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Resumo: Objetivo: Avaliou, in vitro, as respostas
teciduais O0ssea e conjuntiva subcutanea frente ao
selante endodéntico AH Plus®. Métodos: Foram utili-
zados 20 ratos albinos da linhagem Wistar divididos
em 4 grupos. O material, AH Plus® inserido em capi-
lar de polietileno, permaneceu implantado por 24 ho-
ras, 1, 2 e 4 semanas em fratura da pata esquerda
traseira e no tecido subcutaneo da regiao dorsal do
animal. Laminas histolégicas dos espécimes do teci-
do 6sseo e subcuténeo contendo os corpos de prova
do material serdo coradas em HE, fotografados e
analisados histomorfometricamente. Resultados e
Discusséo: A resposta tecidual foi analisada levando-
se em consideracdo a presenca e intensidade de
inflamacg&o e de componentes do infiltrado celular e
de células responsavel pela producdo de matriz ex-
tracelular conjuntiva, associadas ao processo cicatri-
cial e de regeneracgdo 0ssea. Na 12 semana notou-se
0 periodo maximo de formacao de tecido 6sseo pri-
mario, com pequeno decréscimo na 22 semana, ca-
racterizando o momento do reparo e consolidacdo da
fratura. Na 4% semana foi possivel verificar o encer-
ramento do processo, com conversao do tecido 6s-
seo primario em tecido 6sseo secundario. Os eosinoé-
filos e neutrdfilos foram os observados com mais
frequéncia dentre as células polimorfonucleadas.
Fibroblastos permaneceram presentes em quantida-
de significativa. Conclusdo: O material selante AH
Plus® ndo interferiu significativamente no processo
de ossificagdo da falha 6ssea. No tecido conjuntivo
subcutaneo, este material desencadeou processo
inflamatério sutil e ndo houve alteragdo no perfil
normal de cicatrizacdo, sugerindo que também nao
interfere no processo regenerativo.
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INTRODUCAO

Em fraturas de ossos compactos onde ocorre perda
substancial de tecido 6sseo, a reconstituicao da peca
0ssea pode ser realizada com autoenxertos 0Sseos.
Nestes casos, 0 enxerto 6sseo é fixado na sua nova
posicdo e somente as células osteogénicas do peri-
Osteo, endosteo e ostedcitos proximos as superficies
banhadas pelo liquido tissular, possuem condi¢des
favoraveis de sobrevivéncia [1].

Diante deste quadro, as células da camada osteogé-
nica provenientes do periésteo, endésteo e medula
do osso hospedeiro, se proliferam e migram em di-
recdo ao autoenxerto formando novas trabéculas
Osseas. ApOs algum tempo, as trabéculas Osseas
aumentam em comprimento e espessura e V8o se
depositando sobre o enxerto. Desta forma, o0 novo
tecido 6sseo é formado e o enxerto é lentamente
reabsorvido. Em geral, sdo necesséarias de 8 a 16
semanas para o desenvolvimento de novo tecido
0sseo. Portanto, nestes casos 0s enxertos atuam
como estrutura de suporte provisorio e temporario e
também permitem a migragdo de células osteogéni-
cas que dardo origem a novo tecido ésseo no local
[2].

Em situagBes onde nao héa disponibilidade de se rea-
lizar o autoenxerto, o auxilio para o reparo de fratu-
ras 0sseas pode ser obtido com a utilizacdo de ma-
teriais sintéticos biocompativeis.

O ato de preencher o canal radicular é parte do tra-
balho rotineiro do cirurgido-dentista desde os pri-
mordios da profissdo, quando se utilizou, de forma
empirica, desde chumbo em folha até madeira, pi-
che, cera, entre outros materiais, com a finalidade
de selar o canal radicular, devolvendo o elemento
dental a sua funcéo.

