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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar quantitativa e qualitativamente as
reacdes que o organismo desenvolve em relagdo a duas drogas utilizadas como
medicacao intracanal — iodoformio e hidroxido de calcio -, quando as mesmas séo
implantadas em dorso de ratos. Para tanto foram utilizados vinte ratos albinos
(Rattus norvegicus, var albino, linhagem Wistar), nos quais foram realizadas duas
incisdes no seu dorso onde foram inseridas, para um mesmo animal, a medicacdo a
ser testada em seu veiculo e consisténcia de uso clinico. Os grupos experimentais
eram representados pelo grupo do tecido normal, integro (GCl), a ferida controle
(GCII) onde nenhuma medicagéo foi colocada e os grupos tratados com iodoférmio
(FOD) e hidréxido de célcio (FOE). Passados periodos de trés, cinco e onze dias, a
regido onde foi implantada a medicagdo era removida em bloco com o-tecido
adjacente. Neste momento a condigdo macroscopica era observada. Os fragmentos
eram levados para fixacdo em Bouin e processados para analise histolégica com a
coloragado H-E e tricrdbmico de Mason. Os mesmos eram submetidos a analise
qualitativa e quantitativa. Neste caso através da avaliacdo de fotomicrografias com
550X de aumento de campos representativos do subcutaneo que deveriam ser
divididas em 100 pontos com uma grade onde as estruturas mais representativas
deveriam ser contadas seguindo a seguinte denominagao: células epiteliais, fibras
colagenas, fibroblastos, macréfagos, linfocitos, neutréfilos, vasos e outras estruturas
(areas de necrose, fibrocitos, foliculos pilosos, espagos,...). Pode ser observado que
o FOD interferiu menos no processo de reparo enquanto o FOE mostrou grande
area de necrose que demorou todo o periodo experimental para ser parcialmente
recomposta. Ja a andlise quantitativa mostra para o FOD uma demora na
inicializag@o da resposta, com um pico da reacao inflamatéria aos 5 dias; enquanto
para 0 FOE uma grande area de necrose foi observada, demonstrando uma
condi¢ado mais favoravel apds onze dias de estudo.

Palavras-Chave: lodoférmio — Hidroxido de Calcio — Reparo de Lesdes — Endodontia
— Reacgéo Inflamatéria - Periapical



Pallotta, R.C. Qualitative and quantitative analysis of the inflamatory reaction
promoted by diifferent endodontic dressnigs — calcium hydroxide and iodoformium —
on the subcutaneous tissue of rats. [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP; 2003.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the inflammatory reaction, by means of
guantitative and qualitative analysis, of two drugs commonly used as intracanal
dressing — iodoformium and calcium hydroxide. They were implanted in the
subcutaneous tissue of rats (Raftus norvegicus, var albino, linhagem Wistar) with its
clinical vehicle and consistency. Experimental groups were determined as GCI —
normal skin; GCIl — control group with no medication;, FOD — treated with
iodoformium; and FOE - treated with calcium hydroxide. Drugs were implanted and
after three, five and eleven days, the implantation area was removed. In this moment,
macroscopic evaluation was made. Fragments were fixed in BOUIN and processed
for histological analysis in hematoxilin-eosin and Mason trichrome staining. The
quantitative and qualitative analysis was proceeded by means of microscopic
observation and photomicrographic analysis, looking for the most representative area
and representative cells. It can be shown that the FOD group has caused less injure
than the FOE group, and the first one has lasted long to start the reaction, but it was
quicker than the other one, showing the top inflammatory reaction after five days,
meanwhile, the FOE has a great necrosis area that last all experimental period to
repair this area.

Key-works: lodoformium — Calcium Hydroxide — Periapical Repair — Inflammatory
Reaction - Endodontics
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1 INTRODUCAOQ

Dentre as indmeras indicagbes do tratamento endoddntico, as principais
respondem pela presenga de um quadro inflamatorio pulpar, ou uma contaminacéo
do sistema de canais radiculares. Uma vez povoado por microorganismos, seus
subprodutos tornam-se fontes constantes de agress&o que demandard, por parte do
hospedeiro uma alteracdo no tecido da regido periapical que se traduz pela
formacao de lesbes.

Este processo, desenvolvido como resposta, & compbsto por uma série de
reacOes inflamatoérias e passa por duas fases propriamente ditas: aguda e crdnica,
uma destrutiva e a outra proliferativa respectivamente, sendo ambas caracterizadas
por células especificas. Na regido apical, as lesdes agudas sao identificadas como
pericementites e abscessos agudos; granulomas, cistos e abscessos cronicos, no
caso das cronicas. A contaminagdo pode se localizar na porgéo apical sob a forma
de biofilme, que compreende um grupo de diferentes microorganismos unidos por
um polissacaridio que se aderem as reentrancias do cemento apical podendo, em
funcéo das condi¢des ali presentes, estabelecer um ecossistema.

Desta forma, para que se possa restabelecer o equilibrio perdido, torna-se
imprescindivel a remog¢do destes microorganismos e seus subprodutos, permitindo
assim que o processo inflamatorio possa progredir até o reparo. A sua vez, devem

ser criadas condi¢cdes desfavoraveis a um novo povoamento bacteriano, observando
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diferentes fatores no que se refere a estas coldnias ali presentes. Desta forma, a
utilizacdo de uma droga que auxilie nestes quesitos torna-se imprescindivel para o
sucesso do tratamento, agindo em complementacdo ao preparo quimico-cirlrgico,
onde podemos salientar o hidroxido de célcio e o iodoférmio.

Comparando a atividade destas duas drogas, eles possuem uma acgao
clinica semelhante, comprovada em laboratério no tratamento de lesdes induzidas
em cées e ratos (DANIEL, 2001, GOMES, 2003), com um alto indice de sucesso.
Em relagdo a agdo antibacteriana ja pdde ser verificada uma acédo semelhante para
estas duas drogas, excecgao feita & condigdo de anaerobiose, onde o iodoférmio foi
mais eficiente necessitando, contudo de um contato para que as mesmas tenham
acao efetiva (PALLOTTA, 2001; BREDER, 2003). Devido a necessidade de contato,
torna-se importante avaliar a citotoxicidade celular destes, a qual demonstra ser
maior para o iodoférmio quando aplicado sobre cultura de fibroblastos 3T3 (DANIEL;
JAEGER; MACHADO, 1999). Clinicamente, outrossim, esta condig&o parece distinta,
haja vista que o hidréxido de calcio, quando extravasado e colocado em contato
direto com a contaminagdo do biofilme, denota um indice de pds-operatério mais
acentuado (DE MOOR; DE WITTE, 2002), o que néo é observado quando da
utilizacdo do iodoférmio (PALLOTTA, 2002)

Para que este fato possa ser melhor esclarecido devem ser levada em conta
as interacdes teciduais e assim buscar uma resposta apropriada. Desta forma a
utilizacdo da implantagdo destas medicacbes em dorso de ratos - cujo tecido
conjuntivo guarda bastante semelhanga com o humano — pode tornar possivel um
maior esclarecimento acerca do comportamento destes medicamentos, na busca por

respostas acerca da qualidade clinica da resposta inflamatéria.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Contaminacao do Sistema de Canais Radiculares

Um grande numero de microorganismos ja foi identificado em condutos
radiculares e em lesdes periapicais. As bactérias isoladas variam muito com relagdo
as suas exigéncias metabdlicas - fermentacéo de determinados agucares em maior
ou menor quantidade - e também no que se refere a necessidade ou nao de
oxigénio - aerdbios, anaerobios estritos ou facultativos, e microaerdfilos. Torna-se,
desta maneira, indispensavel o conhecimento do papel desta contaminacéo e suas

caracteristicas.

2.1.1. Papel das Bactérias no desenvolvimento de Lesdes Periapicais

Para avaliar se microorganismos conhecidos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus sanguis, Pseudomonas aeruginosa € Bacteroides fragilis) em culturas
puras inoculadas em canais radiculares poderiam causar inflamacao periapical,
Allard et al. (1979) utilizaram 14 cachorros que eram pulpectomizados e, em
. seguida, uma das espécies bacterianas era inoculada. Os dentes permaneciam
selados, em tomavam-se amostras bacteriolégicas em periodos constantes de 4 a

120 dias. Cepas vivas foram encontradas durante todo o procedimento.
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Radiograficamente puderam ser observadas areas de radioluscéncia na maioria das
raizes e, quando isso n&o ocorria, a cultura revelava-se negativa.

Fabricius et al., em 1982, propuseram-se a estudar a distribuicdo das
diferentes espécies bacterianas em amostras de canais radiculares infectados apos
exposicao intencional da polpa, comparando a presenca dos diferentes tipos de
microorganismos nos diferentes periodos de observacdo, bem como avaliar a
quantidade de duas espécies microbianas no canal principal com aquelas na porgcéo
apical do sistema de canais. Foram entao abertos 8 dentes anteriores de 3 macacas.
Apods 1060 dias de avaliacdo, pode ser constatada a predominancia de bactérias
anaerobias estritas (de 85 a 98% das cepas) para todos os grupos, sendo tanto
maior quanto mais antiga a leséo.

Em 1992, Sundquist realizou um estudo que elucidou alguns mecanismos de
manutencdo da flora endodéntica e suas inter-relacbes. O autor postula que uma
série de fatores restringe a flora bacteriana do canal radicular a um grupo seleto de
microorganismos; as alteragbes da populagdo ocorrem com 0 passar do tempo e,
em decorréncia das condi¢gbes propiciadas pelo meio, ocorre o aumento de
anaerobios estritos e a diminuicdo de aerdbios. A necessidade nutricional das
bactérias é também um fator determinante na determinacao do estabelecimento da
infeccdo. E, com base nessas constatagées, o autor afirma que a agdo do
tratamento endodontico pode se dar tanto pela eliminagéo das bactérias quanto
provocando o desequilibrio da cadeia que existe entre as espécies predominantes e
seus nutrientes.

Em uma revisdo de literatura publicada em 1994, Sundquist apresenta a
taxonomia, a ecologia e a patogenicidade da flora dos canais radiculares. O autor

relata que as condicdes apresentadas pelos condutos sdo favoraveis ao crescimento
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de bactérias anaerdbias - capazes de fermentar aminoacidos e peptideos, que sdo
predominantes em um ambiente de necrose - em detrimento das bactérias restantes
- que normalmente obtém energia de carboidratos -, restringindo a flora n&o s6 pela
condicdo da presenca de oxigénio, mas também pelo tipo de nutriente. Durante o
desenrolar da infeccdo ocorre uma interagao ligada principalmente as necessidades
nutricionais, que determinam o tipo de bactéria que ali persistira.

O papel dos microorganismos no estabelecimento e no desenvolvimento das
infeccbes endodonticas foi avaliado por Seltzer e Farber (1994). Os autores
compararam as alteracdes da microbiota da carie - desde o esmalte até a polpa -,
bem como os fatores que levam ao comprometimento da regido periapical, e
constataram que o0s principais microorganismos presentes sado os bacilos gram-

negativos anaerobios, sendo também encontradas espiroquetas.

2.1.2. Infeccéo da regido periapical

Em estudo da flora endoddntica e periapical de dentes humanos com a
utilizacdo de microscopia optica e de fase, Ramachandran Nair (1987) selecionaram
31 lesbes - 30 granulomas e 1 cisto -, e constataram a presenca de bactéria em
todos os condutos. A flora do endodonto separava-se da lesé&o por uma intensa rede
de polimorfonucleares, ou por um plug de epitélio no forame. Cinco dos dentes
estudados demonstraram a presenga de bactéria dentro e fora do conduto.

Tronstad et al. (1987) examinaram 8 pacientes com lesdes periapicais
inflamatoérias assintomaticas - refratarias ao tratamento endodéntico em decorréncia
da presencga de infecgbes endoddnticas extrarradiculares. Os autores realizavam a

cirurgia periapical, colhiam amostras do exsudato, do bloco da leséo e do apice. Nos
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casos em que foi possivel realizar o retratamento, também material do interior do
conduto era colhido. No que se refere ao tipo de microorganismo encontrado, os
autores observaram duas lesdes exclusivamente contaminadas por anaerodbios,
cinco com predominancia desses microorganismos, e uma onde os estreptococos
representaram 60% das bactérias presentes. Com relagdo ao numero de espécies,
observou-se um caso de monocultura e os outros 7 que manifestaram 3 a 6 espécies
diferentes. O estudo demonstrou claramente que bactérias anaerdbias sdo capazes
de sobreviver e manter uma doenca infecciosa nos tecidos periapicais.

Utilizando microscopia eletrénica e optica, Ramachandran Nair et al. (1990)
investigaram a presencga de bactérias na por¢c&o apical de canais radiculares e no
periapice de dentes que, apos terem sido tratados endodonticamente, evidenciaram
lesdes periapicais apds um periodo de 4 a 10 anos. Foram realizadas 9 bidpsias de
lesbes com esse perfil onde seis revelaram a presenca de microorganismos. Quando
nédo havia a presenca de bactérias, as biopsias revelaram que as lesdes eram
reacOes de granuloma com células gigantes de corpo estranho.

Em estudo realizado através de microscopia eletronica de varredura,
procurou-se avaliar a presenca de microorganismos na superficie de raizes de
dentes com lesbes periapicais refratarias ao tratamento endoddntico que foram
submetidos a apicetomias. Microorganismos puderam ser observados em todos os
especies que aparentemente se apresentavam sem cobertura de cemento. As
bactérias organizavam-se em coldnias, recobertas por material amorfo. Na superficie
das raizes era possivel visualizar um tecido fino recobrindo a regido; essa superficie,
nos diversos casos encontrava-se em estagio de degradacao. Também foi possivel

observar as bactérias unidas por um material extracelular - que caracterizou a
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presenga do bioflme nas reentrancias da superficie radicular (TRONSTAD;
BARNETT; CERVONE 1990).

Em outro estudo, Tronstad, Kreshtool e Barnett (1990) descreveram o
monitoramento microbioldgico de um granuloma infectado que foi submetido ao
tratamento endodéntico convencional, a antibioticoterapia sistémica e ao tratamento
cirurgico. O tratamento endodontico convencional ndo obteve sucesso, enquanto a
terapia antibidtica via sistémica apenas alterava a flora, sem contudo pér fim a
infeccdo, que s6 pdde ser debelada através de apicetomia — tratamento cirdrgico -,
seguida de subsequente neoformacgdo éssea apds 6 meses.

Para destacar o papel da infeccdo periapical no fracasso da terapia
endodéntica, Siqueira (1997) consultou a literatura existente sobre o assunto
observando que, se no inicio admitia-se a existéncia de lesdes isentas de
microorganismos, estudos mais recentes lancaram essa teoria por terra. Conclui o
autor que o tipo e a quantidade de contaminagcdo sdo mais importantes para o
sucesso da terapia que o tipo de patologia desenvolvida.

Em 1998, Siqueira e Lopes realizaram um trabalho cujo objetivo era definir e
explicar a estrutura do biofilme perirradicular, descrevendo sua estrutura, sua
implicac&o no insucesso da terapia endoddntico, e as estratégias de tratamento. Sua
estrutura basica advém de bactérias que estao aderidas a superficie apical e que
sdo revestidas por uma matriz de lipopolissacaridios. A aproximacdo e a adesao
microbiana a um substrato organico ou inorganico leva as bactérias a se
proliferarem; assim o biofilme atinge a maturidade, e as coldonias organizam-se de
acordo com as condigdes ambientais. A presenga desse biofiime parece ser

responsavel por 15 a 100% dos casos de insucessos endoddnticos.
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A presenca do biofilme periapical também foi avaliada, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, de pontas de raizes e de cones de guta-percha
removidas durante procedimentos cirdrgicos ou tratamentos endodénticos de dentes
portadores de lesbGes periapicais crénicas. Em nove dos 11 casos tratados foi
encontrado o biofilme sobre a superficie estudada relatando a periodontite apical
refrataria (NOIRI et al., em 2002).

Buscando verificar a presenca de biofilme periapical em dentes com
necessidade de tratamento endodontico, Leonardo et al (2002) avaliaram, através da
microscopia eletrénica de varredura, a regido apical de dentes que possuiam polpa
vital e necrosada, neste caso com e sem a presenca de les@o periapical. Os autores
puderam observar o biofilme como uma constante somente em casos de dentes com

lesdo.

2.2. A Resposta do Hospedeiro — Inflamagédo Aguda ou Inespecifica, e Cronica

ou Especifica

Um resumo dos mecanismos imunologicos de defesa da polpa, mostrando o
como 0s agentes antigénicos envolvem a resposta pulpar - as ceélulas e os
componentes quimicos envolvidos - foi realizado por Jontell et al, em 1998. Estes
autores discutem, em especial, o papel das células dendriticas pulpares que, apesar
de ndo serem capazes de identificar estes agentes, sdo fundamentais na ativagéo
dos linfocitos T que levaréao ao desenvolvimento e interacdo de outras células do
sistema.

