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RESUMO

Huaman, SD. Eficacia de um novo protocolo de tratamento endodontico
em sessao Unica. Estudo radiografico e histopatologico em dentes de
caes com lesOes periapicais induzidas. Ribeirao Preto, 2018. 83 p.
Dissertacao [mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto,

Universidade de Sao Paulo.

Em dentes com lesao periapical, o tratamento endoddntico em duas sessbes, com
aplicagdo de curativo de demora, apresenta maior sucesso no combate a infecgao
intra e extrarradicular, proporcionando reparo dos tecidos apicais e periapicais.
No entanto, o tratamento em sessdo Unica vem sendo recomendado em fungao
de reduzir custos e sessoes de tratamento, apesar da sua comprovada ineficacia
na erradicagao dos micro-organismos e taxa de sucesso inferior. Diante da
necessidade de reduzir o tempo clinico e favorecer a reparacao tecidual, a
aplicagcdo de medicacdo com pasta a base de hidrdéxido de calcio apenas na regido
apical e periapical, obtida por meio de seu extravasamento via canal radicular,
seguida pela obturacao na mesma sessao poderia constituir uma nova opgao de
tratamento. Com este objetivo, um total de 60 raizes de pré-molares de cdo com
rizogénese completa e lesGes periapicais experimentalmente induzidas, foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos submetidos a diferentes protocolos de
tratamento endodontico: 1) novo protocolo em sessdo Unica, com aplicacdo de
pasta a base de hidréxido de cdlcio na regido apical e periapical antes da
obturacao; 2) tratamento convencional em duas sessdes, com utilizacao de
curativo de demora com pasta a base de hidroxido de calcio durante 14 dias; 3)
tratamento convencional em sessdo Unica. Para avaliacao da resposta tecidual,
os dentes foram avaliados radiograficamente e histopatologicamente, 120 dias
apds o tratamento endodontico com a eutanasia dos animais. Os espécimes
foram processados histotecnicamente, corados com HE e avaliados com
microscopia de luz convencional e de fluorescéncia. Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente utilizando os testes qui-quadrado, Fisher, Anova e

pos teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% em todos os testes. De



acordo com os resultados radiograficos, os dentes tratados com o novo protocolo
apresentaram reducdao na area radiolicida periapical semelhante aos dentes
tratados em duas sessoes (p<0,05) e ambos foram superiores ao tratamento em
sessao Unica (p<0,001). Os resultados histopatoldgicos mostraram que a
realizagao do novo protocolo proporcionou a reparagao das estruturas periapicais
e apicais em evolucdo, com presenca suave de fibras colagenas jovens, poucos
vasos sanguineos neoformados, infiltrado inflamatdrio suave a moderado,
deposicao de cemento celular ou reinsercao de fibras colagenas em lacunas de
reabsorcao paralisadas e selamento apical completo em 18,2% dos casos. Os
dentes tratados em duas sessOes apresentaram estagio de reparacao mais
avangado, com a mesma espessura do espaco do ligamento periodontal, porém
com presenca de fibras colagenas mais maduras, mais vasos sanguineos jovens,
infiltrado inflamatorio suave, deposicdo de cemento celular em lacunas de
reabsorcao paralisadas e processo de selamento apical completo em 30,8% dos
casos. Nos dentes tratados em sessdo Unica, observou-se persisténcia da lesao
periapical com presenca de infiltrado inflamatdrio moderado a severo, presenca
de reabsorgao ativa dos tecidos mineralizados, ligamento periodontal aumentado
e auséncia de selamento apical em 100% dos casos, sendo estatisticamente
diferente dos grupos anteriores em todos parametros avaliados (p<0,001). Foi
possivel concluir que o novo protocolo de tratamento em Unica sessao promoveu
a reparagao tecidual, porém em estagio menos avangado que o tratamento em

duas sessoes com utilizagao de curativo de demora.

Palavras-chave: Medicagdo intra-canal, hidréxido de calcio, periodontite apical.



ABSTRACT

Huaman, SD. Novel single-session endodontic treatment protocol using
intracanal medication prior obturation. Ribeirdao Preto, 2018. 83 p.
Dissertacao [mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto,

Universidade de Sao Paulo.

In apical periodontitis, two-session endodontic treatment using intracanal
medication between appointments presents a higher success rate at intra and
extra radicular disinfection giving a better apical and periapical tissues’ repair.
Meanwhile, one-session treatment has been highly recommended due to fewer
operative time and expenses, even having its proven inefficacy in root canal
system cleansing and lower success rate in apical and periapical tissues repair
after endodontic treatment. To reduce operative sessions and costs while
promoting tissue repair and patient’s comfort, we proposed a novel protocol in
endodontic treatment of apical periodontitis with extravasation of a CH-based
paste into periapical region and obturation performed in a single session. A total
of 60 mature dog’s premolar teeth with experimentally induced periapical lesions
were randomly classified into 3 groups: 1) Novel protocol with extravasation of
CH-based paste into apical and periapical region and obturation performed in a
single session, 2) Two-session treatment with CH-based intracanal medication in
14 days-interval sessions and 3) Single-session treatment. Radiographs were
taken at day 0 and day 120. After 120 days, animals were killed, maxillae and
mandibles were histotechnically processed and stained with HE and analyzed
under conventional and fluorescent microscopy. Descriptive, semi quantitative
and quantitative histopathological of histopathological parameters was
performed. Results were statistically analyzed using chi square test, Fisher test,
Kruskal-Wallis test, Dunn’s post-test, Anova one-way and Tukey’s test, with a 5%
level of significance. According to radiographic analysis, teeth treated with the
novel protocol had a percent rate reduction similar to teeth with a two-session
treatment (p<0,05), and both groups were superior to single-session group.

Histopathological analysis’ results showed that performing endodontic treatment



using the novel protocol provided repair in process of the apical and periapical
structures, with few young collagen fibers, few neoformed blood vessels, mild to
moderate inflammatory infiltrate, cellular cement deposition or collagen fibers
reinsertion at inactive resorption lacunae and complete apical sealing in 18,2%
of teeth. Teeth treated in two sessions had a more advanced repair with a similar
periodontal ligament thickness, however, with more mature collagen fibers,
neoformed blood vessels, mild inflammatory infiltrate, cellular cement deposition
at inactive resorption lacunae and complete apical sealing in 30,8% of specimens.
In teeth treated in a single session, we observed persistence of the periapical
lesion with a moderate to severe inflammatory infiltrate, active resorption of the
mineralized tissues, increased periodontal ligament thickness and absence of
apical sealing in 100% of specimens, being statistically different to the other
groups in all evaluated parameters (p<0,001). We conclude that the proposed
novel protocol promoted an early repair of apical and periapical tissues, yet, less
developed than two-session treatment with utilization of intracanal medicament

in between sessions.

Key Words. Intracanal medicament, calcium hydroxide, apical periodontitis.
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O tratamento de canais radiculares de dentes portadores de necrose
pulpar e lesao periapical permanece um assunto controverso e de grande
interesse entre profissionais e pesquisadores (Signoretti et al., 2011; Paredes-
Vieyra e Enriquez, 2012; Vera et al., 2012; Ricucci et al., 2015; Donyavi et al.,
2016; Manfredi et al., 2016; Moreira et al., 2017). O indice de sucesso nesse
tratamento, quando avaliado nao apenas do ponto de vista clinico e radiografico,
mas também microbioldgico e histopatoldgico, ainda é inferior ao dos dentes sem
lesdo periapical (Sjogren et al., 1997; Wong et al., 2015; Pirani et al., 2018). O
sucesso reduzido e as falhas no tratamento vém sendo principalmente associadas
a persisténcia de infeccdo intra e extra radicular (Nair et al., 1990; Nair et al.,
1999; Siqueira e Rocas, 2004; Siqueira et al., 2011; Cardoso et al., 2016; Siqueira
et al.,, 2016; Pereira et al.,, 2017), que resultam na manutencao da lesao
inflamatoria e da reabsorcao tecidual, impedindo a ocorréncia do processo de
reparo.