Em meados do século XIX, Bowmann, em 1867, in-
troduziu na Endodontia a guta-percha, uma substan-
cia vegetal extraida sob a forma de latex de arvores
da familia das sapotaceas (Mimusops balata e Mi-
musops hiberi), a qual tem sido aceita como o me-
Ihor material para a obturagédo do sistema de canais
radiculares [3].
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Este material encontra-se disponivel para o uso o-
dontolégico em associagdo a outros componentes,
numa propor¢cdo aproximada de 20% de guta-
percha, 60 a 75% de 6xido de zinco e os demais
elementos em propor¢des menores (1,5 a 15% apro-
ximadamente). A guta-percha apresenta-se sob duas
formas cristalinas distintas: o(alfa-cristalina),e p(be-
ta-cristalina) [4]. A guta—percha na forma alfa-
cristalina é quebradica a temperatura ambiente, tor-
nando-se, quando aquecida, pegajosa, aderente e
com maior escoamento. Sua temperatura de fuséo é
de 65°C. Ja, a forma beta-cristalina disponivel co-
mercialmente na maioria dos casos, € estavel e fle-
xivel a temperatura ambiente. Quando aquecida,
ndo passa a apresentar adesividade e tem menor
escoamento do que a forma alfa. Sua temperatura
de fusdo é de 56°C [5,6]. O cimento endodébntico
assume um papel auxiliar, porém de extrema impor-
tancia, na obturacdo do sistema de canais radicula-
res, ja que, este devera preencher espacgos entre 0s
cones de guta-percha e entre cone e a parede do
canal.

Independentemente do seu tipo, o cimento deve
preencher os seguintes requisitos: apresentar bio-
compatibilidade, néo irritando os tecidos periapicais;
possuir viscosidade quando misturado; ter boa ade-
sdo as paredes do canal radicular; ter bom tempo de
trabalho, possibilitando ao clinico um tempo suficien-
te para realizar os procedimentos de obturacéo;
promover o selamento tridimensional (hermético) do
sistema de canais radiculares; apresentar estabilida-
de dimensional; ter bom escoamento; ser radiopaco,
revelando quando possivel a existéncia de canais
adicionais, multiplos forames, areas de reabsorc¢ao,
linhas de fratura e outras caracteristicas morfolégi-
cas inusitadas; ndo alterar a cor do dente; ser inso-
ldvel aos fluidos teciduais e a saliva; ser soluvel a
solventes comuns, no caso de retratamentos; ser
impermeavel no canal; ter atividade antibacteriana;
ser de facil insercdo e remoc¢éo do canal radicular
[7].

A guta-percha combinada com varios cimentos en-
dodébnticos é o material mais utilizado na obturacédo
do sistema de canais radiculares.

Considerando que, durante o tratamento endodonti-
co, pode ocorrer por diferentes causas, o extrava-
samento do material obturador no tecido dsseo e
tecido conjuntivo periodontal, a utilizacdo destes ma-
teriais sob forma de implantes, neste trabalho, tem
por finalidade avaliar histomorfométricamente as
respostas teciduais.
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OBJETIVO

Avaliar, in vitro, as respostas teciduais 0ssea e con-
junti\éa subcutanea frente ao selante endodéntico AH
Plus™.

METODOLOGIA

Implantes

Foram utilizados 16 ratos albinos da linhagem Wistar
divididos em 4 grupos de acordo com o tempo de
permanéncia do material implantado: 24 horas, 1, 2
e 4 semanas.

Ap6s pesagem dos animais, submeteram-nos a a-
nestesia (geral por solucdo de Cloridrato de Xylasina
(Virbaxyl™ 2%) + Ketamina (Francotar®), administra-
do por via intramuscular na dose de 1,5 mL/Kg de
peso corporal. Posteriormente, os animais foram
colocados em placa de contencéo e tiveram as patas
traseiras e a regido dorsal tricotomizadas.

