e submetidas a delimitacdo das
areas radiolucidas periapicais. Os resultados da avaliacdo microbioldgica demostraram que a
quantidade de microrganismos foi maior para os Grupos Il e IV, 0s quais permaneceram
abertos por todo o periodo experimental (p<0,05). A propor¢édo de microrganismos, com maior
numero de anaerdbios em relacao aos aerébios foi mantido para as duas técnicas. A avaliagdo

radiografica ao final de cada periodo experimental, demonstrou que as areas radiollcidas



periapicais observadas para todos os grupos experimentais foram semelhantes (p>0,05), sem

interferéncia do método ou arrombamento do apice radicular.

No mesmo ano, Silva et al.?® avaliaram, in vivo, o efeito da endotoxina (LPS)
associada ou ndo ao hidroxido de calcio, sobre os tecidos apicais e periapicais de dentes de
cdes, por meio de avaliacdo histopatoldgica. Foram utilizadas 59 raizes de pré-molares de 3
caes que, apos abertura coronaria e biopulpectomia, foram preenchidos, por 30 dias, com
diferentes materiais, de acordo com os seguintes grupos: Grupo I: LPS; Grupo II:
LPS/hidréxido de calcio; Grupo llI: soro fisioldgico; Grupo IV: lesdes periapicais
experimentalmente induzidas por meio da exposicédo do canal radicular ao meio bucal durante
7 dias seguido pelo selamento coronario com Oxido de zinco e eugenol durante todo periodo
experimental (30 dias). Decorrido este periodo, 0s animais foram sacrificados, as pe¢as
removidas e submetidas ao processamento histolégico. Verificou-se que a intensidade do
infiltrado inflamatério, a espessura do ligamento periodontal e a presenca de reabsor¢des
cementarias, dentinarias e 6sseas no Grupo | (LPS) foram semelhantes ao Grupo IV (indugéo
experimental de lesdes periapicais), diferindo quanto a difusao das células inflamatorias.
Sendo o Grupo Il (LPS/hidrdxido de calcio) semelhante ao Grupo Il (soro fisioldgico).
Concluiu-se que a endotoxina bacteriana (LPS) ocasionou o desenvolvimento de reacéo
periapical, e que o hidréxido de célcio foi capaz de inativar os efeitos toxicos da mesma, in

Vivo.



2.2 - Da identificacao dos microrganismos nos tecidos dentarios pela coloragao
de Brown & Brenn.

Langeland et al.?, em 1977, realizaram estudo histopatoldgico e
histomicrobioldgico, de bidpsias obtidas de 35 dentes de humanos, portadores de leséo
periapical. As pegas histologicas foram coradas pela hematoxilina e eosina, Brown & Brenn,
corante de Johns Hokins modificado e tricromico de Masson. Somente um caso apresentou,
simultaneamente, bactérias no tecido desintegrado presente no canal radicular e na regido

periapical.

Winkler et al.130 (1972) avaliaram microbiologicamente, lesdes periapicais
aderidas ao apice radicular de 15 dentes humanos extraidos, diagnosticadas como
granulomas periapicais. Notaram elevada incidéncia de bactérias no limen do canal radicular
e com certa freqiiéncia nos tubulos dentinérios. Em 13 leses periapicais, 0s microganismos
estavam uniformemente dispersos no tecido, com concentracao leve a moderada, com
predominio de cocos gram-positivos nos canais radiculares e lesdes periapicais, com rara

presenca de gram-negativas.

Analisando a microbiologia de 20 biopsias de lesdes periapicais, Bohorquez
Avila®, (1995) verificou que em 90% das amostras, 0s bacilos e cocos gram-positivos, estavam
em 58,3% e 45,0% dos cortes avaliados, respectivamente, seguidos pelos bacilos gram-

negativos (26,7%). A localizacdo mais comum para 0s microrganismos na rea periapical, foi



nas proximidades do forame, entre as células do infiltrado inflamatério periapical, constituindo
o chamado biofilme apical. Cocos e bacilos gram-positivos também foram vistos na cavidade

de dois cistos periodontais apicais instalados.

Com o objetivo de analisar a distribuicdo das bactérias nos granulomas
apicais humanos, Ribeiro e Consolaro®® (2000), utilizaram 32 raizes dentarias, com lesoes
periapicais firmemente aderidas a seus apices e 16 lesdes isoladas. Evidenciaram alta
freqiéncia de cocos gram-positivos e bacilos gram-positivos ou gram-negativos, no ter¢o
apical radicular, distribuidos isoladamente ou em colbnias, por vezes aderidos as paredes dos
canais. Nos tubulos dentinérios, os mesmos morfotipos anteriores invadiram o ter¢o
circunferéncial da dentina externa, com predominancia de bactérias gram-negativas. Na
superficie radicular apical externa, notou-se areas de reabsorgdes em variados graus. Todas
amostras apresentavam col6nias bacterianas no canal cementario, livres ou aderidas as suas
paredes, principalmente nas lacunas de Howship e em sete casos nos cementoplastos. Em
dois espécimes, notaram quantidade exagerada de colénias bacterianas superpostas, de
aspectos morfoldgicos variados, constituindo-se em verdadeiro “plug bacteriano” apical. Na
superficie apical, observou-se bactérias gram-negativas e gram-positivas, predominantemente
cocos e bacilos gram-negativos, isoladamente ou em placas firmemente aderidas a superficie
apical, como se tivessem revestindo a superficie radicular. No corpo dos granulomas,
bactérias foram vistas em 26 amostras de um total de 28, atestando também a presenca de
cocos e bacilos gram-positivos ou negativos, distribuidos em col6nias ou isoladamente, na
intimidade do tecido granulomatoso. Quando isoladas, encontravam-se nos espagos

extracelulares e/ou nos vacuolos dos macrofagos.



3 Proposicao

Este estudo teve como objetivo a anéalise histopatolégica
da regido apical e periapical de dentes de cdes, ap6s o emprego de dois
diferentes métodos de inducdo experimental de lesGes periapicais,
utilizando ou ndo o selamento coronario ap6s exposicdo dos canais
radiculares, e com ou sem a realizacdo do arrombamento apical. Foi
efetuada também a avaliacdo histomicrobiolégica da presenca de

microrganismos nos tecidos apicais e periapicais.



4 Material e metodo

= 4.1 Procedimentos de indugao das lesoes periapicais

Foram utilizados 3 cdes, de ambos 0S sexo0s, sem raca
definida, com aproximadamente 1 ano de idade e pesando entre 10 e 15
Kg. Os animais foram mantidos por um periodo de 30 a 45 dias
anteriormente as intervencdes endoddnticas sob cuidados relacionados a
dieta e medicacOes sistémicas, tais como, vermifugos e vacinas. Durante
esta fase e em todo o periodo experimental, os mesmos foram mantidos
no Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara- Campus-UNESP.

Os dentes selecionados para o estudo foram os segundos,
terceiros e quartos pré-molares inferiores e segundos e terceiros pré-
molares superiores, totalizando 58 raizes, em razdo da presenca de dois
segundos pré-molares inferiores uniradiculados.

Para a realizacdo dos procedimentos operatdrios nos caes,
inicialmente, foi efetuada a pré-anestesia com injecdo intramuscular de
2 mL do relaxante muscular Rompum (Cloridrato de dihidroxiazina -
Bayer do Brasil S/A, Produtos Veterinarios, Sdo Paulo, SP), sendo, em
seguida, realizada a anestesia geral pela aplicacdo via endovenosa de
solucdo de Nembutal Sddico 3% (Thionembutal — Abott Laboratérios do
Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ), na dosagem de 0,15 mg/Kg de peso do

animal, aplicada na veia tibial anterior de uma das pernas do animal.
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Durante os procedimentos operatdrios, foi mantida a solugdo isotdnica de
cloreto de sddio administrada endovenosamente e, quando necessario,
efetuada a complementacdo anestésica.

De acordo com a proposicdo deste estudo, os cdes foram
divididos em 4 grupos segundo a técnica de inducdo das lesdes
periapicais, apresentando como variaveis 0 selamento da abertura
coronaria e o arrombamento apical, conforme o Quadro 1. Cada grupo
experimental foi efetuado em um dos quadrantes do animal em sistema de
rodizio, possibilitando a realizacdo de todos 0s grupos experimentais em

cada animal.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos em funcdo do método de inducgdo

experimental de lesfes periapicais e arrombamento apical.

TECNICA GRUPO EXPERIMENTAL

Canais radiculares expostos |GRUPO | - Com arrombamento apical
ao meio bucal durante 180

dias. GRUPO Il - Sem arrombamento apical

Canais radiculares expostos |GRUPO Il - Com arrombamento apical
ao meio bucal durante 7 dias e _

selados por 53 dias. GRUPO IV - Sem arrombamento apical

Apds anestesia do cdo, foi efetuada limpeza mecénica das
coroas dentais com curetas periodontais e gaze esterilizada, seguida de
radiografias periapicais dos dentes selecionados pela técnica da

bissetriz. Ap6s estes procedimentos, foi realizada a anestesia terminal
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infiltrativa na regido periapical dos dentes envolvidos no quadrante
empregando o anestésico a base de Cloridrato de Prilocaina com
Felipressina - Citanest a 3% com Octapressim (Astra Quimica e

Farmacéutica, Sao Paulo, SP).

= A4.11Procedimentos experimentais nos Grupos I el

Inicialmente foram realizados 0S procedimentos
relacionados aos Grupos | e II. Assim, de acordo com a distribuicdo dos
grupos experimentais, as aberturas coronarias foram realizadas com
broca esférica diamantada nimero 1012 ou 1013 (KG Sorensen, Sao
Paulo,SP), montada em turbina de alta velocidade refrigerada a ar e
adgua, sendo realizadas duas aberturas, uma mesial e outra distal,
mantendo-se a ponte de esmalte com o objetivo de prevenir fraturas
coronarias. As aberturas corondrias foram complementadas com ponta
diamantada tronco-cOnica de extremidade inativa de nimero 3081 (K.G.
Sorensen, Sdo Paulo,SP), também em alta rotagdo.

Removida a polpa coronaria, realizou-se a irriga¢do da
camara pulpar com soro fisiolégico acondicionado em tubetes
anestésicos, empregando-se seringa do tipo Carpule e agulha descartavel
longa (27 G- Becton Dickinson, Ind. Cirdrgica Ltda., Juiz de Fora, MG).
Com base nas radiografias para diagnostico, foi efetuada a exploracao

dos canais radiculares com limas tipo K n2 20 (Dentsply-Maillefer,
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Ballaigues, Suica), até o nivel do “platé” apical, situado
aproximadamente de 1,5 a 2 mm do &pice radiografico. A seguir, a
remocdo da polpa radicular foi efetuada nesta extensdo com auxilio
de limas tipo Hedstroen (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) de
nimero 25 ou 30, sendo a irrigacdo/aspiracdo do canal radicular
realizada com soro fisiolégico. Com limas tipo K ndmero 25
posicionadas no nivel do platé apical foram realizadas as tomadas
radiograficas periapicais para obtencdo das medidas da
odontometria.

Nos grupos | e IlI, ap6s abertura corondaria, as
camaras pulpares permaneceram expostas ao meio bucal por 180
dias com a finalidade de inducdo da formacdo das lesdOes
periapicais.

Nos dentes relacionados ao grupo I, na mesma sessao
da abertura coronaria, foi realizado o arrombamento do delta apical.
Desta forma, a partir da medida odontométrica, o arrombamento
apical foi efetuado com auxilio de limas tipo K de n2 20, até a de n°
30, no Comprimento Real do Dente (CRD), previamente estabelecido,
determinando o Instrumento Apical Foraminal (IAF). Durante este
procedimento a irrigacdo dos canais radiculares foi realizada

empregando-se solucdo fisioldgica.
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= A4.1.2 Procedimentos experimentais nos Grupos Il e IV

Decorridos 120 dias da realizacdo dos procedimentos nos
Grupos | e II, foram efetuados nos demais quadrantes dos cées, 0s
Grupos Ill e IV. Os procedimentos de anestesia do animal e abertura
corondria dos dentes envolvidos foram realizados segundo os métodos ja
descritos. Nestes grupos, ap6s a abertura coronéaria e remocao pulpar, os
canais radiculares foram mantidos expostos ao meio bucal por 7 dias com
a finalidade de contaminacdo. Decorrido este periodo, as aberturas
coronarias foram seladas com cimento de oOxido de zinco e eugenol
(Pulposan- S.S.White, Rio de Janeiro, RJ) colocado sobre uma mecha de
algodao esterilizada, posicionada na camara pulpar. O selamento
coronario foi mantido por 53 dias para inducdo das lesdes periapicais
cronicas.

Segundo a distribuicdo dos métodos, no grupo Ill, foi
realizado o arrombamento apical como descrito no Grupo I, na mesma
sessdo em que foi realizada a abertura coronéaria, ou seja, antes da
exposicdo dos canais radiculares para contaminacao.

