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RESUMO

Um dos métodos mais praticos e usados para o estudo da
biocompatibiiidade dos cimentos endoddnticos € a implantacéo de tubos de
polietilenc coniendo esses materiais no tecide subcuténeo de ratos. A acéo
irritante desses cimentos €, entd0, avaliada pelo exame histopatologico da
resposta tecidual ao redor do material. No entanto, o processamento histolégico
das pecas contendo o tecido e 0 iubo, geraimenie incluidos em parafing,
apresenta dificuidades técnicas que podem Iinflulr na imagem final ¢
consequentemente na avaliacao dos resultados. O objetivo deste trabalho foi
estudar a eficiencia do glicol metacrilato como material de inclusdo de tecido
subcutanen de ratos implantados com tubos de polietilenc contendo cimento
endodbntico, Para o experimenio foram utilizados tubos de polietienc
tfermicamenie sslados em uma das extremidades preenchidos com cimento
endodoéntico (Endométhasone), o0s quais foram implantados em tecido
subcuténeo de ralos. Apds 30 dias, os ratos foram sacrificados e pecas
contendo tecido epitelial, tubo preenchido por cimento, tecido conjuntivo e tecido
mscular foram removidos e fixados em Bouin por 24 horas e em seguida
deixados em solug@o de formol tamponado até o momentc do processamento
histologico. Os tubos foram localizades no interior das pecas € seccionados
transversaimente, sendo que 0 segmento que continha a extremidade selada foi
descartado e o outro dividido longitudinaimente ao meio para que fossem obtidas
duas hemi-metades muito semelhantes. Uma hemi-metade foi processada
histologicamente pelo método da parafina e a outra pelo método do glicol
metacrilato. Os resultados obtidos com z inclusdo em glicol metacrilato foram
superiores aos da parafing, mostrando uma boa qualidade histologica, que
permitiu uma methor andlise das células e dos tecidos com a microscopia aptica.
Desta maneira pode-se concluir que a inclusdo em glicol metacritato é um
método alternativo e eficiente para avaliar a biocompatibilidade de cimentos
endodonticos em tecido subcutaneo de ratos



SUMMARY

One of the most practical and widely used methods to assess the
biocompatibility of endodontic sealers is the implantation of polyethylene tubes
filled with the sealer into the subcutangous connective tissue of rats. The irmtant
effect of the sealers is then evaluated by the histological process of the tubes
with surrounding tissue, usually using paraffin embedding, presents several
technical difficulties wich can influence in the analysis of the results. The aim of
this work was io study the efficence of glycol methacrylate as embedding
material of rat subcutaneous tissue wich received implants of tubes filled with
endodontic sealer. Polyethylene tubes hot sealed in one end and were filled with
endodontic sealer {(Endomethasone} were implanted into subcutaneous tissue of
rats. After the 30 days, the animals were killed and blocks with epithelium tissue,
tube and sealer, connective tissue and muscular tissue were removed and fixed
in Bouin 1o 24 hours and in 10% buffered formalin until being processed. The
tubes were then transversally cut to higher axis, the sealed part was despised
and the other one cut in the midle of the higher axis, this way we had two similar
halves. One of the halves was processed by paraffin embedding method and the
other one by glycol methacrylate method, The results acheived when the glycol
methacrylate was used were highly superior than the ones with paraffin, showing
a good histologic quality wich allowed an improved analysis of cell an tissues
biology with ligth microscopy. Therefore, it is concluded that the giyeo
methacrylate is as alternative and efficent method to assess the biocompatibility

of endodontic sealers into subcutaneous tissue of rats.
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INTRODUCAO

A terapia endoddntica, particularmente os procedimentos biomecanicos,
envolve a remogao de microorganismos e seus produtos, bem como debris
substratos potenciais, e desta forma previne ou inibe futuros crescimentos
bacterianos. Em seqléncia, hd uma preocupacdo em se evilar a reinfecgéo do
espago ja limpo e preparado com um material que permita uma compieta
obturacdo. Dentre os materiais maié ytiiizados est@o g guta-percha g o cimento
endodbntico, os quais devem possuir propriedades fisicas e bioldgicas aceitaveis
(6,16, 17).

Para que um cimento sefa biccompativel, ele deve ser atdxico, nao causar
necrose tecidual & ser rapidamente aceito pelos tecidos sem manter uma
sequela inflamatoria (19, 30).

Os métodos de avalia¢ic da biocompatibilidade incluem a utilizacdo de
dentes de animais (38, 40), injecdo em iecido subcutaneo de coethos {7, 18],
tecido subcutaneo de ratos (10, 11, 13, 24, 27, 28, 30, 31, 34, 35, 37, 47, 48),
cuitura de células (25, 41, 45).

Um dos métodos para avaliacdo da biocompatibilidade de cimentos
endoddnticos em tecido subcutaneo de ratos utiliza a implantagio de tubos de
polietiienc contendo o cimento a ser avaliado. Este método € simples e de facil
reproducio e padronizagdo. No entanto, o processamento histolGgico das pegas
contendo o tecido e/ou o tubo, geralmente incluidas em parafina (13; 24; 27; 28,
34; 35, 41; 47 48), apresenta grandes dificuldades tanto durante a microtomia
quanto na qualidade final do material histopatoiogico, dificultando a quantificacéo

celular no processo inflamatdrio (3, 14, 29).
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Resinas polimerizaveis tém sido utilizadas para processamento
histologico de tecidos animais e vegetais com grande vantagem sobre a
parafina, pois permite cortes com pouca distorcdo e com maior preservagéo do
tecido, além disso, virtualmente permite a identificacdo de todas as células (1; 2;
3; 9, 14; 21, 29, 32; 39; 42; 50).

Rosenberg et al. (39), em 1960, utilizaram pela primeira vez o glicol
metacrilato como material para inclusdo de tecidos bioldgicos para serem
analisados em microscopio eletrdnico.Somente em 1974, ¢ glicol metacrilato foi
reconhecido como material para inclusdo de tecido animal para estudo em

microscopio de luz (8).

De acordo com Cole (9), as principais caracteristicas que fazem do glicol
metacrilato (GMA) um material de escolha para inciusdo de. tecido em
microscopia de tuz incluem : a} facilidade para infiltrar no tecido sem a compleﬁa
remocao da agua; biseu mondmero € miscivel em agua e etanol; ¢) tecido moie
e tecido duro sdo bem infiltrados e suportados pelo GMA; d) a temperatura pode
ser mantida entre 0-4°C, o gue reduz artefatos provocados pela temperatura; e)
08 cortes puderam ser feilos de 0,530 micrometros de espessura,
proporcionande grande capacidade de identificacdo celular; f) a remogéo do

polimero do tecido previamente & coloracio néo é necessario.

Contudo, ndo se percebe na literatura estudada, a utilizag8o do glicol
metacrilato como material de inclusdo de tecido subcutdneo de ratos para o

estudo comparativo da biocompatibilidade de cimentos endodbnticos.



Com base nestes achados, observa-se que a preservagdo da morfologia
celular, a reducac de artefatos de técnica e a possibilidade de identificar e
quantificar os tipos celulares sdo caracteristicas histologicas fundamentais para
se avaliar a biocompatibilidade de um material. Desta forma, propbem-se a
gstudar o método de utilizacio do glicol metacriiato como material de incluséo de

tecido subcutaneo de ratos.



PROPOSICAO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o método de inclusdo de tecido

subcutaneo de ratos em glicol metacrilato.



REVISAQ DE LITERATURA

METODOS DE ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE DE CIMENTOS
ENDODONTICOS

GUTTUSO, em 19863, avaliou a resposta inflamatdria do tecido conjuntivo
de ratos apds a impiantacao de materiais endoddnticos. Foram utilizados 10
diferentes materiais { AH-26, Riebler, Diaket, cimento Kerr, Pro~-cosol, Tubii-Seal,
Microcide A, N2 Medical e PBSC ), em trinta e seis ratos adultos saudaveis, os
quais foram anestesiados por inalacdo de eter. Em cada rato, 3 areas (ventre
abdominal, dorso interescapular, e dorso pelvico) foram tricotomizadas por um
aparelho elétrico e desinfetada com glcool 70% e uma incis@o de 1 cm foi feita
horizontaimente. Os cimentos foram espatulados e injetados no interor do
tecido, numa gquantidade aproximada de 0,1cc por area. Ja os materiais
semiliqguidos necessitaram de incisdo o suficiente para que uma agulha
perfuragse ¢ tecido subcuianeo e foram implantados embebidos em pontas
absorventes com 1,0 cm de comprimento.,

Os animais foram sacrificados com uma overdose de clorofdrmio apods 2,
16 e 32 dias. Uma area grande ao redor de cada implante fol removida ¢
imediatamente colocada em formol a 10%. As pecas foram entdo levadas ao
processamento  histolégico, com inclus&o em parafinea e cortes de
aproximadamente 8 micrometros.
N2&o foram identificadas alteracdes grosseiras no tecido implantado com AH 28,
Diaket, cimento Kerr, Micro-Cide A, e PBSC, ja ac implante de N2, N2 Medical,
Proco-S0i, Riebler, @ Tubuiseal, em 18 dias, houve uma reacdo severa que

provocol abscesso evidente ou ulcerac@o do tecido. Mas ao trigésimo segundo
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dia, os tecidos de todos os ratos apresentaram normalidade, exceto pela
evidéncia de area ulcerada no venire do animal no qual foi implantada a resina
Hiebler.

Concluiu gque 0 Digket tem vantagem em relagio ao cimenié Kerr por néo
conter metal, bem como o0 uso de N2, N2 Medical e Riebler nfo é indicado.
Nenhuma conclus@o foi tomada g respeito do Micro-Cide A, pois tiveram uma
resposta similar as ponias de papel controle e este fato permitiv concluir que as

pontas de papel absorvente ndo $&0 um bom veiculo para estudo de liquides.

TORNECK, em 1968, investigou a influéncia de um espaco nao
preenchido, bem como de outros fatores locais normalmente associado com ©
reparo endoddntico do tecido.

tubos de polietienc de variados comprimentos e diimetros foram
implantados cirurgicamente no dorso de raios. Antes da implantacdo os tubos
foram desinfetados em solugio de iodo, depois lavados em soluclc saling,
secos com gaze estéril e armazenados em tubos estéreis até o uso. Parz a
primeira fase os tubos tiveram as duas exiremidades abertas e na segunda uma
das extremidades fol termicamente selada antes da desinfect;éb. |

Os tubos permaneceram implantados por 680 dias, quando os animais
foram sacrificados, o implante e o tecido adjacente foram removidos e fixados
em formalina 10% para processamento histologico com inclus@o em parafina e
coloracéo com HE e Mallory.

Ponies de tecido desenvolveram-se no lume de alguns tubos € néo em
outros. Nagueles onde n&o houve formacio de tecido no lume,”também nao foi

12



ohservado invaginagdo do tecido para o interior do fubo. Nos tubos selados de
um fado, preveniu-se a invaginag@o, embora em aiguns tubos foi observada a
tentativa de invaginacao,

A invaginac@o ocorreu nos tubos abertos de pequenc comprimento e
grande diametro. Em tubos selados de um lado, a invaginacdo ocorreu
primariamente em pequenos didmetros, indicande que o3 fatores gue
influenciam o crescimento individua! sao diferentes em cads sistema. Em todos
os espécimes um fluido seroso foi observado presnchendo o tubo e este fiuido
pareceu ndo influsnciar a inducdo da inflamacao.

Concluiu que um canal limpo e desinfetado resultaria provavelmente na
cura do tecido periapical, desde que o tecido tenha uma capacidade de reparo

normal.

PHILLIPS, em 1967, avaliou a resposta tfecidual a tubos de polietileno
vazios implantados em subcutaneo de ratos.

0Os tubes tinham 8mm, 10mm e 15mm de comprimento com 6 diametros
diferentes para cada comprimento, 08 quais antes de serem implantados foram
desinfetados.

Os ratos foram anestesiados por inalac@c de éter e as areas a serem
implantadas receberam ftricotomia e desinfecgdo. Quatro tubos com 4 seccbes
diferentas foram implantados em cada rato.

Os animais foram sacrificados 80 dias apds ¢ implante pela inalagéo de
éter & os blocos de tecido contendo os tubos foram removidos ¢ fixados em
formalina 10%. Os espécimes seguiram para processamento histologico com
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inclus&o em parafina e foram seccionados com 6 micrometros de espessura e
coloragao HE.

Os resultados mostraram que todos os tubos foram encapsulados por
tecido conjuntivo fibroso e os whos de comprimento menor com maior diametro
interno demonstraram um invaginago de tecido. Nenhuma resposta inflamatoéria

foi encontrada com nanhum tubo.

ROWE, em 1967, investigou & reacdo do tecido periapical de gatos frente
a alguns materiais obturadores de canal radicular. Foram utilizados 58 dentes de
16 gatos. Os materiais utilizados foram o0s sequintes: Oxido de zinco e eugenol,
uma mistura de sulfato de bério, formalina e componentes antinflamatorios,
cimento de Grossman, Ledermix, N2 Normat e N2 apical.

Os animais foram anestesiados, ¢ dente selecionado fol limpo com alcool
70% e a abertura coronaria realizada. O comprimento do dente foi obtido com
alargador e a irigacao realizada com perdxido de hidrogénio Svol.. Entdo, o
material selecionado foi introduzido no canal com instrumento em rotagédo e ©
dente selado com amalgama.

Os animais foram sacrificados apds 2, 8, 12, 14, 16 e 20 semanas,
guando os blocos de disseccio do dente e do tecido dsseo adjacente foram
removidos, imediatamente fixados em formalina 10% e descaicificades. Os
blocos foram, entdo, processados histologicamente com inclusao em parafina, e
obtidos cortes de 9 micrdometros e coloragcdo com hematoxilina e eosina.

Os resultados mostraram que a adicdo de formalina e um agente

antinflamatério ac material obturador, o qual continha eugenol modificado
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{diluido em dleo de oliva), pode ser valido para a reducéo da inflamacio nos

primeiros meses apds a remocgio da polpa.

TORNECK, em 1967, investigou a reacdo do tecido conjuntivo de ratos a
tubos de polietileno preenchidos com debris celulares contaminados e comparcu
com a reacdo de tubos preenchidos com 08 mesmos debris celulares, porém
astéreis estereis.

Tubos de polietilenc de variados comprimentos & didmetros foram
impiantados cirurgicamenie no dorso de ratos. Antes da implantagéo 0s iubos
foram desinfetados em solugdo de iodo, depois lavados em solug@o saling,
secos em gaze estéril e armazenados em tubos estéreis até o uso. Para a
primeira fase 0s tubos tiveram as duas extremidades abertas e numa segunda
umna das extremidades foi termicamente selada antes da desinfecgdo.

Alguns tubcs selados em uma extremidade foram preenchidos com
fragmento de tecido muscular da perna fraseira de rato e colocados em soluglo
salina para serem autoclavados. Ouiros tubos também selados foram
preenchidos com 0 mesmo tecido muscular, $6 que contaminados com cocos
Gram-negativo.

Os tubos foram, entdo, implantados em subcuténeo de ratos por 60 dias.
Ao final deste periodo os animais foram sacrificados e o tecido removido e
fixado, para processamento histoldgico com inclus@o em parafina e coloragéo
HE e Giemsa ¢ Gram.