ApGs assepsia, fez-se uma inciséo na pele de apro-
ximadamente 1,0 cm com uma tesoura de ponta
fina, paralelamente ao longo do eixo da tibia. Com o
auxilio de um bisturi, seccionou-se o tecido muscular
até a exposigdo do periésteo que em seguida foi re-
batido cuidadosamente até a exposi¢do do tecido
0sseo. Com o uso de um mini motor de baixa rota-
¢do e uma broca com 2,0 mm de diametro, foi feito
um orificio no terco superior da tibia de modo a
permitir a introducdo do corpo de prova. Realizou-se
este procedimento nas duas patas traseiras de cada
animal. Na esquerda, implantou-se o corpo de prova
(AH Plus® inserido em capilar de polietileno) e a pata
traseira direita recebeu implante apenas do capilar,
sendo utilizada como controle. Posteriormente, o
tecido muscular e a pele foram suturados e sobre os
cortes aplicou-se solugdo aquosa PVPI (poli vinil
pirrolidona iodada) anti-séptica.

No implante subcutaneo, apds assepsia, foi feita
uma incisdo na pele de aproximadamente 1,0 cm
com auxilio de uma tesoura de ponta fina, paralela-
mente ao longo do eixo da coluna vertebral. Com
uma tesoura ponta romba, o tecido conjuntivo subcu-
taneo sofreu divulsédo com a finalidade de implantar
0 corpo de prova. O implante foi inserido com uma
pinca apropriada, ao lado da coluna vertebral, tdo
longe quanto possivel do local da inciséo, para evitar
gue o processo de cicatrizacdo da ferida interferisse
na resposta tecidual. Uma vez feito o implante, sutu-
rou-se o corte com dois pontos separados e aplicou-
se sobre este a solugdo aquosa PVPI (poli vinil pirro-
lidona iodada) anti-séptica.

Dentre as primeiras 48 horas pos-cirurgia, adminis-
trou-se a dose de 750 mg/Kg de peso corporal de
dipirona sédica em solugdo 500 mg/mL do laborato-
rio Aventis por via intramuscular.
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Obtencdo de espécimes dos tecidos ésseo e
conjuntivo subcutaneo

Os animais foram eutanaziados, de acordo com os
tempos de permanéncia, em camara anestésica com
halotano liquido (Tanohalo®, Cristalia).

Foram removidos espécimes do tecido 6sseo das
duas patas e do tecido conjuntivo subcutaneo da
regido dorsal. Em seguida, foram fixados por imer-
sdo em solucéo de formol tamponado a 10% por 48
horas e apés esse periodo promoveu-se a reducéo
do tamanho dos espécimes para processamento his-
tolégico.

Preparacéo e triagem de laminas histolégicas

Os espécimes do tecido 6sseo foram descalcificados
em solugcéo saturada de EDTA com agitagdo conti-
nua durante 30 dias. Espécimes de ambos os teci-
dos foram submetidos ao processamento histoldgico
realizado pelos técnicos do laboratorio de histologia.
Cortes de 7 micrometros de espessura foram cora-
dos com hematoxilina-eosina para a obtencdo de
laminas histoldgicas, posteriormente fotografadas
para analise morfométrica.

Andlise Morfométrica

ApGs captura das imagens, as seguintes analises
foram realizadas:

a) Determinagdo semi-quantitativa das células
encontradas na capsula ao redor do implante AH
Plus® introduzida na regido subcuténea dorsal. Nesta
andlise, foram avaliadas a intensidade da presenca
de fibrdcitos, fibroblastos, macrofagos e células po-
limorfonucleadas. Foi utilizada a classificacdo de (+)
para presenca discreta, (++) presenca moderada e
(+++) para presenca intensa e (-) para auséncia;

b) Determinacdo quantitativa, por meio do soft-
ware TPS Dig verséo 1.38a, da espessura de tecido
0sseo secundario e tecido 6sseo primario (neofor-
mado) na regido interna da tibia onde havia presen-
¢a (ou indicio morfologico da presenca) do material
selante. Para facilitar a andlise dos resultados, foi
determinada uma relacdo entre espessura do 0SSO
priméario e secundario, utilizando-se para isso a se-
guinte equagéo: Rops = (Eop - 1) / Eos, s€ndo Ropys
Relagdo Osso priméario-Osso secundario, Eq, Es-
pessura do 0sso priméario e Eos Espessura do 0sso
secundario.

