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RESUMO

Avaliou-se a citotoxicidade dos cimentos Topseal, EndoRez, Tubli-Seal e
Kerr Pulp Canal Sealer E.W.T. quanto a liberacdo de derivados do
oxigénio no contato cimento/cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos. Respectivamente os cimentos que mais liberaram HO2 na
concentracdo de 9 mg/ml foi o Topseal > Zimosan > EndoRez > Tubli-Seal
= Kerr Pulp E.W.T. e na concentracdo de 18 mg/ml foi o Topseal >
Zimosan = EndoRez > Tubli-Seal > Kerr Pulp E.W.T. Os que mais
liberaram NO na concentracdo de 9 mg/ml foi o LPS > Topseal > Kerr
Pulp E.W.T. > Tubli-Seal = EndoRez e na concentracdo de 18 mg/ml foi o

LPS > Topseal = Kerr Pulp E.W.T. > Tubli-Seal > EndoRez.

Palavras-chave: Macrofagos; materiais restauradores de canal radicular;

peroxido de hidrogénio; 6xido nitrico.



SILVA, P.T. Evaluation of citotoxicity of root canal sealers due to realese

of hydrogen peroxide and nitric oxide in peritoneal rat macrophage

culture. Araraquara, 2002. 132p. Dissertagcdo (Mestrado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista.
ABSTRACT

It was evaluated the citotoxicity of the sealers Topseal, EndoRez, Tubli-
Seal and Kerr Pulp Canal Sealer after exposure to rat peritoneal
macrophage culture, due to oxigen derivate liberation. Respectively, the
sealer that, liberated more H02 at 9 mg/ml concentration were Topseal >
Zimosan > EndoRez > Tubli-Seal = Kerr Pulp E.W.T. and in concentration
of 18 mg/ml were Topseal > Zimosan = EndoRez > Tubli-Seal > Kerr Pulp
E.W.T. The greatest liberation of in NO concentration of 9 mg/ml were
LPS > Topseal > Kerr Pulp E.W.T. > Tubli-Seal = EndoRez and in
concentration of 18 mg/ml were LPS > Topseal = Kerr Pulp EW.T. >

Tubli-Seal > EndoRez.

Keywords: Macrophages; root canal fillings materials; hydrogen peroxide;

nitric oxide.
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Introducao

O tratamento do sistema de canais radiculares, desde o
estabelecimento do correto diagnostico até a preservacdo do caso
constitui-se de atos operatorios interligados entre si, ndo podendo
negligenciar-se qualquer dessas etapas, sendo a etapa operatdria da
obturacdo a que representa um reflexo dos predicados técnicos do
profissional e, consequentemente, a comprovacdo do sucesso obtido em
todas as etapas anteriores (Leonardo & Leal, 1998).42

De acordo com Bonetti Filho,11 em 1986, a obturacdo e o
material obturador recebem uma énfase especial porque substituirdo a
polpa radicular, e refletirdo a postura do profissional em relagdo ao
tratamento de canais radiculares.

O material obturador utilizado deve preencher requisitos
adequados de propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, pois ficara em
contato permanente com o0s tecidos apicais, periapicais e com 0
conjuntivo subjacente, de forma que possa oferecer tolerdncia tecidual e
selamento o mais "hermético" possivel dos canais radiculares. Dessa
forma, visando a obtencdo de uma obturacdo hermética, e auxiliado por
técnicas aprimoradas de obturacdo de canais radiculares, é necessario
que materiais obturadores inseridos dentro do canal radicular no
momento da obturagdo, cumpram suas reais finalidades de selamento e

respeito aos tecidos do &pice e periépice.
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Os cones de guta-percha representativos da parte soélida,
e 0s cimentos obturadores (parte plastica), tem como fungdo, preencher
todos os espagos vazios modelados anteriormente pela instrumentacéao,
promovendo uma obturacdo tridimensional a mais hermética possivel e
combatendo os microrganismos que escaparam da acdo do preparo
biomecanico e do curativo de demora. (Beltes et al., 1995;8 Leonardo,
1997).49

Levando em consideracdo os mais variados aspectos de
anatomia morfolégica encontrada no terco apical dos dentes, esses
materiais entram em contato direto com tecidos apicais e periapicais por
um longo periodo, sendo que nesse momento, € de forma imperiosa a
biocompatibilidade dos materiais obturadores (Bilginer et al., 1997;10
Leonardo, 1997;4° Kolokouris et al., 1998).37 Assim, o selamento do
forame apical pela deposicdo de tecido mineralizado ou fibroso no apice,
representa o isolamento desse material obturador (corpo estranho), do
restante do organismo.

A partir dessa premissa, surgiram 0S cimentos
obturadores a base de oxido de zinco e eugenol, resina epoxi, hidréxido
de célcio, tendo como exemplo de marcas comerciais, Kerr Pulp Canal
Sealer, Topseal, Sealapex, AH Plus e etc.2:15.25,27,48,58,62

A citotoxicidade desses cimentos obturadores, juntamente
ou isoladamente de seus componentes, tem sido estudada "in vitro"

(Gerosa et al., 1995;27 Vajrabhaya et al., 1997)101 e "in vivo" (Pertot et
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al., 1992:66 Torabinejad et al., 1995;% Pertot et al.,, 1997;67 Rasquin,
1997).74 Levando-se em consideracdo que a legislagdo atual dificulta
através das normas da Etica, o emprego de pesquisas "in vivo" (Garcés-
Ortiz & Ledesma-Montes, 1997)26 e também as dificuldades inerentes a
mesma, com grande nimero de variaveis, temos como op¢do a realizacéo
das pesquisas "in vitro".1,5.19,21,38,52,70,79,88,92,95,103

No estudo de células em meio de cultura ocorrem as
condicbes necessarias para avaliar o metabolismo e comportamento
celular, em contato com diferentes materiais (Junqueira & Carneiro,
1997).34 A andlise de células é opcdo para a reproducdo das reacdes
celulares ocorridas frente aos materiais obturadores, e tem como
vantagem o controle sobre os fatores experimentais e numero de
variaveis, sendo sugerido que se deva conhecer o comportamento de um
grupo de células, antes de se utiliza-lo como modelo de estudo (Arenholt-
Bindslev & Bleeg, 1990;4 Egea & Rubio-Manzanares, 1998).20

Nas culturas de células, os cimentos obturadores ou os
componentes que o constituem provocam alteracdes morfofuncionais
possiveis de serem observadas e analisadas sob microscopia eletronica
ou oOptica, com ou sem marcacdo celular com radiois6topos. As alteragdes
da morfologia celular, evidenciam fendmenos intra e extracelulares de
citotoxicidade partindo da instalacdo de processos degenerativos frente a
exposicdo celular com material presente nos meios de cultura. As

alteracdes morfofuncionais sdo indicativas de estimulacdo da capacidade
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funcional de sintese protéica, enzimatica, presenca de mediadores
quimicos de vital importdncia no processo reparatério reacional, fatores
de crescimento celular, produtos do é&cido araquidonico, citocinas e
outras substéncias que desencadeiam situa¢cbes ou alteragdes
degenerativas como o peréxido de hidrogénio (Pick & Mizel, 1981;6°
Leonardo, 1997)4% e o oOxido nitrico (Palmer et al., 1987;%4 Moncada et al.,
1991;59 lalent et al., 1992;33 Teixeira et al., 1993;% Vespa et al., 1994;102
Norris et al., 1995).61

No processo inflamatério, tamanho da lesdo, tipo,
capacidade dos cimentos de estimular a acdo dos macréfagos e a
liberacdo de mediadores quimicos responsaveis nessas respostas, sao
alguns dos fatores a serem levados em consideracdo (Leonardo, 1997).49

A agressdo, oriunda do contato com o0s materiais
obturadores ocasionam nas células, alteracfes morfofuncionais e até
morte celular, sendo que a liberacdo de mediadores quimicos nos ajuda a
avaliar a citotoxicidade destes materiais (Leonardo, 1997),4° uma vez que
quanto maior a liberacdo desses mediadores, maior é a agresséao.