O objetivo principal do tratamento endodontico ideal é promover a
erradicacao da infecgao polimicrobiana do sistema de canais radiculares e regiao
periapical, pois esta constitui o agente etioldgico principal da doenca periapical
(Kakehashi et al., 1965; Tronstad, 1992; Siqueira et al., 2011; Nobrega et al.,
2016). Atualmente sabe-se que a infeccdao em dentes deciduos e permanentes
com necrose pulpar e lesao periapical encontra-se localizada nao apenas na luz
do canal radicular e tubulos dentinarios, mas também em todo o sistema de
canais radiculares e areas externas da superficie radicular (biofilme periapical),
gue sao inacessiveis ao preparo biomecanico (Leonardo et al., 2002; Leonardo
et al., 2007; Rocha et al., 2008; Tanomaru et al., 2008; Ricucci et al., 2018).
Além de acdo antimicrobiana, o tratamento deve promover inativacdo das
endotoxinas bacterianas ou lipopolissacarideos (LPS) encontradas na parede
celular de bactérias anaerdbias Gram-negativas, que sdo prevalentes nos dentes
portadores de lesao periapical (Rietschel e Brade, 1992; Tani-Ishii et al., 1994;
Assed et al., 1996; Leonardo et al., 2000; Leonardo et al., 2004; Siqueira et al.,
2007; Adl et al., 2015). As endotoxinas também nao sao inativadas pelo preparo
biomecanico convencional e sua persisténcia, principalmente em micro-

organismos presentes em erosdes cementarias, protegidos pelo biofilme
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bacteriano, sao as principais causas que justificam o fracasso da terapia
endodontica (Bystréom e Sundqvist, 1981; Molander et al., 1998; Nair et al., 1999;
Leonardo et al., 2002; Rocha et al., 2008; Cardoso et al., 2016; Siqueira et al.,
2016; Pereira et al., 2017).

Apesar dos recentes avangos tecnoldgicos, o combate a infecgao
endodOntica intra e extra radicular e a inativacao do LPS bacteriano sdo possiveis
somente com o uso de substancias antibacterianas utilizadas topicamente entre
sessoes, denominadas curativo de demora (Bystrom et al., 1985; Haasapalo e
Orstavik, 1987; Silva et al., 2014). O hidréxido de calcio € um pd branco, alcalino
(pH 12,8), soluvel em agua (Staehle et al., 1997; Estrela e Holland, 2003) tem
sido a medicagao mais estudada, discutida e empregada com esta finalidade,
devido as suas excelentes propriedades como agao antibacteriana (Georgopoulou
et al., 1993; Leonardo et al., 1995; Assed et al., 1996; Leonardo et al., 2000),
anti-exsudativa (Heithersay, 1970; Allard et al., 1987), indutora da formacao de
tecido mineralizado por ativacdo da fosfatase alcalina e da sintese de colageno
(Holland, Souza, Mello et al., 1979; Schroder, 1985; Leonardo et al., 2006; Da
Silva, L. A. et al., 2008), biocompatibilidade (Nelson Filho et al., 1999; Leonardo
et al., 2006; Zarei et al., 2016), propriedade de dissolucao dos tecidos necréticos
(Hasselgren et al., 1988; Andersen et al., 1992) e de promogdo de hidrdlise do
LPS bacteriano “in vitro” (Safavi e Nichols, 1994; Barthel et al., 1997; Tanomaru
et al., 2003; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2007) e “in vivo” (Nelson-Filho
et al., 2002; Silva et al., 2002; Adl et al., 2015). Para estas acdes o curativo de
demora deve permanecer por um periodo minimo de 14 dias, o que exige a
realizacdo de duas sessOes de tratamento (Spangberg, 2001; Leonardo et al.,
2006).

A filosofia de tratamento em duas sessdes € embasada no fato da
eliminagao da infeccao nao ser alcangada quando se realiza o tratamento em
uma Unica sessao, uma vez que nao é possivel controlar a infeccao localizada
além do canal radicular principal (campo de acao do endodontista) sem o uso de
um curativo de demora antimicrobiano entre as sessdes. No entanto, por meio
de estudos restritos a avaliacdes clinicas e radiograficas (Pirani et al., 2015),

alguns autores acreditam que o sucesso é semelhante quando se realiza o
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tratamento endodontico em sessao Unica (sem o uso de curativo de demora) ou
em duas sessdes, empregando o hidréxido de calcio como curativo de demora
(Sathorn et al., 2005; Molander et al., 2007; Penesis et al., 2008). O tratamento
de dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical cronica em sessao
Unica ainda é preconizado por quase 70% dos endodontistas (Whitten et al.,
1996; Savani et al., 2014) e 70% das instituicOes de ensino de graduacao nos
EUA (Qualtrough et al., 1999). Em um estudo recente, avaliagbes clinicas e
radiograficas sugerem sucesso de 90% no reparo de lesbes periapicais tratadas
em sessao Unica, quando apresentam diametro menor que 5 mm (Eyuboglu et
al., 2017).

O tratamento de dentes portadores de lesdo periapical em sessdo Unica é
defendida por aqueles que acreditam que a técnica oferece a vantagem de ser
mais aceita pelo paciente e profissional em relagao ao tempo e custo (Sathorn et
al., 2005; Wong, Zhang et al., 2015; Bharuka e Mandroli, 2016). Para alguns
autores essa técnica de tratamento também apresenta menor chance de
agudecimento e causa menos dor pds-operatdria (Walton e Fouad, 1992; Imura
e Zuolo, 1995; Albashaireh e Alnegrish, 1998; Soares e César, 2001; Fonzar et
al., 2017). No entanto estas justificativas também sdo questionaveis, sendo
encontrados estudos que sugerem que a dor pds-operatéria e o risco de
agudecimento sdo maiores na sessao Unica enquanto a maioria dos estudos ndo
revela diferencas na dor pds-operatdria em tratamentos realizados em uma ou
duas sessoes (Direnzo et al., 2002; Wang et al., 2010; Singh e Garg, 2012; Rao
et al., 2014, Patil et al., 2016).

Diferentes técnicas e materiais vém sendo sugeridos pela literatura
visando promover o efetivo controle da microbiota envolvida na lesdo periapical,
inativacao da endotoxina bacteriana, paralizacao da reabsorcao e inducao da
formacao de tecido mineralizado em uma sessao de tratamento. Dentre estes
destaca-se o formocresol (Coser e Giro, 2010) como medicamento entre sessoes,
que fornece o controle da infeccao mediante estimulacao da necrose superficial
dos tecidos conjuntivos e inativacao bacteriana, e o iodoformio (Dotto et al.,
2006) que atualmente vem sendo desacreditados pelas suas propriedades toxicas

e potencialmente cancerigenas; as pastas antibidticas como a pasta TRIMIX ou
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tri-antibiotica (Adl et al., 2012; Adl et al., 2014; Pai et al., 2014; Lakhani et al.,
2017); a associacao do hidrdxido de calcio com agentes antimicrobianos como a
clorexidina (De Rossi et al., 2005; Silva et al., 2008; Silva et al., 2009; Donyavi
et al., 2016); solucOes irrigadoras e medicamentos intracanais baseados em
agentes naturais como a epicalogatequina-3-galato, derivado do cha verde
(Horiba et al., 1991; Lee et al., 2009; Ferreira, 2013; Ramezanali et al., 2016) e
o propolis (Rezende et al., 2008; Awawdeh et al., 2009; Madhubala et al., 2011;
Del Carpio-Perochena et al., 2017); utilizacao de novos sistemas de irrigagcao por
pressao negativa como o EndoVac (Pawar et al., 2012; Cohenca et al., 2013;
Cohenca et al., 2015) ou passiva como o EndoActivator (Huffaker et al., 2010;
Paiva et al., 2013; Rico-Romano et al., 2016); terapia fotodinamica (Archilla et
al., 2012; Silva et al., 2012; Borsatto et al., 2016; Hidalgo et al., 2016; Rabello
et al., 2017) ou cimentos a base de MTA (Gomes-Filho et al., 2013; Jafari et al.,
2016; Jafari et al., 2017). No entanto, até o momento nenhum novo material ou
técnica proporcionou 100% de sucesso clinico, radiografico, histomicrobioldgico
e histopatoldgico no reparo das lesdes periapicais tratadas em sessao Unica,
sendo ainda fundamental a utilizacdo de medicacao entre sessdes com pastas a
base de hidroxido de calcio (Massara, 2012).