O momento de realizacdo dos grupos experimentais foi
determinado, respeitando os periodos de indugdo das lesGes periapicais
indicados para cada técnica, ou seja 180 dias ap0s abertura coronaria para
os grupos | e Il, e 60 dias, para os grupos Ill e IV. Decorridos os periodos

experimentais, 0os animais foram mortos por sobredose anestésica.
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Apds a morte dos animais, as maxilas e mandibulas foram
removidas e reduzidas, sendo fixadas em solucdo de cacodilato de sédio
em associa¢do com sacarose e glutaraldeido (SOARES103, 1999).

Em condicdes ideais, considerando a presenca de 20 raizes
em cada cdo, seria possivel a inclusdo de 60 raizes no estudo. Em funcéo
da presenca de 2 pré-molares inferiores uniradiculados e da perda de 1
raiz durante o processamento histolégico, 57 espécimes foram avaliadas

ao final do experimento.

4.2 Procedimentos Labhoratoriais

= 4.2.1Processamento Histopatoldgico - Fixacdo e Desmineralizacao

A maxila e a mandibula foram cortadas longitudinalmente,
por meio de discos diamantados, montados em torno elétrico, sobre
constante refrigeragdo com agua, obtendo-se blocos, contendo cada raiz,
as quais foram fixadas em solucdo a base de glutaraldeido e sacarose
cacodilato, por 24 horas. Posteriormente, a desmineralizagdo foi
realizada com solucdo a base de EDTA tamponada, contendo
glutaraldeido, sacarose e cacodilato de sodio ativada pelo forno de
microondas ajustado na poténcia 2 e com tempo de exposicdo de 4
minutos. Ap6s cada exposicdo, a temperatura da solucdo era verificada,

para manté-la entre 30 e 36° C. A cada seis exposicdes, as pecas foram
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agitadas em solucdo tampdo de cacodilato de sodio (fixadora) e imersas
em nova solucdo desmineralizadora, sendo as exposicdes repetidas até
que a completa desmineralizacdo fosse observada. O periodo necessario
para o0 processo de desmineralizacdo foi de aproximadamente 3 semanas

e a constatacdo efetuada por meio de tomada radiografica das pecas.

Composicao da solucdo fixadora (para 1 litro)

Solucdo aquosa de glutaraldeido @ 25% ............cc.evne. 50,0 mL
S F- (ox= 1 0] =T 5049
Solugdo tamponada de cacodilato de sdédio (pH=7,4) ...... 1,0L
Solugdo de hidroxido de s6dio 0,IN.........ccovvviiiiiininnnnn, qsp

Composicao da solucao desmineralizadora:

EDTA- diidratado USP........ccoiiiiiie 93,05¢

Solugdo aquosa de glutaraldeido 25%................cceevnee. 20,0mL

S AN S B ettt 34,25¢

Solugdo tamponada de cacodilato de sodio(pH7,4) ...... 280,0 mL

Agua destilatda ..........vvvvvriiieeeeeeee e 200,0mL

Solugdo de hidréxido de sddio 0,IN .........ocoeviiiiiiiiinnnn, qsp
PH final da solucéo ..................... pH 7,4

4.3 Analise Histopatologica

Constatada a desmineralizacdo, as pecas foram submetidas

a rotina histolégica, sendo lavadas em agua corrente por 24 horas,
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desidratadas em alcool de concentragdes crescentes, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Os blocos contendo as raizes dentérias
dispostas longitudinalmente, foram reduzidos, pela microtomia, a cortes
seriados com espessura de 6um. Para a analise histopatologica, os
cortes foram corados pela Hematoxilina e Eosina (HE) e pelo tricrémico

de Mallory.

= 4.3.1 Método de Avaliacao Histopatolagica Quantitativo

4.3.1.1 Intensidade do Infiltrado Inflamaterio

A avaliagdo da intensidade da rea¢do inflamatoria
periapical foi realizada por meio da contagem de células inflamatérias na
regido periapical (BERNABE, 1994). Cortes histolégicos corados pela
Hematoxilina e Eosina (HE) foram selecionados, e analisados em
fotomicroscépio binocular (Olympus BX50, Japan), com auxilio de uma
lente ocular (Carl Zeiss, Germany), contendo uma A&rea teste de
10x10mm, sendo utilizado o aumento de 1.000X, possibilitando no campo
delimitado, a contagem das celulas inflamatdrias presentes. Para cada
raiz, foram selecionados e analisados 3 cortes histologicos
representativos, sendo realizada a contagem das células em 5 campos
diferentes de cada corte, distribuidos de acordo com a Figura 1. A partir

dos 5 valores obtidos para cada corte histologico e considerando o0s
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resultados obtidos nas trés seccdes avaliadas para cada raiz foi obtida
uma media final para o espécime.

Para avaliacdo da intensidade do infiltrado inflamatorio
periapical por meio de escores, possibilitando posterior andlise global
conjunta dos pardmetros histopatoldgicos, foi realizada conversdo das
medidas de contagem de células para escores. Desta forma, a partir dos
valores globais obtidos nos 4 grupos experimentais, foi realizada analise
estatistica, possibilitando a obtencdo dos valores da mediana, assim
como dos quartis (25% e 75%). Estes valores foram utilizados para
elaboragdo dos intervalos de nimero de células inflamatorias relativos
aos seguintes escores:

1- 0a 72,1 células inflamatorias.
2- 72,2 a 87,2 células inflamatoérias.
3- 87,3 a 115,8 células inflamatoérias.

4- Acima de 115,9 células inflamatoérias.

1.000x

Figura 1 - Esquema dos campos de contagem das células inflamatorias
(1.000x).
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4.3.12 Espessura do Espaco Periodontal Apical

A andlise da espessura do espac¢o periodontal apical foi
realizada por meio da obtengdo da sua medida em milimetros (distancia
entre apice radicular e osso alveolar). Estas mensura¢des foram
realizadas em 4 regides estabelecidas de acordo com a Figura 2. Para
isto, foram realizadas fotomicrografias utilizando microscopio binocular
(Olympus BX50, Japan), em aumento de 40X empregando filme
fotografico (Reala Supéria ASA 100, Fuji, Jajan).

Trés cortes histologicos corados por Hematoxilina e
Eosina (HE) representativos de cada raiz foram fotografados e suas
imagens digitalizadas, para possibilitar avaliagdo no programa Image
Tool (UTHSCSA Image Tool for Windows version 3.0, San Antonio, TX,
USA). Para conversdo das medidas, as quais sdo apresentadas no
programa em pixels, uma escala milimetrada foi fotografada em aumento
de 40x, possibilitando a obtengdo da propor¢gdo de 1 mm para 550 pixels.
Foram obtidos 4 valores de medida para cada corte histolégico, sendo
realizada andlise de 3 cortes de cada raiz, possibilitando a determinacao
de uma média final para cada especime.

Para avaliacdo da espessura do Espaco Periodontal
Apical por meio de escores, possibilitando posterior analise global
conjunta dos pardmetros histopatoldgicos, foi realizada conversdo das

medidas obtidas. Desta forma, a partir dos valores globais dos 4 grupos
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experimentais, foi realizada andlise estatistica, possibilitando a obtencao
dos valores da mediana, assim como dos quartis (25% e 75%). Estes
valores foram utilizados para elaboragdo dos intervalos de espessura (em

mm) relativos aos seguintes escores:

1- 0a1,068mm
2- 1,069 a 1,389mm
3- 1,390 a 1,769mm

4- acima de 1,770mm

Figura 2 - Representacdo esquematica das regifes empregadas para

medida da espessura do espago periodontal apical (40X).

4.3.1.3 Reabsorgdo 0ssea

A analise da reabsor¢cdo Ossea foi realizada
considerando-se a mediana obtida a partir das médias dos valores do
espaco periodontal apical. O escore 1 representa reabsor¢gdo ausente e o
escore 2, areas de reabsorcdo reparadas. Os escores 3 e 4, que
representam a presenca de reabsorcdo dssea, foram divididos em dois

intervalos: menores que 1,389 mm (mediana das médias do espacgo
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periodontal apical) para o escore 3, e maiores ou iguais que 1,389 mm
para o escore 4. Os escores ficaram distribuidos da seguinte maneira:

1 - Ausente

2 — Presente e reparadas

3 - Presente e com média do espaco periodontal apical menores que
1,389mm

4 — Presente e com média do espa¢o periodontal apical maiores ou
iguais a 1,389mm

= 4.3.2 Método de Avaliacao Histopatolagica Qualitative

Para avaliacdo histopatolégica dos espécimes foram
utilizados 5 parametros de analise, sendo determinados escores de 1 a
4, da menor para a maior intensidade de fenémenos inflamatérios ou de
reabsorgédo dos tecidos mineralizados. Para os trés primeiros parametros
os intervalos de valores relacionados aos escores foram estabelecidos

conforme j& descrito. Os parametros de avaliacdo foram os seguintes:

a) Intensidade do Infiltrado Inflamatério Periapical (Fig.1):
1- 0 a 72,1 células inflamatorias(cél.infl.)
2 -72,2a87,2 cél. infl.
3 -87,3a115,8 cél. infl.

4 — acima de 115,9 cél. infl.
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b) Espessura do Espaco Periodontal Apical - EPA(Fig.2):
1-0a1,068mm
2-1,069 a1,389mm
3-1,390a1,769mm
4 - acima de 1,770mm

c) Reabsorg¢do dssea:
1 - Ausente
2 - Presente e reparadas
3 - Presente e com média do (EPA) < 1,389mm
4 - Presente e com média do (EPA) >1,389mm

d) Extensdo do Infiltrado Inflamatorio Periapical (Fig. 3):
1 - Ausente
2 — Restrito ao forame apical
3 - Localizado até a metade do espaco periodontal apical

4 - Localizado além da metade do espago periodontal apical

Figura 3 - Representacdo esquematica dos escores atribuidos a extensdo

do infiltrado inflamatorio.
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e) Reabsorgdo Cementéria Apical (Fig. 4):
1 - Ausente
2 — Presente e localizada até a metade da espessura do cemento
3 — Presente e localizada além da metade da espessura do cemento

4 — Presente invadindo a dentina

Figura 4 - Representacdo esquematica dos escores atribuidos a

reabsorcdo cementaria apical..

Os dados obtidos foram anotados em fichas representadas em

modelo a seguir:
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Quadro 2 - Modelo de ficha utilizada para anotagéo

histopatoldgicos.

dos resultados

Aspectos

Histologicos

Condicdes

Observadas

Cao

Raiz

Cao

Raiz

Cao

Raiz

Cao

Raiz

Intensidade do

1-De 0 a 72,1 células inflamatorias

2-De 72,2 a 87,2 células inflamatérias

Infiltrado 3-De 87,3 a115,8 células inflamatérias
Inflamatorio  |'4-Acima de 115,9 células inflamatorias
1-De 0 a 1,068mm
Espaco 2-De 1,068 a 1,389 mm
Periodontal 3-De 1,390 a 1,769 mm
Apical (EPA)  ['4-Acima de 1,770mm
1-Ausente
2-Areas reparadas
. 3-Areas ndo reparadas ¢/ médias do EPA <
Reabsorcdo
) 1,389mm
Ossea

4- Areas ndo reparadas ¢/ médias do EPA >
1,389mm

Localizagdo do

1-Ausente

2-Restrito ao forame apical

Infiltrado 3-Localizado até ¥ do EPA
Inflamatorio  '4- ocalizado acima de %2 do EPA
1-Ausente
Reabsorcédo 2-Presente até % da espes. de cemento
Cementaria 3-Presente além da % da espes. de cemento
Apical 4-Presente atingindo a dentina

A4 Processamento Histomicrobiolagico

Cortes seriados, intercalados foram corados pelo método de

Brown

& Brenn??

(1931) para

evidenciacao

de

microrganismos.

Previamente a coloracdo, foram efetuadas a desparafinizagdo com xilol

(Ecibra, Cetus Ind. Com. Prod. Quim. Ltda.), durante 3 minutos, por 2
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vezes e a hidratacdo, durante 3 minutos, com alcool absoluto (Merck

S.A.), por 3 vezes; alcool 95° (Merck S.A.), por 3 minutos; agua corrente,

por 5 minutos e dgua destilada, onde as laminas ficaram armazenadas. A

sequir, foi realizada a coloracdo pelo metodo de Brown & Brenn, como

segue:

Aplicar cristal violeta (Ecibra, Cetus) “tamponado”, com bicarbonato
de sodio a 5% (Pheniz), sobre as laminas, por 30 segundos. Lavar em
agua destilada.

Mergulhar as laminas em solu¢do de iodo (Ecibra, Cetus) de gram,
durante 1 minuto. Lavar em agua destilada. Secar rapidamente com
papel de filtro.

Banhar em éter-acetona 1:1, até que a coloracdo azul cesse de
escorrer da lamina. Lavar em agua destilada para remover a solucao
éter-acetona.

Mergulhar as laminas em fucsina basica (Ecibra, Cetus) a 0,25mg/ml,
durante 1 minuto. Lavar em agua destilada.

Mergulhar em &cido picrico (2:4:4 Trinitrophenol; May & Baker Ltda.,
England), aquoso, por 1 minuto. Lavar em agua destilada e secar em
papel de filtro.