Dessa maneira a mensura¢cao da producdo de reagentes
intermedidrios de NO e H202 em cultura de macréfagos, através de
diferentes metodologias, pode ser utilizada na avaliacdo da citotoxicidade
de materiais obturadores (Pick & Keisari, 1980;%¢ Pick & Mizel, 1981;69

Moncada et al., 1991;59 Leonardo, 1997).49



Revisao da literatura

Este capitulo revisa a literatura de forma sintética concernente a
macréfagos, derivados do oxigénio e nitrogénio, hidroxido de calcio
e 0s cimentos obturadores de canal radicular derivados do hidréxido
de calcio, oxido de zinco e eugenol, Kerr Pulp Canal Sealer EWT
(Extended Working Time), Topseal, Tubli-Seal™ e EndoREZ™,

Macrofagos

Sao células originadas de monocitos sanglineos que
migram para varios 0Orgdos e tecidos onde se transformam em
macrofagos. Os macrofagos fazem parte, juntamente com mastocitos,
neutrdfilos, fibroblastos e linfocitos da resposta inflamatéria, resposta
essa de defesa do organismo que ocorre no tecido conjuntivo visando
destruir, diluir e isolar o agente agressor através da fagocitose. A
fagocitose € uma das importantes atividades dos macrofagos que tem a
capacidade de sintetizar e secretar enzimas e fatores reguladores da
atividade de outras células como as citocinas e fatores de crescimento. A
liberacdo de linfocinas pelos linfécitos T promove a ativacdo de
macréfagos para sensibiliza-los contra antigenos de organismos
infectados (Cotran et al., 1996).18 Quando um cimento obturador de
canais radiculares, entra em contacto com o tecido conjuntivo periapical,

promovera a estimulacdo e ativacdo dos macréfagos, para a realizagao da
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fagocitose (Leonardo, 1997).49

Também macréfagos e linfocitos desempenham papel
essencial no mecanismo mediado por células envolvidas na inflamacdo
cronica (Trowbridge & Emiling, 1996).98

Sua fungdo é remover antigenos particulados, processar,
apresentar o antigeno as células T (linfécitos T), desencadeando a
resposta imune (Roitt et al., 1999).76

A ativacdo dos macrofagos e linfocitos produz uma série
de alteracdes morfofuncionais, como exemplo capacidade fagocitica,
bactericida e citotoxicas aumentadas. Macréfagos peritoneais de ratas,
como modelo celular "in vitro" sdo de facil obtencdo para testar respostas
celulares frente a pastas e cimentos endoddnticos, auxiliando a
investigacdo da biocompatibilidade destes materiais especialmente sobre
seus efeitos na resposta inflamatéria e imune (Egea & Rubio-Manzanares,
1998).20

Metzger,54 em 2000, numa revisdo sobre a presenca dos
macrofagos nas lesbes periapicais, considerou-os a principal fonte das
citocinas interleucina-1 beta (IL-1b), interleucina-1 alfa (IL-1a) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais contribuem para a iniciacdo e
regulacdo do processo inflamatério, ativando células ou para agdo
destrutiva como o0s osteoclastos relacionados a reabsorcdo 6ssea ou
regulando o processo de reparo pela ativacdo dos fibroblastos elevando

assim a sintese de colageno produzido por estas células.
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Derivados do oxigénio e nitrogénio

Pick & Keisari,®®¢ em 1980, preconizaram um método
fotocolorimétrico para analise da liberacdo do perdxido de hidrogénio
obtido em cultura de macréfagos peritoneais de Porcos da india. O estudo
baseou-se na oxida¢do do vermelho fenol mediado pela peroxidase de
raiz forte (HRPO). Os macrofagos frente a estimulos de membrana, como
por exemplo, particulas a serem ingeridas, liberam entre outros produtos
H202. Neste trabalho, os autores utilizaram agentes estimuladores como
Acetato de forbol miristico (PMA), Zimosan, Concanavalina A (Com A),
Aglutinina de germe de trigo (WGA), N-formil-metionil-leucifenilanina
(FMLP) e A 23187. O método mostrou-se eficiente e viavel devido as

caracteristicas ndo toxicas ou neutras do vermelho fenol e da HRPO.

Em 1981, Pick & Mizel,5® desenvolveram dois ensaios
para andlise quantitativa da producdo de superdxido (O2") e per6xido de
hidrogénio (H202) em culturas de macrofagos peritoneais de fémeas de
rato C57BL/6N e de Porcos da India. A avaliacdo da producdo de Oz  esta
baseada na reducdo do ferricitocromo. A quantidade liberada de HO: €
baseada na oxidacdo dependente de peroxidase de raiz forte (HRPO) do
vermelho de fenol. Em culturas de macrofagos em placas de 96 orificios,
fundo chato para cultivo celular, foram adicionados 100 m de
ferricitocromo ou vermelho fenol com HRPO. Apo6s a adi¢cdo de um agente

desencadeador e estimulante da "explosdo oxidativa" com incubagdo a
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37°C por varios intervalos de tempo, as mudancas na absorbancia do
ferricitocromo e do vermelho fenol foram respectivamente medidas
diretamente nas placas de cultura, utilizando-se um fotémetro automatico.
As principais vantagens deste método sdo as pequenas quantidades de
células e reagentes utilizados, a sensibilidade e reprodutibilidade, o
grande numero de materiais que podem ser testados e especialmente a

velocidade e conveniéncia oferecida pelo leitor automatico.

A liberacdo de o6xido nitrico (NO) ocorrida pela atividade
bioldgica, e a ag¢do do fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF), foi estudada por Palmer et al.,54 em 1987. Este estudo foi
realizado em culturas de células, constituida da porcdo endotelial de
células aorticas de coelhos ou células 3T3 e o NO foi determinado
através do método de Quimioluminescéncia proveniente de sua reagao
com o ozo6nio. O relaxamento produzido pelo EDRF é indistinguivel do
produzido pelo NO. Os resultados sugeriram que o EDRF e o NO séo

semelhantes.

Uma revisdo sobre o o6xido nitrico (NO) abordando seus
aspectos fisiologicos, patofisiologicos e farmacoldgicos foi realizada por
Moncada et al.,>® em 1991. A liberacdo fisiologica de NO depende da
estimulacdo de uma enzima célcio dependente a L-arginina. A enzima

responsavel pela catalizagdo da conversdo da L-arginina e oxigénio
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molecular a L-citrulina, e do NO € a NO sintase (NOS). Sua liberacéo
pode ser inibida pela L-canavanino, L-NMMA (NS-monometil-L-arginina),
L-NIO  (N-iminoetil-L-ornitina), L-NAME (NG-nitro-L-arginina-metil-éster).
O NO tem ac¢bes farmacolégicas como relaxante vascular, inibidor da
agregacdo plaquetaria e citoprotetor. Pode ser liberado por macrdfagos
como parte do metabolismo antimicrobiano. A ativacdo macrofagica frente
a L-arginina produz a sintese de L-citrulina e NO2 e a presenca de L
NMMA previne a sintese destes produtos que tem expressao citotdxica. O
LPS, assim como o IFN-g sdo ativadores macrofagicos. A producdo de
NO, que é um gés sollvel de radical livre, ocorre também nos neutroéfilos,
células endoteliais e neurdnios centrais especificos. LNAME um potente
inibidor da sintese endotelial de NO, ndo tem acdo neutrofilica, e a

estimulagdo para a sintese ocorre frente ao leucotrieno B4 e FMLP.

Em 1993, Teixeira et al.,°4 estudaram o papel das
prostaglandinas e do 6xido nitrico (NO) na reacdo inflamatoria aguda em
tecido intradérmico de Porcos da india. A administracdo de um inibidor da
sintese de NO, NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) dependendo
da dose, inibiu a formacdo de edema, que foi induzido em resposta a
injecdo intradérmica de bradicinina. A inibicdo através da L-NAME da
inducdo da formacdo de edema pela bradicinina, é o efeito oposto, a
injecdo de nitroprussida de sodio (SNP) ou prostaglandina E1 (PGE1). Os

resultados mostraram que a inibicdo da producdo de NO reduz o acimulo
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de leucocitos e a formacdo de edema, podendo ser induzida através de
diferentes mediadores da inflamagdo. A administracdo de L-NAME
também causou a diminuicdo local do aporte sanglineo. Os autores
sugeriram que é este o mecanismo que exerce efeito antiinflamatorio

neste modelo.