Os achados indicaram que o prognostico de reparo foi menos favoravel

quando o lume foi preenchido com debris contaminados. Em ambas as
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condictes de tubo preenchido {contaminado ou nag), o reparc fol menos

favoravel que quando o tubo estava estérii sem preenchimento algum.

BROWNE, FRIEND, em 1988, investigaram a irritagdo do tecido
subcutdnec de coelhos a8 alguns materiais obturadores. Os materiais testados
foram amdlgama de prata, N2 normal, Putridomors, Diaket normal, Diaket A,
AHZ28 Kril, &xido de zinco e dSleo de oliva,

As amostras dos materiais foram colocadas em tubos de polistilenc de
5,00mm de comprimento, 0,50mm de diametro interno, e paredes de 0,25mm de
agspessura, sende que os excessos foram removidos com gaze para gue os
tubos pudessem ser implantados na regido de flancos e nuca de coelhos. Tubos
com solugdo salina também foram implantados e serviram como controle.

Os animais foram anestesiados e as regibes receptoras dos implantes
foram ftricotomizadas e desinfetadas com tintura de clorexiding 2% para
realizacdo das incisdes. 0s tubos foram implantados de modo & ficarem a pelo
menos 22mm da borda da incis8o. As incisdes foram suturadas e desinfetadas
novamente com tintura de clorexidina 2%.

As amostras permaneceram em contato com o tecido por 2 dias, 4 dias, 7
dias e, 4 semanas,; 3 meses, 6 meses e 12 meses, sendo que 4 coethos foram
sacrificados a cada periedo de tempo e cada um continha 1 implante de cada
material. Ao final de cada periodo 0s tecidos contendo as amostras foram
removidos e fixados em formalina 10% por 24 horas e processados
histologicamente com inclus@o em parafina. Foram efetuados cories serados de

8 micrbémetros e corados com HE.
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Como resultado obtiveram que todos os materiais causaram grande
reacdo inflamatdria em 2 dias com exceg:_éio do N2 normal, e a maior reacdo
inicial se deu com o amaigama. Com 4 semanas ndo houve diferenca
significante entre os materiais. Com 3 meses houve uma maior reacdo ao Diaket
normal, € os materiais AH26, Ledermix, € amalgama ndo foram irritantes. Uma
leve reacdo persistiu por 12 meses em todos os materiais &€ um tecido fibroso
cregsceu para o interior dos tubos preenchidos com solucdo salina e pasta Kii
apts 3 meses.

SPANGBERG; LANGELAND; em 1973, avaliaram a citoioxicidade de 12
materiais obturadores in vifro, utilizande um novo método, o qual permifiv um
completo contalo enire o material @ as celulas, o que possibilitou a quantificacdo
da toxicidade.

Os resuitados mostraram que fodos os materiais testados foram
altamente toxicos quando recém manipulados, embora, um cimento
experimental tenha sidoe menos toxico que os demais materiais. A cloropercha,
apds a evaporacdo do clorofdrmio, teve a menor foxicidade de todos os
materiais, apos a presa,

Conclufram que foi possivel consrguir uma correlagac entre os metodos in

vitro e in vivo.

DE SQUZA, et al, em 1977, analisaram a resposta do tecido subcuténeo
de rato a varias pastas & base de hidrdxido de calcio, apds a implantacéo de
tubos de dentina humana contendo as diferentes substancias do estudo. Esses

tubos de dentina apresentavam abertura com dois didmetros diferentes nas
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extremidades para que a influéncia da dimenséo da area de contato na resposta
do tecido pudesse ser verificada.

Os materiais testados foram hidroxido de célcio com agua destilada,
Caixyl, Puipdent, hidréxido de calcio DFL, Dycal, MPC, Formagen, pasta de
hidroxido de célcio com iodoférmic, pasta de hidroxido de calcic com
PMCCanforado, Pasta A, composta de 4,0g de hidréxido de célicio, 2,0g de oxido
de zinco € 5,0mL de propilenoglicol, Pasta B composta de 5,0 g de hidréxido de
célcio, 2,5¢ de Oxido de zinco, 3,5mL de dleo de oliva, 4,0mL de balsamo do
Canada ¢ 2,5mL de propi!enog!ico!, & Calvital,

(Os tubos de dentina de 5,0 a 7,0 mm de comprimento foram preparados &
partir do 1/3 apical das raizes dos dentes humanos extraidos, os quais foram
alargados com alargador 35 passando para brocas 702, Os mesmos foram
preenchidos com ¢ material e implantados na regifdo do dorso do animal, um de
cada lado da linha média em 432 ratos que foram divididos em 12 grupos e para
controte os tubos foram implantados em 365 animais adicionais.

Decorridos os periodos de 2, 7, 15, 30, 80 e 180 dias, 0s animais foram
sacrificados, as pecas removidas e fixadas em formalina 10% para
processamento histoidgico com inclusBo em parafing, cortes seriados de 6
micrometros ¢ coloragdo com hematoxilina e eosina.

Os resultados mostraram que: 1- a resposta do tecido conjuntivo do rato
foi semelhante nas duas extremidades do tubo; 2- ¢ hidréxido de calcio, Calxyl,
Pulpdent, hidroxido de célcio DFL, hidroxido de calcio e iodoformio, hidroxido de
caicio com p. menociorofenol canforado, Calvital e pasta A estimularam a
deposicdo de uma barreira de tecido mineralizado nas extremidades dos tubos
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de dentina, isolando o material do tecido conjuntivo; 3- O Formagen produziu
somenie a deposicdo de barreiras parciais de tecido duro, em aiguns espécimes
4- O Dycal, MPC e pasta B n&o induziram a deposicdo de barreira; 5- ©
acréscimo de aditivos ao hidréxido de célcio pode reduzir sua capacidade de

estimuiar a deposicdo de tecido calcificado.

CRANE et al, em 1980, compararam as caracteristicas biologicas e
fisicas de um cimenio oblurador de canal radicular sem eugenol (experimental)
com putros 2 cimentos sem eugenol - Tubliseal e Pulp canal sealer.

Trés amostras de cada material foram feitas para se determinar o tempo
de trabatho, 0 tempo de presa, a dureza & o pH. O tempo de trabalho foi definido
quando a guta-percha ndo pode ser envolvida facilmente pelo cimento, ja o
tempo de presa foi aquele no qual a espatula ndo pode erguer o cimento sobre
seu proprio peso. A dureza em 24 horas foi medida por um durbmetro e o pH foi
medidc com eletrodos de um medidor de pH.

Para infiltracdo marginal foram utilizados canais radiculares de dentes
humanos extraidos obturados com guta-percha e cimento pela técnica da
condensagéo lateral. Canais obturados com guta-percha mas sem cimento
foram utilizados como controle. Apés a obturac@o, as raizes foram seladas com
cera exceto 0,5 mm apical e, entdo, imersa em azul de metileno, seccionada em
cortes de 0,75mm e as obturactes avaliadas & partir da penetragao do corante.

A compatibilidade do material ao tecido foi investigada pela implantacéo
subepitelial de tubos de polietilenc contendo os materiais. Os animais foram
sacrificados apds 24, 48, e 96 horas e 6 meses, gquando os blocos de tecido
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foram removidos e processadas histologicamente com inclusdo em parafina e
colorac@o com hematoxilina e eosina. A reagdo foi graduada em 4 graus - 0
{nenhuma reacdo), 1 (leve reacdo), 2 (moderada reacéo) 3 (severa reagao).

Concluiram que o tempo de presa e de trabalho do cimento sem eugenol
fol maior que dos demais materiais testados. O tempo de presa para tedos 0s
materiais foi clinicamente aceitavel. A dureza, o pH e o selamenio de todos os
cimentos foram similares. O cimenio sem eugenot foi mais bioccompativel,
embora em 6 meses ndo tivesse sido detectada diferenga significante entre os
cimentos.

LANGELAND; OLSSON; PASCON, em 1981, testaram as caracteristicas
fisicas e bioldgicas do Hydron, as guais eram preconizadas pelo fabricante: 1-
inerte, biocompativel, atdxico, e antinflamatorio; 2- ndo causa reagdo de corpo
gstranho, reabsorgao, ou interferéncia com o repare do tecido ao qual esta em
contato; 3- sela e preenche completamente o canal.

As propriedades fisicas do material variaram com a guantidade de agua
presente durante a presa. A colocacdo acurada do material foi dificil e a sua
remogac apds a presa dependeu do uso de brocas.

No teste bioldgico, a implantaca@o do material no tecido provocou reacés e
macrofagos e corpos estranhos foram fransportados da area original. Este
tfransporte foi ativo durante 480 dias. A reacdo inflamatoria variou em intensidade

e extensao.
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MORSE et al, em 1981, testaram solugbes de eugenol, cloroférmio,
sucaliptol & &gua destilada, quanto &s suas biccompatibilidades em tecido
subcuténeo de ratos.

Trinta e dois ratos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
pentobarbitol de sodio 65mg/mL, 51mg/100g de peso. Apds a tricotomia 4
circutos foram feitos com caneta na pele dos animais, onde foram injetadas as
solugdes no tecido subcutéineo.

Apods 6 horas os rates foram sacrificados com injecéo de pentobarbitol de
sodio, 0s blocos de tecido removidos e fixados em formalina 10%. O
processamento histologico se deu com incluséo em parafing e cortes de 53 6
micrometros de espessura. A observac@o ao microscdpio oplico guantificou o
nuamero de células inflamatdrias para dar o seguinte "score” menos de 25 céiulas
inflamatérias — grau 1 (nenhuma inflamacéo), de 25 a 124 - grau 2 (leve
inflamacao), 125 ou mais — grau 3(moderada ou severa inflamacdo , inCluindo
nNecrose).

Os resuitados mostraram que 0 eugenol desenvoiveu uma reacdo
inflamatdria mais severa que as outras solucdes. Considerando-se que ©
gugenol se mostrou altamente irritante & gue o cloroférmio foi banido pela FDA,

o eucaliptol deveria ser mais amplamente utilizado na endodontia.
OLSSON, SLIKWSK1, LANGELAND, em 1981, avaliaram o método de

implaniacio de tubos de teflon contende materiais endoddnticos, no interior de

tecido subcutaneo de ratos, para testar a biocompatibilidade e enquadrar os
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materiais em niveis de toxicidade. Os materiais testados foram cloropercha,
cimento Kerr, e AHZ6.

Quarenta & dois ratos foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal de
0,4mk de Ketamine HCI 100mg/mL contendo acepromacine, 0,05mg/mL. Apds
tricotomia do dorso do animal e desinfecdo com 5% de iodo alcodlico, incisbes
foram feitas e 4 bolsas preparadas com profundidade de 20mm. Os tubos de
tefion de 7mm de comprimento e diametro interno de 1,3mm foram autoclavados
e preenchidos com os materiais e, entdo, implantados cuidadosamente para
evitar gue © material se espalhasse. As incisbes foram ent&o suturadas com fio
cirtrgico.

Seis animais foram sacrificados com superdose de Ketamine 14 dias
apds. Outros 12 com 30, 80 e 180 dias. Os iubos foram removidos juntamente
com o tecido adjacente e imersos em formalina 10% por 48 horas, quando os
biocos foram processados hisiologicamente com inclusdo em parafina e
cortados com 5 micrometros e corados com HE, Tricromio de Masson, azul de
metileno, e Brown e Brenn. Observou-se a ocorréncia de tecido fibroso, de
varios tipos de células inflamatdrias, e de alteractes vasculares, graduando a
reac&o em leve, moderada e severa.

A severidade da reagdc variou amplamente dentro de cada grupo e foi
possivel concluir que o método de implantac@o serve para avaliar os materiais
endodbnticos, mas um “ranking’ de biccompatibilidade s6 sena possivel para

materiais com considerave! diferenca de toxicidade.



GROSSMAN, EDUARD, em 1982, examinaram algumas esséncias
oleosas, usandoc o eugenol como controle positivo e solucdo salina como
controle negativo, para determinar se alguma delas era menos irritante que ©
augenol.

Oito coelhos foram tricotomizados, desinfetados com aicool antes de
serem feitos circuios no dorsc do animal para demarcar a area a ser injetada
com 0,08ml. da esséncia a ser testada.

O exame macroscopico foi feito com 24 e 48 horas, 1 semana, 14 dias &
em alguns casos 1 mes, para visualizar a reacao inflamatdria, presenga de
gdema e necrose.

Qs animais foram sacrificados com injecdo de Ketamine e biocos de
tecido foram removidos e fixados em formalina para processamento histologico
de rolina. A reacac foi graduada em leve, moderada ou severs,

Trés esséncias - anetol, anis, e folha de pimenta foram menos irritantes

que 0 eugenol.

PITT FORD, em 1983, examinou o selamento proporcionado por 4
materiais obluradores, comparando com & reacdo tecidual dos mesmos
materiais, para verificar alguma correlacdo. Os materiais utilizados foram ASPA
IV, Kalzinol, Poly F, Endoseal,

Dentes humanos exiraidos foram selecionados e armazenados em
solucdo salina antes da preparacso convencional e obturacdo do canal com os
cimentos e guta-percha. Apds a presa, os dentes foram cobertos com vemniz,
exceto o forame apical e retornado a solucéo sakina. Foram, entdo, imersos em
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solugdo de eosina por 48 horas e cortados longitudinalmente para que a
profundidade de penetracdo do corante pudesse ser identificada.

Para a investigacdo da reagdo tecidual, utilizou-se dentes de cées,
preparando os incisivos € pré-molares. As polpas dos dentes foram removidas e
procedeu-se imigacdo e imediata obiuracdo, sendo gue os apices dos dentes
nae foram alargadeos e nenhum dente foi sobreinstrumentadc. O acesso
coronario foi selade com amaigama.

Apds 3 ou 12 meses, os dentes foram removidos e preparados
histoiogicamente com coloragéo H.E. e Brown e Brenn. A reag@o inflamatéria foi
graduada em nenhuma, leve e severa, dependendo do numero de células
inflamatdrias existentes,

Os resultados ndo mostraram quaiquer tipo de correlagdo. entre a
infiltracée do corante e a biocompatibilidade do cimento. Conclui, portanto, que é
necessario preencher © canal mas nic ha necessidade de se promover um
selamento hermético. A importancia do teste in vitro parece ter sido

sobrenfatizado no passado.

SAFAVI, PASCON, LANGELAND, em 1983, avaliaram a resposta do
tecido subcuténeo de ratos frerte a dois cimentos endoddnticos, usando uma
técnica de injeg@o e medicao morfomeétrica. Os materiais testados foram AH26 e
Hydron.

Quarenta e oito ratos foram anestesiados intramuscularmente com
combinacdo de Ketamine HCI (100mg/ml) e acepromancine (0,05mg/mb). A
pele foi tricotomizada e desinfstada com alcool 70%. Um mLS de cada material
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foi injetado no interior de tubos de teflon com auxiiio de uma seringa e agulha
20x1. Os tubos possulam de 5 a 7mm de comprimento, 1,7mm de diametro total
g diametro interno de 1,3mm, sendo que uma das extremidades foi ociuida.