Oliveira, em 1999, descrevem as fases do reparo e suas caracteristicas. A

primeira fase, denominada de reacdo inflamatéria, é caracterizada por breve
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vasoconstriccdo, seguida de vasodilatacdo e diminuicdo do fluxo sanguineo,
marginacdo leucocitaria e diapedese, migrando os leucdécitos — neutréfilos e
posteriormente linfocitos - para a regido da lesdo. A segunda fase denominada
reepitelizacéo € caracterizada por hiperplasia e hipertrofia das células deste tecido e
migracéo sobre o conjuntivo subjacente também destas células, foliculos pilosos e
outros anexos. A fase posterior, angiogénese, caracteriza-se por neoformacgéo
vascular, necessaria para a oxigenagao e nutricao da ferida, bem como drenagem
dos catabdlitos ali presentes, determinando a formagdo de miofibroblastos,
caracteristicos de um tecido de granulacéo. A fase de proliferacao fibroblastica, o
tecido de granulacao tem como principais componentes celulares os fibroblastos.que
produzem matriz celular, colageno e glicosaminas que atuam na remodelacéo de
tecido normal e no processo de reparacdo. Por fim a contracdo da ferida, que é a
quinta e Ultima fase do reparo, caractériza-se por uma diminuicdo dos vasos
neoformados e de elementos celulares, com substituicdo do colageno tipo Il por tipo
I, com contrag&o progressiva da ferida.

O papel do sistema imunoldgico no desenvolvimento da periodontite apical,
a partir do estabelecimento do processo infeccioso e a consequente determinagéo
da lesao periapical devido a contaminacdo dos canais radiculares, foi discutido por
Marton e Kiss, em 2000. Como resposta o organismo promove uma reagao
inflamatéria que pode ser aguda ou cronica em fungdo das condigdes e
propriedades do microorganismo e do hospedeiro. Na les&o cronica sdo identificadas
as células — linfécitos polimorfonucleares, linfécitos T — CD4 e CD8 -, B e NK|,
plasmécitos e macréfagos, além dos componentes quimicos (citocinas que agem
nas interagdes entre as células do sistema de defesa). Ainda sdo apresentados os

efeitos locais e remotos dos agentes e mediadores da inflamagéo, demonstrando
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que suas interacdes s&o a chave para o entendimento do processo € sua quebra ou

alteracéo sera fundamental para encerrar este.

2.3. Medicacdes Intracanais

Abbott (1990) demonstra a importancia dos medicamentos no sucesso da
Endodontia, afirmando que € imprescindivel a utilizaggo de uma medicagdo
complementar ao preparo para obter a limpeza adequada do sistema de canais
radiculares. S&o propriedades fundamentais da droga a ser escolhida a agéo
bactericida, antiinflamatéria bem como estimular a formacéo de tecidos duros sem
ser toxico ao hospedeiro. A escolha do material deve levar em conta as condicGes
patoldgicas do dente a ser tratado

Para avaliar o papel da medicacdo intracanal na terapia endoddntica, Chong
e Pittford realizaram um estudo, publicado em 1992. Inicialmente, os autores
constatam gque o tipo de resposta inflamatoria depende diretamente da quantidade,
do tipo e do tempo de exposicdo dos tecidos aos microorganismos e postulam que,
na auséncia de agentes contaminantes, os tecidos periapicais podem ser reparados.
Deste modo, a realizacdo de um tratamento de dentes vitais ndo implica o emprego
de medicag¢des intracanais. Ja em dentes infectados, a utilizacdo de medicagbes tem
por objetivos: 1) eliminar as bactérias que porventura possam ali permanecer apos a
instrumentacédo; 2) reduzir a inflamagéo dos tecidos periapicais e remanescentes
pulpares; 3) neutralizar os restos organicos que possam estar ali presentes; 4) agir
como barreira & permeabilidade apical; 5) auxiliar a secar canais persistentemente

umidos. Para esses autores, a prescricdo de medicacdes deve ser feita em casos de
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contaminagéo intensa e/ou em casos cujo intervalo de tempo entre as sessdes seja

grande.

2.3.1. lodoférmio

O iodoférmio, segundo a FDA (Food and Drug Administration), afirma que o
iodoférmio pode ser utilizado para uso topico e intra-dental. Apesar de ser positivo
para testes de mutagenicidade in vitro, estudos conduzidos pelo programa nacional
de toxicologia dos EUA (NTP-FDA) demonstraram, apos acompanhamento de dois
anos que 0 mesmo nao €& carcinogenico em ratos e camundongos. Nas doses
apresentadas na literatura, o iodoférmio apresenta-se como nao-toxico e reagdes
adversas ao seu uso n&o sao constantemente relatadas.

Juge, em 1959, avalia a utilizac&o de pastas reabsorviveis para a obturacéo
de canais, afirmando que as mesmas nao deveriam interferir no processo natural de
cura. Sua indicagdo deveria estar restrita aos casos em que o0s condutos
apresentavam-se infectados, com ou sem les&o periapical, em que havia o risco de
extravasamento de material obturador pelo periapice, nesse sentido, o autor
concordou apenas com a indicagdo das pastas iodoformadas e de hidroxido de
calcio. Como propriedades do iodoformio, o autor afirmou que, segundo Walkhoff,
ele ndo é irritante, é reabsorvivel, paralisa secregcbes, tem acio anti-séptica de longa
duracdo até ser reabsorvido e € bem tolerado pelos tecidos periapicais, produzindo
fechamento fisiologico do apice. O hidréxido de calcio, por sua vez, seria mais Util
para obturagdo apos pulpectomia ou pulpotomia.

Maisto e Eurasquin (1965) analisaram o comportamento dos tecidos

periapicais frente a algumas pastas reabsorviveis a base de iodoférmio. Avaliaram,
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para isso, o tratamento endodéntico de 60 ratos que foram divididos em grupos
obturados com trés pastas reabsorviveis: a) pasta lentamente reabsorvivel de Maisto
- 14g de 6xido de zinco, 42g de iodoférmio, 2g de timol, 3cc de clorofenol canforado,
0,50g de lanolina; b) pasta rapidamente reabsorvivel de Maisto - clorofenol
canforado e glicerina em partes iguais; c) pasta rapidamente reabsorvivel de
iodoformio e hidroxido de calcio - em proporgdes iguais em uma solucdo aquosa. Os
autores observaram que as pastas utilizadas ativam a resposta inflamatéria, e que,
quando da ocorréncia de extravasamento, o material & facilmente reabsorvido. Em
dentes jovens foi obtido um selamento completo do conduto; j& em dentes de ratos
mais velhos houve simplesmente uma diminuicdo de sua luz. A reagdo as pastas
nao apresentou diferencas significativas; a reabsor¢do do cemento apical ndo
parece ter relacdo direta com a sua utilizacao.

Maisto (1975) relatou que as pastas anti-sépticas a base de iodoférmio e
clorofenol canforado-mentol ou glicerina sao rapidamente reabsorviveis na zona
periapical. O iodoférmio € acentuadamente radiopaco, volatiliza-se lentamente em
contato com o ar e a temperatura ambiente, porém de forma mais rapida quando a
37°C. Além disso, agregado a outros anti-sépticos € perfeitamente tolerado no
periapice, ainda que em grandes sobreobturagbes. Seu valor como anti-séptico é
relativo, mas sado bem conhecidas as reparacbdes de extensas lesbes periapicais
posteriormente a sua aplicagdo. O iodoférmio libera iodo em estado nascente ao
entrar em contato com o tecido periapical, estimula a formagao de novo tecido de
granulacdo, o que contribui para a posterior reparacédo 6ssea. Ele atua em melhores
condic¢bes privado de oxigénio e em meio alcalino. Sua agdo depende da quantidade

e concentracao das drogas assim como da sua velocidade de reabsorgéo.



29

Valendo-se de dentes permanentes de seis cachorros sem o &pice
completamente formado, Vojinovic e Srnié (1975) avaliaram a resposta histoldgica
dos tecidos periapicais - e subsequente formacdo destes tecidos - frente a duas
pastas utilizadas como materiais obturadores: a) iodoformio e Chlumsky (I-C) - 30g
de fenol, 30g de canfora e 110g alcool absoluto; b) hidroxido de célcio. Foram
extirpadas, de cada animal, as polpas de dois pré-molares vizinhos — e cada um
deles foi preenchido com uma das pastas. Os cachorros, divididos em dois grupos,
foram sacrificados apds 2 meses (grupo 1) e apds 7 meses e meio (grupo 2) para
observagao histologica. Radiograficamente os grupos ndo apresentaram grandes
diferencas porém, histologicamente, a pasta I-C, no grupo sacrificado apds dois
meses, apresentou uma inflamagao crénica em continuidade com o periodonto, e a
presenga de tecidos mineralizados que formavam uma barreira menor que a
formada pelo hidroxido de calcio. "Apos 7 meses e meio (grupo 2), ambos 0s
tratamentos levaram a formagao de um tecido mineralizado na regido apical.

Castagnola (1976) verificou o papel da pasta iodoformada de Walkhoff na
terapia endoddntica. Duas das preparagdes originais de Walkhoff mereceram
destaque:a) a solugdo de clorofenol-canfora-mentol e b) pasta de iodoformio —
pastas Kri. Estas manipulagdes possuem como propriedades a estimulacdo da
formacdo de tecido de granulagdo, diminuicdo da secrecao, radiopacidade,
facilidade de manipulagdo, podendo controlar sua consisténcia, além do fato de ser
facilmente removivel e reabsorvivel. Suas contra-indicacdes, referem-se ao fato das
mesmas serem reabsorvidas do interior do canal, bem como o seu néao
endurecimento - o que ndo permite um selamento adequado -, o gosto de_sagradével
e o fato de poder desenvolver alergias. Sua indicagdo corresponde aos casos de

extirpacdo da polpa, tratamento de abscessos, podendo ser utilizado como



30
medicagdo entre as sessdes ou na obturagdo, onde ao cimento € acrescida uma
pequena quantidade de. Ainda est&o indicadas estas pastas, como preenchimento
da fistula artificial em pacientes jovens, tratamento preparatério para apicetomia e
tratamento preparatorio para implante endodéntico.

Semeraro e Magalhdes (1978) referem-se as vantagens de se utilizar o
iodoformio em Endodontia, pois este apresenta condi¢des propicias a liberacdo do
lodo contido na pasta: o canal ndo tem luminosidade; a temperatura do corpo
oferece condi¢des para sua decomposicdo; ha exsudatos derivados de matérias
necroticas com as quais o iodoférmio entra em contato, liberando iodo; esse iodo
penetrara nos tubulos dentinarios, mesmo quando associado em pasta, desde que
se utilizem veiculos com baixa tensdo superficial. Assim, esse anti-séptico pode ser
utilizado tanto em polpas vivas quanto em polpas necrosadas, e € indicado em
casos de lesdes mais severas.

Michel, em 1984, estudou a reacdo de subcutdneo de camundongos
submetidos a ag&o da pasta obturadora de condutos radiculares de dentes deciduos
proposta por Guedes-Pinto. Apds o implante no dorso do animal, 0s mesmos eram
sacrificados apos 24 horas, trés, sete, 14, 28 e 90 dias. Até os trés dias verifica-se a
presenga de edema e infiltrado inflamatorio agudo; aos sete dias, o material esta
envolto em uma capsula conjuntiva com a presenga de macrofagos, infiltrado
mononuclear e raros polimorofonucleares; aos 28 dias, o material € encontrado
fagocitado por macréfagos e aos 90 dias os tecidos exibem caracteristicas de
normalidade.

Para analisar clinicamente uma alteracdo da pasta de Walkhoff em
tratamento da necrose pulpar, Rocca et al. (1985) analisaram 59 pacientes com

diferentes patologias (granulomas, abscessos cronicos e agudos e cistos). Os
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dentes foram instrumentados e obturados com uma pasta modificada pelo acréscimo
de 1,00g de prata na composicéo. Para a avaliagdo do sucesso, foram observadas a
mobilidade dental - que diminuiu significativamente - e a dor pds-operatoéria — que
apresentou 10% de ocorréncias. Radiograficamente, todos os casos mostraram
reparacao apds seis meses de observacao, a excecao dos cistos.

Foi realizada uma avaliagao da resposta histopatologica pulpar de ratos a
uma pasta - composta por lodoférmio, Rifocort® e Paramonoclorofenol canforado
(PMCC) em partes iguais - comparada ao formocresol. Apds periodos de 3 e 7 dias,
as duas pastas apresentavam condi¢des semelhantes de inflamagdo aguda com a
atracdo de macréfagos para a regido imediatamente inferior da cavidade pulpar em
contato com a pasta. Apods 14 dias a area de necrose foi mantida ou aumentada
para o formocresol enquanto a pasta apresentava a polpa com caracteristicas de
normalidade inclusive com a formacdo de ponte de dentina. Em 28 dias o
formocresol ampliou sua area de degeneragdo enquanto a pasta estimulou a
formacao de ponta de dentina sobre um tecido pulpar normal. (CHEDID, em 1988)

Manisali, Yucel e Erisen (1989) descrevem um caso onde houve o
extravasamento da obturagdo com uma pasta iodoformada do canal de um segundo
pré-molar inferior esquerdo. O extravasamento ndo se limitou a regido periapical,
mas foi até a regido do segundo molar. Pode ser verificado que n&o houve alteragcé&o
alguma na regido nem sintomatologia dolorosa por parte do paciente, se ndo a pasta
rapidamente reabsorvida.

Para verificar se havia uma interacdo entre o iodoformio e a endotoxina
bacteriana, Fernandes (1997) adotou o teste de coagulagdo do lisado de amebdcitos
do artrépodo Limulus polyphemus (teste LAL), a ressonancia magnética nuclear de

protons e a analise espectrofotométrica. Com base nos resultados obtidos, o autor
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concluiu que possivelmente existe uma interacdo quimica entre o iodoférmio e a
endotoxina bacteriana, e que essa alteracdo deve ocorrer na sua porgdo
polissacaridica.

Foi realizado um estudo para comparar, in vitro, a citotoxicidade do
iodoférmio e do hidroxido de calcio - associados a dois veiculos diferentes: carbowax
e PEG 400 - frente a fibroblastos NIH 3T3. O iodoférmio revelou ser citotoxico tanto
na reacdo celular imediata , como também nos experimentos de sobrevivéncia
celular a longo prazo, sendo menos agressiva quando associada ao Carbowax. Ja o
hidréxido de célcio mostrou ser ndo citotoxico independente do veiculo e do
experimento ora avaliado. (DANIEL, 1998).

Em 1999, Daniel, Jaeger e Machado. realizaram de uma reviséo da literatura
sobre a utilizagdo do iodoférmio como medicagdo intracanal. Seu emprego em
Endodontia € limitado por possuir odor penetrante e desagradavel, além de poder
promover alteracdo cromatica da coroa dental e reacdes adversas em pacientes
sensiveis. Sua capacidade anti-séptica parece estar relacionada a maior liberagao
de iodo em estado nascente quando em contato com secregdes ou areas infectadas.
Como caracteristicas positivas dessa droga os autores arrolam a radiopacidade, o
grau de penetragdo nos tecidos periapicais, a analgesia que promove, a diminui¢ao
da secrecgdo de feridas, a facilidade de reabsrocdo e a propriedade de estimulacéo
biolégica. Salientam-se seu poder irritante, a tolerancia tecidual e a agéo estimulante
da formacdo de tecido de granulagdo cicatricial e toxicidade. As propriedades
irritantes do iodoformio estimulam a proliferagdo celular, produzindo reagéo
inflamatoria inicial com necrose tecidual, o que atrai células de defesa para a regido
e leva a formagao de um tecido de granulagéo e neoformacéo 6ssea, favorecendo o

reparo da leséo.
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Pallotta, em 2001, avaliou a acdo antibacteriana de quatro medicacbes de
uso endoddntico pelo método da diluicdo em caldo. As medicagbes avaliadas foram
o0 lodoférmio, o Hidroxido de Caélcio e duas associagbes, o CFC - 25% de
Ciprofloxacin, 25% Metronidazol e 50% Hidréxido de célcio — e o IKI — 2% lodo, 4%
lodeto de potassio - sobre o Enferococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Bacteroides fragilis. O experimento consistia na
incubag&o em tubos de ensaio de uma associagdo entre bactérias e meio de cultura
na qual deveria ser acrescentada a medicagcdo em dez diferentes concentragdes.
Apods o periodo de incubagéo, o crescimento deveria ser avaliado pela turbidez do
tubo, comparando com a escala de MacFarland. Com excecdo do IKI sobre o
Pseudomonas aeruginosa, todos os medicamentos apresentaram agdo sobre as
bactérias estudadas. Outra observagdo diz respeito ao aumento da ag&o de todas as
drogas a medida que as mesmas possuiam suas concentracdes aumentadas.

O processo de reparo de lesdes periapicais foi avaliado por Daniel, em 2001,
através de andlises radiogréfica e microscopica apés o emprego de medicagéo
intracanal em molares de ratos nos quais foi induzida les&do periapical. Depois de
abertos e instrumentados, os canais foram medicados com iodoformio (com
Carbowax®), hidréxido de calcio (com polietilenoglicol 400) e CFC (com PRP). Os
animais foram sacrificados apés 7, 15 e 30 dias e as pecas analisadas radiografica e
microscopicamente. Os resultados mostram a formacao de lesdes periapicais apos
os periodos experimentais e que todas as substancias utilizadas neste estudo
contribuiram para a diminuicéo da lesao periapical. No final de 30 dias, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre as medicagdes testadas, no tocante a
freqliéncia de lesdo periapical, intensidade do infiltrado inflamatorio e processo de

reparo.
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Os procedimentos para o tratamento de dentes portadores de lesao
endododntica a base de iodoformio sé&o descritos por Pallotta, em 2002. O autor
descreve 0 modus faciendi da medicagcao por meio de sua insercéo e pela realizacéo
de trocas constantes ate que se tenham sinais clinicos de que a lesdo esteja
diminuindo radiograficamente e 0s sinais e sintomas tenham desaparecido.