Mergulhar em acetona P.A. (CH3COCHs: Ecibra, Cetus), por 15
minutos.

Mergulhar rapidamente em acetona-xilol (Ecibra, Cetus), a 1:1.
Introduzir em xilol I, Il e Il (Ecibra, Cetus), com mergulhos de 3
minutos cada.

Montar em balsamo de canada (Merse Art. Lab. Ltda.).
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= 4.3 Analise Histomicrobiologica

Uma vez submetidos a coloracdo de Brown & Brenn, os
microrganismos foram observados a luz da microscopia de imersdo a
6leo, em aumento de 1.000X, nos 2 mm apicais, nos seguintes sitios:

1- Delta Apical

2- Cementoplastos

3- Paredes do Canal Principal

4- Tubulos Dentinérios

5- Areas de Reabsor¢do Cementaria Apical

6- Regido Periapical

Para cada raiz foram analisadas, em média 6 seccdes. A
diferenciacdo das bactérias dos artefatos foi baseada em critérios

propostos por Winkler et al.128 (1972), como a seguir:

1°- As bactérias devem estar no mesmo plano que os tecidos adjacentes.
2°- A morfologia dos microrganismos deve ser uniforme.

3°- A resposta de coloracdo dos microrganismos deve ser consciente.

4°- As células inflamatérias devem estar presentes nos mesmos planos

das bactérias, adjacentes a elas ou englobando os microganismos.
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= 1.6 Metodologia estatistica
4.6.1 Analise dos Resultados Histopatolagicos

As frequéncias de escores observados nos diferentes
parametros de avaliacdo histopatologica foram analisadas por meio de
Teste N&o-Paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando observada diferenga
em nivel de 5%, entre 0s grupos experimentais, comparacdes individuais
entre os grupos foram realizadas empregando-se o Teste Mdltiplo de
Dunn. Da mesma forma, foi realizada a comparac¢do global dos grupos
experimentais reunindo-se os dados obtidos para todos os parametros
analisados, visando a diferenciacdo entre grupos. Quando o Teste de
Dunn ndo foi capaz de identificar a diferenca, detectado pelo teste de
Kruskal-Wallis, foi realizada nova avaliacdo entre 0s grupos

experimentais com valores extremos por meio do teste de Mann-Whitney.

4.6.2. Analise dos Resultados Histomicrobiologicos

Para analise estatistica dos resultados
histomicrobioldgicos, os dados relacionados a cada regido avaliada
quanto a presenca de microrganismos foram submetidos ao teste exato de

Fisher para comparacdo entre 0s grupos experimentais.
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=5.1 Avaliacao histopatoldgica

9.1.1 Intensidade do infiltrado inflamatorio periapical

O Quadro 3 apresenta as médias da contagem de células

inflamatérias para cada espécime nos diferentes grupos experimentais e

seus respectivos escores atribuidos segundo os intervalos determinados

pela contagem geral de células inflamatorias.

Quadro 3 - Valores da contagem de células inflamatorias e respectivos escores

para os diferentes espécimes, distribuidos em funcdo dos grupos

experimentais

Espécime ¢! escore ol escore ol escore GV escore
(n=14) (n=14) (n=14) (n=15)
1 57,8 1 79,3 2 100,4 3 128,7 4
2 72,0 1 58,9 1 97,9 3 115,6 3
3 70,9 1 80,9 2 74,2 2 163,2 4
4 83,3 2 75,9 2 94,5 3 106,3 3
5 65,0 1 72,5 2 95,3 3 91,0 3
6 68,2 1 79,5 2 115,8 3 151,6 4
7 65,5 1 79,3 2 115,9 4 125,0 4
8 118,2 4 68,4 1 125,4 4 131,4 4
9 67,7 1 95,1 3 93,7 3 137,3 4
10 87,2 2 59,9 1 112,5 3 85,7 2
11 62,2 1 104,2 3 141,6 4 149,5 4
12 35,2 1 55,4 1 165,7 4 64,8 1
13 86,7 2 78,2 2 179,1 4 155,2 4
14 87,3 3 73,7 2 83,6 2 108,9 3
15 95,7 3
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9.1.2 Espaco peridontal apical (EPA)

O Quadro 4 apresenta os resultados da medida do espago

periodontal apical (em mm), obtida em cada espécime nos diferentes grupos

experimentais e seus respectivos escores atribuidos segundo os intervalos

determinados pelos valores globais da medida do espacgo periodontal apical.

Quadro 4 - Valores da medida do espaco periodontal apical

funcdo dos grupos experimentais

(em mm) e

respectivos escores para os diferentes espécimes, distribuidos em

Gl Gl Gl GIV
Espécime (n=14) escore (n=14) escore (n=14) escore (n=15) escore
1 1,345 2 1,114 2 0,948 1 1,291 2
2 1,518 3 0,787 1 1,837 4 1,271 2
3 2,948 4 0,989 1 1,814 4 1,823 4
4 1,507 3 0,693 1 2,115 4 1,567 3
5 1,606 3 1,142 2 1,389 2 1,425 3
6 1,256 2 0,657 1 1,920 4 1,086 2
7 2,309 4 0,886 1 1,230 2 1,339 2
8 0,822 1 1,116 2 1,564 3 1,473 3
9 1,253 2 1,409 3 1,949 4 1,.437 3
10 1,712 3 0,485 1 2,441 4 1,185 2
11 0,909 1 0,762 1 1,045 1 1,986 4
12 1,784 4 0,605 1 2,220 4 1,754 3
13 1,512 3 1,082 2 1,411 3 1,053 1
14 1,328 2 0,908 1 2,314 4 1,872 4
15 1,435 3
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5.1.3 Reabsorcdo Ossea

O Quadro 5 apresenta os resultados da medida do espago
periodontal apical (EPA) em mm, obtida para cada espécime nos diferentes
grupos experimentais e oS respectivos escores atribuidos a reabsorgdo
0ssea, sendo considerado escore 3, as medidas menores que a mediana dos
valores, ou seja, menores que 1,389mm e escore 4 quando a reabsorgéo

0ssea foi maior ou igual a este valor.

Quadro 5 - Valores da medida do espaco periodontal apical (em mm) e
respectivos escores para a reabsorcdo Ossea dos diferentes

espécimes, distribuidos em funcdo dos grupos experimentais

Gl Gll GlIll GIV
Espécime (n=14) escore (n=14) escore (n=14) escore (n=15) escore
1 1,345 3 1,114 3 0,948 3 1,291 3
2 1,518 4 0,787 3 1,837 4 1,271 3
3 2,948 4 0,989 3 1,814 4 1,823 4
4 1,507 4 0,693 3 2,115 4 1,567 4
5 1,606 4 1,142 3 1,389 4 1,425 4
6 1,256 3 0,657 3 1,920 4 1,086 3
7 2,309 4 0,886 3 1,230 3 1,339 3
8 0,822 3 1,116 3 1,564 4 1,473 4
9 1,253 3 1,409 4 1,949 4 1,.437 4
10 1,712 4 0,485 3 2,441 4 1,185 3
11 0,909 3 0,762 3 1,045 3 1,986 4
12 1,784 4 0,605 3 2,220 4 1,754 4
13 1,512 4 1,082 3 1,411 4 1,053 3
14 1,328 3 0,908 3 2,314 4 1,872 4
15 1,435 4
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No Quadro 6 encontram-se dispostas as freqliéncias dos
espécimes, para cada aspecto histopatolégico avaliado, distribuidas em

funcdo de suas ocorréncias nos diversos grupos experimentais.

Quadro 6 - Frequéncia dos espécimes de acordo com os aspectos histopatoldgicos

avaliados, distribuidos em func¢do dos grupos experimentais

ASPECTOS CONDIC@ES Gl Gll Gl GlV
HISTOLOGICOS OBSERVADAS (n=14) | (n=14) | (n=14) | (n=15)
1-De 0 a 72,1 células inflamatdrias 9 4 1
Intensidade do 2-De 72,2 a 87,2 células inflamatérias 3 8 2 1
Infiltrado 3-De 87,3 a 115,8 células inflamatérias 1 2 7 5
Inflamatdrio 4-Acima de 115,9 células inflamatérias 1 5 8
1-De 0 a 1,068mm 2 9 2 1
Espago 2-De 1,068 a 1,389 mm 4 4 2 5
Periodontal 3-De 1,390 a 1,769 mm 5 1 2 6
Apical (EPA)  I'4-Acima de 1,770mm 3 8 3
1-Ausente
2-Areas reparadas
Reabsorgdo 3-Areas néo reparadas ¢/ médias do EPA < 6 13 3 6
Ossea 1,389mm
4- Areas ndo reparadas c/ médias do EPA > 8 1 11 9
1,389mm
1-Ausente
Extensao do 2-Restrito ao forame apical
Infiltrado 3-Localizado até % do EPA 5 4
Inflamatorio 4-Localizado acima de % do EPA 14 9 14 11
1-Ausente
Reabsorcéo 2-Presente até ¥ da espes. de cemento 5 11 10 12
Cementaria 3-Presente além da Y da espes. de cemento 7 3 3 3
Apical 4-Presente atingindo a dentina 2 1
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= 5.2 Avaliacao Histomicrobioldgica — Padrao de Infeccdo do
Sistema de canais radiculares

Pela avaliacdo das laminas coradas pelo método de
Brown & Brenn foi possivel observar a presenca de microrganismos
nos 2 milimetros apicais do sistema de canais radiculares, bem como
na regido periapical, em 52 raizes, uma vez que 5 foram perdidas
durante o processamento histoldgico, perfazendo um total de 312
cortes histomicrobiolégicos. Os resultados dos quatro grupos

experimentais estdo representados no quadro 7.

Quadro 7- Distribuicdo dos microrgamismos nos 2 milimetros apicais do

sistema de canais radiculares e regido periapical

Regides Avaliadas Histomicrobiologicamente
Grupos Delta Cemento- Paredes Tabulos Areas de Regido
Apical plastos do Canal | Dentinario | Reabsorgdo | Periapical
Principal S Cementéria
Gl 11 8 13 9 6 6
(n=13) | (84,6%) (61,5%) (100%) (69,2%) (46,2%) (46,2%)
Gll 11 4 13 7 1 2
(n=13) | (84,6%) (30,8%) (100%) (53,8%) (7,7%) (15,4%)
GlII 11 5 13 10 4 9
(n=13) | (84,6%) (38,5%) (100%) (76,9%) (30,8%) (69,2%)
GIV 12 9 13 10 3 4
(n=13) | (92,3%) (69,23) (100%) (76,9%) (23.1%) (30,8%)
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= Andlise histopatolagica descritiva do Grupo | - Canais radiculares abertos
por 180 dias e com realizacdo do arrombamento apical

Neste grupo, onde os canais radiculares foram mantidos
expostos ao meio bucal durante o periodo de 180 dias e o arrombamento
apical foi realizado na mesma sessdo da abertura corondria, nas 14 raizes
avaliadas, foi observada intenso concentrado de células inflamatérias e
reabsorcédo de tecidos mineralizados (cemento e osso)(Figuras 5 e 7).

Na regido periapical, o infiltrado de células inflamatorias era
denso e composto predominantemente por células mononucleares sendo
observados escassos neutrofilos. A contagem de células inflamatorias,
possibilitou a atribuicdo de escores aos grupos experimentais, sendo
predominante para este grupo experimental o escore 1, que ocorreu, em 9
casos (menor quantidade de células inflamatérias). Trés espécimes
apresentaram escore 2, sendo 1 caso, classificado como escore 3 e 4 (com
maiores valores de contagem de células inflamatorias).

No ligamento periodontal as células inflamatdrias se
localizavam difusamente por toda a regido periapical sendo observado em
varios espécimes focos concentrados de células inflamatorias proximo a
abertura apical. Em todos os casos (14 espécimes), o espaco periodontal
apical mostrava-se aumentado com espessura média equivalente a 1,558mm.

As medidas do espac¢o periodontal apical apés determinacao
dos escores, permitiram classificar 2 espécimes no escore 1, e 4 no escore 2.
Em cinco raizes o aumento do espac¢o periodontal apical foi equivalente ao

escore 3 e em 3 espécimes ao escore 4.
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As reabsorcOes radiculares apicais em 5 raizes ocorreram
em extensdo menor que a metade do cemento, sendo a mesma, maior que
essa espessura em 8 espécimes. Reabsorcao cementaria atingindo a dentina
ocorreu em 2 especimes.

A reabsorcdo do osso alveolar foi observada em todos os
casos, abrangendo grandes areas, havendo na superficie 6ssea numerosos

osteoclastos.

= Andlise histomicrobiologica descritiva do Grupo | - Canais radiculares
abertos por 180 dias e com realizacao do arrombamento apical.