Para a implantacdo, a pele dorsal do animal foi perfurada para evitar
hemorragia durante a penetracéo de uma agulha G-14, biselada, a qual continha
em seu interior o tubo de teflon. Os tubos foram implantados de modo que a
extremidade ocluida ficasse voltada para a ponta da agulha e para auxiliar a
implantagéo, um emboio foi utilizado no interior da agulha.

Apds um periodo de 90 minutos, 7, 14, 30, 90, e 180 dias, os ratos foram
sacrificados em camara de CO2 ou por super dose intracardica de ketamine. Os
tubos & ¢ tecido adjacente foram removidos e fixados em formaiinat0% por 48
horas para o processamento histologico com inclusdo em parafina e coloragéo
HE, Tricromico de Masson, azul de metileno, e Brown e Brenn.

Necrose e inflamacao foram observadas ao redor dos materiais em todos
o3 intervalos de tempe. Concluiram que o metndo foi convincente para uma
avaliacgo qualitativa dos materiais, mas n&o permitiv um “ranking” acurado da

biocompatibilidade dos materiais.

TANZIL] et al, em 1983, compararam a resposta do tecido subcutaneo de
ratos ao Hydron e & guta-percha mais cimento Tubliseal.

Trinta & dois tubos de polietieno selados fermicamente em uma das
extremidades, os quais mediam 10mm de comprimento e 1,5mm de diametro
interno, foram preenchidos com Hydron, ou guta-percha mais o cimento

Tubliseal. Imediatamente apds o preenchimento, os tubos foram implantados no
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subcutaneo do rato, sendo gue 4 tubos (2 de cada material) foram implantados
em cada animal. O tecido da periferia do {ubo foi usado como controie.

Os animais foram sacrificados apos 3 ¢ 7 semanas, € 3 e 6 meses,
guando o tubo e o tecido periférico ao tubo foram removidos e fixados em
fﬂﬁnalina 10%. O processamento histoldgico se deu com inclusao em parafing,
cortes seriados de 8 micrometros & coloracio HE e Von Kossa.,

Os tubos preenchidos com Hydron mostraram uma expansac e
reabsorcac do material com distribuicdo deste no tecido conjuntivo, além disso,
uma moderada capsula de tecido conjuntivo contendo macréfagos se formou na
interface. materialftecido. Depdsitos calcificados amorfos foram . identificados
proximo ao Hydron, sendo mais denso na interface Hydronftecido. J& os tubos
preenchidos com guia-percha e cimento Tubliseal demonstraram capsula de
tecido conjuntivo mais fina, com pequena distribuigdo ou reabsorcdo do material
pelo tecido e uma leve resposia linfocitaria préxima a capsula fibrosa.

Conciuiram que o Hydron tem capacidade de induzir calcificacdo, mas
nao & estavel dimensionaimente e induz resposta macrofagica: Ja a guta-percha
mais cimento e Tubliseal pareceram ser relativamente inertes e poderiam ser

usados comoe material obturador.

KETERRING, TORABINEJAD, em 1984, se propuseram a estudar a
combinagdo de varios aspecios relacionados a citoloxicidade de 5 cimentos
cbturadores de canal radicular. Os cimentos foram testados em Hela e cultura
de fibroblastos. Os cimentos testados foram Tubliseal, Diaket, AH28, cimento de

Grossman, e cimento de Wach.
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A toxicidade foi medida pela incorporacio de timidina acs componentes
do acido nucleico de cada tipo de célula usada. Os resultados mostraram que
todos os cimentos testados sdo thxicos em ambos os estados fresco ou apds a
presa e que o “ranking” de toxicidade dos cimentcs em Hela foi similar & cultura
de fibroblastos. Os resultados comparados aocs achados de outros autores

permitiram concluir que o “ranking € duvidoso.

MORSE et al, em 1984, avaliaram a toxicidade de materiais endoddnticos
em tecido subcutaineo de ratos. Os materiais testados foram cimento de Oxido de
zinco e eugenol, cloropercha, eucapercha, e xilopercha.

Dez ratos foram usados para injecdo dos materiais. Uma area circunscrita
de 10mm de diametro serviu como orientagdc para a injecdo e posterior coleta
do material a ser analisado. Os animais foram sacrificados apds 48 horas com
injecdo de pentobarbitol de sédio intracardica, gquando as pecas de tecido
contendo o tubo foram removidas e fixadas em formalina 10% para ©
processamento histolégico de rotina com inclusdo em parafina.

Os graus de inflamacao foram determinados pela quantidade de células
inflamatorias  proporcionando o seguinte “score” menos de 25 células
inflamatérias — grau 1 {nenhuma inflamac8o), de 25 a 124 - grau 2 {leve
inflamacéo}, 125 ou mais — grau 3{moderada ou severa inflamacao).

Qs resultados mostraram que a xilopercha e o Oxido de zinco e eugenol
causaram significantemente maior inflamagao que a cloropercha e eucapercha,

A eucapercha foi significantemente melhor que 08 outros 3 materiais.
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CALLIS, SANTINI, em 1887, examinaram a resposta do tecido periapical
ao cimento de iondmero de vidro usade como material obturador retrégrado de
canais radiculares & compararam a resposta tecidual & da guta-percha mais
Tubliseal.

Caninos inferiores de 10 ferrets foram utilizados. Apds a anestesia com
pentobarbitol de sédio, um retatho gengival foi feito para resseccho das coroas
dos dentes, bem como para o acesso e alargamento dos canais radiculares. Os
canais foram limpos com limas tipoe K nGmero 50, irrigados e secos. Os canais
do lado direito foram obturados com guta-percha e tubliseal, e os do lado
esqueardo com iondmero de vidro.

Cinco animais foram sacrificados apos 7 dias e mais 5 apds 28 dias. A
porcao anterior da mandibula foi extraida e fixada em formalina 4%. Os blocos
descaicificados em citrato formico e processados histologicamente com inclus&o
em parafina, cortes de 5 micrometros e coloracdo com HE e Brown e Brenn. A
resposta foi graduada, dependendo do nimero de células - menos de 25 célufas
inflamatérias - graul (nenhuma inflamacgéc), de 25 a 124 - grau 2 ({leve
inflarnacao), 125 ou mais - grau3d(moderada ou severa inflamacio). A formagao
dssea foi graduada em 0 {ausente) e 1 {presente).

Apds 7 dias, ambos os materiais provocaram uma resposta inflamatoria,
sendo que a resposta ao iondmero de vidro foi mais severa. Apds 28 dias, uma
leve inflamac&o a guta-percha ainda estava presenis, mas nenhuma inflamacéo
ao ionbmero de vidro foi encontrada. O 0sso neoformado foi encontrado frente

aos dois materiais, poréem mais completamente formado quande se implantou
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icnomero de vidro, onde se observou inclusive um crescimento ésseo sobre o

cimento. Uma camada de tecido fibroso separou a guta-percha do osso.

ORSTAVIK; MIJOR, em 1988, avaliaram a resposta do tecido subcutaneo
de rartos aos materiais endoddnticos, bem como a metodologia convencional
para estes materiais, correlacionandc a resposta do tecido aos elementos
liberados pelos implantes afravés da microandlise em raio X. Os materiais
testados foram Endomethasone, Procosol, AH26, cloropercha, Biocalex, pasta
Kri |, Kerr PCS, Forfenan, N2 normal e Dyaket

Quarenta e cito ratos foram anestesiados com 0,07 mi de mebumal 10%
para poSterior tricotomia e incisdo. Entdo, bolsas foram criadas a partir desta
incisdo, através de divulséo do tecido, para que a implantagdo dos tubos de
polietiieno com os matenais a serem festados pudesse ser realizada.

Os ratos foram sacrificados apds 14 e 80 dias pela exposicdo ao gas
carbbnico. A pele foi novamente {ricotomizada e uma area de tecido no tamanho
de 20x20mm contendo o implante foi excisada e fixada em formalina 10% por 48
horas. O processamento histologico se deu com inclusdo em parafing, cortes de
5 a 7 micrometros e coloracdo com HE. A reacado foi graduada em nenhuma,
severa e extrema inflamacg@o. As reacgdes do tecido diferenciaram
marcaniemente em infensidade, extenséo e caracteristicas celulares. Para os
materiais resinosos foi notada uma reacéo de baixa intensidade, ja 0s materiais
& base de Oxido de zinco e eugenol desenvolveram uma reacdc mais intensa ¢
os materiais a base de cloroformio & do tipo pasta-pasta proiciaram uma reacao
mais favoravel,
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A andlise a0s raios X revelou compenentes dos materiais na capsuia
conjuntiva para a maioria dos materiais investigados. Os cimentos AH26 e
Hydron {2 base de resina) foram rodeados por macrafagos que fagocitavam 08
componentes de metais pesados. Os materiais & base de Oxido de zinco e
eugenol, bem como aqueles a base de clorofbrmio, dispersaram particulas de
tamanho muito grande para a fagocitose mononuclear.

Concluiram que a metodologia foi bem sucedida para a avaliagdo dos
impianies de materiais endodonticos e que o8 cimentos a base de resina foram
aitamente irritantes em 14 dias, mas levemente em 90 dias. Ja os implantes a
base de Oxido de zinco e eugenol foram pouco irritantes inicialmente, mas
persistiram por um periodo maior. Os elementos derivados dos implantes podem
ser detectados e identificados em c:onjuﬁgéo com as reagbes inflamatdrias aos

implantes.

BLACKMAN; GROSS; SELTZER, em 1989, avaliaram a resposia
inflamatoria e o potencial de reparo do osso e do tecido conjuntive de ratos,
quando impiantados com cimento de iondmero de vidro, comparado ac cimento
de Gxido de zinco e eugenol,

Trinta ratos foram anestesiados pela inalagdo com éter, a tibia da perna
exposta por disseccdo e um orificio realizado, corpos de prova de Ketac-Endo ou
IRM foram implantados. Durante todo o procedimento irrigou-se copiosamente
com solugdo salina, Implantes subcuianeos de amostras de cada material

tambeém foram feitos.
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Gito animais foram sacrificados em 14 dias, outros oito em 30 dias ¢ 12
apds 80 dias usando-se doses de membutal e perfusio car.diaca de solugio de
formalina. Os ossos e 0 tecido mole foram removidos e o tecido duro
descalcificado para posterior processamento histologico com inclusdo em
parafing, cortes de 6 micrdmetros e coloragéo com HE.

A reacdo inflamatdria foi graduada dependendo do numero de células
irflamatorias | grau 1 até 24 células; grau 2 de 25 a 124 celulas; grau 3 mais de
125 células inflamatdrias. A atividade osteoclastica, a presenca de tecido de
granulacdo ¢ reacdo de corpo estranho com material fagocitade também foram
observados e tabulados.

A resposta para cada material inicialmente e apés 30 dias foi leve.
Nenhuma resposia severa foi notada em nenhum dos grupos. Em 80 dias,
ambora uma reacdo leve tenha persistido, os materiais pareceram ser bem
tolerados. Aposicao de tecide dsseo ocorreu no grupo do iondmero de vidro com
prata. J& no grupo do dxide de zinco e eugenol, fibrose foi identificada.

Concluiram que ambos os materiais podem ser ulilizados em
retrobturacdo devido & relativa biocompatibilidade e que as propriedades do

Ketac-Siiver, incluindo adesividade ao dente e radiopacidade séo favoraveis.

SAFAVI et al, em 1888, desenvolveram um método para avaliar
continuamente os efeitos bioldgicos das amosiras dos materiais. Trés cimentos
com diversas caracteristicas fisicas e quimicas utilizando uma nova camara de

cultura de céluias foram utilizados.



As amostras foram avaliadas imediatamente apés a manipulagdo e apos
um pericdo de tempo mais extenso.

Concluiram que um “ranking” pode ser feite a partir deste meio de cultura.

PASCON et al, em 1991, desenvolveram métodos e critérios para testar a
biocompatibilidade de materiais endoddnticos.

Cento e vinte e um dentes de bugios foram usados para tesiar trés
materiais: AH28, Fulp Canal Sealer e cloropercha. Sob condicbes de assepsia,
acessc e preparagdo dos canais foram feitos com extens&o aproximada de
1.0mm aquem do forame apical, para serem obiurados com guta-percha e
cimento pela téchica da condensacao lateral.

A reacéo apical foi avaliada em 1, 7, 30, 365, 730 e 1095 dias. Levando-
se em conta: 1- a transic@o entre os componentes remansescenies no canal
radicular, debris, parede, e iecido perigpical adigcente; 2- presenca de
atresiamento & curvaturas do canal; 3- presenca de aposicdo ou reabsorgao nas
paredes; 4- presenca e localizacdo de bacterias; 5- ocorréencia de inflamacao
aguda ou cronica; 6- presenca de particulas em macrdfagos; 7- degeneracéo de
células inflamatdrias; 8- alteracbes vasculares.

Os mélodos e critérios usados foram adequados para estabslecer um
‘ranking” de biccompatibilidade dos materiais testados em peguenos e longos
intervalos de tempo. Uma observac@o a curto prazo (1 a 7 dias) do AH26
mostrou severa reacao, ja o Pulp Canal Sealer e cloropercha causaram uma

moderada e leve reacio, respectivamente, No periodo de 2 a2 3 anos o “ranking”
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foir AH26 e Pulp Canal Sealer com moderada reacio; cloropercha com severa
reagao.

Concluiram que uma direta correlacdo dos resuliados deste estudo com
ouiros ndo pode ser estabelecida e que ndo é possivel um "ranking” dos

materiais, em médias.

MOLLOY et al, em 1992, avaliaram a resposta do tecido conjuntivo de
rafos aos cimentos resinesos. 0s materiais testados foram uma resing
axperimental, resina experimental com prata, comparados com s coniroles
Sealapex, Kerr sealer, AH26, cimento Roth.

Dez ratos foram anestesiados com éler e a area do implante
tricotomizada. Apds a desinfecgBo com poviding, incisbes de 10 mm foram
realizadas, 2 nas escapulas, 2 no guadril, e 2 no abddémen, para que bolsas
fossem confeccionadas e tubos de polietileno preenchidos com os materiais
fossem implantados. Sendo que os materiais tiveram 24 horas para tomarem
presa antes da implantagéo.

Dois ratos foram sacrificados a cada perfodo de tempo 3, 10, 20, 30, e 80
dias, guando os biocos do tecido foram removidos contendo ¢ tubo e fixados em
formalina para processamento histologico com inclusgo em parafina, corles de 6
micrbmetros e coloracio HE.

Em cada pericdo de tempo praticamente ndo houve diferencas na reacdo
dos ¢imentos; em 80 dias houve uma cura com pouca inflamacao, o que indica

urna boa biocompatibilidade,
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ECONOMIADES et al, em 1995, estudaram a biocompatibilidade de 4
cimentos cbiuradores, 2 & base de hidroxido de calcio (CRCS e Sealapex), 1 a
base de oOxido de zinco e eugenol (Roth 811) e 1 a base de resina epoxica
(AH26). Estudaram também a influéncia dos componentes dos materiais na
concentragéo de calcio e zinco dos argao do rato.