A atividade antibacteriana do lodoférmio e do Hidréxido de Calcio
associados a dentina foi comparada por Breder (2003). Raizes extraidas de molares
superiores necrosados e com lesdo periapical eram ftrituradas e misturadas as
medicagdes testadas. Também foram obtidas bactérias de biofiimes dentais. Pelo
metodo da difusdo em agar, foi observado que ambas as drogas possuiam atividade
antibacteriana semelhante e que esta propriedade n&o sofreu acgéo inibitéria da
dentina.

Gomes, em 2003, valendo-se de dentes de cdes, avaliaram a resposta
tecidual apos tratamento endoddntico em dentes portadores de lesdes induzidas,
realizados em sessdo Unica ou com curativos de demora a base de iodofdormio e
hidroxido de calcio, estes que permaneciam por 15 dias. Os tratamentos eram
analisados histologicamente apds 30 e 90 dias. Pode ser observado comportamento
semelhante nos grupos tratados com curativo de demora com inflamacao branda e
frequente visualizagdo de neoformacéo 0ssea e cementaria, ao passo que Nno grupo
dos dentes tratados em sessao unica, foi encontrado infiltrado inflamatério severo,

sem indicios de processo de reparagao.

2.3.1. Hidroxido de Calcio
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O hidréxido de célcio € um pd branco, pouco solivel em agua e de pH
bastante elevado. E obtido quimicamente pela hidratacdo do éxido de calcio — que,
por sua vez, deriva da calcinagdo do carbonato de calcio. Seu mecanismo de acéo
depende diretamente da liberacdo de ions calcio (Ca++) e hidroxila (OH-), que
ocorre mediante o contato entre a droga e os tecidos (SIQUEIRA; LOPES, 1999;
FAVA; SAUNDERS, 1999).

Heithersay, em 1975, demonstrou os efeitos da utilizacdo do hidréxido de
calcio no tratamento de dentes despolpados com patologias. Clinicamente ele esta
indicado como medicagao intracanal, tanto temporaria como por longos periodos, no
controle das reabsorgdes radiculares, defeitos de reparacdo internos e externos,
perfuragdes, fraturas transversas, sendo ainda possivel a inducdo da formacéao
apical de dentes despolpados. Seus principais mecanismos de acgdo, segundo o0
autor, dizem respeito a sua alcalinidade, em contrapartida as inflamag¢des que séo
acidas e as bactérias que raramente resistem a pH superiores a 9,5. Uma outra
hipétese de mecanismo de agdo desta droga € relativa a presenga de calcio que
pode levar a diminuicdo da permeabilidade de vasos que estdo presentes em
granulomas, além de poder agir na sintese de colageno, cuja formagdo da matriz &€
dependente de enzimas que também dependem de calcio.

A acgéo clinica do hidroxido de calcio utilizado como medicagédo intracanal em
78 casos de dentes ndo vitais foi o objetivo do trabalho realizado por Vernieks e
Messer (1978). Para tanto foram selecionados 64 pacientes, dos quais 75 dentes
apresentavam lesao periapical. A avaliacdo do sucesso era clinica e radiografica. Foi
obtida uma diminuicdo da leséo em 75 casos (em 55 o completo desaparecimento) e

outros 3 que n&o apresentam solugéo ( 2 apicetomia e 1 exodontia). Um outro fator a
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ser considerado foi a necessidade de um maior tempo para reparar a lesdo em
lesdes mais extensas e em dentes multirradiculares.

Com o objetivo de desenvolver um método de deflagrar a infeccao dentinaria
- € assim avaliar a agéo de medicagdes intracanais -, Haapasalo e @rstravik (1987)
valeram-se de dentes bovinos. Os dentes eram desgastados e recortados para
formar um cilindro padr&o, submetidos a um tratamento para remocdo do smear—
layer e, posteriormente, esterilizados. Esses corpos de prova eram transportados
para um caldo nutriente com E.faecalis. Apds 3 semanas, 0s canais eram vedados
externamente, e seu interior era preenchido com a medicacdo escolhida - Calasept
ou o PMCC. A extragdo das amostras bacterianas era realizada com brocas
esféricas de tamanhos progressivamente maiores, e também com a coloragéo de
Brown e Brenn para a verificagdo de sua infiltragdo. Os autores observaram que o
PMCC eliminou o E.faecalis, mesmo em grandes profundidades, enquanto o
Calasept n&o eliminou o microorganismo de forma adequada nem sequer
superficialmente.

Foreman e Barnes, em 1990, realizaram uma reviséo a respeito do hidroxido
de calcio. Como principais propriedades bioquimicas desta droga, puderam ser
notadas: (a) iniciagdo da mineralizacdo; (b) mineralizacdo induzida por ele; (c)
formacédo de ponte de dentina; (d) capacidade de destruicdo bacteriana; (e)
dissolugcdo de tecido necrotico. Todos esses mecanismos de acdo dependem
diretamente do pH desta droga. O hidréxido de calcio, como medicag&o intracanal, €
utilizado sob a forma de pé acrescido ou ndo de um liquido, este que pode ser
inerte, ou com acéo especifica. O Ca(OH), é de grande valia na apicigénese e na
apicificacdo, auxiliando na prevencao e tratamento da reabsorg&o radicular, ainda no

reparo de perfuracdes de furca e de fraturas horizontais.
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Foi realizado um estudo para avaliar se ha alguma alteracdo no
lipopolissacaridio (LPS) da membrana bacteriana apds o tratamento com hidréxido
de célcio, medido pela producdo de Prostaglandina E2 (PGE2). Foram utilizados
dois grupos: um era tratado com o hidroxido de calcio em cultura de células de
mondcitos; o outro ndo recebia tratamento; ambos eram monitorados para detecgdo
da presenca da PGE2. Verificou-se a presenca dessa linfocina somente nas células
do grupo nao tratado (SAFAVI; NICHOLS, 1994).

Kontakiotis, Nakou e Georgopoulou (1995) realizaram um estudo, in vitro,
para avaliar o mecanismo de agdo do hidréxido de calcio. Para a realizagdo do
estudo, os autores selecionaram quarenta microorganismos de isolados clinicos - 20
anaerobios estritos e 20 facultativos. Apos identificados, esses microorganismos
eram diluidos (até 10° da amostra inicial) e inoculados em dois meios: 1) &gar-
"~ sangue - grupo controle; 2) agar-sangue misturado a uma pasta de hidréxido de
calcio em um veiculo, na proporcao de 6:4. As placas eram colocadas em estufa por
72 horas de forma anaerobia; transcorrido esse periodo, verificava-se o numero de
coldénias formadas. O grupo tratado apresentou redugao do numero de cepas, 0 que
indica que a agao do pH no meio é importante para diminuir o desenvolvimento das
bactérias.

Barbosa et al., em 1997, compararam a agao bactericida do hidroxido de
calcio, gluconato de Clorexidine e PMCC in vitro. Apos a selegdo de dentes com
polpas necrosadas e presenca radiografica de leséo periapical, os mesmos eram
abertos, instrumentados e medicados com PMCC numa primeira sessao. Na
segunda sess&o, realizava-se uma amostra microbiologica dos condutos sendo os
dentes preenchidos com uma das medicagdes. O canal deveria ser obturado a

medida que a cultura do seu interior fosse negativa. Um outro experimento foi
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realizado pelo teste de difus&o em Agar dos medicamentos contra microorganismos
anaeroébios e facultativos. Culturas negativas foram obtidas em 69,2% dos casos na
segunda sessdo; e, na sessdo seguinte, 73,3% no caso do hidroxido de calcio e
77,8% nos casos de Clorexidine. Na difuséo em agar, o Clorexidine apresentou agao
contra todas as cepas, sem, contudo ser mais eficaz que o PMCC. O hidroxido de
calcio s6 apresentou atividade antibacteriana contra o A. naes/undi e o A. israelii.

Os mecanismos de acgao antimicrobiana do hidroxido de calcio e suas
limitagbes tém sido objeto de estudos. Os principais mecanismos de eliminacdo das
bactérias por essa droga sao a lise da membrana celular citoplasmatica - que, por
meio da peroxidacao lipidica destroi os fosfolipidios da membrana -; a desnaturagéo
de proteinas - as enzimas bacterianas possuem um pH 6timo de ac¢é&o, e a presenca
do Ca(OH)2, que & bastante alcalino, pode bloquear essa acdo; a acdo direta dos
ions hidroxila — que agem como oxidantes de radicais livres - sobre as proteinas
estruturais; os danos que o Ca(OH)2 provoca no DNA — seja demembrando-o por
acao direta, seja pela acdo de radicais livres, que impedem ou alteram sua
replicacdo - obstruindo, desta forma o desenvolvimento normal da célula
(SIQUEIRA,; LOPES, 1999).

Fava e Saunders, em 1999, realizaram uma reviséo das pastas de hidroxido
de célcio no que se refere ao tipo de veiculo utilizado, estabelecendo uma
classificagdo e as respectivas indicagdes clinicas. A utilizagcdo de diferentes veiculos
nos leva a algumas alteragdes das propriedades, especialmente no que se refere a
velocidade e concentracdo da liberagdo de ions, como também seu poder
antibacteriano. Os aquosos possuem como caracteristicas uma liberag&o rapida de
ions, sendo indicados no capeamento pulpar, tratamento de dentes sem vitalidade,

apicigénese e apicificagdo, pulpotomias de deciduos e permanentes, como
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medicagao temporaria em polpas vitais e ainda nos casos de reabsorgéo inflamatéria
interna. Os veiculos viscosos e oleosos mostram liberagao de ions mais lenta, porém
mais duradoura, estas pastas devem ser indicadas em casos de reabsorgdes interna
e externa, bem como no tratamento das periodontites apicais , com forte acgao
antibacteriana.

Haapasalo et al. (2000) avaliaram a inibigdo que a dentina provoca na
atividade antibacteriana de alguns medicamentos. Foram testados o hidroxido de
calcio em solucédo saturada, o hipoclorito de sodio a 1% e a 0,5%, a clorexidina a
0,05% e o IKI na propor¢éo de 2/4%. A dentina utilizada foi autoclavada e reduzida a
po; uma parte dela era incubada com os medicamentos em tubos testes a 37°C por
24 horas ou 1 hora antes da adi¢ado da bactéria Enferococcus faecalis. Os resultados
apontaram que o po de dentina tem ag&o inibitoria sobre todos os medicamentos.
Ele inibiu por completo a agdo do hidréxido de calcio, e parcialmente a do IKI,
inibindo muito pouco a agéo dos demais.

Através do método proposto por Haapasalo e @rstavik, em 1987, foi
avaliada, in vitro, a acdo do hidréoxido de calcio com a adigdo de cobre ou IKI para
desinfetar tubulos dentinarios. Trinta e seis cilindros de dentina bovina eram
infectados com E.Faecalis e divididos em quatro grupos, um somente com hidréxido
de célcio veiculado em agua destilada, outro em que era acrescido o pd do IKI, um
terceiro grupo que era preparado com cobre e um quarto controle sem medi¢&o.0s
melhores resultados foram obtidos com a adicdo de cobre, ndo importando a
profundidade da avaliag@o realizada, seguido do grupo em que foi adicionado o IKl e
por fim o grupo s com a agua destilada, este que praticamente nao apresentou

acao em profundidade superior a 300um. (Fuss et al, 2002)
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Com o objetivo de avaliar a hipotese do E.faecalis resistir a acdo da
medicacao intracanal a base de hidroxido de calcio, Distel, Hatton e Gillespie (2002)
avaliaram, por meio de microscopia eletrdnica de varredura e por meio do
microscopio laser de varredura confocal a formagao do biofilme periapical. Puderam
observar, tanto no grupo medicado como no controle a formagcao deste biofiime
valendo-se de dentes extraidos.

Gomes et al, em 2002, propuseram-se a investigar possiveis variagbes na
suscetibilidade de diferentes microorganismos a associagbes do hidroxido de calcio
a diferentes veiculos. A metodologia utilizada foi a difusdo em agar. Pdde ser
observada uma maior agdo, na media dos diferentes veiculos, sobre P.endodontalis,
P.gingivalis, C.albicans, P.intermedia/ nigrescens, P.denticola, S.aureus, S.sanguis,
B.subtilis, S.mutans, S.sobrinus, A.naeslundii e E.faecalis, respectivamente.
Enquanto as associagcées que apresentaram maior agdo em avaliagdo decrescente
foram ao PMCC com glicerina, PMCC, glicerina, solugdo salina, agua destilada
esteril e polietilenoglicol.

Em 2002, Nelson Filho et al, propuseram-se a avaliar, por meio de
radiografias, o efeito da endotoxina associado ou néo ao hidroxido de calcio em
dentes de caes. Dos 60 pré-molares testados, pode ser verificada a presenca de
lesdo nos grupos em que a endotoxina era introduzida no canal sem associagéo da
medicacdo e também no grupo em que a lesdo era induzida por inoculagao
bacteriana. Tanto no grupo controle — solugéo salina — como no grupo da associagéo
medicagdo-endotoxina a lamina dura apresentava-se integra, sendo assim, o LPS foi
inativado pela medicagéo.

A cura de lesdes apicais de dentes com culturas positivas e negativas de

canal no momento da obturacdo, bem como de dentes tratados em uma visita e
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duas com a utilizagdo de medicacéo de hidréxido de calcio entre elas foi o objetivo
do trabalho realizado por Peters e Wesselink (2002). Dos 39 pacientes avaliados,
dos quais 18 foram medicados, ndo puderam ser observadas diferengas entre os
grupos estudados durante o acompanhamento por quatro anos e meio. O Unico caso
gue nao obteve sucesso foi do grupo medicado.

De Moor e De Witte, 2002 relataram 11 casos de lesbes periapicais em que
uma grande quantidade de hidréxido de calcio foi extravasada para o peridpice e
que, a despeito da n&o recomendacdo por parte da literatura pertinente,
promoveram sucesso. Todavia, como efeito colateral houve um alto indice de
inchago pds-operatorio que variou de moderado a intenso.

Em 2003, Haenni et al., propuseram-se a avaliar se havia alteragbes do pH
da parede dentinaria quando da associagdo de uma solugéo de hidroxido de calcio
ao IKl, clorexidine e solu¢gbes de hipoclorito, bem como a agdo antiomicrobiana
destas associacdes sobre o E.faecalis pelo método da difusdo em agar. Nenhuma
alteracéo significativa do pH pode ser verificada, nem alteracdo em sua eficacia

antimicrobiana.

2.4. Metodologia Empregada para avaliagéo da Acéo Bioldgica

Hauman e Love, em 2003, realizaram uma revisdo da literatura no que se
refere as metodologias empregadas para a avaliacdo da biocompatibilidade de
materiais utilizados na terapia endoddntica que podem, uma vez extravasados para
a porcdo periapical, estabelecer uma comunicagdo com o tecido vivo. Entre as
metodologias empregadas estao os testes de genotoxicidade, em que se incluem as

culturas de células, as reagdes teciduais a microorganismos e o implante em dorso
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de animais, em especial de ratos, aléem de sua aplicacdo em condigbes clinicas,
primeiro em animais e posteriormente em humanos. Nesse mesmo estudo, o
hidroxido de calcio mostrou ser uma droga bastante inerte quando permanece
dentro do canal, todavia, sua tolerancia na regido periapical demonstra resultados

contraditérios, sendo bastante agressivo quando extravasado.

2.4.1. Dorso de ratos

O tecido cutaneo do rato € composto por uma epiderme fina e coberta de
pelos. A derme é caracterizada por um grande conteudo celular, em especial em
ratos jovens, com fibras colagenas em disposicéo paralela as ceélulas epiteliais,
cortadas por fibras elasticas. Sua camada basal apresenta vasos sanguineos e
elementos elasticos proximos a foliculos pilosos e glandulas sebaceas. A hipoderme
apresenta conteudo moderado de tecido adiposo. (HEBEL; STROMBERG, 1976)

O comportamento do tecido conjuntivo o subcutdneo de rato quando
submetidos a implante dos cimentos AH 26 e N-Rickert foi avaliado utilizando 18
animais (Rattus norvegicus), os quais foram sacrificados segundo o periodo de
experimentacdo, de 0, 1, 3, 5, 7, 10, 16, 23 e 34 dias. O implante era injetado no
subcutaneo dos animais, sendo duas amostras de cada cimento em cada animal.
Segundo o periodo estipulado, o material deveria ser colhido e processado
histologicamente, corado com H-E, tricrémico de Mallory e Alcian Blue + PAS. Pbéde
ser observado que o cimento AH-26 promove interna reagao inflamatéria duradoura
além de ser reabsorvivel o que n&o acontece com o N-Rickert, sendo este mais

compativel. (GUARACIABA; FAVA DE MORAES, 1980).
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Tubos de Teflon contendo diferentes materiais de uso endoddntico —
Kloroperka, N@, AH26 e Kerr Pulp Canal Sealer — foram implantados em dorso de
ratos para testar a biocompatibilidade dos mesmos em estudo desenvolvido por
Olsson, Sliwkowski e Langeland, em 1981. Por meio de analise morfométrica pode
ser observado que todos os materiais foram irritantes. A severidade variou conforme
0 grupo, podendo se afirmar que o método € eficaz para testar a biocompatibilidade
apesar de ndo ser possivel classificar a citotoxicidade em diferentes niveis a ndo ser
gue as mesmas sejam muito diferentes.

A reacdo tecidual do subcutaneo de ratos também foi objeto de estudo
realizado por Safavi, Pascon e Langeland, em 1983. A avaliacdo mostrou necrose e
inflamagéo continuada em todos os periodos experimentais quando injetados no
subcutdaneo para o AH26 e para o Hydron, quando avaliados qualitativa e
quantitativamente nos diferentes periodos de avaliago.