Diante da necessidade de reduzir custos e tempo clinico e favorecer o
conforto do paciente e a reparacao tecidual, a aplicacao de medicacao apenas na
regiao periapical, obtido pelo extravasamento do mesmo via canal radicular,
seguido pela obturacao dos canais na mesma sessao poderia constituir uma nova
opcao de tratamento. Esse procedimento permitiria associar ambas filosofias,
somando o beneficio do curativo de demora, que seria mantido por tempo
prolongado até sua reabsorcdo pelo organismo, a vantagem do tratamento em
sessao Unica. No entanto, ha a necessidade de se realizar estudos clinicos,
radiograficos e histopatoldgicos para avaliar e comprovar a sua eficacia no reparo
de lesOes periapicais, quando comparada as técnicas convencionais de

tratamento em uma ou multiplas sessdes, atualmente utilizadas.
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Avaliar a resposta dos tecidos apicais e periapicais de dentes de caes com
periodontite apical induzida experimentalmente, apds a realizacdo de um novo
protocolo de tratamento endodontico em sessao Unica com aplicacdo de pasta a
base de hidréxido de calcio na regido apical e periapical, comparado aos
tratamentos convencionais, realizados em Unica ou dupla sessao, por meio de

estudo radiografico e histopatoldgico.
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3.1 Animais

Inicialmente o presente estudo foi submetido a apreciagao pela Comissao
de Etica no uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo (CEUA/FORP-USP), tendo sido aprovado (processo
2014.1.703.58.9 - Anexo A). Os cuidados com o bem-estar dos animais de
experimentacdo seguiram as Normas e Principios Eticos Adotados pela
CEUA/FORP-USP e as Resolugoes Normativas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacao Animal (CONCEA), regulamentadas pela Constituicao Federal
Brasileira na Lei no 11.794 de 8 de outubro 2008.
Foram incluidos na pesquisa 3 caes da raca Beagle, de ambos os géneros, com
12 meses de idade e peso médio de 15 Kg. Durante todo o periodo de
experimento os animais permaneceram no Biotério II da FORP-USP, sob cuidados
de um veterinario e equipe especializada. A dieta dos animais incluiu racao e
agua a vontade. Antes do inicio dos experimentos, o preparo dos animais foi
realizado por meio da aplicacao de vermifugos (Drontal Puppy - Bayer - Sdo Paulo
- SP - Brasil), na dosagem de 1 comprimido a cada 10 kg de peso do animal,
vitaminas (Glicopan Pet - Vetnil Industria e Comércio de Produtos Veterinarios
Ltda. - Louveira - Brasil), vacina anti-rabica (Rai-Vac I - Fort Dodge - Campinas -
SP - Brasil) e Duramune (Fort Dodge) em 3 doses, com 3 semanas de intervalo
entre cada aplicacao. Caso apresentassem gengivite e/ou calculo gengival, os
animais foram submetidos a profilaxia, raspagem, alisamento e polimento
dentario, seguidas da aplicacdo de digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard

- Colgate - Palmolive, Industria Ltda., Brasil).

3.2 Procedimentos Operatorios

O protocolo experimental foi realizado com base nas normas da
International Organization for Standardization (1SO) n° 7405:2008, com excecao
dos periodos experimentais preconizados (28 e 90 dias). No presente estudo, 3
caes foram acompanhados por um Unico periodo de 120 dias, visando restringir
0 numero de animais ao minimo indispensavel para obtencdo de resultados
conclusivos, em atendimento a Lei Brasileira n° 11.794 (Art. 11, §4°) e as
recomendagoes da CEUA/FORP-USP.



32 | Material e Métodos

Foram utilizados os 2° e 3° pré-molares superiores e 0s 2°, 3% e 4° pré-
molares inferiores permanentes, totalizando 30 dentes (60 raizes). Todos os
dentes apresentavam-se higidos, com 2 raizes e 2 canais radiculares separados
(mesial e distal), retos e com rizogénese completa.

Os dentes foram distribuidos em 3 grupos, sendo um experimental e dois
controles, de acordo com o protocolo de tratamento endodontico utilizado. No
Grupo Experimental (14 dentes, n = 28 raizes) foi realizado o novo protocolo de
tratamento, com ligeiro extravasamento de pasta a base de hidroxido de calcio
(Calen® — S.S. White Artigos Dentdrios Ltda. — Rio de Janeiro — RJ — Brasil) na
regiao periapical seguido de obturacao dos canais radiculares na mesma sessao.
Nos Grupos Controle, positivo e negativo (8 dentes, n = 16 raizes por grupo),
foram realizadas as técnicas de tratamento em duas sessdes com uso de curativo
demora com pasta a base de hidréxido de célcio (Calen®) com intervalo de 14
dias entre sessdes ou obturacdo em sessdo Unica (Tabela 1). Para que todas as
variaveis fossem testadas em um mesmo animal, e em diferentes quadrantes,
cada hemiarco recebeu uma técnica, em sistema de rodizio distribuido ao acaso.

Tabela 1. Distribuicdo dos Grupos experimental e controles de acordo com o
protocolo de tratamento e nimero de dentes utilizados

Numero de dentes

Grupo Protocolo de tratamento )
(raizes)

Extravasamento de curativo com pasta a base
de hidréxido de calcio (Calen®), seguido de
(Novo protocolo) obturagdo dos canais radiculares na mesma
sessdo

Experimental
14 dentes (28 raizes)

Curativo com pasta a base de hidréxido de 8 dentes (16 raizes)
célcio (Calen®) por 14 dias, seguido de
obturagdo dos canais radiculares

Controle positivo
(Duas sessoes)

Controle negativo Obturacdo dos canais radiculares na mesma

. n " . 8 dentes (16 raizes
(Sessdo Unica) sessdo sem uso de curativo de demora ( )

Para a realizacdao dos procedimentos operatdrios foi realizada a anestesia
inalatéria dos animais sob os cuidados de um médico veterinario. Na fase de

tranquilizacdo, os animais foram pré-anestesiados, por meio de injecao por via
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endovenosa de acepromazina (Acepran 0,2% - Vetnil Industria e Comércio de
Produtos Veterinarios Ltda. - Louveira - SP - Brasil), na dosagem de 0,11 mg/kg
de peso, 15 minutos antes do ato operatdrio. Na fase de inducao foi aplicado o
zolazepam (Zoletil 50 Virbac do Brasil - Sao Paulo - SP - Brasil), na dosagem de
3mg/kg de peso, por via endovenosa, para posterior passagem da sonda
endotraqueal, necessaria para a realizacdo da anestesia inalatdria. Apds a
intubacao com sonda endotraqueal, a fase de manutencao da anestesia foi
realizada com isofluorano (Abbott Laborat. do Brasil Ltda. - Rio de Janeiro - RJ -
Brasil), na concentragdo de 1,5 a 2,5% juntamente com oxigénio, utilizando o
aparelho para anestesia inalatoria (Takaoka KT-20 - Biocom Tecnologia - Sdo
Paulo - SP - Brasil), até inducao do efeito. Durante todo ato operatdrio, os animais
foram mantidos com solucdo isotonica de cloreto de sddio a 0,9% (Glicolabor
IndUstria Farmacéutica Ltda. - Ribeirdo Preto — SP - Brasil), sob monitoramento
cardiorrespiratério realizado com auxilio de oximetro de pulso veterinario (Edan
ZEH100B - System Biomédica - Yucatan - México). Apds a realizacdo dos
procedimentos operatdrios, os animais receberam analgésico (Cloridrato de
Tramadol - Medley S/A — Campinas —Brasil) na dosagem de 3 mg/kg de peso,
por via endovenosa, a cada 12 horas, durante 2 dias.