Neste grupo, foram avaliadas 13 raizes, nas quais em 100%
das amostras foram observados microrganismos nas paredes do canal
radicular. Microrganismos foram detectados no delta apical , no interior dos
tubulos dentinérios e nas lacunas cementarias, em 84,6%, 69,2% e 61,5%
respectivamente. (Figuras 6 e 7). Os principais morfotipos visualizados
foram cocos, bacilos e filamentosos gram-positivos e negativos. Estes
microrganismos foram identificados em biofilmes, principalmente nas
paredes do canal radicular e nos canais do delta e cemento apical. Nas
areas de reabsorcdo do cemento apical e regido periapical, microrganismos

foram observados em 46,2% das amostras.
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(FIGURA 5)
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(FIGURA 6)
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(FIGURA 7)
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= Andlise histopatolégica descritiva do Grupo Il - Canais radiculares
abertos por 180 dias e sem realizacdo do arrombamento apical.

Neste grupo, onde os canais radiculares ficaram expostos
ao meio bucal durante o periodo de 180 dias e nos quais néo foi realizado o
arrombamento apical, nas 14 raizes avaliadas foi observada a presenca de
infiltrado inflamatério na regido apical e periapical e de reabsorcdo de
tecidos mineralizados, porém em menor intensidade que a observada no
grupo | (Figuras 8 e 10).

Na regido periapical, o infiltrado das células inflamatdrias
era composto predominantemente por células mononucleares. Apds a
contagem de células inflamatérias e determinacdo dos escores, 0S
resultados mostraram que, na maior parte dos casos, ocorreu escores 1 e 2
(4 espécimes com escore 1 e 8 com escore 2). Apenas 2 casos foram
classificados com escore 3, ndo sendo observado escore 4 em nenhum
espécime.

No ligamento periodontal apical as células inflamatérias
encontravam-se difusamente espalhadas por extensa area da regido
periapical. Em 5 espécimes, o infiltrado inflamatério ocupava menos que a
metade do espac¢o periodontal apical enquanto em 9 raizes, essa extensao
era maior que a metade do EPA. A espessura média do ligamento
periodontal periapical foi de 0,903mm.

A reabsorcdo cementéaria apical ocorreu em todos 0s casos,

sendo em 11 raizes de extensdo menor que a metade da extensdo
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cementaria. Em 3 raizes essa extensao atingia até a metade do cemento,
ndo havendo reabsorcao radicular atingindo a dentina em nenhum espécime.

A reabsorcdo do osso alveolar foi observada em todos
espécimes, a qual abrangia area menor que a média do EPA (1,389 mm) em

13 casos e maior que esta medida apenas em 1 caso.

= Andlise histomicrobiologica descritiva do Grupo Il - Ganais radiculares
abertos por 180 dias e sem realizacao do arrombamento apical.

Nas 13 raizes avaliadas, p6de ser observado
microrganismos nas paredes do canal radicular em 100% das amostras, sob
a forma de biofilme. No delta apical e nos tdbulos dentinarios foram
detectados microrganismos em 84,6% e 53,8%, respectivamente (Figuras 9
e 10). Os morfotipos mais encontrados foram bacilos e filamentosos gram-
positivos e negativos, sendo visualizados poucos cocos. Somente em um
caso foi encontrada levedura. Nos cementoplastos, areas de reabsorcéo e
regidao periapical foram detectados microrganismos em 30,8%, 7,7% e
15,4%, respectivamente. Os morfotipos encontrados, geralmente se

apresentavam sob a forma de biofilme.
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(FIGURA 8)
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(FIGURA 9)
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(FIGURA 10)
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= Andalise histopatolagica descritiva do Grupo Il - Canais radiculares expostos
ao meio bucal durante 7 dias e selados posteriormente com arrombamento
apical.

Nas 14 raizes do grupo Ill, onde os canais radiculares
foram mantidos expostos ao meio bucal durante 7 dias, seguido pelo
arrombamento apical, e selamento coronario por 53 dias, foi observado
intenso infiltrado inflamatério e reabsorcdo de tecidos mineralizados na
regido apical e periapical (Figuras 11 e 13).

Na regido periapical, o infiltrado inflamatério era misto com
predominio de células mononucleares, particularmente macrofagos e
plasmaocitos, havendo ocasionais neutréfilos. Apos a contagem das células
inflamatdrias e determinacdo dos escores, pode-se observar que 7
espécimes pertenciam ao escore 3 e 5 ao escore 4. Dois casos foram
classificados no escore 2, ndo sendo classificado nenhum espécime no
escore 1.

No ligamento periodontal, em todos os casos havia células
inflamatérias difusas por toda a regido periapical, sendo observado em
varios espécimes focos inflamatdrios localizados adjacente a abertura
apical.

A espessura do espaco periodontal apical encontrava-se
aumentada em 14 espécimes, com aumento médio equivalente a 1,728mm.
Oito casos foram classificados com escore 4, sendo as demais raizes

classificadas nos escores 1, 2 ou 3 (2 casos para cada avaliacdo).
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ReabsorgOes radiculares foram observadas em todas as 14
raizes, sendo que 10 atingiram a metade da espessura de cemento. Em 3
casos, essa extensdo era maior que a metade da extensdo cementaria,
tendo a mesma atingido a dentina em apenas 1 espécime.

ReabsorcOes do osso alveolar foram observadas envolvendo
extensas areas (maior que 1,389 mm de espessura do EPA) em 11 das 14

raizes.

= Andlise histomicrobiologica descritiva do Grupo Il - Canais radiculares
expostos ao meio bucal durante 7 dias e selados posteriormente com
arrombamento apical.

Neste grupo, foram avaliadas 13 raizes, nas quais, em
100% das amostras havia microrganismos nas paredes do canal radicular.
Foi detectada a presencga de microrganismos no delta apical , no interior dos
tubulos dentindrios e nos cementoplastos, em 84,6%, 76,9% e 38,5%
respectivamente. (Figuras 12 e 13). Os principais morfotipos visualizados
foram cocos, bacilos e filamentosos gram-positivos e negativos. Estes
microrganismos formaram biofilmes, principalmente nas paredes do canal
radicular e nos canais do delta e cemento apical. Nas areas de reabsorcdo e
regido periapical, microrganismos foram observados em 30,8% e 69,2%,

respectivamente.
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(FIGURA 11)
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(FIGURA 12)
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(FIGURA 13)



Resultado75

= Analise histopatolagica descritiva do Grupo IV - Canais radiculares expostos
ao meio bucal durante 7 dias, seguido pelo selamento coronario e sem 0
arrombamento apical.

Nas 15 raizes do grupo IV, onde os canais radiculares
foram mantidos expostos ao meio bucal durante 7 dias, seguido pelo
selamento coronério e, sem a realizacdo do arrombamento apical, foi
observado infiltrado inflamatorio na regido apical e periapical e reabsorg¢éo
de tecidos mineralizados. (Figuras 14 e 16).

Na regido periapical, o infiltrado inflamatdrio era misto e
composto por células mononucleares, principalmente macréfagos e
plasmocitos, com pequena quantidade de neutrofilos. Apés a contagem das
células inflamatérias e determinacdo de escores, pode-se observar que
neste grupo ocorreu 0 escore 4 em 8 espécimes, 3em5casosele2eml
espécime para cada avaliagdo.

No ligamento periodontal apical as células inflamatorias
estavam difusamente espalhadas por toda a regido periapical sendo
observado em varios espécimes focos inflamatérios localizados préoximo a
abertura apical. Em 11 espécimes havia extensa area da regido periapical
ocupada por celulas inflamatérias, sendo que em 4 casos, essa extensdo
era menor que a metade do EPA.

Quanto a espessura do EPA, cinco espécimes foram

classificados no escore 2, 6 no escore 3, 3 no escore 4 e 1 no escore 1. A
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espessura do espaco periodontal apical apresentou média equivalente a
1,466mm.

Reabsorgdes radiculares ocorreram em 12 raizes, cuja
extensdo estava préoximo a metade da extensdo do cemento, e em 3
casos, além da mesma.

Reabsor¢des do osso alveolar foram observadas
envolvendo extensas areas (maior que 1,389 mm de espessura do EPA)

em 9 raizes e com extensdo menor em 6 especimes .

= Andlise descritiva do Grupo IV - Canais radiculares expostos ao meio bucal
durante 7 dias e selados posteriormente sem arrombamento apical.

Nas 13 raizes, foram observados em 100% das amostras,
microrganismos sob a forma de biofilme, nas paredes do canal radicular. No
delta apical e nos tlbulos dentinarios foram detectados microrganismos em
92,3% e 76,9%, respectivamente (Figuras 15 e 16). Os morfotipos mais
encontrados foram cocos, bacilos e filamentosos gram-positivos e negativos.
Somente em um caso foi encontrada levedura. Nos cementoplastos, areas
de reabsorcéo e regido periapical havia microrganismos em 62,23%, 23,1%

e 30,8%, respectivamente.
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(FIGURA 14)
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(FIGURA 15)
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(FIGURA 16)
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= 5.3 Resultados Estatisticos da Avaliacao Histopatologica

As freqiiéncias apresentadas no Quadro 6 foram dispostas
de modo a receberem escores em forma crescente de severidade da reacao
inflamatdria e reabsor¢cdo dos tecidos mineralizados, propiciando a
aplicacdo do teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Este teste
comparou 0S quatro grupos experimentais entre si, para posteriormente,
quando observada diferenca significante em nivel de 5%, fosse realizada a
comparagdo entre os grupos, dois a dois, pelo Teste de comparagdes
multiplas de Dunn ou de Mann-Whitney, buscando as diferencia¢des entre
eles. Os dados relativos a cada aspecto histoldgico avaliado: infiltrado
inflamatério periapical, espessura do espag¢o periodontal apical, reabsorcao
dos tecidos mineralizados cemento e osso alveolar, foram submetidos aos
testes estatisticos. Assim, foram compostas as tabelas de nimero 1 a 14, as
quais apresentam a soma de postos e postos médios dos grupos
experimentais. Nos seus rodapés encontram-se os dados dos resultados do
teste de Kruskal-Wallis. Quando ocorreu diferenca significante entre os
grupos, foi realizado o Teste de comparac¢fes mdaltiplas de Dunn ou Mann-
Whitney, dos quais se obteve uma tabela complementar, apresentando os
dados das comparacdes entre os postos medios dos diferentes grupos, dois
a dois. Uma andlise global foi realizada considerando todos os dados dos

aspectos estudados.
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6.3.1 Do pardmetro intensidade do infiltrado inflamatario.

Tabela 1 — Dados da comparacéo pelo Teste de Kruskal-Wallis, relacionados

ao parametro intensidade do infiltrado inflamatdrio periapical.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n
POSTOS MEDIO

Gl — Aberto com arrombamento apical 218,50 15,607 14

Gll- Aberto sem arrombamento apical 274,00 19,571 14

Glll- Selado com arrombamento apical 547,50 39,107 14

GIV- Selado sem arrombamento apical 613,00 40,867 15

Kruskal-Wallis KW = 28,253 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 2 - Comparacdo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a intensidade do infiltrado inflamatério,

de acordo com o teste de comparacfes multiplas de Dunn.

COMPARACAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE

ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. = 5%
Gl X Gl -3,964 ns _ p>0,05
Gl X GlII -23,500 *%  p<0,001
Gl X GIV -25,260 *%  p<0,001
GIl X Gl -19,536 *  p<0,01
GIl X GIV -21,295 **  p<0,01
GIIl X GIV -1,760 ns  p>0,05

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS (1 E 1), (1 E 111}, (Il E I11), (Il E IV)

Quando analisada a intensidade do infiltrado inflamatorio, o
menor posto médio foi apresentado pelo grupo I, seguido pelos grupos Il, Il
e IV. O resultado do Teste de Dunn confirma a diferenca mostrada pelo
teste Kruskal-Wallis. A Tabela 2 mostra diferenca entre o grupo I, quando
comparado com os grupos Il(p<0,001) e IlI(p<0,001) e entre o grupo I,

quando comparado com os grupos Il1(p<0,01) e 1V(p<0,01).
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6.3.2 Do parametro Espessura do Espaco Periodontal Apical

Tabela 3 — Dados da comparacdo pelo Teste de Kruskal-Wallis, relacionados

ao parametro espessura do espaco periodontal apical.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n
POSTOS MEDIO

Gl — Aberto com arrombamento apical 437,00 31,214 14

Gll- Aberto sem arrombamento apical 192,00 13,714 14

Glll- Selado com arrombamento apical 536,00 38,286 14

GIV- Selado sem arrombamento apical 488,00 32,533 15

Kruskal-Wallis (Hc) = 18,327 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 4 - Comparacdo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a espessura do espaco periodontal apical

de acordo com o teste de comparacdes mdaltiplas de Dunn.

COMPARACAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE

ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. = 5%
GI X GlI 17,500 ¥ p<0,05
GI X Gl -7,071 ns p>0,05
Gl X GIV -1,319 ns p>0,05
GIl X GllII -24,571 **%  p<0,001
GIl X GIV -18,819 Kk p<0,01
Gl X GIV 5,752 ns p>0,05

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS (1 E I1), (I E 1), (Il E IV)

Quando analisado o espessamento do espaco periodontal
apical, o menor posto médio foi apresentado pelo grupo Il, seguido pelos
grupos I, IV e Ill. O resultado do Teste de Dunn confirma a diferenca
mostrada pelo teste Kruskal-Wallis. A Tabela 4 mostra diferenca entre o
grupo |, quando comparado com o grupo Il (p<0,05) e entre o grupo IlI,

quando comparado com os grupos Ill (p<0,001) e IV (p<0,01).
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5.3.3 Do parametro reabsorcao assea

Tabela 5 - Dados da comparacdo pelo Teste de Kruskal-Wallis, para

reabsorcdo 6ssea.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n
POSTOS MEDIO

Gl — Aberto com arrombamento apical 431,00 30,786 14

Gll- Aberto sem arrombamento apical 231,50 16,536 14

Glll- Selado com arrombamento apical 516,50 36,893 14

GIV- Selado sem arrombamento apical 474,00 31,600 15

Kruskal-Wallis (Hc) = 15,454 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 6 - Comparacdo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a reabsorcdo 0ssea de acordo com o

teste de comparacfes multiplas de Dunn.

COMPARAGAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE

ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. = 5%
Gl X GII 14,250 ns _ p>0,05
Gl X GllII -6,107 ns  p>0,05
Gl X GIV -0,8143 ns  p>0,05
GIl X GlIl -20,357 * p<0,01
GIl X GIV -15,064 *  p<0,05
Gl X GIV 5,293 ns__ p>0,05

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS (11 E 111), (Il E IV)

Quando analisada a reabsorcdo Ossea, 0 menor posto
médio foi apresentado pelo grupo Il, seguido pelos grupos I, IV e Illl. O
resultado do Teste de Dunn confirma a diferenca mostrada pelo teste
Kruskal-Wallis. A Tabela 6 mostra diferenca entre o grupo Il, quando

comparado com os grupos Il (p<0,01) e 1V(p<0,05).
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5.3.4 Do pariametro extensdo do infiltrado inflamatorio periapical

Tabela 7 — Dados da comparacdo pelo Teste de Kruskal-Wallis, relacionados

ao parametro extensdo do infiltrado inflamatdrio periapical.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n

POSTOS MEDIO
Gl — Aberto com arrombamento apical 469,00 33,500 14
Gll- Aberto sem arrombamento apical 326,50 23,321 14
Glll- Selado com arrombamento apical 469,00 33,500 14
GIV- Selado sem arrombamento apical 388,50 25,900 15

Kruskal-Wallis (Hc) = 10,576 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 8 — Dados do teste de Mann-Whitney, comparando individualmente

os grupos | e ll
SOMA DOS POSTO n
GRUPO POSTOS MEDIO
Gl — Aberto com arrombamento apical 238,0 17,000 14
Gll - Aberto sem arrombamento apical 168,0 12,000 14
2= 2,42272 Probabilidade= 0,015404856 (Teste bicaudal)

Para o parametro extensdo do infiltrado inflamatério, o teste
de Kruskal-Wallis apontou diferenca significante entre os grupos. Porém,
pelo teste de Dunn ndo foi possivel a detec¢do desta diferenga. Quando
aplicado o teste de Mann-Whitney entre os grupos que mostraram 0S postos
médios extremos, foi observada diferenca significante entre o grupo | e o
grupo Il (p<0,05). Considerando-se a semelhanca de valores também fica

estabelecida a diferenca entre os grupos Il e 11l (p<0,05).
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6.3.6 Do parametro reabsorc¢ao das estruturas mineralizadas apicais

Tabela 9 - Dados da comparacdo pelo Teste de Kruskal-Wallis, para as

reabsorcdes das estruturas mineralizadas apicais (cemento e

dentina).
GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n
POSTOS MEDIO
Gl — Aberto com arrombamento apical 535,00 38,214 14
Gll- Aberto sem arrombamento apical 354,00 25,286 14
Glll- Selado com arrombamento apical 390,50 27,893 14
GIV- Selado sem arrombamento apical 373,50 24,900 15

Kruskal-Wallis (Hc) = 8,792 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 10 - Dados do teste de Mann-Whitney, comparando individualmente

0s grupos | e IV

SOMA DOS POSTO n

GRUPO POSTOS MEDIO
Gl - Aberto com arrombamento apical 259,5 18,5357 14
GIV - Selado sem arrombamento apical 175,5 11,700 15
Z= 2,48116 Probabilidade= 0,013095666 (Teste bicaudal)

Para o parametro reabsorcdo dos tecidos mineralizados, o
teste de Kruskal-Wallis apontou diferenca significante entre os grupos.
Porém, pelo teste de Dunn néo foi possivel a deteccdo desta diferenca.
Quando aplicado o teste de Mann-Whitney entre oS grupos que mostraram
0s postos meédios extremos, foi observada diferenga significante entre o

grupo I e o grupo IV (p<0,05).
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0.3.6 Da analise global dos pardmetros

Tabelall- Dados da comparagdo pelo teste de Kruskal-Wallis,
considerando-se os aspectos avaliados de maneira global -
intensidade e extensdo do infiltrado inflamatorio periapical,
espessura do espago periodontal apical e rebsorgdes
cementaria/dentinéria e 6ssea.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTO n

POSTOS MEDIO
Gl — Aberto com arrombamento apical 9994,5 142,78 70
Gll- Aberto sem arrombamento apical 7229,0 103,27 70
Glll- Selado com arrombamento apical 11988 171,25 70
GIV- Selado sem arrombamento apical 11544 153,92 75

Kruskal-Wallis (Hc) = 4021,3 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 12 - Comparacdo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, considerando-se o0s aspectos avaliados de
maneira global - intensidade e extensdo do infiltrado
inflamatério periapical, espessura do espa¢o periodontal
apical e rebsorcbes cementaria/dentinéria e 0ssea.

COMPARACAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
POSTOS MEDIOS n.s. = 5%
ENTRE GRUPOS
Gl X GlI 39,507 * p<0,05
Gl X GllI -28,471 n.s. p>0,05
Gl X GIV 211,141 n.s. p>0,05
GIl X Gl -67,979 **%  p<0,001
GIl X GIV -50,649 **%  p<0,001
Gl X GIV 17,330 n.s. p>0,05

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS (1 E 11): (I E 1) E (Il E IV).

A andlise global dos aspectos histolégicos estudados, de
acordo com as Tabelas 11 e 12, demonstra que o grupo em que o canal
radicular foi mantido exposto ao meio bucal e nédo foi realizado o
arrombamento apical (Gll), apresentou diferenca significante em relacdo aos
demais grupos experimentais, com menor intensidade quanto aos fendmenos
inflamatdrios e de reabsorcdo dos tecidos mineralizados apicais e periapicais.
Foi observada diferenca ao nivel de significancia de 5% entre os grupos | e Il

e ao nivel de 1% entre os grupos Il e Il e entre os grupos Il e IV.
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= 5.4 Representacao grafica de alguns eventos da Avaliagao
Histopatolagica

Intensidade do Infiltrado Inflamatdrio

T I TN NN TN SN SR AN T
NN N N N N N NN

O P N W M OO N 0O ©
1

Gl Gl Gl GIvV

E1-0a 72,1 células inflamatorias (cél.infl.)
W2- 72,2 a 87,2 cél.infl.

03-87,3a115,8 cél.infl.

H4- acima de 115,9 cél.infl.

Figura 17 — Representacdo grafica da freqiéncia da intensidade do
infiltrado inflamatorio periapical de acordo com o0 grupo

experimental
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Espaco Periodontal Apical

Gl Gll Glli GIV

Hd1-De 0al,068mm W2- De 1,068 a 1,389mm
O3-De 1,390 a 1,769mm EH4- Acimade 1,770mm

Figura 18 — Representacdo grafica da frequéncia dos escores do espaco

periodontal apical de acordo com o grupo experimental
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Reabsorcdo Ossea

Gl Gl Gl GIV

E1- Ausente

W 2- Areas nédo reparadas

@3- Areas nédo reparadas ¢/ médias do EPA< 1,389mm

@ 4- Areas nao reparadas ¢/ médias do EPA> ou = 1,389mm

Figura 19 - Representacdo grafica da frequéncia dos escores da
reabsor¢do do osso alveolar de acordo com o grupo

experimental
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Extensao do Infiltrado Inflam atério

Gl Gll GllI GIV

E11- Ausente

[ 2- Restrito ao forame apical
[3-Localizado até metade do EPA
El4-Localizado acima da metade do EPA

Figura 20 - Representacdo grafica da frequéncia dos escores da
extensdo do Infiltrado Inflamatério de acordo com o grupo

experimental
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Reabsorcédo Cementaria

4_/
2_/
0-
Gl Gll Gl GIlvV
[E1- Ausente

M 2- Presente até metade da espessura de cemento
O 3- Presente além da metade da espessura de cemento
Od4- Presente atingindo a dentina

Figura 21 - Representacdo grafica da frequéncia dos escores da

reabsorcdo cementaria de acordo com o grupo experimental
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Analise Global

Gl Gll Glll GIvV

01 M2 O3 @4

Figura 22 - Representacdo grafica da analise global dos eventos

histopatoldgicos de acordo com o grupo experimental
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= 5.5 Resultados Estatisticos da Avaliacao Histomicrobiolagica

Na andlise estatistica dos resultados histomicrobioldgicos foi
utilizado o Teste Exato de Fisher, o teste mais indicado frente a natureza dos
dados obtidos, pelo qual os grupos foram confrontados dois a dois e
identificada a existéncia ou ndo da diferenca significativa quanto presenca de
microrganismos no sistema de canais radiculares e regido periapical. O teste
nao detectou diferencas significantes entre os grupos, quanto & presenca de
microrganismos no delta apical, lacunas cementarias, paredes do canal
radicular, tubulos dentindrios e areas de reabsor¢des cementérias. Para a
analise da regido periapical foi encontrada diferenca estatisticamente

significante entre o Grupo Il e o Grupos Il (p<0,05).

Tabela 13 - Comparacdo, dois a dois, pelo teste exato de Fisher,

considerando-se a presenca de microrganismos na regido

periapical.
AUSENCIA PRESENCA TOTAL
Grupo Il 11 2 13
Grupo Il 4 9 13
TOTAL 15 11 26

FISHER (BI) P = 0,017 (SIGNIFICANTE)
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= 5.6 Representacdao ografica de alguns eventos da Avaliacdo
Histomicrobiologica

120

O Delta apical
100

E Lacunas cementarias

80 A

60 O Paredes do canal radicular

40 4 O Tubulos dentinarios

B Areas de reabsorgéo
cementéria

Regiéo periapical

20 -

GRUPO |

Figura 23 - Representacdo grafica da distribuicdo de microrganismos nos

diferentes sitios do Grupo |

120 O Delta apical
100 .
' HE Lacunas cementarias
80 -

O Paredes do canal
60 radicular

40 - O Tubulos dentinarios
20 B Areas de reabsorcéo
cementaria
0- A Regido periapical

GRUPO I

Figura 24 - Representacdo grafica da distribuicdo de microrganismos nos

diferentes sitios do Grupo Il



Resultado95

120

100

Delta apical

80 A

HE Lacunas cementarias

60

40 -

20 A

GRUPO IlI

O Paredes do canal
radicular

O Tdbulos dentinarios

B Areas de reabsorgao
cementéria

Regiéo periapical

Figura 25 - Representacdo gréfica da distribuicdo de microrganismos nos

diferentes sitios do Grupo Ill

120

100

80 A

60

40 A

20 A

GRUPO IV

Delta apical
B Lacunas cementarias

O Paredes do canal
radicular

O Tdbulos dentinarios

B Areas de reabsorgao
cementéria

Regiéo periapical

Figura 26 - Representacdo grafica da distribuicdo de microrganismos nos

diferentes sitios do Grupo IV
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Discussao

= 6.1 Da Metodologia

6.1.1 Escolha do Animal Experimental

O efeito biolégico dos materiais e técnicas utilizados no
tratamento de canais radiculares ocorre, fundamentalmente, pela
resposta dos tecidos apicais e periapicais. O método de avaliacdo desta
resposta € representado clinicamente pela analise dos sinais e sintomas,
além da avaliacdo do aspecto radiografico. No entanto, a reparacao dos
tecidos apicais e da regido periapical, somente pode ser avaliada com
precisdo apds realizacdo de cirurgia periapical, seguida de exame
histopatologico (PATERSON; WATTS79, 1990). No entanto, esta avaliagdo
exigiria a remocdo da porcdo apical radicular e regido periapical
adjacente, ndo sendo condizente com as normas do Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. Assim, torna-se essencial a
utilizacdo de um modelo animal que possibilite 0 exame microscdpico das
respostas celulares apicais e periapicais aos materiais e técnicas
utilizados durante o tratamento endodontico. (BROWNE14, 1994).

Rowes6, em 1980, salientando que a selecdo de um
modelo experimental ndo é simples, discute 0s seus aspectos desejaveis.
Dentre eles, considera que o padrdo mastigatorio do animal deve ser

fisiologicamente semelhante ao humano, assim como sua resisténcia a
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infeccdo, o tamanho e a morfologia dental, devem ser compativeis aos da
espécie humana, e seu padrdo de crescimento deve ser também
semelhante, porém, rapido o suficiente para que o0s resultados sejam
obtidos em menor periodo de tempo.