Com o objetivo de (a) avaliar a resposta tecidual a cimentos endodonticos,
bem como (b) padronizar uma metodologia, além de (c) correlacionar as respostas
teciduais aos elementos liberados do material identificados por microanalise
radiografica, @rstravik e Mjér, em 1988 implantaram tubos de polietileno preenchidos
com um dos cimentos, no dorso do rato. Pode ser observado que esta metodologia é
eficaz na qualificagdo da tolerancia tecidual inclusive com diminuigdo em fungdo do
tempo de sua agressividade

Em 1988, Yesiloy et al, avaliaram a resposta histopatoldgica, inflamatéria e
de calcificacdo a cimentos obturadores endoddnticos € um material a base de
hidréxido de célcio (Hypocal). Utilizaram 12 cobaias, em cujo dorso era colocado
0,1mL de cada um dos materiais a serem avaliados. Os animais foram sacrificados

apds seis, 15 e 80 dias, nos quais eram removidos os sitios, processados
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histologicamente e corados com H-E e Von Kossa. Frente aos campos histoldgicos,
era dado um score para os quadros inflamatérios representados de 0 a 5 em valor
crescente. Apods seis dias, o Sealapex e o Endo-Fill apresentavam um menor quadro
de inflamagéo, que se manteve nos 15 dias, onde o Eucapercha também teve
resultado semelhante, significativamente superiores aos demais. Por fim, no periodo
de 80 dias todos apresentarem um grau baixo e semelhante de inflamacao.

Em 1988, Zmener, Guglielmotti e Cabrini propuseram-se a avaliar o
comportamento de dois cimentos a base de hidréxido de calcio, através do implante
de trés tubos de silicone - um com cada cimento e um outro grupo controle - em 30
ratos Wistar. Passados os periodos experimentais, os tubos eram removidos em
bloco, processados e avaliados histologicamente por meio da contagem de células
inflamatérias. Apos sete dias ambos os grupos apresentavam uma grande presencga
de macrofagos diferente do grupo controle. No CRCS pode ser ainda verificada a
presenca de LPMN, linfocitos e células gigantes junto aos tubos, além de uma
proliferacdo de fibroblastos. Passados 30 dias o Sealapex manteve a resposta
inflamatéria aguda, enquanto a mesma diminuiu significativamente no CRCS, quadro

este que se manteve apos 90 dias.

2.4.2. Cultura de Células

A citotoxicidade de doze materiais de uso endodéntico em cultura de
fibroblastos do ligamento periodontal — diretamente ou com a interposicédo de um

cilindro de dentina — foi realizada por Meryon e Brook, em 1990. Pdde ser observada
uma maior citotoxicidade para a Pasta Kri, Spad e Forfenan, seguidos do AH26 (com
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também apresentaram citotoxicidade significativa que diminuiu com a colocacéo do
cilindro de dentina.

Avaliar a citotoxicidade de diferentes cimentos de uso endoddntico
submetidos ao calor, por meio do teste da quantificacdo de adeséo e proliferagao de
fibroblastos gengivais foi o objetivo do trabalho realizado por Neff, Laymane
Jeansonne, 2002. Valendo-se de sete cimentos diferentes, a saber: Roth 801, Roth
811, AH26, AH Plus, Kerr Pulp Canal Sealer, Sealapex e Dentalis, que eram
submetidos a trés temperaturas diferentes 23° C, 43° C e 100° C. Como resultados,
0s autores obtiveram que a temperatura altera a citotoxicidade dos cimentos, sendo,
dos cimentos testados, o AHPIus, AH26 — resinosos — e 0 Sealapex — a base de
hidréxido de calcio — 0s menos agressivos.

Schwarze, Leyhausen e Gerutsen (2002), propuseram-se a avaliar, in vitro, a
citotoxicidade de diferentes cimentos por um Iongo periodo de tempo. Valendo-se de
raizes dentais que eram obturadas com um cone unico e quantidades semelhantes
de cimentos diferentes - AHPIus, Apexit, Endomethasone, Ketac-Endo, N2 e Roeko
Seal — as quais eram mantidas em meio proprio, verificava-se, periodicamente, a
sua acdo sobre células de ligamento periodontal embrionarias e fibroblastos 3T3.
Para ambas as células, o N2 foi o mais citotoxico, enquanto os demais n&o

apresentaram efeito agressivo.



3 PROPOSICAO

O presente estudo tem por objetivo avaliar quantitativa e qualitativamente as
reacoes que o organismo desenvolve em relacdo a duas drogas utilizadas como
medicacéo intracanal — iodoférmio e hidréxido de calcio — a luz da microscopia

optica.



4 MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados vinte ratos albinos
(Rattus norvegicus, var albino, linhagem Wistar), machos convencionais, pesando
300+120g, obtidos no Centro de Bioterismo da PUCCAMP. Durante o experimento,
os ratos foram mantidos em caixas de acrilico com tampa de ago inoxidavel, lavadas
semanalmente e desinfetadas com alcool étitico a 90°. Os animais receberam agua
filtrada e racdo para animais de laboratorio esterilizada em autoclave ad libitum. A
cama em maravalha também foi esterilizada e ciclos de luminosidade 12:12.

4.1.1. Anestesia

— Cloridrato de Cetamina (FRANCOTAR ©) — Vibrac do Brasil indUstria e Comércio
Ltda.;

— Cloridrato de Xilazina (ROMPUN®) — Bayer do Brasil S/A;

— Seringas de insulina com divisdo em décimos com 1mL — BD - Industria
Brasileira Ltda. SP.

4.1.2. Incisdo, divulsdo e sutura dos tecidos manipulados do Animal

— Agulha atraumatica (Erwin Guth Ltda. — S&o Paulo — SP — Brasil);

— Bisturi (Erwin Guth Ltda. — S&o Paulo — SP — Brasil);

— Fio de algod&o #50 preto;
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Laminas de bisturi #15 (Embramac do Brasil Ltda..— Itapira — SP — Brasil);
Maquina para depilar;

Porta agulha (Erwin Guth Ltda. — Sao Paulo — SP — Brasil);

Tesouras rombas, reta e curva (Erwin Guth Ltda. — Sao Paulo — SP — Brasil);

4.1.3. Medicacao utilizada

lodoférmio (Férmula & Agdao Farmacia Magistral Ltda. — Sdo Paulo - SP);
Carbowax (Férmula & Acado Farmacia Magistral Ltda. — Sao Paulo - SP);
Hidréxido de Calcio (Formula & Agao Farmacia Magistral Ltda. — Sao Paulo - SP);

Polietilenoglicol (Férmula & Acdo Farmacia Magistral Ltda. — Sdo Paulo - SP);

4.1.4. Processamento Histolégico

Alcool absoluto — etanol (Laboratério de patologia da PUCCAMP);

Caixas de 100 laminas (Laboratorio de patologia da PUCCAMP);

Corante Hematoxilina e Eosina (Laboratério de patologia da PUCCAMP);
Corante tricromico de Mason - Hematoxilina, Fucsina Acidé e Azul de Anilina e
acido fosfomolibdico (Laboratério de patologia da PUCCAMP);

Lamina de borda fosca (LAMEDID Comercial e Servicos LTDA — Barueri - SP)
Laminula 24 X 32 (LAMEDID Comercial e Servigos LTDA — Barueri - SP.)

Parafina — HISTOCEC;

4.2. Metodologia Experimental

4.2.1. Grupos Experimentais

A avaliagéo realizada por meio do implante dos materiais em dorso de ratos

€& a mesma utilizada por Guaraciaba e Fava de Moraes, em 1980.
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Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo que

para cada animal testado, foram utilizados dois sitios diferentes para a colocacéo da

medicacgao, totalizando dezesseis espécies estudadas, mais duas espécies para

cada um dos grupos controle.

|. Procedimento anestésico
Todos os animais foram anestesiados com a seguinte mistura:
a) Cloridrato de Xilazina (ROMPUN®): na dosagem de 10mg/kg de peso:
b) Cloridrato de Cetamina (KETAMINA ©): na dosagem de 80mg/kg de peso;

Em condicbes praticas isso representou 1,6mL de KETOMIN © adicionado a

0,5mL de ROMPUN® . Do total da mistura (2,1mL), utilizar 0,21mL/100g peso. Essa

mistura foi aplicada com seringa de insulina, por via intraperitoneal.

[l. Procedimento Experimental

Apo6s os procedimentos anestésicos e posterior tricotomia da regido dorsal,

os grupos foram divididos em:

Grupo Controle (ou GCI), que sera identificado por ndo ter marca alguma na
orelha. Este grupo tera a pele integra, sem tratamento algum.

Grupo operado (ou GCII), onde os animais deste grupo sofrerdo 02 incisdes, uma
de cada lado na regido dorsal, para exposi¢céao do tecido celular subcutdneo. Com
o auxilio de uma pinga de ponta fina, o tecido subcutaneo sera divulsionado até
proximo a musculatura, sendo, em seguida a pele suturada com agulha e fio de
algodéo preto.

Grupo operado com tratamento 1, identificado pelo furo na orelha esquerda
(FOE). Este grupo passara pelo mesmo tratamento do grupo anterior,

diferenciando-se pelo fato do mesmo ser colocado o hidroxido de calcio associado
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ao polietilenoglicol 1400 recém-preparado, na concentragdo clinica, no caminho
aberto pela divulsao tecidual.

e Grupo operado com tratamento 2, identificado pelo furo na orelha direita e
esquerda (FOD). O procedimento sera o mesmo realizado no grupo FOE exceto
que, a medicagdo usada nestes animais sera o iodoférmio associado ao

Carbowax®, também recém-preparado e na concentragdo clinica.

4.2 2. Coleta de Material

Passados trés dias de pos-operatorio, cinco animais dos grupos tratados e
dois animais do grupo controle foram, novamente, anestesiados e deles removidas
as feridas do lado direito. A pele foi novamente suturada e os fragmentos fixados em
liquido de BOUIN (85mL de solugao saturada de acido picrico, 15mL de formol e,
5mL de acido Acético glacial, colocado no momento do uso). A fixagao foi de, pelo
menos 24 horas.

Novos fragmentos foram removidos apds cinco e onze dias, num total de 15
por grupo experimental. Mais uma vez os fragmentos eram submetidos aos

procedimentos para processamento histologico.

4.2 3. Inclusdo e Microtomia em parafina — coloragdes

O material coletado e fixado em BOUIN foi destinado a inclusdo e

microtomia em parafina. Os cortes, com 3um eram corados com Hematoxilina-

Eosina (H-E) e Tricrbmico de Mason (TM). Para cada um dos grupos foram
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utilizadas cinco laminas e, de cada uma delas, trés campos serdo submetidos a

avaliagao.

4.3. Metodologia de Avaliagao

Em um primeiro momento o aspecto macroscopico da ferida foi avaliado, no
que se refere & presenca de necrose, exsudato, sendo o0s aspectos relevantes
anotados. Posteriormente, os cortes foram avaliados micrsocopicamente de duas
formas:

l. Andlise Qualitativa: com auxilio de microscoépio optico, as laminas com o
material foram avaliadas quanto & presenca de: crosta fibrino leucocitaria, exsudato
neutrofilico, edema intersticial, congestao vascular, infiltrado mononuclear (presenca
de macréfagos), proliferagéo fibroblastica, neoformacdo vascular- e fibrose
intersticial.

ll. Andlise Quantitativa: com o auxilio do microscopio Optico acoplado &
camara digital, fotos foram tiradas dos diversos campos e inseridas no computador,
onde foram dividas com uma grade que contava com 100 pontos diferentes. As
fotomicrografias foram tiradas no microscopio com a ocular de 10X e a objetiva de
40X. Foram contadas as estruturas presentes nos campos mais significativos e
representativos dos diferentes grupos experimentais.

Nesta avaliagdo foram contadas, para cada um dos campos as estruturas
mais representativas seguindo as seguintes divisdes:

a. células epiteliais;
b. fibras colagenas;

c. fibroblastos;
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d. macréfagos;
e. neutrofilos;
f. linfocitos;
g. vasos; e

h. outros (fibrécitos, espaco, etc...).

4.3.1. Analise Estatistica

Os dados foram colocados em tabelas, seus valores individuais e suas
medias foram analisados e comparados estatisticamente, adotando-se como grau de
significancia o nivel de 5%. As comparagdes foram realizadas entre as diferentes
estruturas para um mesmo periodo experimental. Assim, cada uma dessas
comparacdes foi submetida a analise da distribuicdo dos dados e aderéncia a curva
normal, verificando sua distribui¢cdo, sendo aplicado, em funcdo desta distribuicdo, o

teste estatistico de Kruskal-Wallis .
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5 RESULTADOS

Para facilitar a compreens&o, a apresentacao dos resultados sera
realizada a partir dos diferentes métodos de avaliagdo, assim teremos: a
avaliagdo macroscépica e microscopica, sendo esta ultima qualitativa e

guantitativa.

5.1. Analise Macroscépica

Nesta analise, aos trés dias, no grupo GCIl pode ser visualizado um
tecido aparentemente integro. O grupo FOD também apresenta um tecido
semelhante (Fig 5.1-A). Ja o FOE (Fig 5.1-B) mostra uma necrose superficial.
Na avaliacdo seguinte, os grupos FOD (Fig 5.2-A) e GCIl apresentam aspecto
de normalidade e no FOE (Fig 5.2 — B) ndo é mais vista area de necrose,
sendo agora visualizada uma grande area de edema. Aos 11 dias, o grupo
FOD (Fig 5.3-A) mostrava a presenga de iodoformio em um tecido
subcutaneo de aparéncia normal, o que nao acontecia com o grupo FOE (Fig
5.3-B) que apresentou um edema grande em alguns animais e em outros uma

area de necrose.



Fig 5.1. — Fotografia do dorso do rato apés 3 dias de P.O. - observacao
macroscoépica dos grupos FOE (A) e FOD (B) mostrando aparente normalidade do
tecido no FOD e area de necrose no grupo FOE

Fig 5.2. — Fotografia do dorso do rato apés 5 dias de P.O. - observacgio
macroscopica dos grupos FOE (A) e FOD (B), mostrando no grupo FOE a area de
edema, e no grupo FOD a presen¢ca de iodoférmio circundada por um tecido
aparentemente integro.

Fig 5.3. — Fotografia do dorso do rato apés 11 dias de P.O. - observagdo
macroscépica dos grupos FOE (A) e FOD (B) mostrando no grupo FOE a
quantidade abundante de exsudato, e no grupo FOD, ainda a presenca de
iodoférmio circundada por um tecido aparentemente integro.
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5.2. Analise Microscopica
5.2.1. Qualitativa
e Grupo Controle — 3 dias (Fig 5.4.—-A)

Pode ser observada uma reepitelizagcdo da area incisada, embora nas
areas centrais podem ser observadas células achatadas em alguns cortes e
em outros o epitélio apresenta um maior numero de camadas celulares e
menor quantidade de queratina. Ainda, algumas espécies exibiam a crosta de
fibrina, o0 que ndo era constante. Na derme, observa-se, ao longo do corte,
um infiltrado celular com predominancia de macréfagos, embora nota-se
também alguns fibroblastos e neutréfilos. No que diz respeito as fibras
colagenas, na borda da incisdo ha uma pequena quantidade de colageno tipo
Il e, imediatamente abaixo, colageno tipo |. As células adiposas e o0s
musculos apresentam aspecto de normalidade.

e Grupo Tratado com Hidroxido de Calcio — 3 dias (Fig 5.4.—-C)

Neste grupo pode ser observado o rompimento do epitélio sem sinal
da reconstituicdo do mesmo. A derme apresenta uma grande area de
necrose, que se estende aparentemente até a regido muscular. Uma crosta
de fibrina esta presente com uma quantidade grande de células mortas. As
células adiposas apresentam-se mais como espagos vazios. Junto a ferida,
podem ser vistos alguns macrofagos e pouquissimos no seu interior. As fibras
colagenas que podem ser observadas sdo as do tipo | na base da ferida e
alguns corddes no interior da mesma. Algumas fibras musculares estdo em

degeneracdo, com os mioblastos com seu nucleo deslocado.
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e Grupo Tratado com lodoférmio — 3 dias (Fig 5.4.—B)

Aos trés dias de observacdo, este grupo apresenta o epitélio
hiperplasiado e hipertrofiado, com um aumento do nimero de camadas nas
bordas, separadas por fibrina. Na derme, uma area de necrose diminuta
restrita a regido da ferida, circundada por um pequeno infiltrado inflamatério
com predominancia de macréfagos e alguns outros fagécitos como células
gigantes. Ha uma perda parcial da camada de tecido adiposo na regido, sem
alteracédo, contudo, da camada muscular. As fibras colagenas que podem ser

observadas sao do tipo | ao redor de toda a ferida.

Fig 5.4. Fotomicrografia — tecido celular subcutédneo do rato aos 3 dias de P.O. — A
controle — GCIl; B — iodoférmio — FOD; C - hidroxido de calcio — FOE. O corte A
apresenta uma grande quantidade de células inflamatérias, fibras colagenas no
FOD e a area de necrose no FOE

Fixacao: Bouin Coloracédo H.E. Aumento : 550X
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e Grupo Controle — 5 dias (Fig 5.5.-A)

A area de incisdo estd completamente reepitelizada, com ndimero de
camadas celulares similar as demais regifes, parecem estar totalmente
renovado.Na derme, uma grande quantidade de plasma coagulado envolta
por um infiltrado inflamatdrio com predominancia de macréfagos e células
gigantes esparsas logo abaixo do epitélio seguida por uma grande
concentracdo de fibroblastos. No interior desta area, parece haver alguns
neutréfilos. No que se refere as fibras, ha uma pequena regido de fibrina logo
abaixo do epitélio, com colageno tipo lll ao redor e nas demais regibes
colageno tipo | abundante inclusive na base da ferida.

e Grupo Tratado com Hidréxido de Calcio — 5 dias (Fig 5.5.-C)

Neste grupo o epitélio continua sem sinais de reparo, ha uma grande
area de necrose tanto na regido epitelial quanto na derme. Na derme, pouco
tecido vivo pode ser visualizado, somente uma grande quantidade de células
gigantes e uma rede de fibrina na borda da lesdo. Logo abaixo, no interior da
camada muscular, podem ser observadas ceélulas de defesa em especial
macrofagos, sendo que ndo ha camada de gordura discernivel na regido da
ferida. O colageno presente é do tipo | e somente pode ser visualizado na
base da ferida.