O exame radiografico periapical dos dentes foi realizado com filmes
periapicais n° 2, ultra-rapidos (Eastman Kodak Company - Rochester - NY - EUA),
pela técnica da bissetriz. Foi utilizado um posicionador radiografico especifico
para caes (Cordeiro et al., 1995) e aparelho de raios-X odontoldgico (Heliodent -
Siemens - NY - EUA), com 60 kVp e 10 mA e tempo de exposicao de 1 segundo.
As radiografias foram reveladas em camara escura pelo método
tempo/temperatura.

Todo o instrumental utilizado nos procedimentos operatdrios foi
esterilizado em autoclave a 121°C, por 20 minutos (Souza-Gugelmin et al., 2005)
e os procedimentos operatorios foram realizados por um Unico cirurgido-dentista
com ampla experiéncia em experimentacdao animal. Apds a realizacao de
profilaxia e antissepsia com clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate — Palmolive
Industria Ltda.) foi realizada a abertura coronaria pela face oclusal utilizando

pontas esféricas diamantadas n° 1015 (K.G. Sorensen - Sdo Paulo - SP - Brasil)
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montadas em motor de alta rotacao, refrigeradas com ar/agua, complementadas
com pontas diamantadas cOnicas de extremidade inativa (n° 3083 - KG
Sorensen).

Apos a abertura da camara pulpar, a polpa foi removida com uma lima
tipo Hedstréem e os canais radiculares foram mantidos abertos por 7 dias para
gue houvesse uma contaminacao natural pelos micro-organismos bucais. Apds o
periodo de 7 dias, os dentes foram selados provisoriamente com mechas de
algodao e cimento de Oxido de zinco e eugenol (IRM® - Dentsply Industria e
Comércio Ltda. — Petropolis — Brasil), para que pudesse ser formado um ambiente
de anaerobiose, apds a contaminagcdo bacteriana, e consequentemente, a
formacgao de lesao periapical (Leonardo et al., 1993).

Apés a inducdo das lesOes periapicais, que foram evidenciadas
radiograficamente apods 45 a 60 dias, iniciou-se o tratamento endodbntico sob
isolamento absoluto com dique de borracha, e antissepsia com digluconato de
clorexidina a 2,0% (FCFRP — USP - Ribeirdo Preto - SP). O cimento provisério e
a mecha de algodao da camara pulpar foram removidos com pontas diamantadas
esféricas e os canais radiculares submetidos a neutralizacdo imediata do
contetido séptico-toxico aplicando o principio coroa/apice (Leonardo, 2005),
Foram empregados instrumentos de niquel-titanio do Sistema Protaper Universal
(Dentsply/Maillefer), introduzindo os instrumentos com diminuicao gradativa de
didmetros, acompanhados pela irrigagao/aspiracdo e nova inundacdo com
solucdo de hipoclorito de sddio a 2,5% (FCFRP, USP - Ribeirdo Preto, SP).

Realizada a odontometria, pelo método radiografico, e determinado o
Comprimento Real de Trabalho (CRT), foi realizado o arrombamento do forame
apical empregando limas tipo K de n® 15, 20 e 25, sendo esta ultima lima
designada de Instrumento Apical Foraminal (IAF), utilizada para padronizacao do
diametro de abertura apical dos dentes em estudo. Na mesma sessdo, foi
realizado o preparo biomecanico dos canais radiculares, empregando
instrumentos de niquel-titanio do Sistema Protaper Universal (Dentsply/Maillefer)
até a lima F5, no CRT, estabelecido aproximadamente a 1mm aquém do apice

radiografico. Apds a utilizacdo de cada instrumento, foi realizada a
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irrigacao/aspiracao/inundacao dos canais radiculares com 2 mL de solucao de
hipoclorito de sddio a 2,5%.

Terminado o preparo biomecanico, o IAF foi novamente inserido em todo
o comprimento do dente, para remocao de possiveis raspas de dentina e residuos
acumulados na regiao do forame apical, em decorréncia do preparo biomecanico.
Apds nova irrigacao e aspiragao, os canais radiculares foram secos com pontas
de papel absorvente esterilizadas e, a seguir, inundados com solucao de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), tamponado em pH 7,4 até o CRT e agitado por
3 minutos com a lima. Apos irrigacao copiosa com solucao de hipoclorito de sodio
a 1% para neutralizacdao do EDTA, foi realizada nova secagem por aspiracao e
uso de pontas de papel absorvente, de calibre compativel com o diametro do
ultimo instrumento utilizado no CRT. A seguir, os procedimentos foram realizados
de acordo com a técnica estabelecida para cada grupo.

No grupo experimental, apds o preparo biomecanico, a pasta a base de
hidréxido de cdlcio (Calen®) foi aplicada apenas na medida de 1 mm além do
CRT, com a finalidade de promover um leve extravasamento e proporcionar seu
contato com a superficie apical externa, sem preencher o canal radicular. Este
procedimento foi realizado com o auxilio de seringa rosqueavel ML (S.S. White
Artigos Dentarios Ltda. — Rio de Janeiro - Brasil) e agulha longa 27G (Septoject
XL — Septodont — Franca) sendo realizadas tomadas radiograficas para a
comprovagao do extravasamento. A seguir, a limpeza e secagem dos canais
radiculares foi realizada com pontas de papel absorventes esterilizadas e os
mesmos foram obturados com o cimento AH Plus (Dentsply/Detrey — Kontstanz
- Alemanha) e cones de guta-percha, usando a técnica de condensacao lateral.
Apds o corte do excesso da obturacao, as camaras pulpares foram limpas com
mechas de algoddo esterilizadas umedecidas em alcool, sendo os dentes
restaurados com amalgama de prata (Velvalloy — S.S.White Art. Dent. Ltda. — Rio
de Janeiro — Brasil), condensado sobre uma base de cimento de ion6mero de
vidro (Vidrion F — S.S.White Art. Dent. Ltda.).

No grupo controle positivo, os canais foram preenchidos com pasta a base
de hidréxido de célcio (Calen®), empregada com o auxilio da seringa endodontica

rosqueavel ML® (Duflex - S.S. White Artigos Dentarios Ltda.) e agulha longa 27G
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(Septoject XL - Septodont), com tope de borracha, na medida do CRT. Com a
finalidade de proporcionar seu contato com a superficie apical externa, um
pequeno extravasamento da pasta foi realizado posicionando a agulha na
longitude do CRT, sendo realizadas tomadas radiograficas para a comprovagao
do preenchimento total dos canais radiculares e do extravasamento. Apds a
colocacao de uma mecha de algodao esterilizada na entrada dos canais
radiculares, foi realizado o selamento coronario com cimento a base de iondbmero
de vidro (Vidrion R — S.S.White Art. Dent. Ltda.), durante 14 dias. Decorrido este
periodo, apos novo isolamento absoluto o selamento coronario foi removido com
pontas diamantadas e o curativo foi removido por meio de irrigagdes sucessivas
com solucao salina esterilizada, sendo entao novamente empregada a solucao de
EDTA por 3 minutos, seguida do uso de solucdo salina esterilizada e secagem
dos canais com pontas de papel absorvente. A seguir, os canais foram obturados
e restaurados da mesma maneira descrita no grupo experimental.

No grupo controle negativo, apds a realizacao do preparo biomecanico, os
canais radiculares foram obturados na mesma sessdao e restaurados como
descrito nos grupos anteriores. Todos os dentes tratados em todos os grupos
foram radiografados antes e apds 120 dias do tratamento endodontico.

Decorrido o periodo experimental de 120 dias, apds o exame radiografico
periapical de acompanhamento, os animais foram submetidos a eutanasia por
sobredose anestésica, de acordo com as Diretrizes da pratica de Eutanasia do
CONCEA do Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Inicialmente, foi realizada a
anestesia por meio de injecao por via endovenosa de acepromazina (Acepran
0,2%), na dosagem de 0,2 mg/kg de peso. Apds 15 minutos, foi realizada a
anestesia com Tiopental (Thionembutal - Abbot Laboratdrios do Brasil Ltda. - Rio
de Janeiro - RJ - Brasil) endovenoso, na dosagem de 25 mg/kg de peso. Em
seguida, foi realizada a eutandsia com cloreto de potassio a 20%, via

endovenosa, na dosagem de 100 mg/kg de peso, injetado lentamente.