Este estudo foi realizado por Vespa et al.,102 em 1994,
para determinar o papel de reagentes intermediarios do nitrogénio nas
infeccOes por Trypanossoma cruzi. In vitro, reacdes antigeno-anticorpo
obtidos durante a fase aguda de infeccdo, produziu elevada quantidade
de oOxido nitrico (NO) que foi correlacionada com a resisténcia ou
suscetibilidade dos animais. In vivo, 0s niveis de NO2 mais NOszno
plasma durante a infeccdo foi maior nos ratos C57BL/6 do que nos ratos
BALBL/c. Os resultados mostraram que no tratamento de C57BL/6 quando
a sintese de o6xido nitrico (NO) foi inibida, através de inibidores de NO
sintase, houve aumento da parasitemia e mortalidade. Finalmente
concluiu-se que o S-nitroso-acetyl-penicillamine € capaz de matar o
Trypanosoma “in vitro” na presenca de outras células, sugerindo que o

mediador NO mata T. cruzi.

Um estudo para determinar se a producdo de 0xido nitrico
(NO) pela ativacdo de culturas de macrofagos em niveis fisiologicos de

arginina, ou através do aumento na disponibilidade de arginina como
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substrato para sintese de NO foi realizado por Norris et al.,61 em 1995. A
geracdo de NO pelos macrofagos € largamente responsavel pela morte do
Trypanossma cruzi. O aumento exdgeno de arginina ou citrulina resultou
em significante aumento da producdo de NO e da sua completa liberagdo
nos parasitas através da atividade macrofagica. A citrulina foi substituida
totalmente pela arginina no suporte da producdo de NO e na atividade de
destruicdo do Trypanossoma. Estes resultados demonstraram que na
expressdo e ativacdo do ciclo da citrulina, NO sdo liberados pelos
macrofagos. Os niveis de arginina no plasma sdo limitados em respeito a
producdo de NO no sangue e da atividade de destruicdo do
Trypanossoma nestas células. Segundo os autores, o aumento dos niveis
de substrato no plasma, em vez de arginina no sangue e biosintese de
NO, pode representar um meio de aumentar a atividade antimicrobiana “in

Vivo".

Os reagentes intermediarios do oxigénio (peroxido de
hidrogénio) e os reagentes intermediarios do nitrogénio (6xido nitrico)
(provenientes da atividade fagocitaria) sdo indicativos de citotoxicidade

(Leonardo, 1997).49

Rasquin,”> em 2000, avaliou a citotoxicidade dos
cimentos endoddénticos, Sealapex, Sealer 26, Topseal, Pro Canal e

Endomethasone. Sob um leitor de ELISA foram avaliadas as liberacdes de
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Oxido Nitrico e Per6xido de Hidrogénio, em cultura de macréfagos
peritoneais de camundongos em contato com solu¢cdes de cimentos, nas
concentracbes de 9 mg/ml e 18 mg/ml. Para o autor, os resultados
permitiram observar maiores liberagbes de NO com os cimentos Topseal,
Sealer 26 e Endomethasone, em qualquer uma das concentragdes. Entre
0s cimentos Sealapex e Pro Canal, com as menores liberacdes de NO,
parece ndo haver qualquer diferenga significativa dentro das
concentracfes. Entretanto, na concentracdo de 9 mg/ml todos os

cimentos apresentaram liberagdes bem menores do que na concentracao

de 18 mg/ml.

Nesses trabalhos, estudos prévios mostraram que a
substancia P (SP) causa vasodilatacdo na polpa dental. O objetivo deste
estudo foi avaliar se o SP trabalha através do caminho do Oxido Nitrico
(NO) por influéncia do escoamento sangliineo pulpar, e para permitir o
conhecimento do mecanismo intracelular do SP na fisiologia
pulpovascular. Uma mistura de polpas dentais frescas extraidas de
dentes de 5 bovinos foram usadas. Apds a maceragdo pulpar, SP, L-Name
e nitropussiato de sddio (SNP), foram adicionadas ao tecido pulpar. Apos
incubacdo por um periodo de 1, 2, 3 ou 4 horas a 37°C e 100% de
umidade amostras teciduais foram centrifugadas e o nitrato foi
quantificado através de método da Quimioluminescéncia. Os dados foram

analisados por multiplas compara¢des estatisticas, empregando-se o
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teste de ANOVA. Nas concentracfes de 0,25, 50 e 100 mg/ml de SP,
produziu claramente doses dependentes de Oxido Nitrico para cada nivel
de SO (P < 0,05). Adicionando-se, para cada concentracdo de SP, a
sintese de NO foi efetivamente bloqueada pelo LName (95 a 99%). Nos
concluimos entretanto que SP's promove a estimulacdo da producdo de
NO no endotétio de maneira independente, isto é a L-Name ndo tem
efeito de inibicdo na producdo de NO pelo SP. Estes resultados provam a
evidéncia que o aparecimento de NO é envolvido na teoria do mecanismo

de funcéo da vasodilatacdo do SP (Kim et al., 2001).36

Hidroxido de calcio

O efeito do hidréxido de célcio, 6xido de zinco e eugenol
e AH-26, sobre o afluxo de macrdéfagos e sobre o indice de fusdo destas
células na formagcdo de granulomas, foi estudado por Catanzaro-
Guimardes & Percinoto,16 em 1984. O hidroxido de célcio, AH-26 e o
0xido de zinco-eugenol, influenciaram o indice de afluxo de fagocitos
mononucleares e o potencial de fusdo destas células na formacdo de
granulomas. O 6xido de zinco e eugenol reduziu o indice de fusdo e a
propor¢cdo de células gigantes em um curto e longo periodo de implante.
O longo periodo com o maior indice de afluxo de macréfagos
mononucleares, sugeriu que este material foi altamente citotoxico para

macréfagos. O hidroxido de calcio nédo influenciou grandemente o
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processo de fusdo e o indice de entrada de fagocitos mononucleares. Isto
indica que o hidroxido de calcio desenvolveu um baixo efeito citotdxico
nos macréfagos. AH-26 aumentou o afluxo de indice de fagocito
monuclear durante periodos realizados por 4, 8, 12, 24, 30 e 40 dias. Nos
periodos de 24-30 e 40 dias, a propor¢cdo de macrofagos mononucleares
diminuiu, e entre 30-40 dias os valores permaneceram sobre os materiais
mencionados. indices de fusdo e proporcdo de células gigantes também
foram desprezados durante o longo periodo de implante, sugerindo que
AH-26 pode ser considerado suave para moderado na reacdo de
citotoxicidade ao sistema macrofagico. Os materiais implantados no
tecido conjuntivo, atuam como um corpo estranho; assim como o material
obturador de canal radicular quando extravasado para o apice do dente,
ficando em contato direto com os tecidos apicais e periapicais durante o
tratamento endoddntico. Essa reacgdo tipo corpo estranho é uma lesdo
inflamatdria cronica caracterizada principalmente pela acumulacdo de
fagocitos mononucleares, células linfoides e pela destruicdo de fibras do
tecido conjuntivo e da substancia intracelular. Dessa forma na inflamagéao
cronica granulomatosa, a populacdo de macrofagos provéem de mondcitos
recrutados da circulacdo; células gigantes multinucleadas sdo formadas
pela fusdo de macrofagos, especificamente pela conjuncdo de um jovem,
agora novamente chegando com células e um velho macrofago
preferencialmente em mitose, e finalmente, células epiteliodes chegadas

também de um macrofago por um processo especial de diferenciacéo,
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principalmente quando existe um agente irritante no citoplasma do
macrofago, promovendo uma divisdo mitética celular dos mesmos. Assim
este estudo conclui que o afluxo de macrégados mononucleares e a
formacdo do indice destas células na superficie de |aminulas de vidro
inseridos subcutdneamente em ratos pode ser um método vidvel para

avaliacdo da biocompatibilidade de materiais dentarios.