¢ Grupo Tratado com lodoférmio — 5 dias (Fig 5.5.-B)

As bordas do epitélio, além de apresentarem células com aspecto
mais achatado, dando a aparéncia de estarem deslizando, as mesmas
parecem estar se multiplicando, com figuras de mitose, ainda que separadas
por uma crosta de fibrina aparentemente menor que a encontrada em 3 dias..

Logo abaixo, na derme onde foi colocada a droga, verifica-se um grande
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infiltrado inflamat6rio com muitos macréfagos, além da neovascularizacéo,
associados a uma destruicdo da camada adiposa ainda restrita ao local onde
foi inserida a medicacao. Fibras colagenas do tipo Il podem ser visualizadas
na base da lesdo onde o infiltrado € menor, além de pequenas quantidades

no interior do infiltrado.

Fig 5.5. Fotomicrografia — tecido celular subcutdneo do rato aos 5 dias de P.O. - A
controle — GCIl; B - iodoférmio — FOD; C - hidroxido de calcio — FOE. O corte A
apresenta uma grande quantidade de células inflamatérias, o grupo FOD com a
neovascularizagdo e presenga de células inflamatérias e no FOD e a area de
necrose no FOE, bem como o inicio da resposta inflamatéria
Fixacdo: Bouin Coloracéao H.E. Aumento : 550X
e Grupo Controle — 11 dias (Fig 5.6.-A)

O tecido epitelial esta integro, inclusive com a formacao de queratina.
Na derme, logo abaixo do epitélio na regido da ferida, pode ser observado um
pequeno infiltrado com fibroblastos em grande quantidade e alguns

macroéfagos e células gigantes. Nesta regido pode ser observada a presenca
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de colageno tipo Ill e no restante uma quantidade abundante de colageno

tipo 1.

Fig 5.6. Fotomicrografia — tecido celular subcutaneo do rato aos 11 dias de P.O. - A
controle — GCII; B — iodoférmio ~ FOD; C - hidréxido de calcio — FOE. O corte A
apresenta uma grande quantidade de fibras colagenas e fibroblastos, o grupo FOD
com grande numero de células inflamatérias e fibroblastos e no FOD, enquanto o
FOE comeca a se reorganizar, apesar da presenca o hidroxido de caicio.
Fixacado: Bouin Coloracao H.E. Aumento : 550X

¢ Grupo Tratado com Hidréxido de Calcio — 11 dias (Fig 5.6.-C)

A observacao histolégica nos mostra o epitélio comecando a se
reorganizar com um maior nimero de camadas celulares nas bordas da
ferida, ainda separados por crostas de fibrina. Junto a estas bordas, na
derme, observa-se um grande infiltrado inflamatério com predominancia de
macrofagos, fibroblastos, além de uma grande quantidade de células

gigantes. As células adiposas e de fibras musculares comegam a se

reorganizar apesar de ainda existir uma grande area onde as células
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adiposas se parecem com vacuolos. Fibras colagenas do tipo Il podem ser
observadas ao redor da lesdo, bem como uma neovascularizagao abundante.

e Grupo Tratado com lodoférmio — 11 dias (Fig 5.6.~B)
As observacodes histolégicas neste grupo mostram um epitélio integro.
Na derme, logo abaixo da ferida, um conjuntivo integro — com colageno tipo |
em abundancia -, depois a ferida, circundada por colageno tipo Ill, com
grande quantidade de macrdéfagos e células gigantes circundando uma area
de necrose. O tecido adiposo com caracteristicas de normalidade, numa

posicéo logo abaixo das fibras colagenas, e sobre a ferida. Em alguns cortes

pode ser observada uma alteragao cromatica nos foliculos pilosos.
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Fig 5.7. Fotomicrografia — tecido celular subcutaneo do rato — A controle — GCII; B -
iodoférmio — FOD; C - hidréxido de calcio — FOE. Os cortes apresentam colageno
tipo | em diferentes quantidades, nos cortes B e C, logo abaixo do tipo I, a formacéo
do colageno tipo Il

Fixacao: Bouin Coloracéo Tricromico de Mason. Aumento : 550X
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5.2.2. Quantitativa

Neste item estardo descritos os resultados obtidos através da
contagem da presenca nos campos das estruturas avaliadas, as quais seréao
apresentadas em duas tabelas para todos os periodos.

Na tabela 5.1. as médias dos valores encontrados serdo colocados,
enquanto na tabela 5.2. serdo colocados, no sentido de facilitar a
compreensdo, as comparacbes estatisticas realizadas, as quais estdo
descritas de forma mais detalhada nos ANEXOS.

TABELA 5.1. Valores médios encontrados, apds analise histolégica quantitativa, das
diferentes estruturas nos periodos experimentais.

3 dias 5 dias 11 dias

T

S

Estrutura S g % %
s |8 § £ |8 § £ |8 § =
B = = o = w e) = = O
S 15 8 I35 %8 S |8 § %
d O ks) O O R} O o 8 O
Células epiteliais 000 | 120 100 060 | 433 0,00 000 | 3,00 340 0,33

Fibras colagenas 450012620 4660 560 {3767 100 650 (2240 7,00 1,83

Fibroblastos 34,25112,40 1840 41,20 | 22,00 2500 39,00} 2520 41,80 39,33
Macrofagos 14,00 | 11,60 7,00 11,60 13,17 24,50 14,00 | 23,80 25,20 23,67
Neutrofilos 100 | 380 360 700 | 567 11,50 5,50 |11,00 7,00 7,33
Linfocitos 0,00 {1160 280 0,00 | 6,00 13,50 2,00 11,00 6,40 3,50
Vasos 275 | 540 16,20 360 | 7,17 2450 450 | 360 9,20 5,50

Qutras estruturas* 3,00 | 27,80 500 3040 533 1,00 28,00} 0,00 0,00 18,50

* foliculos pilosos, areas de necrose, fibrina, espagos vazios

Como a distribuicdo dos dados, quando comparados entre si nos
diferentes grupos foi ndo-normal, o teste utilizado foi o de Kruskal-Wallis,
levando-se em conta a significancia de 5% para se estabelecer uma diferenca

estatisticamente significante.
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TABELA 5.2. Resultados da andlise estatistica apresentados nas comparagées entre
os diferentes grupos frente a presenca de diferentes estruturas encontradas,
valendo-se do teste de Kruskal-Wallis, estabelecendo como significancia a diferenca
de 5% (alfa=0,05), representado pelo X

O @) ] o 8 O

Estrutura O w L He L

< o4 < b4 > X

— — — — — Ll

O () (& (&) ] @)

O] O] ©) (O] G, i
Periodos (em dias) 3 &6 1113 5 1113 5 1113 5 1112 & 11]3 & 11
Células epiteliais S e T B I I
Fibras colagenas X X X|- X XX X XX X X[|[X X X|X - X
Fibroblastos X X XX X XX - XX - XX X XX X -
Macrofagos - - XX - X|- - XX X -]- - -|X - -
Neutrofilos X X XIX X XX x X]l- X XIX - X|IX X -
Linfocitos X X XX X XX X XX X X|X X XX X X
Vasos X X - X X X]- - XX X X]- - -]X X X
Qutras estruturas X X X|- - XX X X|X X -]- X X|X X X

5.2.2.1. Trés dias de observagao

Passados trés dias da intervencdo, a analise quantitativa dos dados -

apresentada nas Tabelas 5.1 e 5.2. e no Grafico 5.1. - mostra que os grupos

tratados apresentam uma diferencga significativa tanto em relacdo ao grupo controle

como em relagdo ao tecido normal como entre si, com excecdo da presenca de

células epiteliais, as quais, para este estudo, ndo merecem grande destaque.

O grupo FOD apresenta uma grande presenca de fibras coldgenas e vasos.

No que diz respeito as fibras colagenas, os valores encontrados somente s&o

semelhantes ao tecido normal e estes sdo significativamente maiores que os

demais, enquanto a presenga de vasos é significativamente maior para o iodoférmio

em relacdo aos demais grupos observados.
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A sua vez, o grupo FOE apresenta uma quantidade significativamente maior

de fibroblastos e neutréfilos em relagdo aos demais grupos, o que também ocorre

em relacdo a presenca de outras estruturas, sendo, neste caso, semelhantes ao
grupo da ferida controle.

A presenca de linfécitos para os grupos tratados é inferior ao grupo da ferida

controle, e eles sao diferentes entre si. Ja no que diz respeito a macréfagos, eles

sdo significativamente menos no grupo do iodoférmio e semelhantes para os

demais.
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GRAFICO 5.1. - estruturas presentes aos trés dias de observagéo histologica para
os grupos controle e submetidos aos dois tratamentos — adigdo de iodoférmio e
hidréxido de calcio
5.2.2.2. Cinco dias de observacao.

Passados cinco dias da insercdo da medicacdo, a analise histologica
quantitativa (Tabelas 5.1. e 5.2. e Grafico 5.2.) mostra que os grupos tratados

apresentam grandes diferencas entre si. A presenca de células epiteliais, mais uma

vez nao apresenta diferencas significativas entre os grupos avaliados.
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O grupo tratado com o iodoférmio apresenta uma maior quantidade de
macrofagos, neutréfilos, linfécitos e vasos.Estes UGltimos trés em uma quantidade
significativamente maior em relagéo aos demais, enquanto os macréfagos somente
maiores significativamente em relagdo ao outro grupo tratado.
Ja o grupo tratado com o hidréxido de calcio demonstrou uma maior
presenca de oufras estruturas e de fibroblastos, sendo a primeira estrutura em
quantidade significativamente maior que os demais e o outro semelhante ao tecido

normal apesar de diferente dos demais.

Pode ainda ser salientado que os grupos tratados apresentam uma
quantidade significativamente menor de fibras colagenas em relagéo aos grupos do

tecido normal e da ferida controle.
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GRAFICO 5.2. - estruturas presentes aos cinco dias de observacéo histoldgica para
os grupos controle e submetidos aos dois tratamentos — adicdo de iodoférmio e
hidréxido de calcio
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5.2.2.3. Onze dias de observacéo.

Por fim, analisando a Tabelas 5.1. e 5.2. e o Gréfico 5.3., que mostra os
dados quantitativos observados apés onze dias de insercao da medicacao, podemos
notar que os grupos caminham para um processo de reparo. Mantém-se a presenca
bastante semelhante de células epiteliais para os grupos tratados e controle.

Os grupos tratados ora estudados mostram quantidades semelhantes
também de macréfagos, fibroblastos e neutrofilos, nestes dois ltimos,
significativamente maiores que os grupos controle, tanto da ferida como do tecido
normal, enquanto no que diz respeito aos macrofagos, eles apresentam-se similares

a ferida controle e significativamente maiores que os do tecido normal.
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GRAFICO 5.3. - estruturas presentes aos onze dias de observacéo histolégica para
os grupos controle e submetidos aos dois tratamentos — adicdo de iodoférmio e
hidréxido de calcio

No iodoférmio, ainda temos uma maior quantidade de vasos em relagdo aos

demais grupos, e de linfocitos que no hidroxido de calcio, ainda inferiores aos da

ferida controle. O hidréxido de calcio, a sua vez, é predominante na presenca de
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outras estruturas em relacdo a todos os grupos. Os grupos tratados, ainda, possuem

significativamente menos fibras colagenas que os grupos controie.

5.2.2.4 — Analise da presenca das estruturas ao longo dos periodos
experimentais

A avaliagcado da presenca destas estruturas tem como base os dados

apresentados na tabela 5.1., assim o grafico 5.4. representa a distribuicéo

das fibras colagenas, o 5.5. a presenca de fibroblastos, 0 5.6., 5.7., 5.8., 5.9

e 5.10., de neutrofilos, linfocitos,, vasos e outras estruturas, respectivamente.

As células epiteliais nao foram ora avaliadas por ndo ser de interesse para o

presnte estudo.
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GRAFICO 5.4, Distribuicdo da presenca de fibras colagenas em funcéo dos periodos
experimentais
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GRAFICO 5.5. Distribuicdo da presenca de fibroblastos em fungdo dos periodos
experimentais
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GRAFICO 5.6. Distribuicdo da presenca de macréfagos em fungdo dos periodos

experimentais
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GRAFICO 5.7. Distribuicdo da presenca de neutréfilos em fungdo dos periodos

experimentais
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GRAFICO 5.8. Distribuicdo da presenca de linfocitos em funcdo dos periodos

experimentais
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GRAFICO 5.9. Distribuicido da presenca de vasos em funcdo dos periodos
experimentais
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GRAFICO 5.10. Distribuicdo da presenca de outras estruturas em fungdo dos
periodos experimentais



6 DISCUSSAO

As principais condicbes para que se indique a realizagdo do tratamento
endododntico estdo ligadas ao comprometimento da polpa dental, quer por meio de
quadros inflamatorios ou infecciosos. Salientando esta segunda condicdo, estudos
demonstram a contaminagdo desta regido como sendo bastante complexa, por
tratar-se de um ecossistema com caracteristicas impares em fungcdo de sua
localizacgo. Essa regido, uma vez contaminada apresenta uma pequena quantidade
de oxigénio e a grande disponibilidade de proteinas (devido a presenca de tecidos
em decomposicdo), condicbes propicias ao desenvolvimento de bactérias
anaerobias estritas e facultativas (ALLARD et al., 1979;.FABRICIUS et al., 1982;
SUNDQUIST, 1992; SUNDQUIST, 1994; SELTZER; FARBER, 1994).

A manutenc@o desta contaminagdo e seus subprodutos levam, associados
ao sistema de defesa do hospedeiro, ao desenvolvimento de uma lise O0ssea na
regido apical — denominada les&o periapical, que pode ser aguda ou cronica em
funcdo principalmente do tipo de microorganismo envolvido e do sistema de defesa
do hospedeiro (JONTELL et al., 1998; MARTON; KISS, 2000). Nesta les&o formada,
0s microorganismos podem se organizar de modo a formar, junto ao cemento, um
biofilme periapical que, uma vez estabelecido, é de dificil tratamento em funcdo da
defesa inata de seus componentes e da dificuldade do organismo em combaté-la.

(RAMACHANDRAN NAIR, 1987; TRONSTAD et. al., 1987, RAMACHANDRAN NAIR
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et. al, 1990; TRONSTAD; BARNETT; CERVONE, 1990; TRONSTAD,;
KRESHTOOL; BARNETT, 1990; SIQUEIRA, 1997; SIQUEIRA; LOPES, 1998;
DISTEL; HATTON; GILLESPIE, 2002; NOIRI et. al., 2002; LEONARDO et. al., 2002)

A intervencdo endodontica, nestas condigbes, deve ter como objetivos o
estabelecimento da desinfecgdo e a limpeza deste sistema de canais radiculares.
Grande parte desta condigéo € obtida durante a fase de preparo quimico-cirdrgico,
por meio da utilizagdo de instrumentos de uso manual ou acionados a motor,
coadjuvados por substancias quimicas auxiliares. Os instrumentos removem, por
acdo mecanica, os componentes do canal radicular na sua luz e na superficie
dentinaria, ja as SQA, complementam este procedimento durante esta fase, nas
areas em que 0s instrumentos ndo conseguem agir como variagdes anatomicas e
tubulos dentinarios. (ABOTT, 1990; CHONG; PITTFORD, 1992)

Assim sendo, podemos vislumbrar uma série de limitagbes do preparo e
consequentemente da terapia convencional, a qual necessita de uma
complementacido para a descontaminacédo quer pelo uso de drogas que possuam
acao direta sobre os microorganismos, ou criem condi¢des indspitas para o0 seu
desenvolvimento, além de estimularem a resposta do hospedeiro, onde foram
escolhidas para este estudo o hidrdxido de calcio e o iodoférmio.

O hidroxido de calcio € uma base forte, cujo principal mecanismo de agao
estéd associado a dissociagdo de seus componentes, ou seja, a liberagdo de ions
célcio e hidroxila (HEITHERSAY, 1975; FOREMAN; BARNES, 1990; SIQUEIRA;
LOPES, 1999). O lodoférmio tem sua agéo ligada a liberagéo do iodo e também a
volatilizagdo do iodoférmio. A ativacdo desses fendmenos em tecidos vivos é
decorrente da dissociagéo deste farmaco, em funcéo de sua grande capacidade de

reabsor¢do que pode ser bem controlada em funcdo de sua radiopacidade (JUGE,
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1959; MAISTO; EURASQUIM, 1965; MAISTO, 1975; CASTAGNOLA, 1976;
MANISALI; YUCEL; ERISEN., 1989; DANIEL; JAEGER; MACHADO, 1999)

Na pratica, estas duas drogas apresentam acio eficiente no tratamento de
dentes portadores de les@o periapical (VERNIEKS; MESSER, 1978, PALLOTTA,
2002; PETERS; WESSELINK, 2002; DE MOOR; DE WITTE, 2002). Qutras
avaliacoes, valendo-se de dentes de ratos e cachorros, realizadas nestas condi¢des
puderam verificar a validade da insercdo de qualquer uma das medicagbes
intracanais no processo de reparo tecidual (VOJINOVIC; SRNIE, 1975; ROCCA et
al., 1985; DANIEL, 2001; GOMES, 2003).