Para andlise dos resultados referentes aos implantes
0sseos, as espessuras 6sseas (e a relacdo) da tibia
da pata esquerda (com implante) foram comparadas
estatisticamente com a da tibia direita (controle) a-
través do teste t pareado, sendo que valores de
p<0.05 foram considerados significativos. Visando
minimizar o erro devido a variabilidade dos animais,
foram realizadas 3 medicfes de espessura na regido

Anais do XIV Encontro de Iniciag&o Cientifica da PUC-Campinas - 29 e 30 de setembro de 2009

ISSN 1982-0178

da fratura, sendo o valor médio utilizado para anali-
se.

Para andlise dos resultados referentes aos implantes
subcutaneos, foram realizadas 3 avalia¢des, em re-
gibes equidistantes, ao longo capsula fibrosa forma-
da ao redor do implante, sendo o valor modal descri-
to na tabela O1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Shahi e colaboradores (2006) [8], atual-
mente existem quatro métodos classicos para a ava-
liacdo de biocompatibilidade dos materiais: (a) avali-
acao de citotoxicidade, (b) implantes subcutaneos,
(c) implantes intra-6sseos, e (d) avaliagdo in vivo da
reacao tecidual peri-radicular em animais.

Em cada tempo de permanéncia dos materiais im-
plantados foram feitas avaliagdes histologicas. A
resposta tecidual foi analisada levando-se em consi-
deracdo a presenca e intensidade de inflamacéo e
de componentes do infiltrado celular e de células
responsavel pela producdo de matriz extracelular
conjuntiva, associadas ao processo cicatricial e de
regeneracéo 0ssea.

Implantes de AH Plus® em falha 60ssea (tibia)

Em diversos animais que receberam o implante do
biopolimero AH Plus® foi possivel observar sua pre-
senca na regido de matriz e de medula 6ssea. Sem-
pre foi observado delgado envoltério conjuntivo com
baixa celularidade. Obervou-se na regido da fratura
proliferagcdo osteoblastica e formacgéo de 0sso prima-
rio nos mesmos padrbes e propor¢cdes dagueles ob-
servados nas fraturas 6sseas controle, seja em 24
horas, uma, duas ou quatro semanas pos-implante.
Na regido do periésteo, ndo se evidenciou nenhum
tipo de infiltrado celular que pudesse indicar proces-
so inflamatério em resposta ao implante. Do mesmo
modo, ndo se observou deposicdo anormal de fibras
coldgenas ou vasos neoformados em quantidades
significativas.

Observando a Figura 1 é possivel verificar que o
material selante ndo interferiu significativamente no
processo de ossificacdo da falha dssea. Verificou-se
inicialmente que a Roys Se manteve muito discreta
no tempo de 24 horas, conforme esperado, uma vez
gue neste periodo ndo houve presenca de tecido
0sseo neoformado. Na primeira semana nota-se o
periodo maximo de formacéo de tecido 6sseo prima-
rio, com pequeno decréscimo na segunda semana,
caracterizando o momento do reparo e consolidacéo
da fratura. Na quarta semana é possivel verificar
uma queda no valor de Ropys atingindo valores pro-
ximos aqueles encontrados para o tempo de 24 ho-
ras, indicando encerramento do processo, com con-
versdo do tecido Gsseo primario em tecido ésseo
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secundario. Qualquer variagdo na relagéo Rops po-
deria indicar maior ou menor eficiéncia do processo
de reparo, uma vez que este esta envolvido com a
formacao do tecido 6sseo para consolidacdo da fra-
tura e sua posterior reabsor¢do (remodelagem 6&s-
sea).