Em 1985, Schroder80 relatou que a resposta tecidual ao
hidréxido de céalcio colocado sobre o tecido pulpar humano inicia-se por
uma necrose superficial considerada leve, estimulando a defesa, seguida
da proliferacdo vascular e da migracdo de células inflamatorias, células
mesenquimais e formacdo de coldgeno. A seguir, ocorre diferenciacdo
dos odontoblastos e forma-se o tecido mineralizado com aparéncia de
dentina, observado com microscépio eletronico de varredura, e
histologicamente normalizando a funcdo pulpar. A mineralizacdo do
colageno inicia-se com calcificacdes distréficas tanto na zona de necrose,
como pela degeneracdo das células dos tecidos adjacentes, levando a
deposicdo de minerais no coldgeno recentemente formado. A presenca de
fons de célcio estimula a precipitacdo de carbonato de calcio na area
ferida contribuindo, possivelmente, para o processo de mineralizacdo. A
formacdo de tecido duro em contato com cimentos de hidroxido de calcio
indicou menor grau de agressdo quimica inicial, quando comparada

aquela produzida pelo hidroxido de céalcio puro. As diferentes respostas
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dos tecidos aos varios cimentos de hidroxido de céalcio podem estar
relacionados com fatores como: diferencas no pH e taxa de liberagéo de
fons, calcio e hidroxila. Outros componentes dos cimentos induzem
diferentes reac¢des quimicas que podem inativar o hidréxido de calcio ou

serem nocivos aos tecidos.

A liberacdo de ions Ca** e OH- de materiais a base de
hidroxido de calcio pela extracdo com agua foi investigada por Tagger et
al.,% em 1988, em tubos padronizados, de teflon bem delimitados com
aproximadamente 7mm de didmetro e 3mm de profundidade. Por meio do
pH foi analisada a quantidade de OH-, e a quantidade de Ca** por um
aparelho analisador de ions de calcio. Os autores verificaram que o
padrdo de liberacdo de ions foi diferente e que as bases, Life e Dycal
continuam a alcalinizar o meio, mesmo despois que a liberacdo de ions
de célcio ndo podia ser mais detectada. A liberacdo de ions de calcio
pelo CRCS foi muito pequena, e discreta a alcalinizacdo do meio durante
todo o teste. O eugenol livre no CRCS pode capturar o calcio, tornando-o
pouco encontrado na forma idnica. Além de alcalinizar 0 meio o Sealapex
continuou liberando grande quantidade de calcio durante todo o periodo

de teste.

Uma revisdo abordando os propositos pelos quais o

hidroxido de célcio tem sido utilizado na Odontologia desde o inicio do
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século XX, até os dias atuais, foi realizada por Foreman & Barnes,2> em
1990. Assim, o hidroxido de célcio foi discutido sob os aspectos de suas
acdes bioquimicas, dos produtos comerciais disponiveis e de suas formas
de uso. Em suas acles bioquimicas, foi enfatizada a capacidade de
induzir mineralizacdo, de destruicdo de bactérias e de dissolugdo de
material necrotico. Os materiais contendo hidroxido de calcio foram
classificados quanto a propriedade de sofrer, ou ndo, reacdo de presa, o
que foi relacionado ao seu pH, tendo em vista o nivel de ions calcio e
hidroxila livres, que permaneceram apds o endurecimento. A atividade
antibacteriana depende da disponibilidade de seus ions hidroxila. Dentre
0S varios empregos no tratamento de canais radiculares infectados e com
lesdo  periapical, salientando  suas  propriedades  bactericida,
antiexsudativa, dissolvente de tecido necrotico e indutora de

mineralizacéao.

Em 1993, Leonardo et al.,44 avaliaram "in vitro", usando
um veiculo viscoso, que é o polietileno glicol "400", a solubilidade, a
dosagem de ions de Ca*2 e o pH do hidréxido de calcio associado ao p-
monoclorofenol canforado (PMCC) e ao pmonoclorofenol (PMC). A pasta
Calen foi utilizada como fonte de hidroxido de célcio. A solubilidade, foi
averiguada através do uso de espectofotometro no ultravioleta modelo
DU-70 da Beckman Instruments. A anélise da liberacdo de calcio, foi feita

utilizando-se  método  titulométrico - complexometria com  sal
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etilenodiamintetraacetato de sdédio (EDTA) e por espectotometria de
absorcdo atomica. Para determinar o pH, utilizou-se o pHmetro da
Metronal modelo E-120, acoplado a eletrodo combinado vidro -
calomelano. Diante dos resultados os autores concluiram que: a) nas
pastas a base de hidréxido de calcio (Calen) associadas ao PMC, a
adicdo de canfora tornou-se desnecessaria; b) a formacdo de p-
monoclorofenolato de célcio tornou mais prolongada a acgdo bactericida
da pasta Calen + PMC; c¢) a solubilidade de p-monoclorofenol em
associagcdo com a pasta Calen, ndo sofreu influéncia da auséncia da
canfora; d) o pH foi semelhante nas trés pastas analisadas, independente
da presenca do p-monoclorofenol; e) a liberacdo de ions de Ca*2? foi mais

lenta nas pastas associadas ao p-monoclorofenol.

O efeito do hidroxido de calcio sobre o lipopolisacarideo
bacteriano (LPS) foi estudado bioquimicamente, através de um
espectofotdmetro, por Safavi & Nichols,”” em 1993, que teve como fonte
de LPS a Salmonella typhimurium. A microbiota predominante nos casos
de necrose pulpar com lesdo evidenciavel radiograficamente &
de bactérias Gram-negativas. Estas apresentam morfologicamente
na sua parede celular os lipopolissacarideos (LPS) responsaveis
pela estimulacdo de sintese e liberagdo das principais citocinas
ativadoras dos osteoclastos; desempenhando papel importante
na reabsor¢do O0ssea periapical. Os LPS sdo liberados na lise e morte

bacteriana. A eliminacdo dos microrganismos da cavidade pulpar tem sido
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0 objetivo maior nas terapias endoddnticas, uma grande variedade de
agentes antimicrobianos tém sido empregados com esta finalidade,
destacando-se o emprego de hidroxido de célcio, quer como substancia
irrigadora ou como medicagdo intracanal. O tratamento do LPS com
hidroxido de céalcio, apresentou liberacdo de quantidades elevadas de
acidos graxos hidrdlise. Os resultados sugerem, segundo 0s autores, que
a degradacdo do LPS mediada pelo hidroxido de célcio é uma importante

reacdo e um efeito benéfico obtido pelo seu uso na clinica endoddntica.

A presenca da fibronectinas durante a resposta precoce
da polpa dentaria de cdes a dentina desmineralizada ou cimento contendo
hidroxido de célcio foi analisada microscopicamente e sob
imunofluorescéncia por Tziafas et al.,%9 em 1995. A adsorcdo de
fibronectina foi verificada na dentina e no cemento, s6 que em menor
quantidade no cemento. Os implantes de dentina e cemento apresentaram
coloracdo positiva a avaliacdo através da imunofluorescéncia. Os
resultados sugeriram que a fibronectina desempenha papel importante na
dentinogénese apo6s inducdo de células da polpa por dentina
desmineralizada, somando-se a isso o envolvimento da fibronectina na
resposta pulpar ndo especifica frente a implantacdo de cimento a base de

hidréxido de calcio.

Segura et al.,82 em 1997, estudaram o efeito do hidroxido
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de calcio na capacidade de adesdao dos macrofagos ao substrato na
resposta inflamatdria. Ap6és a estimulacdo os macréfagos eram recolhidos
da cavidade abdominal de ratos Wistar e resuspensos em meio RPMI-
1640. A analise da capacidade de aderéncia ao substrato foi feita em
tubos de Eppendorf apés 15 minutos de incubagdo a 37°C, umidade
atmosférica e 5% de CO2. Os resultados mostraram que o hidroxido de
calcio diminuiu a capacidade de aderéncia dos macrofagos ao substrato
dependendo da dose e do tempo. Os autores concluiram que devido a
influéncia do hidroxido de célcio na adesdo, ultimo passo no processo de
fagocitose, h& uma reducdo da reacdo inflamatéria dos tecidos
periapicais, além disso, este efeito € capaz de explicar a fase final da

capacidade do hidroxido de célcio em induzir a mineralizagao.