Setenta e sete ratos foram anestesiados com pentobarbiiol de sodio
(0,026¢/Kg de peso do animal). Apods a tricotomia e desinfecgao com 5% de iodo
em etanol, foram feitas incisGes no dorso do animal € 2 bolsas preparadas com
15mm de profundidade. Tubos de teflon com Smm de comprimento € 1,6mm de
didmetro interno contendo os materiais em ieste foram implantados no interior
das bolsas ja preparadas, tomando ¢ cuidado para evitar gue o material se
aspalhasse pelo tecido. Tubos vazios foram utllizados como controle e as
incisdes foram suturadas com fio cirdrgico.

Os periodos de observacdo foram de 7, 14 e 21 dias, quando os animais
foram sacrificados pela inalagdo de éter, os tubos removidos juntamente com o
tecido adjacente e fixados em formalina 10% para posterior processamento
histolégice com inclus8o em parafina. Os cortes seriados foram de 6
micrémetros de espessura e a coloraco foi HE & Brown e Brenn. A reaco foi
graduada em |leve, moderada e severa.

Para a analise ¢ determinacéo do calcio e zince, 25 animais foram

sacrificados em 1 semana apbds a implantacdo o figado, cerebrp, ring e Utero

foram removidos e congelados a — 180 C até a analise.
Aos 7 dias, o material mais irritante foi o AH26, contudo esta reacéo

diminuid com o tempo. O Roth 811 e o Sealapex causaram de moderada a
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severa reacdo, enquanto e CRCS causou de leve a moderada. O CRCS e o
Roth 811 induziram distribuicio de zinco para o tecido e o AH26 induziu

mudancas no conteddo de caicio nos orgéos.

MITTAL; CHANDRA; CHANDRA, em 1995, avaliaram a resposta do
tecido de ratos a quatro cimentos endoddnticos: dxido de zinco e eugenol,
Tubliseal, Sealapex e Endoflas,

Quinze ratos foram anestesiados e cinco circulos foram feitos no dorso de
cada animal. As areas foram tfricotomizadas e limpas com agua e sabio e entéo
alcoo! absoluto, para a injecdo de 0,1mL de cada cimento com agulha G-18,

Dois animais foram sacrificados a cada intervalo de tempo, que foram de
48 horas 7 dias, 14 dias 1 més e 3 meses por super dose de éter. Entdo os
bloces de tecido foram removidos e fixados em formalina 10%, para
processamento histologico padrao. |, com inclusae em parafina.

A reacdo inflamatdria foi graduada dspendendo do numero de células
inflamatorias. Grau 0 - nenhuma célula; grau 1 — até 24 células, grau 2 - 25 a
125, grau 3 - acima de 125, A predominancia de células, localizaggo e difusdo da
inflamacéo, presenca de necrose, edema, densidade de fibroblastos € formagéo
de capsula fibrosa também foram tabulados.

O exame do tecido revelou que todos os cimentos mostraram alguma
inflamacao que decresceu com o tempo, exceto o Oxido de zinco e eugenol gue
aumentou a inflamacéo de 48 horas para 7 dias e depois decresceu. O Sealapex

mostrou a menor reacao inflamatdria, moderada em 48 horas e leve nos demais



periodos. Nenhuma resposta foi vista em 3 meses em relacdo a2 nenhum

cimento.

KOLOKURIS et al, am 1996, estudaram comparativamente a
biccompatibilidade entre ¢ Ketac-Endo e ¢ Tubliseal.

Para tanto, 44 ratos foram anestesiados com pentobarbitol de sodio
(0,0269/Kg de peso do animal). Apds a tricotomia & desinfeccdo com 5% de iodo
em etanol, foram feitas incisBes no dorso do animal e 2 bolsas preparadas com
15mm de profundidade. Tubos de teflon com 5mm de comprimenio e 1,6mm de
didmetro intermo contendo os materiais recém manipulados foram implantados
no interior das bolsas & preparadas, tomando o cuidado para evitar que o
material se espathasse pelo tecido. Tubos vazios foram utilizados como controle
e as incisdes foram suturadas com fio cirtrgico.

Ao final de 5, 15, 60, e 120 dias 5 animais foram sacrificades, os tubos
removidos juntamente com o tecido adjacente e fixados em formalina 10% para
posterior processamento histoldgico com inclusdo em parafina. Os cortes
seriados foram de 6 micrometros de espessura e a coloragdo foi HE ¢ Brown e
Brenn. A reagde foi graduada em leve, moderada e severa,

Uma reacio leve foi observada com o Ketac-Endo em 5 dias, sendo que o
tecido adjacente apresentava plasmocitos, linfocitos e macrdfagos. A intensidade
da reagdo diminuiu em 15 dias e continuou progressivamente diminuindo em 80
e 120 dias. Ja a0 Tubuliseal o tecido apresentou severa inflamacfo com
diferentes extensdes de necrose em 5 ¢ 15 dias, apresentando-se irritante em 60

e 120 dias.
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Concluiram que ¢ Ketac-Endo € um material compativel e bem tolerado

pelo tecido.

COSTA et al, em 1997, estudaram comparativamente a
biocompatibitidade das resinas TPH e Herculite XR, quando implaniadas através
de tubos de polietiteno no tecido subcutaneo dorsal de ratos.

Vinte ratos foram anestesiados com hidrato de cloral a 10%, 14mLl/100g
de peso corporec do rato, intraperitonealmente. Apos a tricotomia a regido dorsal
do rato recebeu 1 incis&e na linha média e duas boisas foram criadas por
divulsdo com 25mm de profundidade cada uma. Logo apds as resinas foram
infroduzidas no interior de tubos de polietileno, o qual teve uma das
extremidades fechada a quenie. Entao, os tubos foram implantados nas bolsas
ia preparadas de forma a ficarem paralelos a incisao.

Apss 7, 15, 30 e 60 dias, 5 animais para cada intervalo de tempo foram
sacrificados por inalagdo de éter sulfurico e novamente tricotomizados para que
a area dos implantes fosse removida e fixada em formalina 10% para posterior
processamento histolégico com inclus&o em parafing. Os cories seriados foram
de 6 micrdmetros de espessura e a coloracéo foi HE e Brown e Brenn. Procurou-
se identificar dreas de necrose, neutrdfilos células inflamatorias mononucleares,
células gigantes, fibroblastos e formacéo de capsula junto a abertura tubular.

Concluiram que 0s materiais precisam ter avancos nas propriedades

bioldgicas, as quais ainda estdo a desejar.
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GLICOL METACRILATO

ROSENBERG; BARTL; LESKO, em 19260, descreveram um
procedimento de inclus&o de tecido biolagico em glicol metacrilato, o qual é um
mondmero completamente miscivel em agua,, cuja férmula & :

CHz = C - COOCH,CH,OH

f
CHs

Os procedimentos de inclusao sdo 0s seguintes:

1- desidratac&o em concentracéo crescente de mondmerc de 20% a
97%, sendo que as pecas foram deixadas por 1 hora em éada sblut;éo
e em condicdo refrigerada, contudo, na ultima, foram déixadas por
uma noite toda.

2- Polimerizacdo em solugdo aquosa diluida de mondmero (3-20% viv),
saturado de 1 & 12 horas em solucdo de GMA mais cohcentrada {
cerca de 40% viv ), e novamente po[imerizada‘ O mesmo
procedimento € repetido com as soluctes de 60% e 80%, e finalmente
transferido para solucdo de 95-97%(viv), apos a polimerizacdo final
esté pronto para o seccionamento.

A fixagdo anterior ao processo de inclusdo pode ser feito por qualguer

fixador. A coloracdo pode ser feita por varios corantes (KmnQa, Uo2AC,

0s04) & por trés procedimentos diferentes:

a) coloragfio comum apds a fixacio



b} coloracgo durante a transferéncia na série de concentracéo gradual ou
durante a polimerizagéo apés a solucéo de 80-95% (viv) de GMA.

c) Coloragdo na grade de espécimes. Este procedimento é possivel pela
caracteristica hidrofilica do GMA. Sendo que os resultados obtidos por
este procedimento s superiores em qualidade aqueles obtidos com
os dois primeiros procedimentos. O primeiro passc é a colocagio das
espécimens por varios segundos em solugdo diluida de permanganato
de potdssio. Apds a lavagem em agua, foram expostos por 30 minutos
a vapor de 0804 e finalmente colocados em solug@o de 1% de
UO2Ac. Desta forma os cortes exibem o maximo de contraste e
refinamento das estruturas.

O corte ultrafine das estruturas foi realizado com um ultramicrétomo

construido por Rosenberg, utilizando i&amina de vidro. As secgdes foram

coletadas em uma solucdo 0,5M de BaCly, assim se reduz a tumefacéo

das secgbes a0 minimo. As secgdes se espalharam bem na solucéo o

que evitou a formagdo de dobras quando observadas em MmMiCrOscopio

eletrdnico.

FLAX; CAULFIELD, em 1962, descreveram uma técnica de utilizacio do
metacrilato para microscopia Optica. Para o estudo foram utilizados fim, pele,
linfonodo, e tecido de tiredide, fixados com formaling 10% e tetroxido de dsmio.
As pecas foram, entdo desidratadas em bateria de alcool em concentragbes
crescentes de 25% a 95%), transferidas para uma mistura 1:1 de alcodl e

mondmerg, em seguida banhadas em mondmero de n-butil metacrilato,
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infiltradas em mondmero com catalisador e incluida em capsulas de gelatina
para polimerizacdo. As pecas foram seccionada na espessura de 05 a 2
micrdmetros de espessura, coradas pelo método de Giemsa e as secgbes

contendo timidina ou '™

autorradiografadas com filme Kodak AR10.
Puderam observar que © metacrilato aumenta a possibilidade de
visualizac&o da morfologia detalhada com pequena distorcio das estruturas,

devido prinCipalmente & fina espessura dos cories € a pequena taxa de

distorgéo.

ASHLEY; FEDER, em 1966, reportaram os conceitos do uso do glicol
metacrilato em histologia. Para o experimento fol utilizado tecido de figado que
apOs serem fixados e estocados em formol tamponado de Lillie por pericdo
acima de oito meses, foi incluido em parafina, glicol metacriiato e Epon.

Para a inclus&do em parafina os blocos, os guais mediam 15X15X2 mm,
foram processados usando-se dioxane para desidratacdo e secgdes de 6
micromeiros foram feitas e coradas com hematoxilina e ecsina. Para a incluséo
em glicol metacrilato os blocos, 0s quais mediam 2 X 2 X 2 mm, foram
desidratado em alcool metilico com intervalo de 30 minutos entre as quatro
trocas sucessivas, banhados pela solugdo do monbmero plastico renovando-se
uma vez a solucdo apds 1 hora, incluidos em solugdo de inclusdo para
posteriormente serem cortados em secgdes de 1 a 2 micrdometros. Para a Epon
os tecidos, os quais mediam 2 X 2 X 2 mm, foram desidratados em alcoo! etilico

e incluidos em mistura de Epon 50:50 pela técnica usual. Secgbes foram

460



realizadas de 0,25 a 1,0 micrdmetros de espessura com {&mina diamantada e
coradas com azure il e azul de metiieno.

Concluiram que o procedimento néo foi mais dificil que o da parafina e
que as secgbes feitas nos blocos incluidos em glicol metacrilato preservaram

melhor o tecido € as estruiuras celulares.

LEDUC; BERNHARD, em 1867, apresentaram os procedimentios de
rotina para inclusdo de tecido em glicol metacrilatc. A mistura final para a
inclus&o consiste de B7% de GMA para 3% de dgua mais 3 partes de butil
metacrilato n&o desestabilizado adicionade de 2% Luperco. Para aumentar a
velocidade de polimerizagao e reduzir a formacgo de artefatos, os tecidos séo
impregnados com uma mistura de solugdo de inclusdo que ja tinha sido
parciaimente polimerizada ( prepolimero ). Os passos para preparacdo do tecido
foram:

1- Fixacao em giutaraideido de 15 minutos & 1 hora

2- Lavagem opcional em solugdo tamponada de 1 hora a noite toda

3- Desidratacdo por 20 minutos em cada solugdo de 80% e 97% de

mondomero de GMA e entdo, 20 minutos em mistura de prépolimero
nao polimerizado.

4- Impregnacdo em pré-polimero por uma noite.

5- Para inclusio, preencheu-se a capsula de gelatina com pre-polimero

fresco, deixou-se a capsula aberta por 30 minutos para eliminar bothas
de ar e tampou-se a capsula tentando deixar o minimeo de ar em seu

interior



6- As capsulas devem deixar passar a luz ultravioleta { »3150 A ) para
permitir a poiimerizagéb do glicol metacrilate. A polimerizagdo o
concluida em 1 dia de exposicdo, mas pode levar ate 3 dias.

7- O seccionamento foi realizado com l&mina de vidro ou diamante

8- As secgles foram coradas com solucdo aquosa saturada de uranil
acetato por 30 minutos seguido por citrato por 1 minuto.

Todos o©s procedimentos de fixac8o, desidratacdo, inclusdo, e final
polimerizacao foram realizados em temperatura de 3°C, ou as soiucbes foram
deixadas em refrigerador e entéo feitas as trocas.

Como resultados foram obtidas secgbes amplas, as quais puderam ser
facilmente coradas pelos métodos de rotina, a preservagao da ultraestrutura foi
boa, pois as membranas aparecem em imagem negativa, as estruturas contendo
acido nucleico aparecem muito densas e estruturas com proteinas aparecem em
diversas densidades. Ocorreram certos artefatos e em certos tecidos como o de
figado as células foram desiocadas e os nucleos tornaram-se distorcidos. Nao
somente 0s tecidos, mas tambem culturas de células e bacterias foram bem

preservadas.

FEDER; O’BRIEN, em 1988, propuseram um novo método para histologia
Optica de plantas, tal método ndo é somente mais simples que muitos outros
métodos tradicionais, mas também aumentam significantemente a preservacéo
das estruturas celulares. Os procedimentos para preparacao das pecgas foram os
seguintes:

1- Fixacéo em glutaraldeide 3% por 12 g 24 horas,
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2- Desidratago com metoxietanol e transferéncias sucessivas para
etanol, n-propancl e n-butano todos a 0°C por 1 dia, ou somente em
etanol com resultados mais pobres.

3- infiltragdo com mistura de monbdmero.

4- Colocacde das espécimens em capsula de gelatina preenchidas com
mistura de mondmerc. Aguecimento a 40°C por 1 a 2 dias € entao, a
60°C por 1 dia. A mistura de mondmero fol polimerizada em estufa
para dar dureza ao bloco.

5. Montagem e seccionamento dos biocos. Montagem das seccdes na
jamina.

6- Coloracéo e aplicacés da laminula.

Qbservou-se uma boa preservacdo das estruturas celulares do tecido.

Notou-se a auséncia de artefatos, tais como plasmdlise, distorgdes e colapso de

paredes celulares. A maioria das organelas e inclusbes citoplasmaticas foram

preservadas, com excecdo de aigumas células de troca. O plastico também néo

aders bem a paredes celulares espessamento cutinizadas, © gue provoca uma

separacdo do piastico durante o corte.