3.3 Analise radiografica
As imagens radiograficas, obtidas antes e 120 dias apds o tratamento

endodontico foram fotografadas, digitalizadas e transferidas para o programa
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Image J 1.28 u (National Institutes of Health - Califérnia - EUA) para mensuracao

das areas radiollcidas periapicais. A delimitacdo e a medida da area radiollicida

sugestiva de lesao periapical presente em cada raiz foi determinada em mm2,
Foram incluidas areas radioltcidas sugestivas de lesGes periapicais sendo

excluidos osso alveolar e estruturas dentais radiopacas como representada na

Figura 1. O percentual de reducao da area radiollcida foi obtido para cada raiz.
Figura 1. Imagem representativa da radiografia prévia ao tratamento

endodontico (0 dias) ilustrando a técnica utilizada na mensuracado da area
radiollcida periapical (linha amarela)

3.4 Processamento histotécnico e analise histopatolodgica.

Apos a eutanasia dos animais, as maxilas e mandibulas foram dissecadas,
com auxilio de um bisturi, reduzidas em seu volume e lavadas em agua corrente.
Para facilitar o processamento histotécnico, as pecas foram seccionadas
utilizando discos diamantados, sob constante refrigeracao com agua obtendo-se
blocos das pecas anatdmicas contendo os dentes individualmente.

As pecas foram submetidas a fixagdo em solucdo de formol tamponado a
10%, por 48 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as pegas foram
imersas em um recipiente de vidro contendo uma solucdo a base de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA Disodium Salt Dihydrate — Merck — Darmstadt -
Alemanha) a 10% e submetidas a desmineralizacdo acelerada pelo Vortex tipo
Agitador KLINE NT151 (Novatecnica® — Piracicaba - Sao Paulo — Brasil). As pecas
foram imersas em solugao desmineralizadora de EDTA a 22% e colocadas em
agitacao orbital a 70%, 8 horas por dia. No intervalo entre os dias, as pecas
permaneceram na solucao de EDTA sem agitacdo, na temperatura ambiente. A

solucdo desmineralizadora foi trocada semanalmente. A completa descalcificacao
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das amostras, avaliada por meio da penetracao de uma agulha para verificacao
da sua consisténcia, foi obtida aproximadamente em 30 dias (Flower, 1951).

Concluida a desmineralizacao, as pecas foram neutralizadas em solucao
de sulfato de sddio a 5% (Sulfato de Sédio Anhidro — J.T.Baker — Fisher Sci. -
USA) por 24 horas, lavadas em agua corrente por 8 horas, desidratadas em
concentracdes crescentes de &lcool (Alcohol Etilico Absoluto Anhidro® —J.T.Baker
- Fisher Sci. - USA), imersas em alcool xilol 50% por 30 min, diafanizadas em
xilol 100% (Xylol® — Merck - Alemanha), trocado a cada hora por 3 vezes, e
inclusas em parafina (Histosec® Pastillen — Merck - Alemanha), de acordo com a
rotina histotécnica. Os blocos contendo as raizes individualizadas foram reduzidos
pela microtomia a cortes seriados longitudinais com 5um de espessura em
sentido mesio-distal.

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Para a avaliagao
histopatoldgica, as laminas foram observadas no microscépio AXIO IMAGER.M1
(Zeiss, Gottingen - Alemanha) operando em modo convencional e modo
fluorescéncia (Leica DMR - Leica Microsystem Wetzlar Gmbh - Wetzlar -
Alemanha). As avaliagdes quantitativas foram realizadas por meio do software
AXIOVISION rel 4.8 (Zeiss, Gottingen). Para a analise histopatoldgica, os
espécimes foram classificados de acordo cos seguintes parametros: infiltrado
inflamatorio (ausente, suave, moderado ou severo), espessura do ligamento
periodontal (normal — 0 a 0,3 mm, levemente aumentado — 0,31 a 0,50 mm,
moderadamente aumentado — 0,51 a 0,80 mm ou severamente aumentado —
acima de 0,81 mm), selamento apical (completo, parcial ou ausente), reabsorcao
cementaria (ausente ou presente) e reabsorcao dssea (ausente ou presente). Os
valores de referéncia para classificacdo da espessura do ligamento periodontal
foram obtidos a partir de medidas realizadas em dentes de cdes higidos ou
portadores de lesdes periapicais ndo tratados (Iaminas de arquivo do DCI-FORP-
USP). A média da espessura do ligamento periodontal de cada raiz foi calculada
com base em medidas lineares (mm) partindo da superficie do cemento em
direcao a superficie do osso alveolar, realizadas em 4 regides equidistantes, tendo

o forame apical como referéncia.
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3.5 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Graph
Pad Prism 4 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram
analisados inicialmente com os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilk
para avaliar o tipo de distribuicao das amostras obtidas. Os valores finais obtidos
na avaliacdo radiografica e da espessura do ligamento periodontal foram
analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e pds teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5%. Os parametros histopatoldgicos foram analisados
utilizando o teste chi-quadrado (x2) e em resultados dicotémicos, o teste exato

de Fisher, com nivel de significancia de 5%.






4. RESULTADOS
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4.1 Analise radiografica

De acordo com os resultados radiograficos, aos 120 dias apos tratamento,
o percentual médio de reducao da area radiolucida (% erro padrdo da média) no
grupo com novo protocolo foi de 62,55% (£3,709). No grupo controle positivo,
verificou-se reducado de 66,83% (+6,627) na area radiolicida periapical e no
grupo controle negativo observou-se uma reducao de 33,53% (+8,607) na area
radiollcida periapical. Os percentuais médios de reducao da area de cada grupo
encontram-se na Figura 2.

Na analise estatistica verificou-se que as porcentagens de reducao da area
radiolicida foram semelhantes no grupo experimental e no grupo controle
positivo (p>0,05), e que ambos resultaram numa redugao superior ao controle
negativo, onde nao foi utilizado o curativo de demora com pasta a base de
hidréxido de calcio (p<0,01).

Figura 2. Percentual de reducao na imagem radiollicida periapical apds a realizacao
dos tratamentos endodo6nticos nos grupos experimental (Novo protocolo) e
controles positivo (Duas sessdes com aplicacdo de curativo de demora com

pasta a base de CaOH:) e negativo (Sessao Unica sem curativo de demora)
ns= diferenca ndo significante

100+

p<0,01

Percentual médio de redugao da area da lesao periapical

T
Novo protocolo Duas sessoes Sessdo Unica
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4.2 Analise histopatologica

De um total de 60 raizes inicialmente tratadas, 13 raizes foram perdidas
durante o processamento histotécnico. Restaram 22 raizes para o novo protocolo
de tratamento, 13 raizes para o tratamento em duas sessdes e 12 raizes para o
tratamento em sessao Unica.

No grupo experimental, 120 dias apds o tratamento endoddntico com
ligeiro extravasamento de pasta a base de hidrdxido de calcio na regido periapical
e obturacao na mesma sessao, foi observada presenca de processo de reparo em
evolucao. A espessura do ligamento periodontal apresentava-se levemente
aumentada em 4 casos (18,18%), moderadamente aumentada em 13 raizes
(59,09%) e severamente aumentada em 5 raizes (22,72%) (Tabelas 2 e 3). No
espaco do ligamento periodontal foi observada presenca de células inflamatorias,
de padrao mononuclear, em intensidade suave em 17 casos (77,3%) e moderada
em 5 casos (22,7%) (Tabela 2).

Com relacao ao selamento apical, verificou-se selamento total em 4
(18,2%) das 22 raizes, sendo que 8 (36,4%) apresentaram selamento parcial e
10 (45,4%) evidenciaram auséncia de selamento (Tabela 2 e Figura 4). Na regido
do apice, as lacunas cementdrias apresentavam-se vazias na maioria dos
espécimes e a superficie externa do cemento radicular apresentava areas de
reabsorcao reparadas, com deposicao de tecido mineralizado (95,5%), e nao
reparadas (inativas, 4,5%), com reinsercao de fibras colagenas (Figura 4G e H).
A superficie 6ssea apresentou-se regular e com auséncia de reabsorcao em 100%
dos casos. Ainda, observou-se, na maioria dos casos, que mesmo quando esse
tratamento permitiu a formagao de tecido mineralizado, houve presenca suave
de fibras colagenas paralelas e poucos vasos sanguineos (Figura 4G).