Guigand et al.,2? em 1999, avaliaram a
citocompatibilidade de trés cimentos endoddnticos (a base de 6xido de
zinco e eugenol, a base de hidroxido de célcio e a base de 6xido de
célcio). Utilizaram wuma linhagem de fibroblastos de camundongos
(NIH3T3), usando um sistema que simulasse condi¢des in vivo, onde o
material dos cimentos permanecia no meio de cultura contendo o0s
fibroblastos, separados por uma membrana de policarbonato. A
biocompatibilidade foi avaliada 24, 72 e 168 horas apds o contato, e 0s
resultados envolveram o teste de citotoxicidade colorimetrico, a

microscopia eletronica de varredura e a citometria continua. O presente
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estudo demonstrou que cimentos a base de Oxido de céalcio sdo tdo
biocompativeis quanto a maioria dos cimentos a base de hidroxido de
calcio. Uma maior citotoxicidade foi encontrada para o cimento a base de
0xido de zinco e eugenol. No entanto, estes testes in vitro, constituem
somente o primeiro passo e ndo uma reproducdo precisa das condigdes in
vivo. Dessa forma necessita-se estender esses estudos para outros

animais e entdo codificar novas investigagdes clinicas.

Leonardo et al.,50 em 2000, avaliaram a citotoxicidade de
quatro cimentos obturadores de canal radicular a base de hidréxido de
calcio (Sealapex, CRCS, Apexit e Sealer 26) e um cimento a base de
0xido de zinco e eugenol (Fill Canal), microscopicamente nas suas
mudancas morfolégicas em culturas de macrofagos peritoneais de
camundongos. O cimento mais citotoxico foi o Fill Canal, seguido em
ordem decrescente de citotoxicidade pelo CRCS, Sealer 26, Apexit e

Sealapex.

Em 2001, Han et al.3! avaliaram in vitro a efetividade do
hidroxido de céalcio em dois diferentes veiculos (aquoso e Oleo de
silicone) sobre Enterococcus faecalis. Apés um periodo de incubacédo de
3 semanas, sessenta e oito dentes humanos foram divididos em 4 grupos:
a) grupo sem smear layer e com pasta de hidréxido de célcio + agua;

b) grupo sem smear layer e pasta de hidréxido de calcio + oOleo de
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silicone (Vitapex); c) grupo com smear layer e pasta de hidroxido de
calcio + &gua; d) grupo com smear layer e pasta de hidréxido de célcio +
0leo de silicone. Os curativos foram colocados por 7 dias, e apés a
remogdo dos curativos, fatias de dentinas foram coletadas e incubadas.
Em seguida, quantidade de bactérias presentes foi avaliada. Diante dos
resultados os autores concluiram que apenas no grupo da pasta de
hidroxido de célcio + 6leo de silicone sem a remocdo de smear layer a
medicacdo ndo foi efetiva sobre as bactérias dos tubulos dentinarios e
que pastas aquosas de hidréxido de calcio sdo recomendadas para uso

como curativo.

Cimentos obturadores de canal radicular derivados
do hidréxido de calcio, 6xido de zinco e eugenol,
Kerr Pulp Canal Sealer EWT (Extended Working
Time), Topseal, Tubli-Seal™ e EndoREZ™

Em 1964, Rappaport et al.,’3 utilizou dez materiais como
cimentos obturadores de canais radiculares que foram avaliados
experimentalmente. Estes materiais foram o 6xido de zinco e eugenol,
AH26, Diaket, Proco Sol radiopaco contendo prata, Proco Sol néo
contendo cimento de canal radicular, Kerr Sealer, Kloroperka, N2, N2
Medical e o Mynol, cimento obturador de canal radicular. Quatro métodos
para testes foram utilizados: a) Estudo em animal modelo, onde dez

cimentos endoddnticos foram experimentados, no qual o tecido conjuntivo
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subcutdneo de rato, foi observado para resposta inflamatoria, aos
implantes  dos  materiais  experimentados  sendo  examinados
histologicamente; b) Estudo da citotoxicidade em cultura de células na
qual diluicdes varidveis do material experimentado, foi colocado em
cultura de células Hela, examinadas microscopicamente, e o0 grau de
citotoxicidade foi observado; c¢) Em um estudo bacterioldgico foram
experimentados dez cimentos endoddnticos onde o grau de inibicdo de
crescimento para os materiais de testes para microrganismos conhecidos,
foram  mensurados, sendo que foram usados 0Ss seguintes
microrganismos: Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae; d) Em um estudo em
animal modelo, com materiais selecionados, quatro dos cimentos a serem
experimentados foram colocados no saco conjuntival do olho do coelho.
Nesta estrutura foi entdo observado o grau de inflamacdo, por um periodo
de 1 minuto, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e de 24 a 48 horas, onde os
critérios usados foram arbitrariamente classificados como: muito irritante,
irritante, suavemente irritante e ndo irritante. Os resultados mostraram
que o AH26 promoveu a menor resposta inflamatoria e o N2 produziu uma
resposta inflamatéria severa em todos os métodos acima descritos. Dessa
maneira estudos definitivos de todos esses materiais experimentados,

ainda precisam passar por outros testes de avaliacdes futuras.

Em 1980, Crane et al.,19 estudaram as propriedades

biolégicas e fisicas de cimentos sem e com eugenol (Tubli Seal, Pulp
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Canal Sealer. No-genol Root Canal Sealer). Os cimentos apos
manipulados, eram implantados abaixo do epitélio, em uma bolsa na
cavidade bucal de hamster. Os animais foram sacrificados apds 24 horas,
48 horas, 96 horas e 6 meses, e encaminhados para 0 processamento
histologico, sendo que os cortes foram corados pela hematoxilina e
eosina. Diante dos resultados os autores concluiram, que o cimento sem
eugenol foi mais compativel biologicamente aos tecidos, do que aqueles

que continham eugenol na sua composicéo.

Através de implantes de tubos de teflon contendo os
cimentos Kloropercha NF, Kerr Pulp Canal Sealer e AH-26, Olsson et
al.,52 em 1981, estudaram em periodos de 14, 30, 90 e 180 dias, através
de microscopia, a compatibilidade biolégica desses cimentos. Foram
observadas grandes presencas de macréfagos e de células gigantes do
tipo corpo estranho, em volta do material, estas observagdes levaram o0s
autores a considerar esses cimentos semelhantes com relagdo ao grau de
irritabilidade. Esses resultados obtidos pelos autores foram baseados na
mensuracdo de reacdo tecidual na qual os critérios histolégicos adotados
foram: 0 = sem reacdo, 1 = reacdo suave, 2 = reacdo moderada e 3 =

reacao severa.

Para estudar microscopicamente a reacdo tecidual aos
cimentos AH-26 e o Hydron em periodos de 7, 14 e 30 dias, Safavi et
al.,’® em 1983, através de agulhas hipodérmicas, implantaram em tecido

subcutaneo de 48 ratos, tubos de teflon contendo os cimentos. Os
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resultados mostraram: a) inflamacdo e necrose nos testes dos materiais;
b) a modificacdo da técnica de implantacdo pode ser reproduzida; c) esta
técnica é adequada para teste dos materiais endod6énticos; d) um apurado

ranking de biocompatibilidade ndo pode ser obtido.

Morse et al.,60 em 1984, avaliaram microscopicamente a
citotoxicidade de 4 cimentos endodonticos, em tecido subcutdneo de
ratos Wistar, em periodos de 6 e 48 horas. Os resultados mostraram que,
a eucapercha foi o cimento que apresentou a menor resposta
inflamatdria, sequida da cloropercha e do 6xido de zinco e eugenol. A
xilopercha apresentou uma marcada irritacdo no periodo de 48 horas, nédo

sendo recomendada pelos autores como um cimento endoddntico.