ZAMBERNARED et al, em 1868, descreveram uma modificac&o da técnica

de inclusdo utiiizando metacrilato, Os procedimentos para preparacdo das

espécimens foram:

1- Fixacéo com fixadores usuais como Bouin, paraformaldeido, formalina

10%, glutaraldeido e outros. O tempo de fixac&o variou de acordo com




em formol de Zenker por 1 a 3 horas. Os fixadores foram removidos
em agua correnie ¢ fria por 13 a 45 minutos

Desidratacao e Incluso: os tecidos foram desidratados em bateria de
dlcool etilico de 75% até dlcool absoluto, passando por uma
concentracdo de 95%, por pelo menos 20 a 40 minutos de pendendo
da espessura do bloco, A desidratagdo final foi feita com acetona
anidra. A infiltracdo do plastico foi iniciada pela colocacio das pecas
desidratadas em mondmero por 20 minutos, renovada a solugao,
permaneceram mais 20 minutos e entdo colocada em solucdo de
iguais partes de mondmero e solucdo de infiltracdo por 60 minutos e
por fim em soluclo de infiltracdo por no maximo 48 horas, a partir da
qual haverd polimerizacéo & temperatura ambiente.

Para a polimerizacde utilizou-se um molde de aproximadamente 2 cm
de profundidade, contenco uma camada de 1 a2 3mm de solugdo de
infilragdo previamente polimerizada. O moide foi preenchido
compietamente com a solucdo infiltrac@o. Para a polimerizagdo se
processou com & utilizagdo de luz ultravicleta por 4 horas e com
complementa¢do de mais 4 horas & temperatura de 56°C.
Seccionamento: os blocos foram colocados diretamente no micrétomo
& seccionados. As secgdes foram colocadas em uma lamina contendo
uma gota de 95% de etanol ¢ postas para secar em uma plataforma
aguecida a 45°C. As seccles secas foram inundadas com dleo de
cravo para clarear. O dleo foi removido com trés trocas de alcool
etilico 95%.
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Concluiram que os blocos puderam ser cortados com laminas de aco na
espessura de 2 a 4 um € pegas maiores com 4 a & um. As seccbes podem ser

coradas com os corantes de rotina desde que o plastico seja removido por xilol

durante o procedimento de coloracao.

HOSHINO; KOBAYASHI em 1971, encontraram que giutaraldeido
(fixador) e glicol metacriiato (material de Inciusao} podem ser usados em
microscopia optica para demonstracio da atividade da fosfatase acida sem a
remocao do material de inclusio.

Para tanto, tecido de figado e rim de camundongos foram fixados em
cacodilato tamponado e glutaraldeido a 2% compiementado com 3% de
paraformaldeido a 4°C por 30 a 80 minutos. Os tecidos foram lavados em agua
por uma noite, para ent@c serem desidratados e inciuidos em GMA, a uma
temperatura de 4°C. A polimerizaggo final foi efetuada com a utilizagcdo de huz
ultravioleta. Seccdes de 0,5-1,5 um de espessura foram realizadas e montadas
em laminas. As secgBes foram secas e encubadas a 37°C em glicerofosfaio por
um periocdo de 30 minutos a 6 horas. O método de coloracio utiiizou fosfato de
naphtol-AS-MX por 30 minutos a 8 horas. Depois de lavadas, as secgdes foram
montadas com glicerina.

Concluiram gue a localizacéo da atividade enzimatica foi idéntica aquela
reportada anteriormente com secgdes congeladas de material incluido em
parafing. Além disso, as secedes com ghicol metacrilato deram maior preciséc na
lacalizacBo da atividade enzimatica, em ambos 08 niveis citologico e histoldgico,
quando comparada com secgdes em parafina e congeladas. Bem como, a
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remocdo do plastico é dispensada para que se possa proceder a coloracéo,
minimizando, assim, 0s danos aos iecidos. A polimerizagio do glicol metacrilato
pode ser feita em baixas temperaturas e desta forma preserva a atividade

enzimatica.

ASHFORD; ALLAWAY; McCULLY, em 1972, reportaram modificacbes
nos matodos prévios de inclusdo em glicol metacrilato, de forma a controlar a
temperatura e aumentar a resolucdo da atividade enzimatica e propiciar uma boa
preservacio esirutural. Para tanio, as pecas foram fixadas por 3 a 12 horas em
giutaraldeido 3%, desidratadas em bateria crescente de mistura de mondmero
de glicol metacrilato & baixa temperatura passando por 5, 10, 20, 0, 80 e 80% de
solucdo aquosa de mistura de mondmero de glicol metacrilato a 0°C; € 90 ¢ 95%
a —~25°C, sendo que trés horas foram necessarias para cada passo, Com
excecdo da solucBo de 60% que levou uma noite. Os espécimes foram
infiltradas em mistura de mondmero de 100% a -25°C. A polimerizacdo 0
realizada com auxilio de lampada fluorescente e em seguida, foram colocadas
em pratos de aluminio num banho de soluc@o aguosa de etileno glicol & 56% e
refrigerados com Freon 802 conectado a unidade de refrigeracéo. A
polimerizacéo foi completada dentro de 36 horas e o$ blocos armazenados a —
25°C até o seccionamanto, guando as secgdes foram montadas em lamina para
a coloracéo.

Concluiram que o valor da técnica esta na precisa localizacéc. . da

atividade enzimatica pela resolucdo da microscopia de luz, a ilocalizacao
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enzimética é comparave! aquela obtida com o congelamento mas com excelente

preservacac estrutural.

COLE ; SYKES, em 1974, descreveram os procedimentos de rotina para
o uso do glicol metacritate como material para incluséo de tecido para exame em
microscopio de luz. Foram utilizadas pecas medindo 1 x 3 x 3 mm de rato,
coelhio, sape e farva. Varias solugbes de fixaggo foram utilizadas, o glicol
rnetacrilato foi preparado de forma modificada ( 100,00 ml glicol metacrilato, 5,00
mi polietiieno glicol 400, e 0,15 m! benzoil perdxido) para que pudesse ser
cortade com iamina de ago inoxidavel. Esta mistura foi pré-polimerizada e a cada
10G,00ml desta solugio foi acrescentado 5,00mL de polistileno glicol 400; a
solugdo final foi, entdo, homogeneizada e armazenada a - 20°C até o uso.

As pecas fixadas em fixadores aquosos foram infiltradas por 30 minutos
em glicol metacrilato aquoso 80%, em seguida em glicol metacrilatc aquoso 97%
por 30 minutos, e por fim em glicol metacrilato 100% por 12 horas ou mais. Ja as
pecas fixadas em fixadores n&o aguosos foram lavados em alcool absolute, em
seguida passados por banhog de 30 minuios em soluggo etandlica de glicol
metacrilato a 20, 40, 60, e 80 % e finalmente imerscs em 3 banhos de glicol
metacrilaio 100%, sendo gue os primeiros 2 banhos foram de 30 minutos e ©
aitimo de 12 horas. As pecas foram entdo incluidas com auxilio de uma capsula
gelatinosa e aparelho de luz ultravioleta, sendo que © sistema teve que ser
mantido & —20°C para compensar ¢ calor das lampadas e manter o glicol

metacriiato entre 0 e 4°C. O tempo de pelimerizacao fol de12 a 24 horas.
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Seccbes foram realizadas enfre 0,5 a 3,0 micrOmetros espessura e corados com
azure B, fuccina acida ou azul de metileno acido.

Os resuitados revelaram que os fixadores convencionais para parafina
também podem ser utilizados para o glicol metacrilato; o glicol metacrilato &
miscivel em agua e esta nfo precisa ser totatmente removida do tecido para a
infiltrag&o, ndc necessita de desidratacdo e nem de clareadores, portanto
minimiza os artefatos e economiza tempo; como a infiliracéo e inclusdo se déo
entre 0 e 4°C, ocorre uma maior preservacdo de estruturas tremolabeis quando

s€& compara aos processos de infiliracdo e inclusdo em parafina.

SIMS, em 1974, descreveu um método modificado para cortes
histolégicos de 1 a 2 um de bloces de tecido maiores de 3 x 2 cm incluidos em
glicol metacrilate. Os procedimentos para tal método foram os seguintes:

1- Desidratac&o do tecido usando bateria de dlcool

2~ Infiltrac&o do tecido em solugéo de infiltragdo com varias trocas, sendo

que o tecido torna-se totalmente transparente quando totalmente
infiltrado {de 4 a 48 horas dependendo do tamanho da peca)

3~ Para incluséo foi necessério um molde de aluminio contendo a solugéo

de incius&o. Para dispersar o calor produzide o molde foi parcialmente
imerso em agua fria. A polimerizag@o normalmente ocorreu dentro de
30-45 minutos, guando o tecido tormnou-se transparente, sendo gue

areas opacas indicaram uma incompleta infiltracéo
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4~ O formate do molde de aluminio proposto deve ser o seguinte:

T

T

5- Para o corte uma parte ndo usada da lamina € selecionada e a seccio

8-

é transferida para um recipiente contendo agua fria utilizando para
tanio, a ponta triangular da seccdo. As secles foram apanhadas com
uma lamina e secas em um bico de Bunsen

Para a coloracio foram utilizados os métodos comuns com peguenas

modificacbes.

BENNET et al.,, em 1978, descreveram modificacdes no método de

utilizac&o do glicol metacrilato para torna-lo mais simples e rapido. Propuseram

como vantagens da utilizacgo do glicol metacrilato :

1-

baixa distorcdo, mas nao totalmente ausente ao nivel de microscopia
pptica (distorgdo da mielina dos nervos, hemdlise parcial das
hemoglobinas na periferia dos blocos)

mais informagtes apds a coloragéo

ndo reage gquimicamenie (ligacbes covalentes) com 0S$ grupos
importantes para a coloragdo

refinamento na visualizacao detalhes histoldgicos

distingdo clara de tecido muscular e conjuntivo

permite aplicacéc de métodos de localizagio imunohistoguimica
clareza e consisténcia ndo visualizada com parafina

secghes podem ser feitas com até 0,2 pm.
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O principio de incluséo do glicol metacrilato € a infiltracéo de moléculas de

mondmero de etitenc glicol monoester do acido metacritato no tecido as quais se

ligam formando uma trama tridimensional. Os procedimentos sugeridos foram:

1.

fixacdo: glutaraideido a 3% com paraformaldeidc 4% em varias
proporcdes, bem como outros fixadores sdc administrados tanto na
forma de perfus&o como na de imersdo, com preferéncia desta Ultima.
Este processo foi realizado a temperatura ambiente.

Desidratacio: feita em concentragdo gradual de dlcool etilico &
temperatura ambiente e em seguida para o alcool misturade ao
monbmero sem passar pelo clareador. O glicol metacrilaic por ser
miscivel em &gua pode ser utilizado como agente de desidratacdo no
fugar do etanol, exceto em tecidos com muitas células de gordura, pois
o mondmero ndo as dissolveu e ndo infiltrou adequadamente.
Infiltracdo. o tecido desidratado foi colocado em soluco de infiliragéo
fazendo 2 a 3 frocas de 30 minutos & 1 hora cada, o tempo pode
aumentar para pegas maiores

Inclus&o: o tecido é colocado em um molde de tamanho proporcional,
cobertc com isolador de oxigénio e colocado em estufa a temperatura
de 38° a 40°C por 15 a 96 horas, ou deixado em temperatura ambiente
por varios dias. E necessério controlar a polimerizacio para que ndo
ocorram bothas de gas que séo responsaveis por distorgdes {defeitos
esféricos de 1um de diametro no cenfro do bloco). Para tanto, é

necessaria a utilizacao de blocos pequenos.



5- Seccionamento; utilizou-se {aminas de vidro secas para o corte de
0,25 a 10 ym. Os cortes foram colocados na superiicie de agua &
temperatura ambiente e montadas em [amina em poucos minuios

8- Coloracdo: 0s métodos de coloragio habituais para parafina podem
ser wtilizados para o glicol metacriiaio com pegquenas ou nenhuma
modificacao

Como desvantagens deste metodo encontraram :

a) distorc&o da mielina

b) longo tempo para polimerizacdo (12-48 horas)

c) risco de perda ou dano de grandes blocos (maijores que 1 cm), devido

2 formacé&o de bolhas

TURNER, em 1980, utilizou hematoxilina toluidinag azul-floxinade para a
coloragao de cortes de 2 micrdmetros de olhos de pinto incluidos em glicol
metacrilato comparados aos cortes de 5 micrometros do mesmo tecido incluido
em parafina.

Para ¢ experimentc foram utilizados olhos de pinto perfundidos com
fixador de Bodian. Apds removido o corpo vilreo, os segmentos foram deixados
em alcool 70% por 12 a 24 horas e desidratado em alcool 95% por 4 horas com
2 trocas de soluc@o. As pecas foram infiliradas em solucdo de infiltracdo de glicol
metacrilato trocando-se a soluco trés vezes com intervaio de 8 a 12 horas. As
secches foram feitas com amina de vidro na espessura de 2 micrémetros e
corados com hematoxilina toiuidina azul-floxinado. Como resultado foi oblide que
houve qualidade e ciareza dos cortes de tecido incluidos em glicol metacrilto
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superior aquelas encontradas com a utilizacdo da parafina. Esta técnica revela
com sucesso 08 componentes estruturais celularss quande observados em

microscopio optico.

VAN DE VELDE, em1980, utilizou o glicol metacrilato como material de
inclus&o para estudo de imunofiucrescéncia. Para tanto, os espécimes foram
fixadas em formol neutro tamponado a 10%, lavadas com agua destilada,
desidratadas com duas frocas em dimetoxipropano acidificado por 15 a 30
minutos entre cada troca.

Utilizaram para ¢ processamento o Kit JB4 (Polysciences Inc), para tanto,
as pecas foram infiltradas com solugdo A ativada em dois banhos de 45 minutos
cada, incluidas em solugéo de inclusdo ( Solugdo A ativada mais a solugo B ), e
08 blocos selados com parafina para evitar o contato com o ar. A polimerizagdo
foi completada num tempo de 2 horas a temperatura ambiente.

Para o imunoﬁuorescéncia foram feitos cortes de 2um, utilizando-se de
lamina de vidro. As seccdes foram colocadas em banho de agua a temperatura
ambiente contendo uma gota de hidréxido de ambnia e secas por 30 minuios
para serem encubadas em protease tipo V e lavadas com PBS. Foram entdo
incubadas em isotiocinato fluorescente por 1 hora a 37°C seguido por 1 hora em
temperatura ambiente.

Concluiram que a utilizagdo do glicol metacrilato traz vantagens em
refacdo a parafing pois diminui a distorcio do tecido, aumenta a resolucao

microscopica, ndo necessita de téenicas especiais de coloragio e o tempo gasto
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para confeccionar amostras para estudos especiais é menor gue aguele gasto
com a parafina.

MOOSAVI et al, em 1981, estudaram modificagbes na técnica de
coloraclo de seccdes feitas de meduia Ossea incluida em glicol metacrilato, para
gue pudessem ser perfeitamente coradas em HE, esterase cloroacetato, PAS,
azul Prussianico, e prata.

Para ¢ experimento, uma agulha para bidpsia de osso foi utilizada, o
material foi fixado em fixador de Karnovsky por 4 horas, transferido para solucdo
de fosfato tamponado, onde permaneceu por 1 hora. As espécimens foram
desidratadas em concentragéo crescente de &icoo! de 40 a 95% em refrigerador
e ferminada a desidratacao em solucdo de 1:1 de aicool 100% e glicol
matacrilaio catalisado por benzoil perdxido (JB-4) por 3 horas. Apds este periodo
as pecas forram transferidas para o plastico purc € deixado por mais 5 horas em
refrigerador. As especimes foram incluidas utilizando-se um molde preenchido
com o plastico mais 0 endurecedor e cobertos com um bloco de aluminio selado
com cera ou parafina para evitar o contato com o oxigénio do ar. As pegas foram
cortadas na espessura de 2 um e coradas.