1,2000
1,0000 4

0,8000 -

O controle
| tratado

0,6000 -

0,4000 -

0,2000 -

Relacéo espessura osso 1°/2°

0,0000 -
24 h 1sem 2 sem 4 sem

Tempo

Figura 1: Relacdo da espessura 6ssea em implante de
AH Plus®

Também foi possivel observar a auséncia de dife-
renca no processo de ossificagcdo entre o grupo tra-
tado e controle (Figura 2), uma vez que a Rgys per-
maneceu em valores préoximos nestes dois grupos,
sem haver diferenga significativa entre os resulta-
dos.

Em que pese ndo ter sido realizada analise morfo-
métrica do peridsteo, ndo foram observadas varia-
¢Oes significativas de espessura ou constituicdo ce-
lular entre a tibia da pata com implante e a tibia da
pata controle.
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Figura 2: Micrografias de implante 6sseo de AH Plus®
. A: Grupo Tratado 24 h. B: Grupo Controle 24 h. C:
Grupo Tratado 01 semana. D: Grupo Controle 01 se-
mana. E: Grupo Tratado 02 semanas. F: Grupo Con-
trole 02 semanas. G: Grupo Tratado 04 semanas. H:
Grupo Controle 04 semanas.Op: tecido 6sseo prima-

rio; Os: tecido 6sseo secundario; seta: material selan-

te. Hematoxilina-eosina, 40x.

Implantes de AH Plus® em regi&o subcutanea
Observou-se na regido subcutédnea formagdo de
capsula conjuntiva fibrosa bem circunscrita, com
elevada celularidade, havendo predominio de fibro-
citos/fibroblasto, e presenca de células polimorfonu-
cleares e macréfagos (associadas ao processo de
inflamacéo e regeneracdo) nos tempos iniciais (24
horas a uma semana). Tais células foram observa-
das principalmente na cépsula, mas também nos
tecidos adjacentes (Figura 3). Os eosindfilos e neu-
trofilos foram os observados com mais frequéncia
dentre as células polimorfonucleadas. Na Tabela | é
possivel observar que fibroblastos permaneceram
presentes em quantidade significativa.
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Dada a conhecida biocompatibilidade do AH Plus®
0 processo inflamatério desencadeado por sua pre-
senca nao deve ser intenso, conforme foi constatado
na observacdo dos resultados. Ao comparar com a
resposta tecidual do controle, constatou-se também
gue nado houve alteracdo no perfil normal de cicatri-
zacao.

Tabela 1: Distribuicdo da analise modal dos resulta-

dos
Analise MODAL dos resultados
AH Plus®
Periodo Células (GP)
Fibroblastos +
Fibrocitos +
24 horas -
Polimorfonucleares +
Macréfagos +
Fibroblastos ++
Fibrocitos +
1 semana -
Polimorfonucleares -
Macréfagos +
Fibroblastos ++
Fibrocitos
2 semanas -
Polimorfonucleares
Macréfagos -
Fibroblastos ++
Fibrocitos +
4 semanas -
Polimorfonucleares -
Macréfagos -

(+) presencga discreta, (++) presenga moderada, (+++)
presencga intensa e (-)auséncia.
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Flgura 3: Mlcrograflas de implante subcutaneo de AH
Plus®. A: Grupo Tratado 24 h. B: Grupo Tratado 01
semana. C: Grupo Tratado 02 semanas. D: Grupo Tra-
tado 04 semanas. Seta: Células polimorfonuceadas;
fc: fibrécitos; fb: fibroblastos; * macroéfagos; B: bio-
material selante. Hematoxilina-eosina, 400x.

CONCLUSAO

O material selante AH Plus® implantado néo interfe-
riu significativamente no processo de ossificacdo da
falha 6ssea. No tecido conjuntivo subcuténeo, os
resultados obtidos mostram que este material selan-
te desencadeou um processo inflamatério bastante
sutil, conforme esperado, e que ndo foram observa-
das alteracdes no perfil normal de cicatrizacéo, su-
gerindo que o material também nao interfira neste
processo regenerativo.

Assim sendo, na eventualidade de extravasamento
para os tecidos 6sseo e conjuntivo subcutaneo du-
rante o tratamento endodéntico, a presenca do mate-
rial ndo devera comprometer o tratamento.
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