Biggs et al.? em 1985, avaliaram a resposta dos
macréfagos em cavidade peritoneal de 32 camundongos aos cimentos
obturadores de canal radicular, Kerr, Roth 801, Grossman e Silatic 500-9.
Os cimentos ap6s manipulados eram colocados em um recipiente com a
finalidade de se obter discos de 10,5 mm de didmetro, em seguida eram
imersos em &gua deionizada a 37°C por 5 dias. Ap6s os implantes os
animais foram avaliados microscopicamente em periodos de 1, 3, 5 e 7
semanas. De acordo com os resultados os autores concluiram que: a) 0s
cimentos Kerr e Grossman causaram declinio no numero de macréfagos

quando implantados "in vivo", e aumento significante do ndmero de
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eosinofilos; b) nenhum dos procedimentos resultou em resposta
inflamatoéria aguda; c¢) uma parte dos macrofagos estavam associados a
degradacdo dos cimentos Kerr e Grossman. Estes produtos foram
fagocitados ou englobados; d) a cavidade peritoneal oferece um modelo
efetivo para determinar a influéncia potencial dos materiais endoddnticos
sobre a acdo dos macrdfagos; e) a diluicdo na lavagem e a realizagdo de
coloracdo vital resulta em uma consistente diminuicdo na contagem de
células gigantes vitais. Esta variacdo ndo reflete no percentual de células
gigantes observadas durante a contagem diferencial de células usando

um artificio de coloracéo.

Yesilsoy & Feigal,106 em 1985, avaliaram visual e
microscopicamente a citotoxicidade de sete materiais endodonticos, N2,
Mynol, Rooth, Tubli Seal, Diaket, AH-26 e Life (agente capeador pulpar),
sobre células L929 (fibroblasto murino) e culturas de fibroblastos de
polpas dentais humanas, obtidas atraves da extracdo dos terceiros
molares, ndo cariados, de pacientes com idade entre 19 e 24 anos. As
células eram mantidas em meio minimo de Eagle contendo glutamina-L,
glucose (1000 mg/l), soro fetal bovino (10% do volume) e solucdo de
estreptomicina - penicilina (10.000 U penicilina/ml e 10.000 mcg de
estreptomicina/ml. Foram empregados 3 critérios para avaliacdo da
atividade citotoxica: tamanho da zona de inibigdo, intensidade de

coloracdo e grau de lise celular no interior da zona afetada. Devido a alta
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toxicidade do formocresol, o mesmo foi utilizado como controle positivo e
a solucdo salina como controle negativo. Os resultados observados
mostraram que, o Formocresol, N2, Mynol e Rooth apresentaram alta
citotoxicidade. Os cimentos Tubliseal e Diaket, mostraram citotoxicidade
moderada, enquanto o Life, o AH-26 e a solucdo salina apresentaram

reduzida citotoxicidade.

Tagger & Tagger,%° em 1986, estudaram as propriedades
bioldgicas dos cimentos AH-26 sem prata, Dentinol e o U of P (cimento a
base de 6xido de zinco e eugenol), através de implantes de 27 tubos de
polietileno em tecido subcutaneo de Porcos da india. Decorridos 2 meses
de injecdo os animais foram sacrificados, os implantes removidos com 0s
tecidos adjacentes, fixados em formalina, seccionados longitudinalmente
com 6 nm de espessura e corados pela hematoxilina e eosina. A analise
microscopica dos resultados mostrou que no grupo obturado com AH-26,
13 espécimes apresentavam reacdo inflamatdria leve, 11 espécimes
reacdo inflamatéria moderada e 1 espécime reacdo nflamatdria severa.
No grupo do cimento U of P 3 espécimes apresentaram resposta

inflamatoria leve, 12 moderas e 3 severa.

A citotoxidade dos cimentos CRCS, Proco-Sol, Tubli Seal
e Diaket A foi avaliada microscopicamente em periodos de 4, 8, 12, 24,

30 e 40 dias por Feiglin2® em 1987. Os cimentos foram implantados em
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tecido subcutaneo de ratas que pesavam entre 200 e 250 gramas. Apds o
preparo de acordo com as instrugdes dos fabricantes, os cimentos foram
implantados em dorso de ratos. O CRCS mostrou ser o melhor cimento,
seguido do Proco-Sol e do Tubli Seal, o Diaket A comportou-se como o

mais citotéxico dos cimentos testados.

Em 1987, Kawakami et al.,3%> estudaram o0s aspectos
ultraestruturais da calcificacdo inicial produzida por um cimento a base
de hidréoxido de calcio (Vitapex). O cimento foi implantado em tecido
subcutaneo do dorso e no abdémen de 39 ratos adultos, para avaliacdo
microscopica em periodos de 4 a 129 dias. Nesses periodos observou-se
a presenca de calcificagbes. O cimento causou calcificacdo heterotrofica
que foi dividida em 2 grupos: calcificacdo distréfica com matriz vesicular
e calcificacdo semelhante ao tecido 6sseo. Os resultados sugerem, ser
esse um excelente material obturador de canais radiculares, capaz de
induzir as células mesenquimais do ligamento periodontal e

diferenciarem-se em osteoblastos ou cementoblastos.

Zmener & Cabrini,107 em 1987, avaliaram o efeito de trés
materiais a base de hidroxido de céalcio em linfocitos e mondcitos
humanos. Os materiais CRCS, Sealapex e Dycal foram testados em
discos, e em culturas de células estocados em ambiente seco, a 37°C por

uma hora, sendo a seguir, expostos a suspensdo celular, por 30 minutos.
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A interpretacdo dos resultados foi realizada pela analise da adesao
dessas células ao material testado, assim como pela variacdo na sua
morfologia. Os autores observaram a seguinte seqUéncia em ordem
crescente de efeitos adversos: Sealapex, CRCS e Dycal. Os autores
consideraram o Dycal como o menos biocompativel devido a grande
quantidade de ions de Ca** e OH- que ele liberava, elevando o pH,
desnaturando as proteinas da parede celular e variando a sua morfologia.
Os efeitos adversos do CRCS foram atribuidos ao fato desse material
apresentar em sua composicdo eucaliptol e eugenol. sugerindo que algum
traco de eugenol ndo reagido, pode permanecer toxico apés sua reacgao

de endurecimento.

Um estudo microscopico do reparo de lesbes periapicais
em humanos, apo6s tratamento endoddntico, onde foram utilizados trés
cimentos endoddnticos diferentes, foi realizado por Eriksen et al.,2l em
1988. Foram utilizadas para o estudo 233 raizes com reagdo periapical
crénica, visivel radiograficamente. Para o preparo biomecanico dos
canais radiculares, foram utilizados alargadores e limas Hedstrden, sendo
0 hipoclorito de sodio a 0,5% usado como solucdo irrigadora e a pasta de
hidroxido de calcio, como curativo intracanal, a qual permanecia no
interior do canal radicular por um periodo de sete dias. Foram testados 0s
cimentos Procosol (& base de 6xido de zinco e eugenol), AH-26 (a base

de resina epdxica) e Kloropercha NF (a base de guta-percha, resina e
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cloroférmio). O reparo das lesbes periapicais foi acompanhado pelo R-X
padronizadas e de acordo com o sistema PAI, por um periodo de 3 anos,
e o0s resultados demonstraram ndo haver diferencas estatisticamente

significante entre 0s grupos experimentais.

Em 1988, Leal et al.,4l estudaram sob microscopia a
biocompatibilidade dos cimentos endoddnticos Sealapex, CRCS, Fill
Canal e N-Rickert em tecido subcutaneo de rato por periodos de 7, 21 e
60 dias. Aos 7 dias o Sealapex e o NRickert provocaram uma reacgao
tecidual classificada como moderada, j& o CRCS e o Fill Canal
provocaram reacdo inflamatéria intensa. No periodo de 21 dias houve
uma diminuicdo em todos os quadros inflamatdrios, ficando o Sealapex e
0 N-Rickert com reacdo tecidual pequena, o CRCS com reacdo moderada.
Aos 60 dias o Sealapex, N-Rickert e o CRCS exibiram uma pequena

resposta inflamatoria, e no Fill Canal a resposta era moderada.