Com este objetivo, varios animais de experimenta¢do ja
foram testados. Dentre os fatores importantes para a sua selec¢do, séo
considerados a facilidade de obtencdo e manutencdo do animal, bem
como a morfologia, tamanho e numero de dentes por animal. Também a
resposta tecidual deve ser semelhante a do homem, assim como a
possibilidade de utilizacdo de anestesia por periodo prolongado (ROWESS,
1965; TORNECK; SMITH!18 1970; CALLIS6, 1987; SILVA97, 1995).

Dentre os animais utilizados para a indu¢do experimental
de lesOes periapicais, Dwyer e Torabinejad?? (1981) e Stabholtz e Selal06
(1983), indicaram o gato, os quais apesar de serem de facil obtencdo, séo
dificeis de serem mantidos confinados, como também apresentam
restricbes anatdmicas, como o numero reduzido de dentes por animal. O
padrdo de reparo apical e periapical é diferente do humano, como
também ndo resistem a longos periodos de anestesia (ROWESS, 1980).

Tani-Ishii et al.114 e Yamasaki et al.132, no ano de 1994,
utilizaram dentes de rato para inducdo de lesdes periapicais e studo da
sua microbiota e Fouad et al. 2526 (1992, 1993), utilizaram dentes caninos
de furdo, para reproduzir as lesdes periapicais.

O macaco ja& foi muito utilizado como modelo
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experimental, ndo se mostrando satisfatorio, em fungdo da dificuldade da
manutencdo destes animais sob anestesia por periodos prolongados. Os
dentes de macacos, dependendo da raca, sdo de tamanho reduzido, com
canais radiculares estreitos e curvos, dificeis de serem manipulados
sendo, ainda, a obtencdo, domesticacdo e criacdo desses animais, de
alto custo, o que leva a diminuicdo de seu emprego. Sabe-se ainda, que a
resisténcia organica do macaco € superior a do humano (TORNECK et
al.119,1973; HOLLAND et al.4%, 1980).

O cédo tem se mostrado um modelo experimental de uso
frequente, em funcdo de sua facil obten¢do, manutencdo e baixo custo, ja
tendo sido recomendado desde 1938 por Dixon e Rikert 21 Alguns autores
tém verificado semelhancas no processo de reparacdo entre o cdo e o
homem (ORBAN75, 1932; KUKIDOMES®!, 1957; STROMBERG1%9, 1969). Em
funcdo destes fatores, este animal tem sido amplamente utilizado como
modelo experimental de escolha para inducdo de lesdo periapical.

Os cées sdo animais faceis de serem anestesiados e, com
resisténcia a prolongados periodos de anestesia, ideais para o tratamento
endodontico, onde o tempo exigido para o ato operatdrio, com o animal
sob anestesia pode ser prolongado. Além disso, o cdo apresenta dentes
com estruturas mineralizadas, dentina e cemento, semelhantes as do
homem, assim como o0 processo de reparagdo apical e periapical
(CITROME!8, 1979). Rowe?86 (1980) relata que o cdo preenche o requisito

de possuir uma taxa de crescimento rapido, o suficiente para permitir a
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obtencdo de resultados em menores periodos de tempo.

O cdo, como modelo animal de experimentacdo tem sido
empregado em muitos estudos para avaliacdo do tratamento endodontico
de dentes com lesdo periapical induzida, como os realizados por
Silva®5.96(1988, 1991); Bonetti Filhol! (2000); Soares103.104 (1999, 2003);
Mattos®6 (2001); Hernandez33 (2002); Césarl? (2003); Felippe24 (2003);
Yamashital34 (2004); Holland et al.41.40.37.38,43,42 (1978, 1980, 1989, 1992
1999, 2003); Leonardo et al. 58.54.55.62,60.57 (1993, 1994, 1995, 1998, 2002,
2003); ); Katebzadeh et al.48.49 (1999, 2000); Tanomaru Filho et al.116.115
(1998, 2001); Shabanhang et al.®3 (1999); Silva et al. 98 (2002)

Os cdes devem apresentar para utilizacdo em
experimentos endodoénticos, idade entre 1 a 1,5 anos, uma vez que o
volume da cavidade pulpar tem grande influéncia sobre o tempo
necessario para desenvolvimento das reacdes periapicais cronicas, as
quais formam-se em menor periodo de tempo quando o0s dentes
apresentam cavidade pulpar com maiores dimensfes. Os segundos
terceiros e quartos pré-molares inferiores e os segundos e terceiros pré-
molares superiores, sdo o0s dentes geralmente selecionados por
apresentarem semelhanca anatémica, igual nimero de raizes e canais
radiculares amplos e retos, permitindo uma padronizacdo dos
procedimentos técnicos durante o tratamento endoddntico e
processamento histoldgico (SILVA®7, 1995; LEONARDO et al.61, 1996;

SOARES103,1999).
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6.1.2 Métodos de Inducao experimental das lesdes periapicais

O tratamento de canais radiculares de dentes de cées
com reagdo periapical crénica induzida tem sido avaliado em varios
trabalhos de pesquisa (ALLARD et al.3, 1987; HOLLAND et al.
41,40,37,38,43.42 10978, 1980, 1989, 1992, 1999, 2003; LEONARDO et al.
58,54,55,62,60,57 1 1993; 1994; 1995; 1998; 2002, 2003; KATEBZADEH et al.
48,49°.1999, 2000). Nesses casos, a metodologia utilizada para indugéo
experimental das lesfes periapicais em dentes de cdes, apresentou
diferenciacdo quanto aos periodo utilizados para contamina¢do dos
canais radiculares, selamento ou ndo da abertura coronaria e
contaminag¢do do canal radicular pelas bactérias do meio oral, por meio
da inoculacdo de microrganismos ou da coloca¢do de placa bacteriana no
interior dos mesmos. (ALLARD et al.3, 1987; DIXON; RICKERT?2!, 1938
FUJII; MACHIDA?27, 1991; HOLLAND et al. 41.39.37.36,38,43.42 1978 1985,
1989, 1990, 1992, 1999, 2003 ; JANSSON et al.46, 1993; LEONARDO et
al. 58.59.54,55,62,60,57 1993(a)(h), 1994, 1995, 1998, 2002, 2003)

Com o objetivo de induzir lesdes periapicais, tem sido
difundida a metodologia preconizada por Leonardo et al.>4 (1994), na qual
ap0s abertura corondria e remoc¢do do tecido pulpar, 0s canais
radiculares sdo mantidos expostos ao meio bucal pelo periodo de 7 dias,
com finalidade de contamina¢cdo dos mesmos. Posteriormente, é

realizado o selamento coronéario, até a observacdo radiografica de areas
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radiolicidas periapicais, 0 que ocorre em aproximadamente 45 a 60 dias.

Essa metodologia tem sido empregada por autores como
Leonardo et al. 54.55.62,60,57 ' (1994, 1995; 1998; 2002, 2003 ); Silveira et
al.?9 (2001); Tanomaru Filho et al.116.115(1998; 2002); Berbert te al.t
(2002); Soares!03.104 (1999, 2003); Bonetti Filho10.11 (1990,2000), dentre
outros.

Walton e Ardjmand!2> (1992), Fouad et al.25.26 (1992
1993) e Tanomaru Filho et al.116.115 (1998; 2002) concordam que o
selamento da abertura coronaria, ap6és a contamina¢do dos canais
radiculares reduz o tempo necessario para o desenvolvimento das lesdes
periapicais, confirmadas pelo exame radiografico, sendo
aproximadamente 45 a 60 dias apds selamento coronario o periodo
necessario, conforme descrito por Leonardo et al. 54 (1994).

Katebzadeh et al.#® (1999) preconizam, para inducdo das
les@es periapicais em dentes de cées, a realizacdo da abertura coronaria,
instrumentacdo dos canais radiculares até a lima tipo K 45 e
contamina¢do dos mesmos com placa dental, seguido do selamento
coronario por 45 dias.

Shabanhang et al.%8 (1999) preconizaram essa
metodologia como sendo a de escolha para inducdo de lesGes periapicais
em dentes de cdes com rizogénese incompleta, conforme descrito por
Leonardo et al.58 (1993a), destacando que o selamento dos dentes, apés

serem mantidos expostos ao meio bucal, favorece o aparecimento das
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lesGes periapicais em menor periodo de tempo.

Por outro lado, Holland et al.36.38.43.42 (1990, 1992, 1999,
2003) e Panzarini et al.78 (1998), utilizaram método no qual os canais
radiculares sdo mantidos expostos ao meio bucal durante todo o periodo
de inducdo das lesBes periapicais, as quais sao visiveis
radiograficamente apés o periodo de 180 dias, justificando que estas
lesBes teriam caracteristicas mais proximas de uma lesdo inflamatdria
cronica e maior propagacdo bacteriana (NERY73, 2001).

Jansson et al.46 (1993), utilizando os dois métodos de
inducdo de lesdo periapical, com ou sem selamento coronario, nos
periodos que variaram de 1 a 10 meses, observaram histologica e
radiograficamente que, quando o selamento corondrio era realizado, o
desenvolvimento da lesdo periapical ocorria em periodo menor do que
quando as mesmas permaneciam abertas, salientando que, o ambiente
fechado, favoreceria o desenvolvimento seletivo de espécies bacterianas
anaerobias gram-negativas as quais, de acordo com Bystrom e
Sundqvist!s (1981), sdo as principais responsaveis pelo desenvolvimento
das lesOes periapicais.

Baseando-se na divergéncia dos trabalhos existentes
quanto ao emprego do selamento coronario, nosso estudo teve como
objetivo, avaliar em dentes de cdes, a intensidade da reac¢do inflamatéria
periapical, espessura do espaco periodontal apical, reabsorgdes

cementdarias apicais e reabsorcdo 6ssea, aléem da propagacdo bacteriana,
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nas duas condi¢des ja citadas, pois, de acordo Poliseli Neto8(2002), a
microbiota endodontica e a dimensdo da lesdo periapical radiografica néo

apresentaram diferengas quanto ao selamento coronario.

6.1.3 Arrombamento apical

Os canais radiculares dos pré-molares de cdes,
comumente empregados nas pesquisas, sao amplos e retos, e apresentam
um delta apical com varias ramifica¢cdes, diferindo do apice radicular do
dente humano, o qual possui normalmente um forame principal e algumas
foraminas. Com a finalidade de obtencdo de condicdo experimental mais
proxima a do dente humano, e para permitir padronizacdo da abertura
apical e do diametro de contato dos materiais empregados no tratamento
endodontico com a regido periapical, tem sido realizado arrombamento do
apice radicular dos dentes dos cdes com lima tipo K até a de nimero 30.

O arrombamento do forame apical radicular
imediatamente ap6s a abertura corondria, ou seja, anteriormente ao
periodo de inducdo das reacdes periapicais cronicas, tem sido empregado
em varios estudos, como os realizados por Soares03.104(1999; 2003),
Bonetti Filho10.11 (1990, 2000) e Tanomaru et al.115 (2002).

Por outro lado, Tanomaru Filho et al.116 (1998),
Rasquingz (1997), Silveira et al.?? (2001), Grecca et al. 31 (2001), Mattos®®

(2001) e Leonardo et al. 54.5562,60,57 (1994, 1995, 1998, 2002, 2003),
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realizaram o arrombamento apical ap6s a inducdo das lesdes periapicais,
ou seja, na mesma sessdo dos procedimentos técnicos endoddnticos

Possivelmente, o arrombamento anterior ao processo de
inducdo da lesdo permitiria maior acesso dos microrganismos, Sseus
produtos e sub-produtos aos tecidos periapicais, proporcionando o
desenvolvimento de lesdes periapicais de maior volume em menor
periodo de tempo. No entanto, o arrombamento realizado antes do
periodo de inducdo parece ser mais agressivo, pois, a comunicacao direta
com os tecidos apicais e periapicais, permitiria uma acdo mais rapida da
microbiota endodontica e intensa agressdo aos tecidos da regido
periapical, podendo levar o cdo ao sofrimento.

O diametro do arrombamento apical também é variavel de
acordo com os diferentes estudos, sendo realizado com lima tipo K de
niumero 30, conforme Bonetti Filho!0.11 (1990,2000); Silva®” (1995);
Soares103.104(1999, 2003); Leonardo et al.54.55.62,60,57 (1994, 1995, 1998,
2002, 2003); Tanomaru Filho et al.116.115 (1998, 2002). Holland et al. 36.42
(1990, 2003), empregaram lima tipo K numero 20. Outros autores, como
Soares et al.102 (1990) e Panzarini et al.”8 (1998), optaram pelo diametro
de arrombamento equivalente a lima tipo K de nimero 25, sendo que
Holland e Souza3® (1985), utilizaram a lima K niumero 40. A padronizacao
do didmetro de arrombamento da abertura apical é importante para
manutencdo de didmetro semelhante da &rea de contato dos materiais

empregados durante o tratamento endoddntico com a regido periapical e,
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consequentemente eliminando esta variavel durante a avaliagdo
histopatologica da reparacdo da regido apical e periapical.