Para a coloragido em HE as secehes foram expostas & hematoxiiina por 1
hora e lavadas em agua deionizada trés vezes, as secgles foram azuladas em
0,2% de amodnia agquosa por 2 minutos e lavadas em agua deionizada 5 vezes.
Foram entdo ex.pcstas a eritrosina B por 10 minulos e lavadas com agua
deionizada 3 vezes. Logo apds, as pegas foram colocadas rapidamenie em
alconl 85% por 3 vezes e entdo em alcool 100% para serem colocados em xilol e

montados.



Para a coloragéo por naftol AS-D-Cloroacetato Esterase, as secgbes
foram merguihadas nesta solugfo por 30 minutos, lavadas em agua por 5
minutos para serem colocadas em hematoxilina acidificada de Harris por 5
minutos, lavada com agua destiiada e clareadas com xilol para entdo serem
montadas.

Para coloragcBo por reticuling, as secgdes foram colocadas em
permanganato de potassio acidificado por 3 minutos, lavadas com agua
destilada, reduzidas com metabissuifito de potassio 2% por 1 minuto, Javadas
por trés minutos em agua corrente € por 4 banhos de agua destilada. As
seccdes foram expostas & prata amoniacal por 2 minutos, banhadas 3 vezes
com agua destilada e reduzidas em solucdo de formaldeido 37% para serem
lavadas em agua corrente por 3 minutos e por 2 banhos de agua destilada, Por
fim, as secches foram imersas em oura clorado 0,2% por 30 segundos iavadas
com agua destilada e fixadas em tiossulfato de sddio por 1 minuto.

Para a colorac@o por PAS, as secgdes foram colocadas em acido
pariddico por 15 minutos, lavadas em agua destilada para serem colocadas em
solugdo de Lillie por 30 minutos, lavados em agua corrente por 30 minutos e em
2 banhos de agua destilada. Por fim, as sec¢des foram colocadas em
hematoxilina acida por 10 minutos, lavadas e colocadas em alcool em
concentragdes crescentes e banhadas em xilol para serem montadas.

Para a coloragéo por ferro, as secgdes foram colocadas em solucéo de
acido ferracinado hidrocloridrico por 25 minutos.

Obtiveram como resultados gue 16% das células de meduls Ossea
embebida em parafina ndo puderam ser identificadas, & a incluséo em glicol

34



metacrilatc permitiu a identificagdo virtual de 100% das células. Houve um

aumento nos detalhes citologicos permitindo ¢ diagnéstico preciso de células

tumorais nas pegas incluidas em glicol metacrilato. Foi possivel também avaliar

a morfologia dos canais Haversianos, osteoclastos, osteoblastos, osso laminar,

arterioias, vénulas, que embora sejam similares 4 inclusdo em parafina, com ¢

glicol metacrilato as estruiuras estavam bem mais preservadas. Uma grande

vantagem do glicol metacrilato € a de ndo se necessitar da descaicificacao das

pecas ac contrario da parafina.

KING; KAMMLADE; MURPHY, em 1982, desenvolveram uma técnica de

re-inclus&o de secches plasticas, Os procedimentos foram os seguintes:

1-
2-

a-

limpar a superficie descoberta pela laminula

selecionar a sec¢do de interesse

presncher capsulas com Epon ou equivalente. Inverter a capsuia sobre
a secdo selecionada

colocar as capsulas com as &minas em estufa a 680°C até que o
plastico esteja firme, mas n&o completamente polimerizado (entre 12 e
24 horas).

Ajustar a estufa para 80-80°C até que se equilibre a temperatura entre
a capsula e lamina e o forno. Com uma forga lateral as capsulas
podem ser removidas da {&mina

Retornar as capsulas contendo as sec¢bes re-incluidas a estufa para

permitir a completa polimerizagéo (60°C por 48 horas)

h
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7- Remover os blocos da capsula e resecciona-los para microscopia

gletrbnica.

YEUNG; LAW, em 1987, sugeriram uma modificacdo na iecnica de
inciusao utiizando LKB Historesin para permitir a formacéo de fite de secgdo.
Para tanto, Polietiienc Glicol (PEG) foi adicionado a Historesin. Iniciaimente
seccionou-se somente o bloce de resina sem tecido em seu interior,
acrescentou-se neste estudo preliminar 0,05-0,40 mi a cada 5,0 ml de LKB. O
bicco foi seccionado na espessura de 3,0-5,0 um no micrétemo AO e a 2um no
LKB Historange. Apds a determinacdo da concentracaéo correfa de PEG para
cada microtomo, tecido vegetal foi incluido no bloco polimerizado. O tecido foi
fixado em solugéo de glutaraldeido a 4%, desidratado em metil celulose seguido
por duas trocas de alcool absoiuto. As espécies foram entdo infitradas com
solugdo de incluséio LKB e colocadas em molde (6 x 13 mm) para a inclusdo
com solugdo de inciuséo LKB com a quantidade correta de PEG. As secgdes
foram colocadas em agua, depois na lamina e cobertas com adesive, secas no
caior @ coradas usando acido de Schiff e contrastado com azul de toluidina.

Concluiram que as otimas concentracdes de PEG para produzir a fita de
seccionamento no LKB Historange e micrdtomo AQ foram respectivamente 0,20
e 0,25-0,35 ml para cada 5mbL de solugdo, sem nenhum efeito adverso na

qualidade de secgio,

MURRAY; EWEN, em 1988 desenvolveram uma nova técnica para
biépsias usando congelamento & subsequente incius@o 4 baixa temperatura em
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glicol metacrilato. As pegas foram obtidas no Departamento de Patologia da
Universidade de Aberdeen. Os blocos foram dimensionados em 1,0 x 0,5 x 0,2
cm. Os espécimes foram rapidamente congelados em diclorofluormetanc e
entdo substituido por acetona a -30°C por 24-48 horas. Terminada a
substituicBo as pecgas foram infiliradas por glicol metacrilato (JB-4) & 30°C
negativos contendo 0,8% de perdxido de benzoila, Para inclus&@oe, as pecas
foram imersas em solugao de glicol metacriato guimicamente polimerizado com
a adicdo de 0,05 m! de solucao B por 1,25mL de mondmero resinoso e cortadas
com tamina de vidro na espessura de 2,0 micrdometros. Os cortes foram corados
pela HE, acido periodico, azul de Alcian, e outros corantes e entao feifo o estudo
imiuno-histoquimico.

F’uderam concluir que o método de congelamento e inclus&o em glicol
metacritato mostrou exceiente morfologia celular, com maior preservacdo dos
tecidos quando comparado ao processo convencional, além disso as secgdes
em plasiico permitiram uma resoiucdo delalhada da citologia celular. Os
corantes convencionais foram utilizados para as secdes plasticas e houve uma
methor preservagao de estruturas como a micina, glicogénio e RNA que aquela

obtida com a fixacg&o com formoi e inclusdc em parafina.

SCHWARTZ et al, em 1988, descreveram uma modificacao na técnica de
coloracdo de Brown e Hopps, a qual permitiu uma decisiva diferenciag&o dos
microorganismos Gram-positives e negativos em tecido incluido em glicol
metacrilato. Para tanto, tecidos infectados foram fixados com formaideido

tamponado a 4%, desidralados em aicool, infiltrados por 8 horas em glicol
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metacriiato ¢ polimerizados. Seccdes semi-finas foram feitas na espessura de 3
um cormn {amina de vidro. O procedimento de coloragdo foi 0 seguinte:

1- imers&c em cristal violeta por 1 minuto

Z2- lavagem em agua e secagem

3- imersdo em solucdo de iodo de Gram por 1 minuto

4- lavagem em agua € secagem

b- diferenciacio em acetona

&- lavagem em agua destilada com agitacdo e secagem

7- imers&o em fuccina basica por 1 minuto

8- lavagem em agua

8- diferenciacdo em solugdo de Gallege por 5 minutos

10-lavagem em &gua por 10 segundos & secagem

11-trés mergulhos em acetona

12-trés mergulhos em acido picrico

13-trés merguihos em acetona com leve agitacéo

14-5 mergulhos em solucéo de igual parte de acetona e xiiol

15-10 mergulhos em xiiol

16-10 mergulhos em xilol & montagem

Concluiram que este método produz superior diferenciagéo na coloracdo
de Gram para vérios microorganismos, podendo ser mostrados detalhes dos

microorganismos e acreditaram ser este método superior & parafina.
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SHIMOTSUMA; SCHOEFL, em 1992, descreveram um método de
incluse de fings membranas em Historesin (Leica), o gue permile uma
orientacdo facil para o seccionamento de grandes areas paralelo a superficie.

Para o experimento foram utilizadas finas camadas de emento fixadas em
formol tamponado. A area selecionada para ¢ exame foi processada em
Historesin. Para o seccicnamento paraielo 4 superficie Uma édrea foi cortada
com tesoura e colocada num moelde de Teflon e o bloco foi montado para ©
seccionamento.

FPara o seccionamento transversal, uma area fol cortada, dividida ¢
orientada no sentido do corte, colocada num molde de silicone preenchido com
Historesin e coberto com um pedaco de filme de silicone.

Os resultados mostraram que as sec¢les feilas paraielas e transversais a
superficie foram bem sucedidas, Esta técnica oferece como vantagens ¢ corte

de grandes éreas de interesse paraleio a superficie.

OGBORN; SAREEN, em 1995, determinaram uma &tima condicdo de
coloracdo para detectar EGF em glandula submandibular de rato.

Biocos de tecido de 2mm foram fixados em paraformaideido por 15
minutos, desidratados em etanoi, incluidos em glicol metacrilato. A polimerizacéo
se deu deniro de 48 horas, quando foram seccionados na espessura de 1,5um
para gue as secgles fossem coradas para imunochistogquimica.

Conciuiram que o uso do glicol metacrilato aumenta o numero de secces

disponiveis de peguenos blocos e aumenta o detathe anatbmico.



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

ANIMAIS

Para o experimento foram utiizados 3 ratos "Wistar" ( Rattus norvegicus ),
aduifos, da mesma linhagem, pesando em média 250 gramas, provenientes do
biotério da Universidade de Campinas-Unicamp, maniidos em gaiolas coletivas,

recebendo dgua "ad-libitun” e alimentacio constituida de ra¢do balanceads,

CIMENTO

Fol utilizado o Endomethasone (Specialites Septdont-Franga) com a

saguinte composicio e proporcdo:

ENDOMETHASONE
Oxido de zinco 471,0mg
dexametasona 0,1mg
acetato de hidrocorisona 10,0mg
di-lodotimol 250,0mg
paraformaldeido 22 .0mg
oxido de chumbo 50,0mg
suifato de bério 1.0g9
estearato de magnesio 1,09

subnitrato de bismuto . 1,09
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TUBOS DE POLIETILENO

Foram utilizados tubos de polietilenc com 1,5mm de didmetro interno,
2.0mm de diametro externo e 10,0mm de comprimento, esterilizados em

autoclave.

ANESTESICO

Para anestesia dos animais foi utilizado pentobarbitol de sédio 85mg/ml

com injecéo intraperitoneal na dose de 5,1mg/100g de peso do animal.

METODOS

Os animais foram anestesiados com pentobarbitol de sédio 65mg/mi com
injecdo intraperitoneal na dose de 5,1mg/100g de peso do animal Para a
implantacao dos tubos, foi feita antissepsia de toda regi@o dorsal do animal com
tintura de iodo a 2% anies ¢ apos a tricotomia, que foi realizada com tesoura e
locao depilatdria (One Touch — E.UA)

Os Tubos de polietileno, esterilizados em autoclave, tiveram uma das
extremidades seladas a quente para serem, entdo, preenchidos com o cimento.

Para a preparacido dos corpos de prova, o cimento foi manipulado na
consisténcia espessa utilizando-se a proporcéo de uma colher de medida do
material restaurador provisorio IRM contendo Endométhasone para cada gota de
liquido de eugenol (4), e introduzido no interior do tubo com auxilio de uma

seringa Centrix (DFL Indastria e Comércio - Brasil).
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Uma puncéo foi feita de cada lado da linha média do dorso do animal para
que um instrumento rombo fosse inserido com o objetivo de divulsionar o tecido,
separando o tecido cutaneo do conjuntivo, tomando-se o cuidado de né&o
perfurar ou dilacerar os tecidos. Entéo, os corpos de prova foram levados para a
intimidade da loja cirdrgica com auxilio de um trocart e o local das incisdes
suturados com fio seda 4.0 (Ethicon).

Apos a implantagcédo, os ratos foram colocados em gaiolas e mantidos no
laboratorio até a completa recuperacdo do efeito anestésico, e levados ao
biotério até que se completasse o periodo de observacdo, que foi de 30 dias.

Decorrido o periodo pré-determinado., os animais foram sacrificados
utilizando-se doses excessivas de pentobarbitol de sodio com injecao
intraperitoneal. Apds antissepsia antes e apos a tricotomia, os corpos de prova
foram localizados por palpagéao e removidos em blocos contendo os tecidos
epitelial, conjuntivo e muscular e fixados em solugdo de Bouin em temperatura
ambiente por 24 horas, quando foram colocados em formol tamponado a 10%
até o momento de serem processados para inclusdo em parafina e glicol
metacrilato.

Os tubos foram localizados no interior dos blocos e divididos com auxilio
de lamina de barbear em dois segmentos através de uma seccdo transversal,
perpendicular ao longo eixo deste tubo tentando atingir a sua metade (Fig.1 e
Fig.2). A metade do bloco que continha a extremidade selada do tubo foi
desprezada. O outro segmento foi seccionado longitudinalmente, obtendo-se
duas hemi-metades muito semelhantes, que permitiu uma exposicao direta dos
tecidos e do cimento do interior do tubo as solugcbes de processamento
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histologico (Fig 3 e Fig.4). Cada hemi-metade foi processada de maneira
diferente, perfazendo dois grupos, um deles incluido em parafina e outro em
glicol metacrilato. Para o grupo da parafina o tubo de polietileno foi removido, e

para o grupo do glicol metacrilato o mesmo n&o foi realizado.

Fig.1- Corte transversal do bloco de tecido tentando atingir a

metade do tubo.

Fig.2- Secgao transversal do bloco de tecido atingindo a metade do tubo
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Fig.3— Corte longitudinal d metade desejada tentando atingir o

longo eixo do tubo.

Fig.4- Seccao longitudinal do tecido atingindo o longo eixo do

tubo

INCLUSAO EM PARAFINA

Os espécimes deste grupo foram lavados em agua corrente pelo periodo

de 5 horas para remocédo da solugdo de fixagéo e desidratados em alcool em
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concentragbes crescentes: alcool 70% pelo periodo de uma noite, no dia
seguinte, alcool 90% em 3 trocas de 30 minutos e alcool absoluto em 3 trocas de
30 minutos.

As pecas foram clareadas em xilol em 3 trocas de 30 minutos e infiltradas

por parafina a temperatura de 59°C por 4 banhos de 30 minutos cada e, em
seguida, incluidas em parafina levando-se em consideracdo a orientagdo para
que se pudesse secciona-las no sentido longitudinal do tubo.