Tronstad et al.,°” em 1988, testaram a solubilidade e a
biocompatibilidade do CRCS e do Sealapex em mandibulas de cdes.
Foram utilizados quatro animais, nos quais apds anestesia, era realizada
uma incisdo sulcar que media 2 mm de profundidade, 2 mm de diametro e
que se distanciava, 10 mm uma da outra. Cilindros de teflon com as
mesmas dimensdes e 1,3 mm de didmetro interno, foram preenchidos com
0 cimento a base de 6Oxido de zinco e eugenol (Roth 801), a base de

hidroxido de céalcio (CRCS, Sealapex) ou com uma pasta contendo
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solucdo salina e hidroxido de calcio, e colocados imediatamente nas
perfuragdes efetuadas no tecido 6sseo de cada mandibula. Decorridos 90
dias, os animais foram sacrificados, suas mandibulas preparadas para
anéalise histoldgica e avaliadas por microscopia 6ptica. Os cilindros que
continham pasta com hidréxido de calcio estavam completamente
preenchidos por o0sso. As amostras contendo Sealapex estavam
parcialmente absorvidas e havia o crescimento de tecido conjuntivo no
interior dos receptaculos. Grandes quantidades do material eram vistas
no interior de macréfagos e nos tecidos subjacentes aos cilindros de
teflon. O cimento a base de 6xido de zinco e eugenol e o CRCS, apo6s 3
meses, ainda preenchiam completamente o0s receptaculos. Fluidos
teciduais foram vistos nas camadas superficiais desses materiais, porém,
nenhuma invaginacdo de tecido pode ser observada. O CRCS, apesar de
se mostrar o mais estavel dos cimentos testados, foi o que apresentou a

reacao inflamatdria mais intensa.

Zmener et al.,108 em 1988, avaliaram a biocompatibilidade
de dois cimentos endodonticos a base de hidroxido de calcio (Sealapex e
CRCS) em tecido subcutaneo de ratos. Tubos de silicone com 10 mm de
extensdo e 1 mm de diametro interno, foram preenchidos com 0s cimentos
e implantados em tecido subcutaneo do dorso de ratos. Como controle
foram utilizados tubos vazios. A analise da reacdo tecidual para os

materiais e o0 grupo controle foi realizada histometricamente e
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quantitativamente sob microscopio 6ptico, em periodos de 7, 30 e 90
dias. Até o sétimo dia havia intensa rea¢ao tecidual, similar nos dois
cimentos; no grupo controle, a reacdo mostrou-se suave. Em contato
direto com os materiais foram observados tecidos necroticos e presenca
de macrdéfagos e linfécitos. Leucécitos polimorfonucleares estavam
presentes somente no CRCS. Células gigantes tipo corpo estranho com
particulas englobadas dos cimentos, foram também vistas nas areas ao
redor das extremidades dos tubos. Aos 30 dias, diferengas significantes
entre as areas de reacdo tecidual para o Sealapex e CRCS, bem como
entre os dois materiais e os controles foram observados. Em contato com
0 Sealapex, foram encontrados fragmentos de cimento envolvidos por
tecido granulomatoso que invaginava em direcdo a luz do tubo.
Macrdéfagos e células gigantes do tipo corpo estranho contendo muitas
particulas negras em seu citoplasma, foram vistas em contato ou a
distancia das extremidades dos tubos contendo CRCS. Aos 90 dias o0s
espécimes do Sealapex mostraram grandes areas de reagdo tecidual,
considerando os valores obtidos na medicdo do CRCS, sendo que no
grupo controle havia a presenca de um tecido conjuntivo fibroso

consistente.

Utilizando cultura de fibroblastos da mucosa bucal
humana, em 1989, Arenholt-Bindslev & Horsted-Bindslev® testaram a

compatibilidade bioldgica de 2 cimentos experimentais (ECI e ECIl) em
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comparacdo com o AH-26, CRCS, N2, Kloropercha NF e 6xido de zinco e
eugenol. Apds periodos de 5, 10 e 15 dias, os resultados mostraram
através da alteracdo morfologica, das zonas livres de células e do numero
de células por cultura através de microscopia Optica, que o cimento mais
toxico foi o N2, nos 3 periodos analisados, enquanto a Kloropercha NF
ndo apresentou reagdes toxicas. Junto ao AH-26 e o ECII, aos cinco dias,
notou-se revitalizacdo de algumas células, enquanto no CRCS, ECI e
0xido de zinco e eugenol o recobrimento foi completo. Os autores
concluiram que a metodologia empregada é um método confidvel para a

realizacdo de testes iniciais.

Em 1989, Matsumoto et al.,2 compararam a
citotoxicidade de novos cimentos, New A, New B e New B2 com os
seguintes cimentos: AH-26, Diaket, Canals, Tubli Seal e Sealapex. Foram
usadas celulas pulpares de 6 ratos machos Wistar. Os cimentos foram
analisados imediatamente ap6s o0 endurecimento e 6 dias ap6s o
armazenamento a 37°C e 100% de umidade. A incorporacdo de timidina
[3H] ao DNA celular, e as alteragbes morfolégicas das células foram
microscopicamente examinadas. Os resultados mostraram que oS
cimentos New A, New B e New B2 recém manipulados mostraram
toxicidade minima na sintese de DNA, o Sealapex também foi pouco
inibidor. Houve inibicdo da sintese de DNA nos cimentos Tubli Seal e

Canals; nos cimentos AH-26 e Diaket ocorreu inibicdo quase que total da
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sintese de DNA. Apo6s o endurecimento o New B ndo alterou a morfologia
celulas, o New A apresentou uma diminuicdo da densidade celulas, o
Diaket causou alteracdo morfolégica dos ndcleos. Estes autores
constataram in vitro, que 0S novos cimentos sdo menos toxicos em
comparagdo aos cimentos convencionais. No grupo em que 0S cimentos
foram armazenados por 6 dias, a toxicidade aumenta na seguinte ordem:
New B, New B2, New A, Sealapex, Canals, Tubli Seal, AH-26 e Diaket; e
nos casos de preparo recente, New B, New A, Diaket, Canals AH 26, Tubli

Seal e Sealapex no outro grupo.

Em 1990, Al Nazhan & Spangberg! estudaram a
toxicidade e as alteragcdes morfolégicas causadas por 2 cimentos, um a
base de dxido de zinco e eugenol e outro a base de polimero, em contato
com células L929 e fibroblastos do ligamento periodontal (LPD) de
humanos obtidos de pré-molares extraidos por finalidade ortodéntica. A
analise foi feita através do meétodo de liberagdo de cromo, da microscopia
eletrénica de transmissdo e eletrénica de varredura. Os cimentos foram
preparados e colocados em contato com as células, e a avaliacdo foi feita
em periodos de 2 e 4 horas. Os resultados mostraram que havia
correlacdo entre a liberacdo de cromo e o grau individual de agresséo
celular. Existem diferencas entre a cultura de fibroblastos do LPD e as
células L929, porém ndo sdo grandes. A maior diferenca esta na

freqiéncia do complexo de Golgi, sendo menor nas células L929 que em
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fibroblastos do LPD. A forma das superficies das células L929 é recoberta
por vesiculas e os fibroblastos por microvilosidade. Os fibroblastos do
LPD sdo células menos sensitivas que as L929 quando usadas na

avaliacdo da citotoxicidade.