Na avaliacdo em microscopia de fluorescéncia foi possivel observar com
maior detalhe a reinsercdo de fibras colagenas na superficie do cemento e o
padrdo morfoldgico do tecido mineralizado neoformado. As novas redes de
colageno, presentes no espaco de ligamento periodontal, eram compativeis com
um ligamento desorganizado, em fase de reparacao apds processo inflamatério
(Figura 5 G e H). Observou-se que o selamento apical bioldgico se iniciava com

a deposicdo das fibras colagenas partindo da periferia, nas paredes do canal
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cementario, para o centro do forame apical (Figura 5 A e B). As lacunas de
reabsorcao na superficie cementaria foram reparadas com cemento do tipo
celular, sendo depositado a partir de sua superficie externa, atingindo o interior
das lacunas (Figura 5 C-E).

No grupo submetido ao tratamento em duas sessoes com utilizagao de
curativo de demora pasta a base de hidréxido de calcio, foi observado reparo em
estagio mais avancado. O ligamento periodontal encontrava-se levemente
aumentado em 3 das 13 raizes (23,1%), moderadamente aumentado em 8
(61,53%) e severamente aumentado em 2 raizes (15,4%). O infiltrado
inflamatdrio apresentou-se suave em 11 raizes (84,6%) e moderado em 2
(15,4%), com natureza mononuclear. Evidenciou-se processo de selamento
apical com deposicdo de cemento celular em estagio completo em 4 casos
(30,8%), parcial em 7 (53,84%) e 2 casos (15,4%) nao evidenciaram selamento
(Tabela 2). O cemento radicular apresentava areas de reabsorcao inativas, em
100% dos espécimes, sendo observada reinsercao das fibras de Sharpey no
cemento celular neoformado e osso alveolar em reparacdo. A superficie dssea
apresentou-se regular e com auséncia de reabsorcao em 100% dos casos. O
ligamento periodontal evidenciava estagio evoluido de reparado, com fibras
colagenas e vasos sanguineos neoformados (Figura 6).

A avaliagdo com microscopia de fluorescéncia, evidenciou deposicao de
fibras colagenas mais organizadas na regido periapical (Figura 6H). No cemento
apical, as linhas de reversao encontravam-se separando o cemento residual apos
processo inflamatdério e cemento celular neoformado reparando as areas de
reabsorcdo. Também foi observada presenca de fibras colagenas no espaco do
ligamento periodontal, reinseridas na superficie do cemento e 0sso alveolar.

No grupo tratado em sessdo Unica foi observada persisténcia das lesdes
periapicais apds 120 dias de realizacao do tratamento endodontico e auséncia de
reparo. O ligamento periodontal apresentava-se moderadamente aumentado em
2 casos (16,6%) e severamente aumentado em 10 (83,4%). Neste espaco
observou-se presenca de infiltrado inflamatdrio suave em 2 raizes (16,7%),
moderado em 4 (33,33%) e severo em 6 (50%), de natureza mista, com células

mononucleares e algumas polimorfonucleares. Neste grupo, havia auséncia de
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selamento apical em 100% dos casos (12 raizes). Verificou-se persisténcia de
areas de reabsorcao na superficie externa e interna do cemento e osso alveolar
(100%), com auséncia de fibras colagenas e neoformacao de vasos sanguineos,

caracterizando um tecido ainda inflamado (Figura 7).

Tabela 2. Distribuicdo de nimero de raizes (percentual) encontradas em cada
escore de cada parametro, de acordo com a analise histopatoldgica e
estatistica realizada nos espécimes apds 120 dos tratamentos

endodonticos
Protocolo de Tratamento
Parametro Escores N T T
histopatolégico ovo ratamentg em ratar:ren’to. em
Protocolo duas sessoes sessdo Unica
n (%) n (%) n (%)
Infiltrado Ausente 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Inflamatdrio
Suave 17 (77,3) 11 (84,6) 2(16,7)
Moderado 5(22,7) 2 (15,4) 4(33,3)
Severo 0(0,0) 0(0,0) 6 (50,0)
Andlise estatistica a a b
Espessura do Normal 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
ligamento ] X
- evemente
periodontal aumentado 4(18,18) 3(23,1) 0(0,0)
Moderadamente
aumentado 13 (59,09) 8 (61,53) 2 (16,6)
Severamente 5(22, 72) 2 (15,4) 10 (83,4)
aumentado
Andlise estatistica a a b
Reabsorcdo Ausente 21 (95,5) 13 (100,0) 0(0,0)
cementaria
Presente 1(4,5) 0(0,0) 12 (100,0)
Andlise estatistica a a b
Selamento Completo 4(18,2) 4 (30,8) 0(0,0)
apical
Parcial 8(36,4) 7 (53,84) 0(0,0)
Ausente 10 (45,4) 2 (15,4) 12 (100,0)
Andlise estatistica a a b
Reabsorgao Ausente 22 (100,0) 13 (100,0) 1(8,3)
Ossea
Presente 0(0,0) 0(0,0) 11 (91,7)
Andlise estatistica a a b

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (0<0.05) de acordo com os testes
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Figura 3. Percentual de casos de cada grupo apresentando os escores mais
significativos de cada parametro analisado, 120 dias apds tratamento

endodontico correspondente **: diferenca estatistica significante (p<0,01)
ns: diferenca estatistica nao significante
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Tabela 3. Valores obtidos na analise dos resultados da mensuragdo da espessura do ligamento
periodontal 120 dias ap0s tratamento endodéntico

Espessura do

Protocolo do . .
ligamento periodontal P valor*

tratamento

(mm)

Novo protocolo Media (0,32) a
Desv. Pad. (0,28)

Mediana (0,29)

Tratamento em Media (0,31)a
duas sessdes Desv. Pad. (0,21)

. <0,0001

Mediana (0,19)

Tratamento em Media (1,26) b
sessdo unica Desv. Pad. (0,45)
Mediana (1,29)

* De acordo com os resultados da andlise de variancia e pds-teste de Dunn para
mdltiplas comparagoes. Letras distintas indicam diferenca estatistica.



Figura 4.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

(GeH)

Fotomicrografias representativas 120 dias apds tratamento endodontico
com o0 novo protocolo com extravasamento de pasta a base de hidréxido
de calcio e obturagdo na mesma sessdo, evidenciando os eventos
microscopicos observados na anadlise descritiva das regidoes apical e
periapical, em microscopia de luz convencional (A, C, E e G) e de
fluorescéncia (B, D, F e H):
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando espaco do ligamento periodontal suavemente
aumentado, cemento apical o e o0sso alveolar com superficie
regular e selamento parcial do forame apical (Zeiss, 5X);
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando espaco do ligamento periodontal (LP) levemente
aumentado e osso alveolar com superficie regular e reparado e
selamento completo do forame apical (Zeiss, 5X);
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando deposicdo de cemento nas paredes do forame
apical, espaco do ligamento periodontal reparado, e osso alveolar
com superficie regular, presenca de ostedcitos em lacunas
internas e presenca de selamento parcial do forame apical (Zeiss,
20X);
Fotomicrografia da regido periapical evidenciando deposicao de
cemento nas lacunas de Howship inativas e reinsercao de fibras
colagenas (Zeiss, 40X).






Figura 5.