Cortes de 6um feitos em micrétomo comum com lamina de ago foram
colocados em agua a 45°C para posterior colagem com albumina-glicerinada de
Meyer em uma lamina. As secgdes foram coradas pela hematoxilina e eosina e
pelo tricromico de Mallory. A montagem das laminulas foi feita com balsamo do

Canada, e as laminas mantidas em estufa a 37°C para completa secagem.

INCLUSAO EM GLICOL METACRILATO

Os espécimes deste grupo foram lavados em agua corrente pelo periodo
de 5 horas para remogao da solugdo de fixagdo e desidratados em alcool em
concentragbes crescentes: alcool 70% pelo periodo de uma noite, no dia
seguinte, alcool 90% em 3 trocas de 30 minutos e alcool 95% em 3 trocas de 30
minutos.

Para o método de inclusdo em glicol metacrilato foi utilizado o Kit JB4
(Polysciences Inc), que é constituido de Solugdo A, Ativador e Solugéo B. As

pecas desidratadas foram entdo, colocadas na Solucdo A ativada (0,9 mg de
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Alivador para cada 100mL de Solucdo A) e deixadas para infiltrar & temperatura
ambiente por 72 horas, quando foram levadas para incluséo.

Para inclus&o, moldes de plastico de 1,0ml. de capacidade foram coberios
com uma camada de Teflon em “spray’, 0 que impede a adesdo do glical
metacrilatc a0 molde e conirola o agquecimento durante a polimerizacdo. Os
moides foram preenchidos pela solugdo de incluséo (0,04 mb da solugéo B para
cada mL da Soluggo A ativada).

As pegas foram colocadas no interior dos moldes ja cobertos pelo Tefion
para o preenchimento com a solugdo de incluséo. Cada molde foi coberto com
resina autopolimerizavel para evitar o contato do glicol metacrilaio com o
oxigenio do ar, pois este dificuita a reacédo normal da resina, Sob os moldes foi
colocada uma barra de gelo para gue a reacdo exotérmica pudesse ser
controlada, desta forma, evitou-se a formacao de bolhas neo interior da resina.

Aguardou-se 2 horas para que & polimerizacdo se completasse
fotalmente, quando os blocos de glicol metacrilato contendo 0s espécimes foram
cortados com lamina de tungsténio em micrétomo comum nia espessura de 3um,
de forma longitudinal ac longo exo do tubo.

Os cortes foram colocados diretamente sobre a Amina contendo uma
gota de agua deionizada para gue espathassem sem necessidade de passar por
agua guente & sem necessidade de albumina para prendé-los a lamina. As
secches foram corados pelo métodos de Hematoxiiina e Eosina e Tricromico de
Mallory com uma pequena modificacédo, ou sejg, o tempo de permanéncia nas

solugdes foi aumentado.
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Os cortes obtidos pelos dois metodos de inclusdo foram. analisados
comparativamente em relacio a qualidade de imagem, producdo de artefatos,

detalhe de estruturas celulares e execugéo do procedimento histologico.
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RESULTADOS

A execucg0 dos procedimentos histolégicos para incluséo em glicol
metacrilato e parafina foram muito similares, Contudo, algumas diferencas ja
descritas marcaram as peculiaridades de técnica de cada método. E necessario,

contudo, ressaitar algumas diferencas basicas (Tabelz 1).

Tabela 1. Diferencas bésicas entre os procedimentos histoldgicos dos métodos

de inclusdo em Glicol Metacrilato e Parafina.

Procedimento Glicol Metacrilato | Parafina
Desidratagéo até aleool 95% até alcool absoluto
Infiltracao temp. ambiente & quente 56°%
Incluséo temp. ambiente | a quente 56°¢
Secgdo 3um Bum
Estiramento das secgles agua fria agua guente
Remocao do material de inclusdo |nfo necessaria Necessaria
Coloragéo | demorada Répida
Processo de inctusao Demorado Demorado

L i

As caracteristicas inerentes as técnicas de inclusdo e aos materiais de
inclus@o propriamente ditos culminaram com resultados finais de observacéo
histoldgica diferenies, guando se levou em conta a qualidade das imagens,

detathe de estruturas celulares e produgéo de artefatos.
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Come os cortes de tecido incluido em Glicol Metacrilato podem ser
realizados em uma espessura inferior aquela ufilizada na rotina do método em
Parafina, podemos ter uma imagem mais nitida, com menos sobreposicéo de
estruturas.

As secgbes de tecido subcutaneo de ratos incluidos em Glicol Metacrilato,
cortados a 3um e corados com H.E. e Tricrdmico de Mallory mostraram uma
praservacao do tecido e das células superior aquela obtida com a parafina.
Desta forma, virtualmente podemos identificar quase a totalidade das células,
muito importante para uma analise quantitativa de um proces.so inflamatério.

0O maior beneficio da téenica de inclus@o em metacrilato é 0 aumento da
definic&o morfoldgica das células e tecidos em conseqiiéncia da .dimi.nuigéo da
distorcdo gquando comparada com o método de inclusdo em parafing,
principalimente em aumentos microscopicos maiores.

Como ilustracdo das vantagens do método de inclusfo do tecido
subcuténec de rato em glicol metacrilato, podemos visualizar a maior
preservacaoe tecidual quando da ulilizacdo dos procedimentos hiStdlégicos para
este metodo de inclusdo em glicol metacrilato. Percebe-se .ainda, em primeira
observacdo, melhor nitidez de imagem, propiciando uma identiﬁcagéo dos
tecidos muscular e conjuntivo com mais facilidade com o método de inclus&o em
Glicot Metacrilato. Com mais atencdo nota-se uma maior continuidade do tecido,
com menos ariefatos, ou éeja, sem 08 espacos que déo uma solugdo de

continuidade do tecido (Fig.5 e Fig.6).
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Fg,iv oaogaﬁa da regido de abertura do tubo. Notar definicdo e niidez da imagem: facilidade de
distincdo entre tecido muscular e conjuntivo e o infiltrado inflamatono. (Glicol Metacrilato; H E. 10X)

Fig.6- Fotomicrografia da regido de abertura do tubo. Notar
dificuldade de distingédo entre tecido muscular e conjuntivo, (Parafina, FLE., 10X)
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Utilizando-se da coloracao de Tricromico de Mallory podemos observar
mais nitidamente a continuidade do tecido incluido em Glicol Metacrilato, bem
como a nitidez da imagem favorecendo a sua analise e interpretacéo (Fig.7 e
Fig.8).

Em maior aumento, ficam ainda mais evidentes as diferengas quanto a
qualidade da imagem, seja ela em relagdo a nitidez da imagem, identificacao
celular devido a preservagao das estruturas e diminuigéo dos artefatos. Percebe-
se com mais facilidade as caracteristicas celulares, o que toma a sua
identificacdo mais precisa, bem como a identificacdo de vasos sanguineos,
matriz extracelular, fibras extracelulares (Fig.9; fig.10; Fig.11 e Fig.12).

Quando o tecido € incluido em parafina, algumas células ndo sao
identificadas sem que se utilize a objetiva de 100x com técnica de imerséo. E
mesmo neste aumento, algumas células ndo sdo facilmente identificadas
podendo causar duvidas mesmo para um observador experiente. Pelo contrario,
esta dificuldade € muito pequena para os cortes de tecidos incluidos em Glicol
Metacrilato. (Fig.13; Fig.14; Fig.15 e Fig.16).

Parece evidente que a qualidade da imagem do método de inclusdo em
Glicol Metacrilato € muito superior a da Parafina (Fig.17; Fig.18; Fig.19; Fig.20;
Fig.21; Fig.22 e Fig.23) sendo, portanto, o método de escolha quando da
necessidade de um maior detalhe histolégico, principalmente quando de um

estudo quantitativo de células.
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Fig.7- Fotomicrografia da regido de abertura do tubo. Notar a continuidade do tecido, mostrando a
preservacdo das estruturas apos os procedimentos histologicos (Glicol Metacrilato; Tricrémico de Mallory. 10X)

Fig.8- Fotomicrografia da regiéo de abertura do tubo. Notar presenca de espagos no interior do tecido devido
aos artefatos de técnica durante o processamento histologico (Parafina, Tricromico de Mallory, 10X)
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Fig.9- Fotomicrografia da regido de tecido conjuntivo. Observar nitidez da imagem; identificacio de

estruturas celulares (nucleo, eucromatina, heterocromatina, nucléolo, citoplasma, granulos citoplasmaticos;
1dentificacd@o de um vaso bem definido(Glicol Metacrilato; H.E., 40X)

Fig.10- Fotomicrografia da regifio de tecido conjuntivo. Observar falta de nitidez da imagem; identificacdo de
estruturas celulares mais pobre; caracteristicas mais pobres de um vaso sangiiineo em relacdo 4 imagem anterior (seta)
(Parafina, HE., 40X)
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Fig.11- Fotomicrografia da regido de tecido conjuntivo. Observar nitidez da imagem; trama de fibras
colagenas bem preservadas; consisténcia do tecido com poucos artefatos de técnica (Glicol Metacrilato; Tricrémico de

Fig.12- Fotomicrografia da regido de tecido conjuntivo. Notar falta de definicao e nitidez da imager, fibras
colagenas menos preservadas; falta de continuidade do tecido com muito esgarcamento das fibras colagenas. (Parafina,
Tricrémico de Mallory, H.E., 40X)



Fig 13- Fotomicrografia da regido de tecido conjuntivo. Observar nitidez da 1magem; identificagdo de

estruturas celulares possibilitando o reconhecimento das células ( observar uma célula caracteristica de um macrofago
com material fagocitado - seta); continuidade do tecido com poucos artefatos de técnica (Glicol Metacrilato; H.E.
100X)

-

Fig.14- - Fotomicrografia da regidio de tecido conjuntivo. Observar falta de continuidade do do com areas
de artefato de técnica; Mastocito, podendo ser confundido com precipitagdo de corante(seta). (Parafina; H.E. 100X)
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Fig.16- Fotomicrografia da regido de tecido conjuntivo. Observar a descontinuidade do tecido com grande
nimero de artefatos entre as fibras colagenas (Parafina; Tricromico de Mallory. 100X)



Fig.17- Folomicrogra da regido de tecido conjuntivo. Notar definicio e nitidez da imagem; corte
longitudinal de vasos sangiiineo, continuidade do tecido, identificag@o de caracteristicas celulares. (Glicol Metacrilato,
H.E. 40X

iy Doy & WX
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Fig.18- Fotomicrografia de regido fibrosa. Notar falta de definigdo e nitidez da imagem,; falta de preservacdo
do tecido com muito espagamento entre as fibras (Parafina, H.E., 40X)
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Fig.19- Fotomicrografia da regido de conjuntivo. Observar definicdo e nitidez da al'acilid de
identificacdo celular(Glicol Metacrilato; HE. 40X

Fig.20- Folom:crogaﬁa da regido de abenu:a do lubo Notar falta de dcﬁmcao e mtdez da imagem:
dificuldade de 1dentificacdo celular. (Parafina. H.E., 40X)
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Fig.21- Fotomicrograﬁ ; re e conjn‘vo Notar ciare de detalhes da morfologia das células;
possibilidade de identificagdo do citoplasma celular com granulos citoplasmaticos devido & pequena espessura do corte
(seta) (Glicol Metacrilato; H.E. 100X

Fi.22- Fotomicrografia de regido de conjuntivo. Notar clareza de detalhes da morfologia das células; célula
caracteristica de mastocito pela presenca de granulos no citoplasma celular (seta) (Glicol Metacrilato, HE. 100X-
imersédo)




Fig.23- Fotomicrografia da regido de tecido muscular. Observar definicéo e nitidez da imagem; perceber as
estrias transversais do musculo estriado (Glicol Metacrilato, H.E. 40X)



DISCUSSAQ

Utillizando da revis@o de literatura vasta na drea de biocompatibilidade
biclégica de cimentos endoddnticos, constatamos, em grande parie dos
trabathos, a utilizaggo de implantes de tubos de politilene preenchidos por
cimento endoddntico no tecide subcutdneo de ratos e a utilizacdo do método de
processamento dos tecidos em Parafina para andlise histopatoidgica(5-13).

Estes f{rabalhos relacionados & biocompatibilidade de materiais
odontologicos, mais precisamente agueles de usc na pratica endodontica,
frazem imagens histoldgicas que deixam muito a desejar, no gue se refere 2
gualidade da imagem, preservacdo de detalhes celulares com producgéo de
artefaios, pois utilizam o método de inclus&o dos blocos de tecido em Parafing(5;
6, 7,8, 9 10; 11, 12; 13, 18, 19; 22, 24; 25, 27; 28; 30; 31; 33; 35; 36; 37; 38; 40
46; 47, 48).

Em um estudo piloto, foi utiizada esta metodologia, ou seja, ¢ método de
inclus&o dos blocos de tecido em parafina. Em primeira instéancia percebemos a
dificuldade de se obier bons cortes em um microtomo convencional, pois ©
aproveitamenio das seccdes foi muitc pequeno devido ao esgarcamento dos
tecidos, além da qualidade final de imagem indesejavel, muito embora, esta
qualidade estivesse de acordo com os achados da liferatura.

Muitos espécimes deste trabalho inicial foi perdidc em funcBo da ma
qualidade das secches obtidas e acreditamos que um padric de qualidade
dificilmente seria alcancado. A partir dests pento, comecamos a pesquisar uma

aiternativa para solucionar o problema da qualidade finat das imagens e tentar
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atingir um padro que pudesse superar aquele encontrado na [iteratura
cientifica.

Quando entdo, os trabalthos ligados & area especifica de Histologia nos
ajudaram a escoiher um outro meiodo de incluséo para tecido subcutaneo de
ratos gue ndo o convencional, no qual se utiliza a parafina. Observou-se entéo,
que © meétodo de inclus@o emn glicol metacrilato j& vem sendo utifizado em
histologia desde 1960, quando Rosenberg et al. (38) consideraram tal méterial
apropriado para a preparagéo de secgbes ulirafinas para analise em. microscopia
gletrbnica.

Com o aprimoramento das técnicas foi possivel em 1962, utilizar o Glicol
Metacrilato em microscopia de luz (15), contudo, nesta data, sua utilizacao ainda
era muito restrita. Em 1874, finaimente foi consagrada a sua utiizac&o como
material de inclus&o de tecidos animais para estudo em microscopia optica (9).

Nesta epoca, o glicol metacrilato era fabricado em laboratério cﬁm auxitio
de formulas descritas em trabalhos anteriores, o que dificultava a execucao
rotineira de inclusdo. Hoje, existemn formulas prontas vendidas comercialmente

como é o caso da Historesin (Leica) e JB4 {Polysciences).

As caracteristicas que fazem do glicol metacrilatc (GMA) um desejavel
material para incluso de tecido animal para estudo em microscopia Gptica

segundo Cole ¢ Sykes (9) incluem:
a) habilidade para infiltrar no tecido sem a completa remocdo da agua;

b) seu mondmero € miscivel em agua e etanol;
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¢} tecido mole e tecido duro séo bem infiltrados e suportados pelo GMA;

d} a temperatura pode ser mantida entre 0-4°C, o gue reduz artefatos

provocados pela temperatura

e} os cortes séo feitos de 0,5-3,0 micrdmetros de espessura, proporcionando

urmna grande capacidade de identificacao celuiar,
f) & remog&o do polimero do tecido previamente & coloragic ndo & necessario.