Resultados diferenciados de reparo histoldgico dependem
dos fatores envolvidos no método de indu¢cdo das lesfes, uma vez que 0
grau de reparacao observado dependerd da severidade de agressdo dos
tecidos previamente aos procedimentos realizados em determinado
estudo.

Otoboni Filho??, em 2000, justifica o arrombamento até o
instrumento tipo K n2 20, apds a formagdo da lesdo periapical, pois esse
diametro estaria proximo a realidade dos dentes humanos com rizogénese
completa.

No presente estudo, quando realizado o arrombamento
apical, o diametro de escolha foi baseado em outros da literatura, ou
seja, pesquisas onde foi utilizada a lima K numero 30 (BONETTI
FILHO10.111990,2000; SILVA®7, 1995; SOARES?03.104 1999, 2003;
LEONARDO et al.54.55.62,60.57 1994 1995, 1998, 2002, 2003; TANOMARU

FILHO et al.116.115 1998, 2002).

6.1.4 Processo de Fixacdo e Desmineralizagao das Raizes Dentarias

A coloracdo de Brown e Brenn possibilita o exame de
cortes de tecidos desmineralizados, incluidos em parafina, determinando

a presenca de microrganismos. No entanto, a técnica original de Brown e
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Brennl2z (1931) ndo representa um método preciso de quantificacdo de
dos microrganismos, pois a perda de sua estrutura provocada pelos
acidos empregados na desinfeccao, fixacdo e desmineralizacao,
conduzem a significativa reducdo das bactérias nas seccles
histomicrobioldégicas (Watts e Paterson2?, 1990). Assim, Wijnbergen e
Van Mullem12% (1987), observaram que a desmineralizacdo com &cido
formico pode reduzir a coloracdo das bactérias gram-positivas na relacdo
de 15/1, enquanto para o EDTA esse efeito se faz menos acentuado,
sendo da ordem de 3/1.

Com o objetivo de minimizar o efeito prejudicial do acido
formico na integridade da parede das células bacterianas (WATTS;
PATERSON?27 1990; WIJNBERGEN; MULLEN?29 1987), este estudo foi
realizado utilizando processo de fixacdo e desmineralizagédo diferenciado.
Deste modo, o glutaraldeido em solu¢do de sacarose foi utilizado como
agente fixador dos tecidos, a semelhanca dos procedimentos de fixacdo
para analise em microscopio eletrénico de varredura, conforme descrito
por Nair70 (1987), Nair et al.7! (1990), Tronstad et al.121 (1990), Sen et al.
90 (1995) e Waltino et al.124.123 (1997, 1999).

Segundo Nair et al.7! (1990), o ©processo de
desmineralizacdo pode ser realizado com solucdo de EDTA e 4% de
glutaraldeido suplementado com sacarose no periodo de 6 a 12 semanas.
Dentre os métodos utilizados para desmineralizacdo, atualmente, o

emprego de quelantes tem sido recomendado, devido a conservacao das
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estruturas histolégicas, favorecendo a observacdo dos microrganismos
por coloracdes especificas como a de Brown e Brenn.

Para aceleracdo do processo de desmineralizacdo tem
sido proposta a ativacao da solucdo em forno de microondas. Utilizando
este principio, Rode et al.85, em 1996, utilizando uma solucdo a base de
EDTA com pH 7,3, obtiveram a desmineralizacdo das pe¢as num periodo
83% menor, em relacdo a temperatura ambiente, sem prejuizo da
preservacdo morfolégica dos tecidos.

No presente estudo, empregou-se solu¢do tamponada a
base de glutaraldeido e EDTA, sendo observada a desmineralizacdo em
aproximadamente 20 dias, com utilizacdo de forno de microondas. Essa
maior velocidade de desmineralizacdo tem sido atribuida ao efeito das
ondas, da temperatura do forno, ou ambos (VONGSAVAN et al. 122, 1990).

O estudo histomicrobioldgico permitiu observar, nas
seccdes analisadas, formacgdes de biofilmes em varios sitios do sistema
de canais radiculares e regido cementaria apical, com grande quantidade
de microrganismos gram-negativos. Esses resultados comprovam que a
metodologia de desmineralizagcdo permitiu a preservacdo dos
microrganismos nas estruturas, uma vez que, em outros estudos
(SOARES103, 1999; SILVEIRA et al.?9, 2001), foram observadas pequenas
porcentagens de microganismos gram-negativos no sistema de canais

radiculares.
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= 6.2 Dos Resultados

6.2.1 Avaliacao Histopatolagica

Poucos estudos sdo relatados na literatura quanto aos
métodos de inducdo experimental de lesbGes periapicais em dentes de
animai525,26,28,46,47,65,80,81,118,119,125,126,132_ A maioria de|es utilizaram
dentes de macacos como modelo, sendo também realizados estudos de
inducdo de lesdo periapical em dentes de cdes, gatos, ratos e furdo.

Quanto a lesdo periapical induzida, nossos resultados
foram semelhantes aos ja relatados na literatura, uma vez que todas as
técnicas experimentais avaliadas conduziram ao desenvolvimento de
lesdo periapical, a qual apresentava intenso infiltrado de células
inflamatdrias, com predominio de células mononucleadas, caracterizando
uma reacdo inflamatéria crénica. As células inflamatorias, especialmente
linfocitos, plasmoécitos e macrdfagos, apresentavam distribuicdo por todo
espaco periodontal apical. Polimorfonucleares neutréfilos eram
observados principalmente na regido adjacente ao forame apical, porém
em menor quantidade.

Os resultados da avaliacdo global envolvendo todos os
parametros histopatolégicos analisados, demonstraram que a lesao
periapical induzida apresentou menor intensidade quanto ao fendmenos
inflamatorios e reabsor¢cdo dos tecidos mineralizados apicais e

periapicais no grupo em que o0s canais radiculares foram mantidos
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expostos e sem arrombamento apical (Grupos Il) quando comparados aos
demais grupos experimentais (p<0,05).

Possivelmente, neste grupo experimental, foi necessario
maior periodo de tempo para a mudangca que ocorre na microbiota
endoddntica. As modificacdes de microbiota s&o determinadas pela
reducdo da tensdo de oxigénio, além das interacfes entre microrganismos
e disponibilidade de substrato, promovendo a selecdo de microrganismos,
com predominio de anaerdbios estritos, 0s quais apresentam fatores de
viruléncia importantes, como as enzimas proteoliticas, subprodutos do
metabolismo microbiano e endotoxina, presente nas bactérias gram-
negativas. Estes fatores estdo diretamente relacionados ao
desenvolvimento da leséo periapical (JANSSON et al.46, 1993; RIETCHEL;
BRADES4, 1992; STASHENKO07 1990; YAMASAKI et al.133 1992;
TANOMARU et al.117, 2003) . Tem sido demonstrado em dentes de cdes
que na presenca da endotoxina de bactérias gram-negativas nos canais
radiculares, reacOes periapicais cronicas visiveis radiograficamente
podem ocorrer em 30-60 dias (SILVA et al. 98, 2002; TANOMARU et al.117,
2003).

Os resultados obtidos sugerem que nos dentes cujos
canais radiculares foram selados, o shift microbiano ocorreu com maior
velocidade, possibilitando a colonizagdo mais rdpida da regido apica
radicular pelas bactérias anaerdbias. Como conseqliéncia, ocorreu a

inducdo da reacdo inflamatéria periapical e da reabsorcdo dos tecidos
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mineralizados da regido apical e do peridpice radicular, bem como as
reacfes de defesa do sistema imunolégico na regido periapical
(FABRICIUS et al.23, 1982; STASHENKO107, 1990; STASHENKO et al.108,
1992). Nestes casos, quando os canais radiculares foram selados
(Grupos Il e IV), o fator arrombamento apical ndo foi significante, uma
vez que as lesdes periapicais induzidas foram semelhantes (p>0,05).

Nos grupos em que o selamento coronario nédo foi
realizado, o fator arrombamento apical demonstrou importédncia no
desenvolvimento das lesfes, uma vez que quando este foi realizado a
lesdo periapical induzida demonstrou intensidade dos fendmenos
inflamatorios e de reabsorcdo dos tecidos mineralizados apicais e
periapicais semelhante aos grupos experimentais que utilizaram o
selamento coronario (Grupos Ill e IV, com p>0,05). Possivelmente nesta
situagdo, houve maior acesso para 0s microrganismos, seus produtos e
subprodutos, sendo provavel que o arrombamento apical propiciou
condicbes mais rapidas de desenvolvimento da reacdo inflamatoria
cronica periapical.

Os resultados obtidos sugerem que para o grupo I, sem
selamento coronario e sem arrombamento apical, empregando-se um
maior periodo de tempo para inducdo, as condicdes da reacdo
inflamatéria periapical e reabsorcdo dos tecidos mineralizados do apice

radicular seriam semelhantes aos demais grupos, sendo que para este
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quadro deve ter sido acelerado para o Grupo I, em funcdo do
arrombamento apical.

Dentre os fen6menos histopatoldgicos avaliados, o0s
parametros que possibilitaram o emprego de metodos quantitativos de
avaliacdo (contagem de células inflamatdrias e medida da espessura do
espaco periodontal apical) para determinacdo dos intervalos relativos aos
escores utilizados, proporcionaram maior diferenciacdo entre o0s
espécimes, permitindo também diferenciacdo entre 0SS grupos,
evidenciando ocorrer maior intensidade de células inflamatdrias e
aumento do espaco periodontal apical nos grupos experimentais
submetidos ao selamento coronario apds exposicdo dos canais
radiculares (Grupos Il e IV, com p<0,05).

Nos demais aspectos avaliados, extensdo da reacao
inflamatdria periapical, reabsorcdo dos tecidos mineralizados apicais
(cemento e dentina) e reabsorcdo Ossea, a distribuicdo dos escores
ocorreu com maior intensidade nas avaliacfes mais severas, sendo
menos destacada a diferenciacdo entre grupos. Para avaliacdo do
pardmetro reabsor¢cdo dssea foi utilizada uma adaptacdo das medidas
obtidas para medida da espessura do espaco periodontal apical,
considerando-se que a reabsorcdo 0ssea € proporcional a esta medida.

Para 0s grupos experimentais em que o selamento
coronario foi realizado ap6s contaminacao dos canais radiculares (Grupos

[l e 1V), o fator arrombamento apical ndo foi significante, uma vez que o
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desenvolvimento de lesfes periapicais, as quais apresentaram grande
intensidade dos fendmenos inflamatérios e de reabsorcdo dos tecidos
mineralizados apicais e periapicais mostrou-se semelhante para os dois
grupos (p>0,05).

Nossos resultados demonstram que as lesdes periapicais
foram induzidas por todos os métodos avaliados, destacando o menor
periodo de tempo necessario para 0 método que emprega o selamento
coronario do canal radicular apés periodo de contamina¢do em relacdo a
técnica na qual o canal radicular ¢ mantido exposto ao meio bucal
durante todo periodo experimental. Este fato concorda com estudo de
Jansson et al.46 (1993), que avaliaram diferentes métodos de inducdo de
lesGes periapicais em dentes de macacos, mantendo a cavidade pulpar
exposta ao meio bucal por 10 a 14 dias e realizando o selamento
coronario apds este periodo ou deixando os canais radiculares expostos
pelos periodos experimentais de 1, 2, 4, 7 e 10 meses. Os autores
demonstraram que nos dentes cujos canais radiculares foram selados, o
periodo para o0 desenvolvimento das lesdes periapicais foi
significantemente menor.

Jansson et al.46 (1993), assim como ocorreu no presente
estudo, observaram reabsorcdo do tecido 6sseo alveolar periapical e do
cemento apical radicular aos 2 meses ap0s o selamento coronario, sendo
o infiltrado inflamatério presente predominantemente composto por

células mononucleadas. Para os dentes cujos canais radiculares foram
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mantidos sem selamento coronario, a reacdo inflamatdria periapica
somente foi determinada aos sete meses. O nosso estudo diferiu do
realizado por Jansson et al. 46, que utilizaram como modelo experimenta
0 macaco, 0 qual possui maior resisténcia imunoldgica que o cao,
podendo explicar o maior periodo de tempo necessario para obtencdo de
lesbes periapicais. Este fato pode estar relacionado aos grupos em que
0s canais radiculares foram mantidos expostos, pois nos grupos em que
0s canais radiculares receberam selamento coronario as lesdes
periapicais desenvolveram-se tanto nos macacos quanto em cdes, no
periodo de 2 meses.

Outro estudo sobre a inducdo experimental de lesdes
periapicais foi realizado em dentes de furées por Foaud et al.25> (1992).
Os dentes foram mantidos expostos ao meio oral por 1 semana e selados
posteriormente, sendo analisados aos 3 meses. Os resultados obtidos
quanto a presenca de reabsorcdo 0ssea periapical, cementaria apical e
reacdo inflamatdria cronica, com predomindncia de mononucleares
(macrofagos), foram semelhantes aos nossos resultados.