A dissociacdo de ions hidroxila promove alcalinidade na area de acgéo,
invertendo o pH do meio inflamado (HEITHERSAY, 1975) o que cria condi¢cdes as
guais poucas bactérias podem sobreviver (FOREMAN; BARNES, 1990; SIQUEIRA,;
LOPES, 1999). Todavia, seu comportamento € limitado quando sua agao é avaliada
em determinadas condi¢gdes clinicas como a contaminacdo em profundidade
(HAAPASALO; BRSTAVIK, 1987; FUSS et al., 2002) e na presenca de hidroxiapatita
e dentina contra o E.faecalis em estudos realizados e analisados por meio da
diluicdo em caldo (HAAPASALO et al, 2000; DISTEL; HATTON; GILLESPIE, 2002,
HAENNI et al., 2003). o que ndo pdde ser repetido quando foi utilizada a difusdo em
Agar (BREDER, 2003), condigéo esta em que o comportamento antibacteriano das
drogas é limitado (BARBOSA et al., 1997, GOMES et al., 2002).

Ainda, quando comparados, o hidréxido de calcio e o iodoférmio possuem
comportamento antibacteriano bastante semelhante, a néo ser pelo fato deste ter um
comportamento mais eficiente nas condigbes de anaerobiose (PALLOTTA, 2001),
onde levamos em consideragéo a maior liberagéo de iodo em estado nascente, pois

sabemos que ha uma maior dissociagéo do iodo quando da presenca de tecidos
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organicos em desintegracdo, auséncia de luminosidade, temperatura ideal,
localizagdo em meios alcalinos e auséncia de oxigénio (MAISTO, 1975;
SEMERARO: MAGALHAES, 1978; DANIEL; JAEGER; MACHADO, 1999),
condi¢cdes encontradas, a excegao da alcalinidade em casos de necrose pulpar.
Soma-se a esse fato, a acéo direta sobre o lipopolissacaridio da membrana celular
bacteriana, pois ambos possuem a capacidade de altera-lo (SAFAVI; NICHOLS,
1994; FERNANDES, 1997; NELSON-FILHO et al., 2002).

Outras agbes do hidroxido de calcio estdo ligadas a acdo direta sobre as
bactérias, pois 0s mesmos levam a lise da membrana celular citoplasmatica,
desnaturacéo de proteinas estruturais e lise de DNA , altera a sintese da membrana
celular, podendo, inclusive, agir sobre caracteristicas estruturais das bactérias, como
forma e motilidade (SIQUEIRA; LOPES, 1999; SAFAVI ; NICHOLS, 1994). Podemos
dizer, a esse respeito, pelos resultados ora encontrados que esta droga também age
destruindo o tecido normal com a formacgao de areas de necrose aos trés e aos cinco
dias de observacéo histoldégica e um atraso muito grande do reparo, como serao
posteriormente abordados.

A dissociacdo do hidréoxido de calcio nos tecidos leva a liberagdo de ions
calcio também, que agem diminuindo a permeabilidade dos vasos e age na sintese
de colageno (HEITHERSAY, 1975). Essa liberacdo de ions ainda age como oxidante
de radicais livres (SIQUEIRA; LOPES, 1999). A sintese de colageno n&o parece ser
estimulada na presenca desta droga, pois ela apresenta niveis muito baixos para
todos os periodos experimentais estudados.

A liberac&o de iodo no iodoférmio age, quando em contato com os tecidos,
em sinergia com a capacidade de oxidagao do iodoférmio, fazendo com que esse

medicamento apresente propriedades detergentes, desinfetantes e desodorizantes
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(SEMERARO; MAGALHAES, 1978; DANIEL; JAEGER; MACHADO, 1999), além de
ele possuir atividades anestésica (DANIEL, JAEGER; MACHADO, 1999) e
higroscopica (JUGE, 1959). Sua agéo detergente pode ser verificada, de acordo com
esta investigacdo, pela destruicdo da camada de tecido adiposo adjacente ao
subcutaneo, o qual inicia sua rearganizag¢ao aos cinco dias de observacao, estando
praticamente integro aos onze dias.

O emprego do iodoférmio em extensas lesdes periapicais € justificado por
sua propriedade de promover a formacdo de tecido de granulagdo, através do
estimulo da resposta inflamatéria o que contribui para a reparacéo éssea (MAISTO;
EURASQUIM, 1965; MAISTO, 1975, CASTAGNOLA, 1976, DANIEL, JAEGER;
MACHADO, 1999). O tecido de granulacdo & caracterizado por ter uma grande
quantidade de fibroblastos e principalmente vasos neoformados, condigéo
encontrada, neste estudo, para as observagcdes em todos os periodos,
especialmente os cinco dias, com uma grande quantidade de células e vasos.

Como limitacdes, as pastas iodoformadas, apresentam sabor desagradavel
e a possibilidade de desenvolvimento de reacao alérgica ao iodo (CASTAGNOLA,
1976), embora n&o haja registros dessa intercorréncia, além de poder provocar
pigmentagdo nos dentes (DANIEL; JAEGER; MACHADO, 1999), o que pode ser
facilmente resolvido através da limpeza adequada da camara pulpar.

A acdo destes dois medicamentos, outrossim, denota a necessidade de
contato entre a medicagdo e contaminag&o, bem como a presenca de uma relagao
direta entre a concentragdo de medicacdo e sua eficacia (KONTAKIOTIS; NAKOU;
GEORGOPOULOU, 1995 PALLOTTA, 2001). Na prética isso se traduz na
necessidade de se realizar a medicacdo extracanal onde a mesma deve ser

extravasada para a regiao periapical.
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Em funcdo desta necessidade, os mecanismos envolvidos na resposta
inflamatdria a estas duas drogas deve ser melhor conhecido, para verificar seu
comportamento e tentar entender o porque de estas contradi¢des que existem em
relacdo ao comportamento das drogas nao corresponder a realidade clinica
(VERNIEKS; MESSER, 1978; PALLOTTA, 2002; PETERS; WESSELINK, 2002; DE
MOOR; DE WITTE, 2002).

Para que seja possivel utilizar esta pratica clinica, devemos conhecer o
comportamento destas drogas quando em contato com os tecidos vivos. Foi
preterido, neste estudo, a utilizagéo de cultura de células (MERYON; BROOK, 1990;
DANIEL, 1999; NEFF; LAYMANE; JEANSONNE, 2002; SCHWARZE; LEYHAUSEN;
GERUTSEN, 2002; HAUMAN; LOVE, 2003) em funcdo de a mesma n&o levar em
consideracéo a existéncia de inter-relagdes entre as células dentro de um mesmo
tecido, o que no Nosso caso parece ser a chave para o entendimento do processo.

Considera-se, assim, a necessidade de avaliar o conjunto de reacgdes que
sdo desenvolvidas como resposta na regido periapical as diferentes medicagdes a
serem testadas. Foi escolhido, entdo, o dorso de ratos, em fungéo do conhecimento
a partir de um grande numero de estudos ja realizados, de séu comportamento em
condi¢cdes de normalidade (HEBEL; STROMBERG, 1976) como frente a um quadro
de agressdo. (GUARACIABA; FAVA DE MORAES, 1980; OLSSON; SLIWKOWSKI,
LANGELAND, 1981; SAFAVI; PASCON; LANGELAND, 1983; @RSTRAVIK e MJOR,
1988; YESILOY et al, 1988; ZMENER; GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1988; HAUMAN;
LOVE, 2003)

A utilizacdo da andlise histolégica qualitativa (GUARACIABA; FAVA DE
MORAES, 1980; SAFAVI, PASCON; LANGELAND, 1983; MICHEL, 1984; CHEDID,

1988; YESILOY et al, 1988; DANIEL, 2001, GOMES, 2003) e quantitativa —
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morfométrica — (OLSSON; SLIWKOWSKI; LANGELAND, 1981; SAFAVI; PASCON;
LANGELAND, 1983; ZMENER; GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1988) é
reconhecidamente comprovada e em func&o de seu uso.

Na avaliagdo realizada neste estudo, podemos dizer que, nas diferentes
analises, o comportamento do iodoformio (FOD) foi significativamente melhor que o
do hidroxido de calcio (FOE) quando colocados no subcutaneo do rato. A analise
macroscopica ja permite visualizar um tecido integro para o primeiro grupo,
enquanto o grupo FOE apresenta uma area de necrose efou edema (Figuras 5.1.,
5.2. e 5.3.) que parece aumentar com o passar dos periodos experimentais. Estes
resultados parecem ser condizentes com a literatura no que se refere ao iodoférmio
que é bem tolerado pelos tecidos periapicais (JUGE, 1959; VOJINOVIC: SRNIE,
1975; MANISALI; YUCEL; ERISEN, 1989) Quando aplicado em cultura de células,
todavia, o iodoférmio é bastante agressivo (MERYON; BROOK, 1990; DANIEL,
1998), sendo mais citotdxico que o hidréxido de calcio (DANIEL, 1998). O principal
motivo que pode demonstrar esta aparente discrepancia entre a realidade clinica e a
tolerancia tecidual & a metodologia empregada que, apesar de comprovadamente
eficaz, possui limitagdes.

Ja na analise histolégica, esta condicdo é mais bem explicitada, onde o
grupo FOE apresenta um atraso maior no processo de reparo, apresentando, aos
trés dias, o epitélio sem sinais de reconstrucéo epitelial (Figura 5.4. — A), com uma
grande area de necrose que se estende até a camada muscular, enquanto no FOD
(Figura 5.4. — B), pode ser observada uma area de necrose restrita a regido da
ferida, apesar da perda do tecido adiposo, o que pode ser justificada pela interacdo
inata do iodo com a camada de gordura. Ainda, células fagociticas envolvem a

lesdo, denotando a resposta inflamatéria sendo desencadeada.
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Passados cinco dias, a condi¢do de reparo € mantida para o grupo FQOE,
sem sinais de reepitelizacdo, sendo agora possivel visualizar a presenca de células
gigantes na borda da les&o até a camada muscular, condicdo semelthante ao grupo
FOD aos trés dias. O iodoformio, aos cinco dias, mostra o epitélio em estagio de
reparo, sendo agora possivel verificar a derme com um grande infiltrado inflamatério,
apresentando também neovascularizacdo, o que confirma os dados apresentados
na literatura (MAISTO; EURASQUIM, 1965; MAISTO, 1975; CASTAGNOLA, 1976).

Pés 11 dias, o grupo FOE é apresentado como condigdo semelhante a
apresentada pelo FOD aos cinco dias, somados a reorganizagcdo dos tecidos
adiposo e muscular. O tratamento com iodoférmio mostra um epitélio e o conjuntivo
integros, e o tecido adiposo neoformando sobre a ferida, o que parece estar
caminhando para o comportamento normal do tecido de dorso de rato (HEBEL,
STROMBERG, 1976).

A presenca de colageno para o grupo tratado com hidréoxido de calcio é
apresentada como do tipo | que vai da base da ferida — aos trés e aos cinco dias — e
do tipo lll ao redor da les&o aos onze dias, enquanto o outro tratamento (iodoférmio),
demonstra colageno tipo | ao redor de toda a ferida aos trés dias, 0 que muda
progressivamente para colageno tipo il ao redor de toda a ferida, permeado no
infiltrado inflamatorio, essa mudanga ¢é caracteristica da fase de proliferacéo
fibroblastica e de reparagé&o no desenvolvimento do reparo (Oliveira, 1999).

Avaliando a andlise quantitativa, algumas correlagdes podem ser realizadas
e, de posse dos dados, € possivel demonstrar e até mesmo justificar outros achados
histoldgicos e clinicos.

Podemos verificar que a resposta promovida no FOD é caracterizada por

neoformagdo vascular (angiogénese), que pode ser vista em todos os periodos
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experimentais (Tabela 5.1., Gréfico 5.9.)- com o pico aos cinco dias - com uma
quantidade muito grande de vasos nos campos avaliados. Este mesmo tempo
experimental — cinco dias — mostra um grande ndmero de células de defesa, em
especial neutréfilos e linfocitos (Tabela 5.1. e Graficos 5.7 e 5.8), que sdo trazidas
pelos vasos que ora também estdo em numero elevado. O meio celular esta com
uma grande quantidade de macrofagos (Tabela 5.1. e Grafico 5.6.), os quais
necessitam, para uma agao mais efetiva, um sistema de drenagem eficiente para
poderem eliminar seus catabdlitos.

A presenga de macrofagos €& somente alterada no grupo FOD,
possivelmente pela sua alta antigenicidade, pois nos grupos GCIl e FOE, a
ocorréncia desta célula € semelhante durante o experimento, demonstrando que
esta droga ndo é capaz de interferir com seu comportamento. Resultados
encontrados para cimentos a base de hidréxido de calcio contradizem essa
afirmacgdo, pois apods periodos curtos de observagcédo, havia uma alteracdo da
quantidade de macroéfagos, que pode ter sido causada por outro componente do
cimento (ZMENER; GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1988), informagédo esta que parece
estar de acordo com o conhecimento da melhor tolerancia tecidual dos cimentos que
de medicacdes a base de hidroxido de calcio (YESILOY et al., 1988).

Avaliando a presenca de células exclusivamente inflamatérias — macréfagos,
linfécitos e neutréfilos — tdo somente (Tabela 5.1. e Graficos 56., 5.7. € 5.8.), elas
apresentam-se em maior quantidade no grupo GCIl aos trés dias em relagao aos
demais. Neste grupo esta quantidade se mantém apods cinco dias, ja nos grupos
tratados ela aumenta, ainda que em proporgdes diferentes. No grupo FOE, ha um
aumento discreto, enquanto no grupo FOD o numero destas células praticamente

quadruplica. Passados onze dias, a tendéncia de aumento registrada permanece
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para os grupos da ferida controle e do hidroxido de calcio, com maior numero para o
primeiro grupo, interpondo-se, em funcéo de uma discreta diminuicdo, o grupo do
iodoférmio entre eles. A presenca destas células é representativa de quadros
inflamatdrios agudos no case dos macréfagos e neutrdfilos e crdnicos no caso dos
linfocitos, o que ndo pode ser dividido, a n&o ser de forma didatica. Os dois primeiros
sdo responsaveis pelos mecanismos de fagocitose eliminando o agente agressor e
suas conseqUéncias, enquanto o outro desenvolve uma resposta especifica ao
agente que ali esta intervindo.

Esta analise nos permite dizer que o iodoférmio apresenta um pico da
reacdo inflamatéria aos cinco dias tendendo, apds onze dias, a diminuir a
inflamacé&o, pois ha uma diminuicdo neste periodo da presenca de vasos. Um fato a
ser considerado € a resposta do rato ser de duas a trés vezes mais rapida que no
ser humano, sendo assim, o pico de inflamag&o para este tratamento ocorre aos
quinze dias no homem e a estabilidade deste quadro entre os vinte e trinta dias.

Os fibroblastos (Tabela 5.1. e Gréfico 5.5.) apresentam um aspecto distinto,
pois, pela metodologia empregada, n&o & possivel estabelecer se os mesmos estdo
ativos ou n&o. A analise histolégica mostra um numero praticamente constante nos
diferentes periodos experimentais para o hidroxido de calcio, o que n&o acontece
nos demais grupos tratados que apresentam um aumento do numero que € mais
significativo no GCII entre os trés e cinco dias e no FOD entre os cinco e onze dias,
o0 que demonstra que o processo de reparo, ainda que o mesmo esta atrasado.

A quantidade de fibras colagenas — representativa de reparo da les&o -
(Tabela 5.1. e Grafico ©.4.) apresenta caracteristicas semelhantes entre os grupos
GCIl e FOE, com aumento dos trés para os cinco dias e diminuigdo aos onze dias,

diferenciando-se pela quantidade presente que € muito maior no primeiro grupo; ja o
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FOD apresenta uma diminui¢@o abrupta nos dois primeiros tempos experimentais, o
que poderia ser explicada pela demora desta droga em desencadear o conjunto de
reacdes, com elevacdo de sua quantidade posteriormente aos onze dias. Levando
em consideragéo que nem todos os fibroblastos ali presentes estdo ativos, esta
condig&o fica clara em que o tratamento com hidroxido de célcio, apesar de mostrar
uma quantidade grande de fibroblastos, apresenta poucas fibras colagenas,
devendo os mesmos estarem em fase de laténcia ou mesmo de necrose.

Este fato pode ser melhor observado quando verificamos a presencga de
outras estruturas para este grupo, € possivel verificar que, além de ser em numero
elevado, a mesma é representada por areas de necrose, o que n&o acontece com o
tecido normal em que podem ser vistos foliculos pilosos em abundancia,
caracteristicos do animal.