Bennet et al, em 1967 (3), propuseram ainda como vantagens do glicol
metacrilato;
1-baixa distor¢do, mas n&o totaimente ausente ao nivel de microscopia oOptica
{distorcio da mielina dos nervos; hemdlise parcial das hemoglobinas na periferia
dos blocos)
2-mais informagdes apods a coloracido
3-ndio reage quimicamente (ligagfes covalentes) com 08 grupos imporiantes
vara a coloracéo
4-refinamento na visualizacdo de detalhes histologicos
5-disting&o clara de tecido muscular e conjuntivo
6-permite aplicacdo de métodos de iocalizacdo imunochistoquimica
T-clareza e consisténcia ndo visualizada com parafina

8-secches podem ser feitas com até 0,2 um.

Contudo, até o momenio, ainda ndo temos nenhum trabalho utilizando o

Glicol Metacrilato como material de inclusdo de tecido subcutdneo de ratos
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contendo tubos de polietileno preenchidos por cimento, visando a avaliacao de
sua bioccompatibilidade. Desta forma langamos méo de um estudq sobre a
utilizagdo do Glico! Metacrilato como material de incluséo de tecido subcutaneo
de ratos que serviram para a implantac@o de cimento endoddntico.

Os resultados obtidos revelaram vantagens significantes para o Glicol
Metacrilato desde o processamento histologico até a qualidade final da imagem
para estudo histopatoldgico quando comparado a Parafina,

Durante o processamento histoldgico tivemos algumas diferencas basicas
compiladas na tabela 1 da secgdo de Resulados. Tais diferencas foram
consideradas fundamentais para gue a qualidade final da imagem fosse
diferente entre os métodos de inclusdo em Parafina e Glicol Metacrilato.

Para que possamos realizar uma correta in’fiitrac;,éé da parafina é
necessaria uma desidratacdo total do tecido, porque s6 assim a paréﬁn'a que é
imiscivel em ggua pode penetrar pela intimidade do tecido. Por outro fado, o
Glicol Metacrilato é hidrossolavel e pode penetrar um tecido nao totalmente
desidratado. Tal fato é de grande importancia pois a desidrataco € um dos
fatores que leva a producdo de artefatos celulares , podendo causar plasmdlise
e colapso de paredes celulares em iecidos delicados ja, tecidos ‘densos e nao
vacuelados sao praticamente imunes a desidratacdo. Além diss'o, os efeitos da
desidratacéc sfo bastante minimizados quando se uliliza de uma bateria
crescente em conceniragdo do desidratante (9; 14)

O clareamento com xilol nd&c € um passo necessario no metodo de

inclusdc em glicol metacriiato, mas fundamental no metode que utiliza a Parafina



{3), fato que também pode gerar aiguma distor¢ic na imagem final dos cortes de
Parafina, pois representa um passo a mais durante o processamento.

A infiltrag@o e inclusdo s&o procedimentos semelhantes entre 0s dois
métodos com uma diferenga — a temperatura dos liquidos. Para infilttracdio e
inclusdco em parafina € necessario que ela esteia fluida & temperatura de 56°C,
j& o glicol metacrilato se mantém fluido a uma temperatura de até 40°C
negativos, desta forma temos maior preservacac dos tecidos termolabeis | bem
como contracdo de polimerizac8o menor que a parfina, proporcionando methor
preservacdo da integridade dos tecidos (1.3; 9; 21; 32; 38). Além disso, ©
mondmero de glicol metacriiato, provoca menos distorgés no tecido que a
parafina, durante o processo de infitracdo. A diminuicdo na distorcdo ocorre
porgue o glicot metacrilato € um material que possui alta polaridade, ao contrario
da parafina que € altamente apolar (hidréfobo). O tecide geraimente se enruga
quando colocado em um fluido de polaridade relativamente menor. Desta forma
um material polar, como é o caso do Glicol Metacrilato, é menos apto a causar
distorgdo que um apolar, como & a parafina. (14).

Alguns cuidados s&c necesséarios guando da polimerizacdo do Glicol
Metacrilatc. O oxigénio do ar interfere na reacBo de polimerizagdo, ndo
permitindo que ela ocorra, ou pelo menos aumentande o tempo de presa do
material. Para tanto, & necessario proteger a resina do ar ulilizando resina
acrilica autopolimerizavel, parafina ou cera, desta forma a reagdo se processa
naturaimente (1; 2; 3; 9; 14; 15; 23, 26; 29; 52). Um oulro cuidado que se deve
tomar durante a reacdo de polimerizagdo diz respeito ao controle da

temperatura, pois a reagdo & exotermica e ¢ excesso de calor pode provocar
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bolhas no interior da resina e prejudicar a imagem final, sendo comum em biocos
de tecide maiores que 2X2 mm pois é mais dificil de controlar a reagdo. Para ¢
controte da reacdo utiliza-se redugio da temperatura da solugdo de incluséo,
resfriamento durante o processo de presa do material, ou ambas as iecnicas (1;
3; 9 29; 32; 49). Nbs preferimos utilizar o resfriamento durante a inclusio com
uma barra de gelo sob os moldes, desta forma conseguimos conirolar a reagao
exptermica de polimerizacdo sem aumentar em muito © tempo de presa.

A seccho dos blocos incluides em glicol metacrilato pode ser feita de 0,25
a 4um , enquanto a parafina rotineiramenie ¢ seccionada de € a 10um (1; 3; 15).
Tal diferenga & significante, pois um corte mais espesso pode mostrar uma
sobreposicio de estruturas mais freglientemente. Desta forma percebe-se uma
imagem final mais nitida com o giicol metacrilate faciliiande a andlise e
interpretacao da imagem posteriormente (1; 2; 9; 21,42; 34).

Para que se consiga cortes finos o bastante & com o maximo de
gualidade, uma lamina nova, ou pelo menos, uma area nova da l&mina deve ser
utilizada para os cortes (9; 14, 44; 42). Existe uma variedade de material que
compbem as laminas para micrétomo, contudo a lamina mais wutilizada € a de
vidro por provocar menos artefatos de tecnica (1; 9; 3; 15, 26; 29; 32; 42; 38; 49;
50;). Mas também encontra-se autores que preferem utilizar laminas de ago por
ser de uso mais rotineiro em um laboratério comum de histologia (2; 51; 52). Nos
preferimos a ytilizacio de laminas de tungsténio, por proporcionar rofineiramente
cortes de bea qualidade em nosso laboratorio de histologia.

Durante o seccionamento dos blocos incluidos em glicol metacrilato ndo

se percebe a formacgao da fita que € comum nos cortes de blocos incluidos em
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parafina (9; 14, 44). Contudo, podemos consegui-la, quando necessario, pela
adicao de Polietileno Glicol ao glicol metacrilato na proporgéo ideal de 0,20ml
para cada Smlb de solucdo (52). Quiros autores utilizam o recobrimente do bloco
polimerizado com cera para que uma secgao se una a outra (9; 14; 44).

O material glicol metacrilato € muito mais duro que a parafina (9; 14),
além disso apresenta uma resiliéncia que suporia a acdo da navalha do
micrétomo diminuindo o8 riscos de se provocar um artefato de técnica durante
este procedimento. O glicol metacrilato da bom suporte para as estruturas
celulares minimizandec o deslocamento durante o processo de seccionamento
{14, 21). Tais caracteristicas também possibilitam o corte do tecido sem gue se
remova o tubo de polietiieno de seu interior, desta forma, tem-se uma maior
fidelidade da reacho provocada pelo material inserido no tubo,

Para o estiramento das secgfes dos biocos incluidos em glicol metacriiato
utiliza-se agua fria sem a necessidade de albumina na lamina para que haja uma
adeséo mais efetiva ( 9; 14, 29; 44; 50}, Por outre |lado a parafina necessita ser
estirada em agua quente e este procedimentio pode esgarcar o tecide pela falta
de resisténcia da parafina

Um outro fator de diferenciagéo téenica entre os dois métodos de inclusio
& a remoglc do material de inclusdo para que se processe a coloragdo. No
método de inclusdo em parafina, o material de inclusdo deve ser removido para
permitir a penetracdo e ligacdo do corante, ja o glicol metacrilato por ser ndo
crisiaiino, hidrossolavel, homogéneo e transparente, ndo neceassita ser removido
para que se proceda a coloragie. Muitos artefatos vistos na secg2o de parafina
j& corada pode ser devido ac fato da matriz de parafina que suportava as
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estruturas ter sido removida (14; 21). Tal fato também € visualizado quando ©
glicol metacrilato é removido por xilol antes da coloragéo (15).

Um grande numero de corantes podem ser utilizados na coloragdo de
secghes feitas de blocos incluidos em glicol metacritato (2; 9; 14; 15, 21; 32; 39,
44; 50). Inclusive as coloraghes convencionais utilizadas para coloragao de
secches incluidas em Parafina (3; 14, 44; 51). Algumas celoragbes especiais
também foram desenvolvidas ou modificadas para se obter boas imagens
histopatoldgicas como & o caso da hematoxilina toluidina azul-fiuxinada (29} e a
modificacdo da técnica de Brown e Hopps para identificacéo de bactérias Gram
positivas & negativas (42).

Quando examinamos um corte de glicol metacrilato em microscopio de
luz, notamos que a espessura do corte influencia diretamente na intensidade de
coloracéo, pois a guantidade de corante depende da densidade de estruturas
presentes na area a ser examinada(3). Desta forma podemos inferir que 0s
cortes de glicol metacrilato coram menos que os de parafina. Para que
possamos ter um bom contraste, utilizando os corantes e técnicas de coloracdo
convencionais, podemos aumentar o tempo de permanéncia nas solugdes de
corante ou mesmo aumentar a temperatura para que as ligacbes dos corantes
se processem mais rapidamente {14; 21).

Além disso, o glicol metacrilato serve para incluir pecas gue contenham,
tanto tecido mole guanto tecidos mais resistentes ao corte {9). Desta forma
pudemos utiliza-lo como material de inclusdo do tecido subcutaneo do rato

contendo em seu interior o tubo preenchido por cimento, sem gue este ubo



necessitasse ser removido, & na parafina o tubo necessitou ser removido para
que 0s cortes pudessem ser realizados com um padrado de qualidade methor,

Como se pode perceber, as caracteristicas técnicas de processamento
histolégico s&c favoréveis 3 ulillizac@o do glicol metacriizio e quando néo,
podemos langar mac de alternativas para solucionar as eveniuais dificuidades
como & ¢ caso da formagdo de fila e da coloragdo. A caracteristica mais
importante € sem dlvida a qualidade da imagem histopatologica dos cories
feitas de tecidos incluidos em glicol metacrilato, que unanimemente € superior a
da Parafina (1; 2; 3; 9; 14; 15, 21; 26; 29: 32; 34; 38; 42; 49; 50; 51). Podendo
ser utilizado com grandes vantagens em estudos citoldgicos de tecidos animais
e vegetais, histoguimica, imunohistoguimica, microbiotogia e por fim em estudos
de biocompatibilidade bioclogica de cimentos endodbnticos no interior de tecido
subcuténeo de ratos.

Os nossos resultados mostraram, nas secegdes de glicol metacrilato,
facilidade de distingdo enire os tecidos e nitidez de estruturas celulares
superiores aguelas encontradas com parafing, o que esta de acordo com outros
autores pesquisadoes (2; 9; 29; 32; 34). O aumento da nitidez é fundamental para
a identificac@o precisa das células, principalmente quando se pretende realizar
um esiudo quantitativo de células inflamatdrias. Quando se utiliza o meétodo de
inciusdc em Parafina, um terce das células ndo podem ser identificadas (29)
prejudicando, portanto, a andlise quantitativa do processo inflamatorio, a partir
da contagem de células.

A produc@o de artefatos foi bastante reduzida, resultando em aumento da

qualidade da imagem e melhora da preservagéo dos tecidos. Assim como,



tivernos uma reducdo na distor¢dc & movimentagao das estruturas durante o
corte a partir dos blocos incluidos em glicol metacrilato. Um bom exemplo de
reduc&o no nimero de artefatos & conseguido com a técnica de coloracdo de
Tricrdmico de Mallory, que somada a técnica de HE, mostram a continuidade do
tecido, ou sgja, auséncia dos espagos intercelulares, bastante visiveis em cortes
de tecido processados pelo método da parafina.

Esta melhor qualidade de estruturas teciduais e celulares, reducdo no
nimero de artefatos e preservacdo tecidual dos blocos incluidos em glicol
metacrilato € conseguida pela somatdria dos passos do processamento
histolégico, bem como das proprias caracteristicas fisico-guimicas do material de
inciusdo. Sendo que a falta ou negligéncia de qualguer um dos passos pode
levar a uma perda da gualidade final da imagem.

Esta alta gualidade de imagem sugere que o glicol metacrilato seja um
material apropriado para inclusdo de tecido subcuténec de ratos com implantes
de tubos de polistilenc contendo cimentos endoddnticos, assim como ¢ € para
outros tecidos; pois todos os procedimentos do método de incluséo em glicol
metacrilato tlevam a uma preservacéo tecidual superior dguela proporcionada
pelo método de inclusdc em Parafina, resultando em uma melhor qualidade final
da imagem histopatoldgica.

Contudc, é necessario salientar gue este método de inclusdo & uma
alternativa aquele de inclusdo em parafina, haja vista, que a rotina da parafina é
muito mais conhecida, acessivel, barata e proporciona dados coerentes para
uma analise que ndo exija uma qualidade mais refinada. O meétodo gue utiliza o

ghicol metacrilato € de grande valia para pesquisas cientificas quando se deseje
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ou se necessite de maior qualidade para identificaco e contagem de células @
analise mais detalhada dos tecidos.

E importante salientar que o glicol metacrilato é um material relativamente
novo nNa microscopia de iz € que mals trabalhos devem ser feitos para
aprimorar a sua uiilizacéo neste campo da histologia, para que tenham os
capacidade de aumentar a resolucdo e o detalhamento tecidual nos estudos de

histopatologia gue necessitem destes refinamentos de tecnica,
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CONLUSOES

Deste trabalho obteve-se como conciuséo geral que o0 método de incluséo

am glicol metacrilato foi superior ao da parafina pois.

4.

A gualidade de imagem das secg¢bes feitas a partir de blocos de
tecidos incluidos em Gilicol Metacrilatc fol muitc superior a0 da
Parafina;

Houve uma redugdc de artefatos quando o Glicol Metacrilato foi
utitizado como material de incluséo;

Os detalhes celulares foram melhor identificados em Glicol Metacriiato
gue em Parafina,

Houve uma maior preservac&o tecidual com a Utilizag8o do método de
inclusao em Glicol Metacrilato.

A execucio dos procedimentos histoldgicos do método de inclus&o em
Glicol Metacrilato foi muito semelhante ao da Parafina com algumas

peculiaridades de cada técnics;

Desta forma pudemos constatar que ¢ glicol metacriulato € um material

alternativo par inclusdo de tecido subcuténeo de ratos em estudo de

biocompatibilidade de cimenios endoddnticos
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