(A)

(B)

(©)
(D)

(E)

(F)

Fotomicrografia representativas dos estagios de selamento apical e
reparacdao cementaria observados na analise descritiva das regides apical
e periapical, em microscopia de fluorescéncia: 120 dias apos tratamento
endodontico com o novo protocolo com extravasamento de pasta a base
de hidroxido de calcio e obturacdo na mesma sessao, evidenciando:
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical evidenciando
espaco do ligamento periodontal levemente aumentado, cemento apical
e 0sso alveolar com superficies regulares e selamento parcial do forame
apical (Zeiss, 10X);
Fotomicrografia regiao apical e periapical evidenciando insercao de fibras
colagenas no cemento depositado nas paredes do forame apical e
preenchimento das lacunas aumentadas de cementécitos com cemento
celular (Zeiss, 20X);
Fotomicrografia da regidao apical evidenciando preenchimento das lacunas
de cementdcitos aumentadas (Alexa Fllor, Zeiss, 40X);
Fotomicrografia da regido apical e periapical evidenciando formacao da
linha de reversao entre cemento remanescente e cemento celular
neoformado (Zeiss, 40X);
Fotomicrografia da regido apical e periapical evidenciando deposicdao de
cemento celular, invaginagdes em lacunas de Howship inativas e lacunas
de cementdcitos, espaco do ligamento periodontal reparado e superficie
do osso alveolar regular (Zeiss, 20X);
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical evidenciando
espaco do ligamento periodontal reparado, cemento celular e osso
alveolar com superficies regulares e reparado e selamento completo do
forame apical com regides em processo de mineralizacao (Zeiss, 10X).






Figura 6.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

(G)
(H)

Fotomicrografias representativas 120 dias apds tratamento endodontico
em duas sessbes com utilizacdo de curativo de demora a base de
hidrdoxido de calcio, evidenciando os eventos microscopicos observados
na andlise descritiva das regides apical e periapical, em microscopia de
luz convencional (A, C, E e G) e de fluorescéncia (B, D, F e H):

Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando espaco do ligamento periodontal reparado,
cemento apical e osso alveolar com superficies regulares e
reparado e selamento completo do forame apical (Zeiss, 5X);
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando deposicdo de cemento nas paredes do forame
apical e deposicdo de fibras colagenas no espaco do forame
apical. (Zeiss, 20X);

Fotomicrografia da regiao periapical evidenciando deposicao de
cemento nas lacunas de Howship inativas e reinsergao de fibras
colagenas (Zeiss, 40X);

Fotomicrografia da regido periapical evidenciando tecido de
reparacao (Zeiss, 40x);

Fotomicrografia da regido do ligamento periodontal
evidenciando abundante deposicdo de fibras colagenas. (Zeiss,
40x).






Figura 7.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

(GeH)

Fotomicrografias representativas 120 dias ap0s tratamento
endodontico em sessdo Unica, evidenciando os eventos
microscopicos observados na analise descritiva das regides
apical e periapical, em microscopia de luz convencional (A,
C, E e G) e de fluorescéncia (B, D, F e H):
Fotomicrografia panoréamica da regido apical e periapical
evidenciando espaco do ligamento  periodontal
severamente aumentado, cemento e osso alveolar com
superficie irregular e lacunas de Howship ativas e auséncia
de selamento parcial do forame apical (Zeiss, 5X);
Fotomicrografia panoramica da regido apical e periapical
evidenciando espago do ligamento  periodontal
severamente aumentado, cemento dental e osso alveolar
severamente reabsorvidos e selamento do forame apical
ausente (Zeiss, 5X);
Fotomicrografia da regido apical e periapical evidenciando
auséncia de deposicdo de cemento nas paredes do forame
apical, infiltrado inflamatdrio severo e reabsorcdo interna e
externa do cemento dental remanescente (Zeiss, 20X);
Fotomicrografia da regido apical evidenciando reabsorcao
severa do cemento radicular e auséncia de deposicao de
fibras colagenas (Zeiss, 40X).









5. PISCUSSAO
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de um novo
protocolo de tratamento endodontico realizado por meio de um pequeno
extravasamento de pasta a base de hidroxido de calcio seguido de obturacdo do
canal na mesma sessao. Este protocolo foi avaliado na resposta tecidual de
dentes de cdes, com rizogénese completa, portadores com lesdo periapical
induzida experimentalmente. Sabe-se que a aplicacao de curativo de demora com
hidroxido de calcio apresenta propriedades fundamentais, para o reparo da
periodontite apical elevando o seu sucesso clinico, radiografico, histoldgico e
microbioldgico (Sjogren et al., 1991; Leonardo et al., 1995; Capik et al., 2005;
Leonardo et al., 2006; Estrela et al., 2008; Hidalgo et al., 2016; Queiroz et al.,
2016). No entanto, o tempo clinico e custo do tratamento decorrentes deste
protocolo de tratamento, que exige duas sessdes, sao maiores. Assim, 0
desenvolvimento de um novo protocolo de tratamento que permitisse associar as
vantagens bioldgicas da utilizacdo do curativo de demora a vantagem clinica da
obturagao em sessdo Unica apresentaria grande beneficio.

O novo protocolo proposto, obtido por meio do extravasamento de pasta
a base de hidréxido de calcio seguida pela obturacao de dentes na mesma sessao
nao havia sido anteriormente proposto na literatura. Em estudos anteriores a
aplicacao do pé de hidroxido de calcio previamente a obturagao foi proposta com
finalidade diferente do presente estudo, a de promover a formacao de um “plug
apical” em dentes com canais amplos ou sobre-instrumentados (Holland, Souza,
Nery et al., 1979; Holland et al., 1980; Pitts et al., 1984). Nesta técnica, o material
é aplicado na regido cervical do canal radicular, com auxilio de um amalgamador,
sendo a seguir empurrado ao apice com limas com o objetivo de formar uma
barreira fisica visando evitar o extravasamento do material obturador. Nestes
casos, também observa-se ocorréncia de reparacao tecidual e inicio da formagao
de barreira de tecido mineralizado na regido apical apds 3 meses do contato
direto com o hidroxido de cdlcio (Holland et al., 1979; Holland et al., 1980; Pitts
et al., 1984; Holland et al., 1984). O hidréxido de calcio é considerado o material
de escolha para a medicacao entre sessdes em dentes com periodontite apical
por apresentar propriedades antibacterianas, inativar a endotoxina bacteriana
(Bystrom et al., 1985; Haasapalo e Orstavik, 1987; Nelson-Filho et al., 2002;
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Leonardo et al., 2006), ser biocompativel (Nelson-Filho et al., 1999; Leonardo et
al., 2006), ativar a enzima fosfatase alcalina promovendo mineralizacao
(Leonardo et al.,, 2006; Silva et al.,, 2008) entre outras; e seu ligeiro
extravasamento para regioes periapicais, obtido no presente estudo com auxilio
de agulha e seringa endododntica via canal radicular, poderia auxiliar no combate
a infeccdo extrarradicular, atingindo o biofilme bacteriano persistente, que
constitui o principal fator de insucesso nos tratamentos endodonticos.

No presente estudo, na avaliacdo radiografica, o novo protocolo de
tratamento resultou em uma porcentagem de redugdo das areas radiollicidas
sugestivas de lesao periapical semelhante ao tratamento convencional em duas
sessoes. No entanto, na analise histopatoldgica, embora o espaco do ligamento
periodontal tenha sido semelhante, o novo protocolo apresentou processo de
reparagao em estagio inicial, menos avancado quando comparado ao protocolo
convencional de tratamento em duas sessOes. Esta diferenca de resultados
radiograficos e histopatoldgicos de devem ao fato de que as areas radiollcidas
observadas radiograficamente nos grupos com novo protocolo de tratamento e
em duas sessoes representam tecidos em processo de reparacao em diferentes
estagios evolutivos, que sé podem ser diferenciados na analise histopatoldgica,
considerada padrdo ouro para esta finalidade. Para esta avaliagdo, além da
medida do espaco do ligamento periodontal, também foi realizada avaliacao do
infiltrado inflamatdrio, processo de selamento bioldgico apical e integridade das
superficies cementarias e dsseas ao redor do apice. Essas caracteristicas tém sido
estabelecidas e utilizadas por nosso grupo de pesquisa como representativas do
sucesso endodbntico do ponto de vista histopatoldgico (Leonardo et al., 1993;
Leonardo et al., 2002, Hidalgo et al., 2016).