Avaliagbes anteriores da resposta destas duas drogas (DANIEL, 2001;
GOMES, 2003) demanstram que o gatilho da agao para o iodoformio € efetivamente
mais lento — verificado pela manutencédo da quantidade de fibras colagenas aos trés
dias -, 0 que, em termos de reparo, nao interfere, haja vista, no presente estudo, que
em um espaco de dois dias ha uma alteragdo completa do comportamento do
iodoférmio, onde em espacos mais curtos de tempo, seu efeito é maior, conforme
observado aos cinco dias com um grande aumento da vascularizagdo e das células
inflamatoérias e diminuicdo das fibras colagenas. Tém-se entdo que esta droga
pareceu ser mais eficiente, retardando menos o reparo confirmando os achados
clinicos (PALLOTTA, 2002). O tratamento com hidroxido de calcio causa uma
necrose tecidual que atinge inclusive a camada muscular, apesar do mesmo ser
apenas inserido no subcutaneo do animal, assim sendo o0 atraso causado no reparo

de um tecido conjuntivo com o hidroxido de calcio € muito maior, o que, mais uma
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vez, vem a confirmar os achados clinicos de se evitar ao maximo o extravasamento
desta droga para o tecido apical em funcdo de sua grande capacidade destrutiva.(
DE MOOR; DE WITTE, 2002)

A velocidade de reacdo poderia ser explicada, assim, pelo fato da
dissociagdo do iodo ser lenta e constante, bem como a possibilidade de o iodoformio
estar agindo como um corpo estranho somente, o que ndo acontece para o hidroxido
de célcio, apesar de estamos utilizando um veiculo de liberag&o lenta de calcio e
hidroxila (FAVA; SAUNDERS, 1999).

A pasta iodoformada empregada neste estudo parece ser mais bem aceita
pelo organismo que a pasta Guedes-Pinto, coincidindo, em ambos os casos, com
uma grande ativagdo da resposta inflamatoria, com a presenga de macrofagos e
linfécitos. (MICHEL, 1984; CHEDID, 1988). Sua maior agressividade esta ligada a
presenca de outros componentes na pasta como o PMCC que é reconhecidamente
citotoxico. Por outro lado, afirmagdes que determinam a utilizagao do hidroxido de
calcio em qualquer comprometimento pulpar (FAVA; SAUNDERS, 1999) est&o
equivocadas, pois ele ndo pode ser utilizado em casos de polpas vitais, devido a sua
condicdo de agressividade tecidual, nem extravasado para a porgcao apical o que
demonstra uma destruigdo tecidual e conseqlente alio indice de pods-operatorio
dolorido. (DE MOOR; DE WITTE, 2002) Além de 0 mesmo n&o ter a mesma ag¢éo na
presencga de hidroxiapatita e dentina. (HAAPASLO et al., 2000)

Na analise do processo reparacional do organismo, este pode ser
classificado como sendo de regeneragido ou cicatrizagdo. Na regeneragado, o tecido
reparado € muito semelahnte ao tecido original, o que nao acontece na cicatrizagao,
onde uma fibrose é usualmente depositada em substituicdo ao tecido lesionado.

Este processo € dividido, pela literatura, em diferentes fases e, dado a similaridade
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dos eventos ora encontrados, visto que nada mais é observado que o reparo, sera
sugerida, pelo autor, uma divisdo de eventos que possam colocar as diferentes
observacdes histoldégicas encontradas nas fases apresentadas e resumidas por
Oliveira (1999), a saber: a) fase de inflamag&o — presenga de células da inflamagao
inespecifica; b) reepitelizacédo - regularizacdo da superficie epitelial e recobrimento
do conjuntivo; c) angiogénese - neoformagéo vascular e aumento das células de
defesa; d) proliferacgo fibroblastica - formagéo do tecido de granulacdo com grande
quantidade de fibroblastos; e e) contragdo — tecido voltando a normalidade, com
menor quantidade de células e vasos.

Para o grupo GCII aos trés dias, ele se apresenta na fase de inflamacéo indo
para a reepitelizacao; aos cinco dias esta mais caracterizada a fase de proliferacdo
fibroblastica, e aos onze dias inicia-se a fase de contracdo. Ja no grupo FOE, aos
trés dias s6 pode ser visualizada destruicdo tecidual, caracterizando-se
posteriormente como inflamagéo que se matura caminhando para a reepitelizagao,
aos cinco e onze dias respectivamente. O tratamento do grupo FOD, caracteriza-se,
no primeiro tempo experimental, a fase de inflamacao e reepitelizagéo, progredindo
para angiogénese aos cinco dias e por fim a fase de proliferagcao fibroblastica.

Diante destes resultados, e conhecedores das alteracdes dos quadros
inflamatoérios, o comportamento clinico frente ao iodoféormio deve mudar, sendo
preponderante em relagdo ao hidroxido de calcio. Todavia seus resultados devem
ser novamente avaliados colocando-se uma quantidade determinada e bem menor
de medicacéo intracanal, e assim verificar se pode ou n&o haver outro tipo de
_ resposta, apesar de clinicamente ser visualizado um grande nuamero de diferentes
lesbes no que se refere a tamanho e a quantidade de medicacéo que pode ser

colocada em seu interior.
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Outro estudo deve versar sobre o fato de alguns pd&s-operatérios de
medicacdo com um outro medicamento ser tdo diferente devendo assim ser
considerados os mediadores quimicos envolvidos ou inibidos no processo para que
possamos chegar realmente a uma nova medicacdo que realmente estimule a
defesa do organismo, em um nivel clinicamente aceitdvel de resposta — sem
inchago, sem dor — contando com um numero infinitamente menor de contra-

indicagdes.



7 CONCLUSAO

Em fungdo da Analise dos resultados encontrados, os autores puderam

concluir que:

1. No que se refere a avaliagao qualitativa da resposta

a. A acdo do iodoférmio mostrou interferir menos no processo de reparo, ainda que
tenha sido atingido seu pico de acédo aos cinco dias, com ativagdo do reparo e
estabilizacdo da mesma aos onze dias de observacao;

b.O hidroxido de calcio gerou uma grande area de necrose que iniciéu sua
regularizagéo somente aos onze dias do estudo.

2. No que se refere a avaliacdo quantitativa da resposta

a. Avaliando os componentes inflamatérios, o grupo do iodoférmio apresentou um
alto indice de neovascularizacdo em todos os periodos experimentais, bem como
uma grande quantidade de células inflamatérias — macréfagos, linfocitos e
neutrofilos — em especial aos cinco dias de observagao. Ja o hidréxido de célcio
mostrou uma condi¢do mais favoravel a reparacéo apos onze dias do estudo;

b. Em relagdo as fibras colagenas, o grupo do hidréxido de calcio apresentou uma
manutencgio inicial de sua quantidade, que diminuiu aos onze dias, 0 que nao
aconteceu com o iodoférmio que diminui muito entre os primeiros periodos,

estando inclusive inferior ao outro grupo, voltando a subir apds onze dias;
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c. Os fibroblastos apresentaram-se em quantidades semelhantes para todos os
periodos experimentais no grupo do hidréxido de calcio e foram aumentando sua
presenc¢a no grupo do iodoférmio;

d. A presenca de outras estruturas foi observada no grupo do hidroxido de calcio em

todos os periodos e somente presente no iodoférmio aos trés dias de observagéo.
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APENDICE A — Valores encontrados, na analise quantitativa, da presenca das
diferentes estruturas para o periodo de observacgéo de trés dias
nos diferentes campos observados dos grupos controle (GCII),
tratado com iodoférmio (FOD) e com hidroxido de célcio (FOE)

| — GCIl — grupo da ferida controle

estrutura CORTE .

1 9 ) 4 5 SOMA  MEDIA SD
células epiteliais 6 0 0 0 0 6 1,20 2,6833
fibras colagenas 17 30 36 27 21 4 fg) 26,20 7,4632
fibroblastos T 12 17 15 1 62 12,40 3,8471
vasos 3 Fi 5 4 8 27 5,40 2,0736
neutroéfilos 3 3 4 5 4 19 3,80 0,8367
macroéfagos 8 12 15 12 14 58 11,60  2,5100
outros 47 22 13 25 32 139 2780 12,7161
linfocitos 9 14 10 12 18 58 1160 20738
Il = FOD — grupo tratado com iodoférmio
estrutura CORTE c

1 2 3 4 5 SOMA  MEDIA sD
células epiteliais 2 0 0 0 0 2 0,40 0,8944
fibras colagenas 40 83 41 45 54 233 46,60 6,5803
fibroblastos 13 13 23 20 23 92 18,40 5,0794
vasos 27 17 16 12 9 81 16,20 6,8337
neutrofilos 3 3 3 5 4 18 3,60 00,8944
macrofagos 5 7 10 8 5 35 7,00 21213
outros 6 3 3 8 3 25 500 2,1213
linfocitos 4 2 4 2 2 14 2,80 1,0954
Il — FOD — grupo tratado com hidroxido de calcio
estrutura CORIE -

1 2 3 4 5 SOMA  MEDIA S
células epiteliais 0 0 3 0 0 3 060 1,3416
fibras colagenas 3 5 7 5] g 28 560 16733
fibroblastos 44 44 39 36 43 206 4120 33,5637
vasos 2 4 4 4 4 18 3,60 0,8944
neutrofilos 9 9 6 6 5 35 7,00 1,8708
macrofagos 8 14 12 11 12 58 11,60 2,3022
outros 34 24 29 37 28 152 30,40 5,1284
linfécitos 0 0 0 0 0 0 0,00 0,0000
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APENDICE B—  Valores encontrados, na andlise quantitativa, da presenca das
diferentes estruturas para o periodo de observacédo de cinco dias
nos diferentes campos observados dos grupos controle (GCII),

tratado com iodoférmio (FOD) e com hidroxido de célcio (FOE)

| — GCII — grupo da ferida controle

CORTE

FEguia 3 4 5 o | SOMA MEDIA  SD
células epiteliais 8 0 8 0 0 10 26 4,33 4,8028
fibras colagenas 45 43 37 30 42 29 226 37,67 6,8605
fibroblastos 19 17 22 30 20 24 132 22,00 4,6043
vasos 5 12 7 4 9 6 43 7.17 2,9269
neutrofilos 9 5 7 3 5 34 5,67 2,0656
macroéfagos 12 12 11 12 16 16 79 1317 2,2286
outros 5 6 9 5 3 32 5,33 2,0656
linfocitos 5 5 6 8 5 7 36 6,00 1,2649
[l — FOD — grupo tratado com iodoférmio

estrutura HORIE :

SOMA MEDIA SD

células epiteliais 0 0 0 0,00 0,0000

fibras colagenas 1 1 2 1,00  0,0000

fibroblastos 24 26 50 25,00 1,4142

vasos 25 24 49 24 .50 0,7071

neutrofilos 12 11 23 11,50 0,7071

macroéfagos 24 23 47 23,50 0,7071

outros 0 2 2 1,00 1,4142

linfocitos 14 13 27 13,50 0,7071
[l — FOD — grupo tratado com hidroxido de célcio

estrutura SIS .

SOMA MEDIA SD

células epiteliais 0 0 0,00 0 0

fibras colagenas 6 7 13 6,50 0,7071

fibroblastos 41 37 78 39,00 2,8284

vasos 3 6 9 450 21213

neutrofilos 5 6 11 5,50 0,7071

macrofagos 14 14 28 14,00  0,0000

outros 29 27 56 28,00 1,4142

linfocitos 2 2 4 2,00 0,0000
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APENDICE C - Valores encontrados, na analise quantitativa, da presenca das
diferentes estruturas para o periodo de observacéo de onze dias
nos diferentes campos observados dos grupos controle (GCII),
tratado com iodoférmio (FOD) e com hidréxido de célcio (FOE)

| — GCII — grupo da ferida controle

estrutura CORTE .
1 2 3 4 5 SOMA  MEDIA SD

células epiteliais 0 0 15 0 0 15 3,00 16,7082
fibras colagenas 18 23 18 30 23 112 2240 4,9295
fibroblastos 28 27 22 23 26 126 2520 2,5884
vasos 4 3 5 3 3 18 3,60 0,8944
neutrofilos 15 9 11 9 11 55 11,00 2,4495
macréfagos 27 25 20 23 24 119 23,80 2,5884
outros 0 0 0
linfocitos 8 13 9 12 13 55 11,00 2,3452

[l — FOD — grupo tratado com iodoférmio

estrutura CORTE .
1 2 3 4 5 SOMA MEDIA SD

células epiteliais 9 0 0 8 0 17 3,40 4,6690
fibras colagenas 6 8 9 6 6 85 7,00 1,4142
fibroblastos 42 42 43 34 48 209 41,80 5,0200
vasos 9 10 10 9 8 46 9,20 0,8367
neutrofilos 5 5 6 10 9 35 7,00 2,3452
macrofagos 24 29 27 25 21 126 2520 3,0332
outros 0 0 0 0 0 0 0,00  0,0000
linfocitos 5 6 5 8 8 32 6,40 1,5166
lIl — FOD — grupo tratado com hidroxido de calcio

estrutura CORTE :

1 & 3 A 5 6 SOMA  MEDIA SD

células epiteliais 0 0 0 1 1 0 2 0,33 0,5164
fibras colagenas ¢ 2 2 2 3 1 11 1,83 0,7528
fibroblastos 40 42 38 34 40 42 236 39,33 3,0111
vasos 7 6 8 4 2 6 23 550 2,1679
neutrofilos 6 6 8 T 6 11 44 7,33 19664
macrofagos 25 27 26 21 22 21 142 2387 26583
outros 14 16 14 29 22 17 111 18,50 5,9582
linfocitos 7 2 4 2 4 2 21 3,60 1,9748
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APENDICE D - Valores encontrados, na analise quantitativa, da presenca das

diferentes estruturas para o tecido normal.

estrutura CORTE .
1 o 3 4 SOMA  MEDIA SD

células epiteliais Q 0 0 0 0 0,00 0,0000
fibras colagenas 41 45 48 46 180 4500 2,9439
fibroblastos 35 37 21 34 137 3425 2,5000
vasos 4 3 2 2 11 2,75 0,9574
neutrofilos 1 1 1 1 4 1,00  0,0000
macréfagos 15 12 14 156 56 14,00 1,4142
outros 4 Z 4 2 12 3,00 1,1547
linfécitos 0 0 0 0 0 0,00 0,0000
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ANEXQO A — Analise da distribui¢do amostral da presenca de células

epiteliais, apds trés dias de intervencéo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. FregUéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe:

Curva normal

Curva experimental

B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade
Valor do Qui quadrado :
Probabilidade de Ho

M-3s M-2s M-1s Med M+ls Mi2s M+3s
0,44 540 2420 3989 2420 540 0,44
0,00 0,00 000 8421 526 526 526
4 Interpretacéo

93,66 A distribuicdo amostral
0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO B — Andlise estatistica da presenca de células epiteliais nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias apds a intervengéo.

Comparagao entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenga entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 0,2000 Ns
lodoformio X Controle 0,4000 Ns
lodoférmio X Tecide Normal 1,7000 Ns
Ca(OH), X Controle 0,2000 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 1,9000 Ns
Controle X Tecido Normal 2,1000 Ns

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  0,9235

Valor do X? para 2 graus de liberdade: 0,92
Probabilidade de Ho para esse valor: 81,98 %

Né&o-Significante (alfa > 0,05)
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ANEXQO C- Andlise da distribuicdo amostral da presenca de fibras

colagenas, apds trés dias de intervencao nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2s M:1s Med M+tls Mi2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 28 21,58 1579 4737 000 000
B. Célculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade : 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 44 40 A distribuicao amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO D — Andlise estatistica da presenca de fibras colagenas nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias ap0s a intervengéo.

Comparacao entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH); 12,0000 0,1%
lodoférmio X Controle 7,0000 0,1%
lodoférmio X Tecide Normal 0,0000 Ns
Ca(OH), X Controle 5,0000 1%
Ca(OH); X Tecido Normal 12,0000 0,1%
Controle X Tecido Normal 7,0000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 15,5145
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 15,51
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,14 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO E - Analise da distribuicdo amostral da presenca de

fibroblastos, apos trés dias de intervencéo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s
Curva normal 0,44
Curva experimental 0,00

B. Calculo do Qui quadrado:

M-2s M-1s Med M+1s M+2s M+3s

540 2420 39,89 2420 540 0,44
526 31,58 21,05 4211 000 000

Graus de liberdade 4 Interpretacao
Valor do Qui quadrado : 29,80 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO F — Andlise estatistica da presenca de fibroblastos nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias ap6s a intervencao.

Comparacgéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas
lodoférmio X Ca(OH),
lodoférmio X Controle
lodoférmio X Tecido Normal
Ca(OH), X Controle
Ca(OH), X Tecido Normal

Controle X Tecido Normal

Diferenga entre as médias Significancia

9,6000 0,1%
3,4000 5%
5,5500 1%
13,0000 0,1%
4,0500 5%
8,9500 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 15,6047
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 15,60
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,14 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO G - Anélise da distribuicdo amostral da presenca de
macrofagos, apos trés dias de intervencio nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Freguéncias por intervalos de classe:°

Intervalos de classe: M-3s M-2s M-1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0,00 10,53 21,05 36,84 31,58 0,00 0,00
B. Célculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 13,16 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 1,0500 % testada ndo é normal

ANEXO H — Analise estatistica da presenca de macréfagos nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias apds a intervencéo.

Comparagéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 7,3000 1%
lodoférmio X Controle 7,3000 1%
lodoférmio X Tecido Normal 12,1500 0,1%
Ca(OH), X Controle 0,0000 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 4,8500 Ns
Controle X Tecido Normal 4.8500 Ns

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 11,1040
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 11,10
Probabilidade de Ho para esse valor: 1,12 %

Significante ao nivel de 5% (alfa =0,05)
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ANEXO | — Anélise da distribuicdo amostral da presenca de neutrofilos,
apos trés dias de intervengao nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M3s M2s M1s Med M+tls M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 39,89 2420 540 0,44
Curva experimental 00 000 2105 67,98 1053 1053 0.00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacao

Valor do Qui quadrado : 26,53 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO J - Analise estatistica da presenca de neutrofilos nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias ap0s a intervencéo.