Considerando o processo que conduz a reabsorcdo 6ssea,
Stashenko8> (1990), correlacionou a participacdo dos componentes
bacterianos, como a endotoxina, constituintes da parede celular das
bactérias gram-negativas, atuando como substancias antigénicas,
indutoras da resposta imune especifica, com ativacdo e proliferacdo de

linfocitos T e B. Estes antigenos bacterianos também desencadeiam
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respostas imunes inespecificas, com participagdo dos neutrofilos e
macrofagos. Esse mecanismo, mantido ativo por determinado periodo de
tempo, resultar& na formacdo da lesdo periapical, visivel

radiograficamente.

6.2.2 Avaliacao Histomicrobiologica

A relacdo direta entre os microrganismos e a etiologia das
doencas pulpares e desenvolvimento das lesdes periapicais foi
demonstrada por Kakehashi et al.4” (1965), em estudo classico da
literatura endodontica. Posteriormente, pesquisando dentes de humanos
que apresentavam histdria de trauma, sem resposta aos testes de
sensibilidade pulpar e com coroas clinicamente integras, Sundqvist 112
(1976, apud Morse, 1981), observou presenca de microrganismos,
predominantemente anaerdbios obrigatérios, somente nos dentes que
apresentavam areas radiollcidas periapicais. Avaliando 0
desenvolvimento da lesdo periapical em dentes de macacos, Mdéller et
al.67 em 1981, observaram o desenvolvimento de lesfes periapicais
somente em dentes com canais radiculares infectados.

Os microrganismos que adentram a cavidade pulpar ndo
ficam restritos simplesmente a luz do canal radicular principal. Os canais
laterais, secundarios e acessorios, 0s cementoplastos apicais e tubulos

dentinéarios, sao progressivamente invadidos por
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bacterias(1.7.8,11,12,32,54,94,103) ¢ glgumas espécies de fungos(63.90.91,92)  Hj
evidéncias que 0Ss cocos sejam 0s primeiros a colonizar os tUbulos
dentinarios, seguido pelos bacilos (NAGAOKA et al.t9 1995). Segundo
Ando e Hoshino* (1990), em funcdo da baixa tensdo de oxigénio nos
tubulos dentinarios, 80% das amostras de dentina infectada
apresentavam microrganismos anaerobios estritos, tipo bacilos ou cocos
gram-positivos.

Quanto a presenca de microrganismos o0s resultados
obtidos no estudo histomicrobiolégico mostraram por meio da coloragao
de Brown e Brenn, grande quantidade de microrganismos distribuidos em
todo o sistema de canais radiculares nos quatro grupos experimentais,
sendo os mesmos diretamente relacionados ao desenvolvimento das
lesGes periapicais. Assim, a presenca bacteriana foi demonstrada em
todos os grupos experimentais, nas paredes do canal radicular, lacunas
cementdrias, ramificacdes do delta apical, tibulos dentinarios, areas de
reabsorcdo cementaria, tibulos dentinarios e regidao periapical.

Quanto aos tipos de microrganismos presentes no sistema
de canais radiculares, os cocos, bacilos e filamentosos gram-positivos e
negativos foram os mais frequentes, concordando com outros estudos em
cdes (LEONARDO et al.54, 1994; PANZARINE et al.’8, 1998); e em
humanos (BOHORQUEZ- AVILAS, 1995; RIBEIRO; CONSOLARO®3, 2000).
Estes achados sugerem alguma similaridade entre a microbiota

endodontica de cdes e de humanos, o que torna esse modelo
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experimental adequado aos estudo dos procedimentos de desinfeccdo do
sistema de canais radiculares e sua correlacdo com o0s procedimentos
realizados em pacientes.

Concordando com os resultados microbiologicos, tem sido
relatada a importancia da presenca bacteriana na regido cementaria do
apice radicular de dentes com lesdo periapical, com formacédo do biofilme
apical, como demonstrado em dentes de humanos, por meio da
microscopia eletronica de varredura (TRONSTAD et al.121 1990,
LEONARDO et al.89, 2002). Também em dentes de humanos, empregando
a técnica de coloragdo de Browm e Brenn, empregada neste estudo,
Ribeiro e Consolaro83 (2001), demonstraram intensa propagacdo dos
microrganismos para todo o sistema de canais radiculares e formacdo do
biofilme apical, definido o mesmo como sendo uma matriz gelatinosa
depositada sobre a superficie apical radicular, constituida principalmente
de polissacarideos e proteinas, na qual os microrganismos, seus produtos
e sub-produtos ficam aderidos ou retidos. A matriz polissacaridea
funciona como uma armadura, onde 0S microrganismos convivem em
comunidade, aderindo-se a superficie cementdaria apical, proporcionando
protecdo a esta comunidade microbiana, com condi¢cdes adversas para
atuacao dos mecanismos de defesa do hospedeiro (GILBERT et al.29,
1997; COSTERTON et al. 1920/ 1987, 1995; ODELL; WU74, 1992).

Nossos resultados revelaram padrdo de infeccéo

endodontica compativel com o observado em dentes com lesdo periapical,
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uma vez que foi demonstrada intensa propagacdo de microrganismos por
todo o sistema de canais radiculares, incluindo ramificagbes do delta
apical e regido cementaria apical.

Avaliando o desenvolvimento das lesfes periapicais em
dentes de macacos, Fabricius et al.23 (1982) observaram que oS
microrganismos anaerdbios facultativos da microbiota endodontica eram,
progressivamente, substituidos pelos anaerdbios estritos, especialmente
bacilos gram-negativos, com maior propor¢cao na regido apical dos canais
radiculares.

Inicialmente a microbiota predominante é formada por
bactérias aerdbias, ocorrendo em funcdo da mudanca das condicdes
bioquimicas na cavidade endoddéntica, alteracdo desta microbiota que
passa a ser composta por microrganismos anaerdbios facultativos e
posteriormente por anaerdbios estritos, caracterizando o denominado
shift microbiano (WITTGOW; SABISTRON Jr. 131, 1975; KEUDELL et al. %0,
1976; MOLLER et al.67 1981; FABRICIUS et al. 23, 1982; OLETO; MELQTS,
1984/1985; SUNDQVISTL, 1992; SUNDQVIST et al.113, 1989; TANI-ISHII
et al. 114, 1994; SIQUEIRA et al. 100 2001; JACINTO et al. 4, 2003).

Dentre  0s  microrganismos  anaerdbios  estritos
predominam os gram-negativos, os quais foram observados em grande
intensidade neste estudo, através da coloracdo de Brown & Brenn. Estes
microrganismos apresentam coloracdo em tons de vermelho, sendo

importante para que sejam observados a preservacdo de sua estrutura, a
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qual pode ser destruida durante o processo de desmineralizacao,
conforme descrito por Wijnbergen e Mulleni?® (1987). O emprego da
técnica de desmineralizacdo empregando EDTA e acido cacodilico tem
proporcionado condi¢ces de preservacdo de suas estruturas (SOARES14
2003), possibilitando desta forma a observacao frente a coloracdo pela
técnica de Brown e Brenn.

Os resultados ora obtidos sdo concordantes com os de
Sundqvist!12 (1976), Moenning et al. 4 (1989) e Tronstad et al.121 (1990),
que demonstraram a ocorréncia de grande concentracdo de
microrganismos anaerdbios gram-negativos, 0s quais se distribuem pelo
sistema de canais radiculares, atingindo a regido apical e periapica, em
dentes sem vitalidade pulpar e com reacgdo periapical cronica.

A presenca de grande concentracdo de microrganismos
anaerdbios gram-negativos e conseqlentemente de endotoxinas sao
considerados importantes fatores para o desenvolvimento da reabsor¢do
0ssea periapical e da lesdo periapical visivel radiograficamente (SCHEIN;
SHILDER®7, 1975; SCHONFELD et al.88, 1982; SUNDQVIST!11, 1992).

Considerando-se 0S resultados do estudo
histomicrobiol6gico, a presenca e propagac¢do de microrganismos no
sistema de canais radiculares foi intensa para os dois métodos de
inducdo experimental de lesdes periapicais nos 4 grupos experimentais. A
maior intensidade de frequéncia de microrganismos foi observada nas

paredes do canal radicular, delta apical e tubulos dentinarios, seguido
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das lacunas cementéarias, regido periapical e areas de reabsorcgao
cementaria.

Apenas quanto ao item presenca de microrganismo na
regido periapical foi detectada diferenca estatistica, com maior presenca
de microrganismos para o grupo Il em relacdo ao Grupo Il (p<0,05).

O tratamento endoddntico de dentes com reacao
periapical crénica proporciona um progndéstico mais desfavoravel, levando
a um menor indice de sucesso (HOLLAND et al. 44, 1983; LEONARDO et
al. 62, 1998) em funcdo da microbiota envolvida e de sua propagac¢éo para
0 sistema de canais radiculares. Estudos estdo relacionados ao
tratamento endoddntico, como o preparo biomecéanico, empregando-se
solucbes irrigadoras bactericidas, curativo de demora, com diferentes
substancias auxiliares no combate a infeccdo no sistema de canais
radiculares (SUNDQVIST!10, 1992: HERNANDEZ33, 2002; YAMASHITA134,

2004; HOLLAND et al.38.42) 1992, 2003; LEONARDO et al. 54.55.57, 1994,



7 Conclusao

Nas condicOes experimentais em que esta pesquisa foi

conduzida e, com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

Em todos os grupos experimentais foi observado o desenvolvimento de

lesBes periapicais cronicas.

O grupo sem selamento coronario e sem arrombamento apical (Grupo
[1) apresentou menor intensidade de fenémenos inflamatorios na
regido periapical e de reabsorcdo dos tecidos mineralizados apicais e

periapicais que os demais grupos (p<0,05).

O grupo em que ndo foi realizado selamento corondrio e com
arrombamento apical (Grupo |) e 0s grupos com selamento coronario,
como ou sem arrombamento apical (Grupos Ill e IV) apresentaram

lesBes periapicais induzidas semelhantes (p>0,05).

A maior incidéncia de microrganismos em todos 0S Qrupos
experimentais, foi observada nas paredes do canal radicular, delta
apical e tubulos dentinarios, seguido das lacunas cementarias, regiao

periapical e &reas de reabsor¢do cementaria.
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Resumo

Diante da necessidade de avaliacdo de técnicas e
materiais empregados no tratamento endoddntico de dentes com leséo
periapical, tornam-se necessarios métodos de indug¢do experimental de
lesGes periapicais crénicas que possibilitem reproducdo das condicdes
envolvidas. O objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo
histopatoldgica e histomicrobioldgica das lesdes periapicais induzidas por
diferentes métodos de indugdo experimental. Foram utilizados preé-
molares de dentes de cdes, os quais foram divididos em quatro grupos:
Gl- canais radiculares mantidos abertos por 180 dias e realizacdo do
arrombamento apical; GlI- canais radiculares mantidos abertos por 180
dias, sem realizacdo do arrombamento apical, GllI- canais radiculares
mantidos abertos por 7 dias e selados posteriormente por 53 dias, com
realizacdo do arrombamento apical; GIV- canais radiculares mantidos
abertos por 7 dias e selados posteriormente por 53 dias sem realizagéo

do arrombamento apical. O resultado histopatoldgico da analise dos
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aspectos da reacdo inflamatdéria periapical e reabsor¢do dos tecidos
mineralizados apicais e periapicais demonstraram diferenca significante
entre 0s grupos, com menor intensidade dos fendémenos avaliados para o
grupo Il em relacdo aos demais (p<0,05). A analise histomicrobiolégica
demonstrou presenca de microrganismos em todo o sistema de canais
radiculares em todos 0s grupos experimentais, destacando-se as paredes
do canal radicular, delta apical e tubulos dentinarios, seguido das lacunas

cementarias, regido periapical e areas de reabsor¢cdo cementaria.

Palavras-chave: 1. Periodontite periapical. 2. Endodontia — Métodos.

3. Cavidade da polpa dentaria — Microbiologia.
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Abstract

The use of methods for experimental induction of
periapical lesion is necessary to the evaluation of materials and
techniques used for the endodontic treatment of teeth with periapical
lesion. The methods of experimental induction of periapical lesion must
reproduct the particular conditions. The aim of this study was to evaluate
the histological and histomicrobiological periapical lesion induced by
different methods. It was used pre-molars from dogs’ teeth. The teeth
were divided into four groups: GI- root canals exposicion to the bucal
environment for 180 days, with apical perforation; GIlI- root canals
exposicion to the bucal environment for 180 days, without apical
perforation; GIII- root canals exposicion to the bucal environment for 7
days, followed by the crown sealing for 53 days, with apical perforation;
GIV- root canals exposicion to the bucal environment for 7 days, followed
by the crown sealing for 53 days, without apical perforation.
Histopathological results in global evaluation of periapical inflammatory

lesion and apical and periapical resoption showed a significant difference
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for group 1l and the other groups (p<0,05), with less inflammatory
response and apical and periapical resorption. The histomicrobiological
evaluation showed microorganisms presence in all root canal system in all
groups. More presence of microorganisms were observed in root canal
walls, apical delta and dentinal tubules, followed by cemental spaces,

periapical region and cemental resorption region.

Keywords: 1.Periapical lesion; 2.Endodontics - methods.

3. Pulp dental cavity - Microbiology
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