Na literatura, verifica-se que o termo “sucesso endodontico” tem sido
muito utilizado nos Ultimos anos, porém, os métodos de avaliacao clinicos e
radiograficos para determinagao de sucesso tém sido questionados. Em 1986,
The periapical index (ou teste PAI) foi proposto para avaliar lesdes periapicais
em imagens radiograficas e desenhos comparativos. No entanto, o diagndstico
estd baseado no estado dos tecidos periapicais observados apenas

radiograficamente. Fazendo a comparacao com desenhos de lesdes periapicais
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em progressao, realizado pelos autores do escore, determina-se o diagndstico:
raiz com lesao periapical, raiz higida ou diagndstico incerto (Orstavik et al., 1986).
Contudo, o teste PAI é mundialmente utilizado nas pesquisas sobre periodontite
apical e as limitacdes no diagndstico radiografico ndo acompanhado de avaliacao
histopatoldgica constitui motivo fundamental pelo qual o tratamento em sessao
Unica tem sido considerado sucedido (Chhabra et al., 2017; Moreira et al., 2017;
Schwendicke e Gostemeyer, 2017; Sevekar e Gowda, 2017). O tratamento de
dentes com periodontite apical em sessado Unica é defendido por profissionais que
avaliam o sucesso clinico e radiografico do tratamento endododntico, priorizando
o conforto do paciente em minimo tempo de atendimento (Wong et al., 2015;
Bharuka e Mandroli, 2016; Fonzar et al., 2017). No presente estudo, embora o
tratamento em sessao Unica tenha reduzido o percentual de area radioltcida
periapical na analise radiografica, na analise histopatoldgica verificou-se
persisténcia da resposta inflamatéria cronica e reabsorcdo do ligamento
periodontal, cemento e 0sso alveolar, nao havendo reparacgao tecidual.

A radiografia periapical é a ferramenta mais comumente utilizada para a
avaliacao da presenca de lesao periapical pelos cirurgides dentistas e
especialistas em funcao do menor custo e menor dose de radiagao. No entanto,
estudos comparativos entre a radiografia periapical e a tomografia
computadorizada tem demonstrado que a tomografia computadorizada
possibilita um diagndstico mais preciso por proporcionar uma imagem
tridimensional, que se aproxima mais aos resultados histopatoldgicos (Paula-Silva
etal., 2009; Lemagner et al., 2015; Weissman et al., 2015; Sakdhari et al., 2016).
Embora as radiografias periapicais apresentem limitagdes no diagnostico em
funcao da sobreposicao de imagens (Davies et al., 2015; Lemagner et al., 2015;
Weissman et al., 2015; Leonardi Dutra et al., 2016; Sakdhari et al., 2016) esta
foi utilizada no presente estudo pois foi acompanhada da avaliacao
histopatoldgica que é considerada o padrao ouro para a avaliagdo da resposta
tecidual do hospedeiro.

Um achado importante no presente estudo ocorreu na avaliagao do
processo de selamento apical dos grupos com novo protocolo e com tratamento

em duas sessoes com utilizacao de curativo de demora, permitindo-nos observar
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0 processo progressivo de reparo desta regido. Estudos prévios tém descrito que
o cemento neoformado apds processos de reabsorcao inflamatdria pode ser
composto por dois tipos de matrizes, tipo celular e acelular (Bosshardt et al.,
1997), em diferentes regides da estrutura radicular (Ricucci et al., 2014). No
presente estudo foi observada deposicao de cemento do tipo celular nas areas
extrarradiculares, em lacunas de Howship inativas presentes na superficie
externa e interna do cemento residual prosseguindo em continuidade com a
deposicado de tecido mineralizado verificada nas paredes do canal cementario e
forame apical. Ainda foi observado, em etapas de reparo mais avancado, o
completo fechamento do forame apical por cemento do tipo celular, com
persisténcia de uma porcao central, ainda em processo de mineralizagdao. Em
lacunas cementarias internas aumentadas, foi observado o mesmo padrao, sendo
que a deposicao do cemento foi iniciado na periferia da lacuna e finalizada com
o retorno do cementdcito. Esses achados sugerem que o selamento apical com
tecido mineralizado tem uma orientacdo centripeta, iniciando em regides
periféricas até o centro do forame, principalmente formado por cemento de tipo
celular. A literatura que caracteriza a natureza do tecido mineralizado depositado
no reparo apical apos tratamento endodéntico é limitada, sendo o reparo do
cemento mais estudado durante o tratamento ortodontico (Mehta et al., 2017) e
tratamento periodontal (Yu et al., 2016; Hernandez-Monjaraz et al., 2018).
Assim, é necessario realizar mais pesquisas focadas no papel do cemento no
reparo apical e na caracterizagao da natureza do tecido formado nessa regiao
com técnicas especificas para esta finalidade (como imunoistoquimica ou
imunofluorescéncia), visando favorecer a terapia endodontica reparadora ou
mesmo regenerativa.

A ocorréncia de processo de reparo menos avancado nos dentes tratados
com o novo protocolo foi verificada pela menor ocorréncia de selamento bioldgico
total e pelas caracteristicas do tecido reparativo cicatricial do ligamento
periodontal, que se apresentou menos organizado com delicados feixes de fibras
colagenas e poucos vasos sanguineos neoformados. Esses resultados podem ter
decorrido da aplicacao da pasta a base de hidroxido de calcio ter sido limitada a

regiao apical e periapical, restando micro-organismos e seus subprodutos nos
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tubulos dentinarios e ramificacdes dos canais radiculares, que nao sofreram acao
do curativo de demora, como no grupo controle positivo onde a medicagao é
mantida por 14 dias no interior do canal radicular, atingindo todo sistema de
canais. Considerando que a infeccao de dentes com necrose pulpar e lesao
periapical encontra-se localizada nao apenas na luz do canal radicular principal e
tubulos dentinarios, mas também em todo o sistema de canais radiculares
(Leonardo et al., 2002; Leonardo, 2005; Leonardo et al., 2007; Rocha et al.,
2008; Ricucci et al., 2018), sugere-se que este novo protocolo tenha sido mais
eficaz no combate a infeccdo extrarradicular, presente no biofilme periapical.
Assim, embora promissor e viavel, este novo protocolo poderia ser futuramente
associado a uma técnica que seja mais efetiva na eliminacdo da infeccao
intrarradicular, presente no sistema de canais radiculares, a exemplo dos
sistemas de irrigacdo por pressao negativa ou ativa ou da terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT), acompanhados de avaliagdo de sua eficacia

antimicrobiana.






e. CONCLUSAO
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Com base nos resultados do presente estudo /in vivo, pode-se concluir que
0 novo protocolo de tratamento endodontico, com aplicacdao de pasta a base de
hidroxido de calcio na regido apical e periapical, seguido de obturacao na mesma
sessdo, promoveu reparagao tecidual, porém em estagio menos evoluido quando

comparado ao tratamento convencional em duas sessoes.
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“Avaliagdo do reparo de lesdes pﬁrlaplcals de dentes de cé_es- apés dlferentes
modalidades de tratamento, em Onica ou mﬁltlpla sessdo. Estudo radiogréfico e
histopatolégico™, spb a.re'sponsabilidade da Profa. Dra. Léa Assed Bezerra da Silva,
estd e acordo com os Principios Etices na Experimentagdo Animal adotados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,

USP, foi APROVADO em reunido da CEUA de 17/09/2014 (totalizando 3 animais).

' We hereby certify that the protocol n® 2014.1.703.58.9 regarding the research
entitled “Evaluation of repair of periapical lesions of dog’s teeth after different
treatment modalities in single or multiple sessions. Radiographic and
histopathologic study”, under the responsibility of Profa. Dra. Léa Assed Bezerra da
Silva, is in accordanc-e with the Ethical principles in animal research adopted by the
Animal Research Ethics Committee of the Scheol of Dentistry of Ribeiro Preto, University

of S&o Paulo, Brazil, and was approved in 17/089/2014 (totalizing 3 animals).

Ribeiréo Preto, 17 de setembro de 2014.

Profa. Dr&.‘/di;m;%eg-an

". Coordenadora da CEUA — FORP/USP
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