Comparacgao entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 7,6000 0,1%
lodoférmio X Controle 0,8000 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 86,7000 1%
Ca(OH), X Controle 6,8000 0,1%
Ca(OH), X Tecido Normal 14,3000 0,1%
Controle X Tecido Normal 7,5000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 15,0349
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 15,03
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,18 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO K — Analise da distribuicdo amostral da presenca de linfocitos,

apos trés dias de intervencéo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Fregléncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s
Curva normal 0,44
Curva experimental 0,00

B. Calculo do Qui quadrado:
Graus de liberdade 4
Valor do Qui quadrado : 59,92

M2s M:1s Med M+tls Mi2s M+3s

540 2420 39,89 2420 540 044
0,00 4737 26,32 10,53 15,79 0,00

Interpretacéo

A distribuicdo amostral

Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo € normal

ANEXO L — Analise estatistica da presenga de linfocitos nos diferentes

grupos na analise realizada trés dias apos a intervencgéao.

Comparagao entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas
lodoférmio X Ca(OH),
lodoférmio X Controle
lodoférmio X Tecido Normal
Ca(OH), X Controle
Ca(OH); X Tecido Normal

Controle X Tecido Normal

Diferenca entre as médias Significancia

7,5000 0,1%
4,5000 0,1%
7,5000 0,1%
12,0000 0,1%
0,0000 Ns

12,0000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 17,4462
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 17,45
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,06 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO M - Andlise da distribuicdo amostral da presenca de vasos,
apos trés dias de interveng&o nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Freqguéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M3s M2s M:1s Med M+ils M#2s M+3s
Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 0.44
Curva experimental 0.00 0.00 26,32 5263 1579 0,00 5,26
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretac&o

Valor do Qui quadrado : 17,98 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,1200% testada ndo é normal

ANEXO N — Analise estatistica da presenca de vasos nos diferentes

grupos na andlise realizada trés dias apos a intervencéo.

Comparagao entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 9,8000 0,1%
lodoférmio X Controle 6,6000 1%
lodoférmio X Tecido Normal 12,7500 0,1%
Ca(OH), X Controle 3,2000 Ns
Ca(OH); X Tecido Normal 2,9500 Ns
Controle X Tecido Normal 6,1500 1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 13,6555
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 13,66
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,34 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO O - Anélise da distribuicdo amostral da presenca de outras

estruturas, apds trés dias de intervencgdo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s
Curva normal 0,44
Curva experimental 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade : 4

Valor do Qui quadrado : 44 40

Med M+1s

M+2s

540 24,20 39,89 24,20 5,40
0,00 47,37 15,79 31,58 5,26

Probabilidade de Ho : 0,0000%

Interpretagéao

M+3s

0,44
0,00

A distribuicdo amostral

testada ndo é normal

ANEXO P — Analise estatistica da presenca de outras estruturas nos

diferentes grupos na analise realizada trés dias apds a intervencéo.

Comparacéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas
lodoférmio X Ca(OH).
lodoférmio X Controle
lodoférmio X Tecido Normal
Ca(OH); X Controle
Ca(OH), X Tecido Normal

Controle X Tecido Normal

Diferenca entre as médias

8,8000

7,8000

2,7000

1,0000
11,5000

10,5000

Significancia

0,1%
0,1%
Ns
Ns
0,1%

0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 14,1277
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 14,13
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,27 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO A1 — Anélise da distribuicdo amostral da presenca de células

epiteliais, apds cinco dias de intervencao nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Fregléncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M3s M-2s M-1s Med M+tis M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 0,60 000 7857 000 2143 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 138,89 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXQO B1 — Andlise estatistica da presenca de células epiteliais nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apés a intervencéo.

Comparacéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 0,0000 Ns
lodoférmio X Controle 3,6667 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 0,0000 Ns
Ca(OH), X Controle 3,6667 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 0,0000 Ns
Controle X Tecido Normal 3,6667 Ns

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  5,5801

Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 5,58
Probabilidade de Ho para esse valor: 13,39 %

N&o - Significante (alfa > 0,05)
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ANEXO C1- Analise da distribuigdo amostral da presenca de fibras
colagenas, apés cinco dias de intervencéo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M3s M=2s M:1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 39,89 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 1429 1429 21,43 50,00 0,00 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretagao

Valor do Qui quadrado : 60,13 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada n&o € normal

ANEXO D1 — Analise estatistica da presenca de fibras colagenas nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apds a intervencgao.

Comparacéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferencga entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 2,0000 Ns
lodoférmio X Controle 86,5833 1%
lodoférmio X Tecido Normal 10,1250 0.1%
Ca(OH), X Controle 4,5833 5%
Ca(OH), X Tecido Normal 8,1250 1%
Controle X Tecido Normal 3,5417 5%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  9,9927

Valor do X? para 2 graus de liberdade: 9,99

Probabilidade de Ho para esse valor: 1,86 %
Significante ao nivel de 5% (alfa = 0,05)
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ANEXO E1 - Andlise da distribuicio amostral da presenca de
fibroblastos, apds cinco dias de intervencdo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M=2s M-1s Med Mtls Mi+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 39,89 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 4286 2143 2857 7,144 0,00
B. Céalculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacao

Valor do Qui quadrado : 29,68 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000% testada néo € normal

ANEXO F1 — Analise estatistica da presenca de fibroblastos nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apos a intervencgéo.

Comparagéo entre médias dos postos das amostras

Amaostras comparadas Diferenca entre as medias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 7.0000 1%
lodoférmio X Controle 2,3333 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 4,3750 5%
Ca(OH). X Controle 9,3333 0,1%
Ca(OH), X Tecido Normal 2,6250 Ns
Controle X Tecido Normal 6,7083 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 10,6384
Valor do X® para 2 graus de liberdade: 10,64
Probabilidade de Ho para esse valor: 1,39 %

Significante ao nivel de 5% (alfa = 0,05)
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ANEXO G1 - Andlise da distribuicdo amostral da presenca de

macréfagos, apos cinco dias de intervencao nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. FreqUéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M=2s M:1s Med M+ls M+2s Mi+3s
Curva normal 044 540 2420 39,89 2420 540 044
Curva experimental 0,00 0,00 3571 50,00 0,00 14,29 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 52,26 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO H1 - Anadlise estatistica da presenca de macréfagos nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apés a intervencao.

Comparagéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoformio X Ca(OH); 86,5000 Ns
lodoférmio X Controle 7.7500 5%
lodoférmio X Tecido Normal 6,1250 Ns
Ca(OH), X Controle 1,2500 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 0,3750 Ns
Controle X Tecido Normal 1,6250 ns

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  5,3858

Valor do X? para 2 graus de liberdade: 5,39
Probabilidade de Ho para esse valor: 14,56 %

N&o - Significante (alfa > 0,05)
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ANEXO 11 — Anélise da distribuicdo amostral da presenca de
neutrdfilos, apds cinco dias de intervengéo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2s M:1s Med M+1s M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 35,71 3571 1429 14,29 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 30,00 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada nédo é normal

ANEXO J1 — Analise estatistica da presenca de neutrdfilos nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apds a intervencéo.

Comparacdo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 4,7500 5%
lodoférmio X Controle 5,0833 1%
lodoférmio X Tecido Normal 11,0000 0,1%
Ca(OH), X Controle 0,3333 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 6,2500 1%
Controle X Tecido Normal 59167 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 10,7686
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 10,77
Probabilidade de Ho para esse valor: 1,30 %

Significante ao nivel de 5% (alfa =0,05)
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ANEXO K1 - Analise da distribuicdo amostral da presenca de linfécitos,
apas cinco dias de intervengéo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®°

Intervalos de classe: M3s M2s M:1s Med M+tis M+2s M+3s

Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 044

Curva experimental 0,00 000 4286 3571 7,14 1429 0,00

B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacao

Valor do Qui quadrado : 46,86 A distribuicdo amostral

Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo € normal
ANEXO L1 - Analise estatistica da presenca de linfocitos nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apos a intervencao.

Comparacéo entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 7,5000 0,1%
lodoférmio X Controle 3,7500 1%
lodoférmio X Tecido Normal 11,0000 0,1%
Ca(OH), X Controle 3,7500 1%
Ca(OH), X Tecido Normal 3,5000 1%
Controle X Tecido Normal 7,2500 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 12,3976
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 12,40
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,61 %

Significante ao nivel de 1% (alfa =0,01)
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ANEXO M1 — Analise da distribuicdo amostral da presenca de vasos,
apods cinco dias de intervengao nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Freguéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2s M-1s Med M+ls M#2s M+3s
Curva normal 0.44 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0.00 000 4286 3571 7,14 1429 0.00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade : 4 Interpretagéo

Valor do Qui quadrado : 44 86 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000% testada ndo & normal

ANEXO N1 — Analise estatistica da presenga de vasos nos diferentes

grupos na analise realizada cinco dias apos a intervencéo.

Comparagao entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenc¢a entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 7,5000 1%
lodoférmio X Controle ‘ 4,5000 5%
lodoférmio X Tecido Normal 10,5000 0,1%
Ca(OH), X Controle 3,0000 Ns
Ca(QOH), X Tecido Normal 3,0000 Ns
Controle X Tecido Normal 6,0000 1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  9,8581
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 9,86
Probabilidade de Ho para esse valor: 1,98 %

Significante ao nivel de 5% (alfa =0,05)
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ANEXO O1 — Analise da distribuicdo amostral da presenca de outras
estruturas, apos cinco dias de intervencdo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Freguéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2Zs M:1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0,00 0,00 28,57 57,14 0,00 1429 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade & Interpretacao

Valor do Qui quadrado : 52,47 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000% testada ndo é normal

ANEXO P1 — Analise estatistica da presenca de outras estruturas nos

diferentes grupos na analise realizada cinco dias apds a intervengao.

Comparagao entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenga entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 11,2500 0,1%
lodoférmio X Controle 7,0000 1%
lodoférmio X Tecido Normal ‘ 3,2500 Ns
Ca(OH), X Controle 4,2500 5%
Ca(OH), X Tecido Normal 8,0000 1%
Controle X Tecido Normal 3,7500 5%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 10,5091
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 10,51
Probabilidade de Ho para esse valor: 1,47 %

Significante ao nivel de 5% (alfa =0,05)



113
ANEXO A2 — Analise da distribuicdo amostral da presenca de células
epiteliais, apds onze dias de intervengéo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M-=2s M-1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0,00 0,00 0,00 8500 0,00 1000 5,00
B. Céalculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 interpretacao

Valor do Qui quadrado : 108.73 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO B2 — Anadlise estatistica da presenca de células epiteliais nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apds a intervengao.

Comparacgéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 1,2000 Ns
lodoformio X Controle 1,8000 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 4,2000 Ns
Ca(OH), X Controle 0,6000 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 3,0000 Ns
Controle X Tecido Normal 2.,4000 Ns

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 2,8182
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 2,82
Probabilidade de Ho para esse valor: 42,05 %
N&o - significante (alfa > 0,05)
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ANEXO C2- Analise da distribuicdo amostral da presenca de fibras
colagenas, apos onze dias de intervencdo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °©

A. FreqgUéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M3s M=2s M-1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 50,00 2500 10,00 1500 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacao

Valor do Qui quadrado : 63,86 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO D2 - Analise estatistica da presenca de fibras colagenas nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apos a intervengao.

Comparacgéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 5,5000 0,1%
lodoférmio X Controle 5,0000 0,1%
lodoformio X Tecido Normal 9,5000 0.1%
Ca(OH), X Controle 10,5000 0,1%
Ca(OH), X Tecido Normal 15,0000 0,1%
Controle X Tecido Normal 4,5000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 17,9340
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 17,93
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,05 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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ANEXO E2 - Andlise da distribuicdo amostral da presenca de
fibroblastos, apds onze dias de intervencao nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M-2Zs M-1s Med M+tls M+2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0,00 10,00 20,00 30,00 3500 500 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéao

Valor do Qui quadrado : 11,85 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 1,7700 % testada ndo é normal

ANEXO F2 — Analise estatistica da presenca de fibroblastos nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apds a intervengéo.

Comparacéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 2,6667 Ns
lodoférmio X Controle 13,0000 0,1%
lodoférmio X Tecido Normal 7,2500 1%
Ca(OH), X Controle 10,3333 0,1%
Ca(OH), X Tecido Normal 4,5833 5%
Controle X Tecido Normal 5,7500 5%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 14,2440
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 14,24
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,26 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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ANEXO G2 - Analise da distribuicdo amostral da presenca de
macréfagos, apds onze dias de intervengdo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. FregUéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2s M:1s Med M+ls Mi2s M+3s
Curva normal 044 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 10,00 10,00 40,00 40,00 0,00 0,00
B. Célculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 27.897 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho : 0,0000% testada ndo é normal

ANEXO H2 - Analise estatistica da presenca de macréfagos nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apés a intervencao.

Comparacgdo entre medias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenga entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 2,2667 Ns
|lodoférmio X Controle 2.,4000 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 11,6000 1%
Ca(OH), X Controle 0,1333 Ns
Ca(OH), X Tecido Normal 9,3333 1%
Controle X Tecido Normal 9,2000 1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:  9,7791
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 9,78
Probabilidade de Ho para esse valor: 2,05 %

- Significante ao nivel de 5% (alfa = 0,05)
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ANEXQO 12 - Andlise da distribuigdo amosiral da presenca de
neutréfilos, apds onze dias de intervencéo nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M2s M-1s Med M+ls M#2s M+3s
Curva normal 0,44 540 2420 3989 2420 540 0,44
Curva experimental 0,00 20,00 0,00 40,00 3500 500 0,00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 68,52 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0,0000 % testada n&o € normal

ANEXO J2 - Anadlise estatistica da presenca de neutréfilos nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apoés a intervencéo.

Comparacéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 1,1833 Ns
lodoférmio X Controle 6,9000 1%
lodoférmio X Tecido Normal 7,4000 1%
Ca(OH), X Controle 58,7167 5%
Ca(OH), X Tecido Normal 8,5833 1%
Controle X Tecido Normal 14,3000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 13,3859
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 13,39
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,39 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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ANEXO K2 — Analise da distribuicdo amostral da presenca de linfocitos,

ap6s onze dias de intervencgdo nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Frequéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s
Curva normal 0,44
Curva experimental 0,00

B. Calculo do Qui quadrado:
Graus de liberdade 4
Valor do Qui quadrado . 30,47

M-2s M-1s Med M+1s M+2s M+3s

540 2420 39,89 2420 540 044
0,00 3500 30,00 20,00 1500 0,00

Interpretacéo

A distribuicdo amostral

Probabilidade de Ho : 0,0000 % testada ndo é normal

ANEXO L2 - Andlise estatistica da presenga de linfécitos nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apos a intervencao.

Comparagéo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas
lodoférmio X Ca(OH),
lodoférmio X Controle
lodoférmio X Tecido Normal
Ca(OH), X Controle
Ca(OH); X Tecido Normal

Controle X Tecido Normal

Diferenca entre as médias Significancia

4,5833 1%
5,1000 1%
10,5000 0,1%
9,6833 0,1%
5,9167 0,1%
15,6000 0, 1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 17,3464
Valor do X2 para 2 graus de liberdade: 17,35
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,06 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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ANEXO M2 — Analise da distribuicdo amostral da presenca de vasos,
apos onze dias de intervengao nos diferentes grupos
Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. FreqUéncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s M=2s M-1s Med M+ls M+2s M+3s
Curva normal 0.44 540 2420 3989 2420 540 044
Curva experimental 0.00 0,00 50,00 1500 2500 10,00 0.00
B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4 Interpretacéo

Valor do Qui quadrado : 52 .38 A distribuicdo amostral
Probabilidade de Ho 0.0000 % testada néo & normal

ANEXO N2 - Analise estatistica da presenca de vasos nos diferentes

grupos na analise realizada onze dias apos a intervencgao.

Comparag¢éo entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 12,1667 0,1%
lodoférmio X Controle 0,0000 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 7,5000 0,1%
Ca(OH), X Controle 12.1667 0,1%
Ca(OH), X Tecido Normal 4 6667 0,1%
Controle X Tecido Normal 7,5000 0,1%

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 18,5036
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 18,50
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,03 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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ANEXO 02 - Analise da distribuicdo amostral da presenca de outras

estruturas, apds onze dias de intervencao nos diferentes grupos

Teste de aderéncia curva normal: Valores originais °

A. Fregléncias por intervalos de classe:®

Intervalos de classe: M-3s
Curva normal 0,44
Curva experimental 0,00

B. Calculo do Qui quadrado:

Graus de liberdade 4

Valor do Qui quadrado : 43,58
Probabilidade de Ho 0,0000%

M-2s M-1s Med M+1s M+2s M+3s
540 2420 39,89 2420 540 0,44
0,00 50,00 20,00 20,00 500 5,00

Interpretacao
A distribuicdo amostral

testada ndo é normal

ANEXO P2 — Analise estatistica da presencga de outras estruturas nos

diferentes grupos na analise realizada onze dias apds a intervencgéo.

Comparacgao enire meédias dos postos das amostras

Amostras comparadas Diferenca entre as médias Significancia
lodoférmio X Ca(OH), 11,6667 0,1%
lodoférmio X Controle 0,0000 Ns
lodoférmio X Tecido Normal 5,5000 0,1%
Ca(OH), X Controle 11,6667 0,1%
Ca(OH); X Tecido Normal 86,1667 0,1%
Controle X Tecido Normal 5,5000 0,1%
Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 17,2539
Valor do X? para 2 graus de liberdade: 17,25
Probabilidade de Ho para esse valor: 0,06 %

Significante ao nivel de 1% (alfa = 0,01)
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