Bonetti Filho,12 em 1990, avaliou a bhiocompatibilidade de
quatro técnicas de obturacdo de canais radiculares: 1) Cléssica (Fill
Canal), 2) Bioldgica Controlada Fill Canal), 3) Com colocacdo apical de
hidroxido de céalcio (Fill Canal) e 4) Classica (Sealapex). Utilizou oitenta
e dois canais de 5 cdes. Um alargador de me 20 foi introduzido no canal
radicular até atingir o batente apical e foi iniciado o processo de
arrombamento, com um alargador de ne 30, e o limite de perfuracédo foi de
2,00 mm além do comprimento inicial estabelecido. A instrumentacédo foi
realizada no batente apical, com alargadores e limas Hedstréen até o re
60. Os canais foram secos com pontas de papel absorventes e obturados
com cones de guta-percha principais e secundarios, de acordo com as
quatro técnicas mencionadas. Todas as camaras pulpares foram fechadas
com améalgama. Dez canais foram instrumentados mas ndo foram
obturados, para servirem de grupo controle. Apés 180 dias, os caes foram
sacrificados, as pecas descalcificadas, cortadas e coradas com H.E. para
analise  histologica. As analises dos resultados, através da
biocompatibilidade, permitiram a seguinte classifica¢do, de acordo com o

grau de sucesso: 12) Técnica Classica (Sealapex), 2) Colocagdo apical
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de hidroxido de calcio (Fill Canal) e Técnica Bioldégica Controlada (Fill

Canal), 32) Técnica Classica (Fill Canal) e 42) Grupo Controle.

Meryon & Brook,53 em 1990, estudaram a citotoxicidade
dos seguintes cimentos: Kloropercha, Biocalex, Diaket, Endomethasone,
AH-26 com e sem prata, Sealapex, Tubli Seal, Pulp Canal Sealer,
Forfenan, Spad e pasta Kri. Foram utilizados neste estudo, fibroblastos
do ligamento periodontal. A citotoxicidade foi avaliada, com e sem a
presenca de fragmentos de dentina, obtidos com auxilio de uma peca de
mdo Micro Mega 3000. Os fragmentos eram compactados até obter-se
espessuras de 0.5, 1 e 2 mm. Na auséncia de dentina, Kloropercha,
Biocalex, Diaket e Endomethasone foram levemente citotéxicos. AH-26
com e sem prata, Sealapex, Tubli Seal e o Pulp Canal Sealer foram
moderadamente citotoxicos, enquanto que o Forfenan, Spad e a pasta Kri
foram intensamente citotoxicos. Na presenca de dentina a citotoxicidade
desses materiais foi consideravelmente reduzida, em exce¢do do

Endomethasone, Forfenan, Spad e da pasta Kri.

Em 1990, Takahara et al.,%2 avaliaram a toxicidade dos
cimentos endoddnticos New A, New B-1, New B-5, New B-6, Sealapex,
Canals, Tubli Seal, Diaket e AH-26 através da atividade da fosfatase
alcalina, da sintese de DNA e a liberagdo de ions de célcio. Foram

utilizados 30 hamsters Wistar ap6s 1 dia do nascimento como fonte para



46

colheita das células. Apds 24 e 48 horas ocorreu liberacdo de calcio nos
cimentos New B-1, New B-5 e New B-6, em comparagdo ao controle, o
Sealapex ndo apresentou diferenga significante. Nao houve diferenca na
sintese de DNA e na atividade da fosfatase alcalina nos periodos de 24 e
48 horas junto aos cimentos New B-1 e New B-5 e o grupo controle,
sendo que com o Tubli Seal, Diaket, AH-26, e Canals a diferenca foi
significante. O New B-6 causou uma pequena inibicdo da sintese de DNA
e na atividade da fosfatase alcalina, e o New A causou a diminuicdo
dessas funcdes. Os cimentos AH-26 e Diaket inibiram marcadamente a
sintese de DNA e a atividade da fosfatase alcalina. Sealapex, Canals e
Tubli Seal inibiram a sintese de DNA e atividade da fosfatase alcalina,
sendo que no Sealapex essa atividade foi em menor grau. Apds 48 horas
de exposicdo, o New B-1 e New B-5 ndo causaram mudanca na
densidade e morfologia das células, as mudancas eram observadas no

New B-6 e New A.

Com o objetivo de estudar a citotoxicidade do eugenol
nos cimentos endoddénticos a base de oxido de zinco e eugenol, Gulati et
al.,30 em 1991, injetaram em tecido subcutaneo de cinqlienta ratos
albinos dois tipos de cimentos, um a base de 6xido de zinco e eugenol e
outro composto por 6xido de zinco e glicerina. Os animais pesavam entre
150 e 200 gramas, e foram observados em periodos de 1, 7 e 15 dias.

Para a reacdo inflamatéria do tecido subcutdneo em resposta aos
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implantes, foram atribuidos os seguintes escores: grau 1 - resposta
inflamatéria minima, grau 2 - resposta inflamatéria suave, grau 3 -
moderada, grau 4 - severa. A anéalise microscépica mostrou que, 0S
cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol apresentaram no primeiro
periodo resposta inflamatoria com neutréfilos dispersos (grau 2). No
sétimo dia aumentaram as células inflamatorias crénicas e a quantidade
de neutrofilos (grau 3). Aos 15 dias havia densa presenca de células
inflamatorias (grau 4). Os cimentos a base de oxido de zinco e glicerina
mostraram-se menos toxicos, apresentando reacdo inflamatéria de grau 1

no 12 dia, grau 3 no 72 dia e grau 2 aos 15 dias.

Hong et al.,32 em 1991, estudaram a reacdo tecidual aos
cimentos fosfato de calcio, Grossman e N2 em canais de dentes de
macacos propositadamente sobreobturados. Os autores observaram
microscopicamente resposta tecidual 1, 2, 3 e 6 meses apds obturacdo. O
cimento de fosfato de calcio ap6s 1 més de obturacdo, apresentou reacao
inflamatéria suave, nos periodos mais longos, neoformacdo Ossea ao
redor deste cimento. Os cimentos de Grossman e N2 apresentaram

reagdo inflamatoria severa em todos os periodos.

Pissiotis & Spangberg,’! em 1991, avaliaram a
citotoxicidade de um cimento endoddntico a base de 6xido de zinco e

eugenol (Pulpispad) frente a fibroblastos do ligamento periodontal da
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gengiva, de polpa humana e de células L929. O material era incubado nas
células por 4 e 24 horas e a toxicidade era avaliada pelo método de
liberacdo de Cr31, As células utilizadas nesta investigacdo mostraram
graus diferentes de sensibilidade, sendo que as L929 foram as mais
sensiveis. O Pulpispad mostrou ser um material endodontico toxico ao ser
avaliado pelo método do Cr3l, permanecendo toxico em todos os periodos

do estudo.

Brisefio & Willershausen,13 em 1992, avaliaram a
citotoxicidade de 4 cimentos endoddnticos (Sealapex, Apexit, CRCS e
Endoflas FS), em fibroblastos humanos extraidos de pacientes
aparentemente saudaveis, com idade entre 20 e 30 anos. Cada cimento
foi deixado sob luz ultravioleta por periodos de 24 e 48 horas apo6s a
manipulacdo para prevenir contaminagcdo bacteriana. Os cimentos foram
cobertos com suspensdo de cultura de fibroblastos. O calculo da
quantidade de incorporacdo de L-[14C] leucina pelos fibroblastos apos
entrarem em contato com os cimentos, foi utilizada para determinar o
potencial de sintese protéica dos mesmos, em periodos de 1, 3, 5, 11, 13
e 21 dias. Os resultados mostraram, que o Endoflas FS no grupo 24 horas
induziu reducdo no potencial de sintese protéica dos fibroblastos, e no
grupo 48 horas mostrou alta citotoxicidade quando comparado aos outros
cimentos. O Sealapex demonstrou citotoxicidade relativamente pequena

apos 3 dias. O CRCS mostrou citotoxicidade alta durante a fase inicial,
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tendo decaido depois de 3 dias de cultivo. O Apexit apresentou alta
toxicidade na fase inicial, mas um ascendente grau de incorporacdo de L-

[14C] leucina em fibroblastos pode ser distinguida depois de 3 dias.

Leonardo,*® em 1992, fez avaliacdo microscopica da
reacdo apical e periapical em pré-molares de cdes, frente aos cimentos
Sealapex e CRCS. Foram utilizadas 16 raizes de pré-molares inferiores
de animais com um ano de idade. Os dois cimentos causaram inflamacéo
cronica de magnitude moderada e induziram a deposicdo de tecido
mineralizado na regido apical. No grupo obturado com Sealapex notou-se
interposicdo de tecido fibroso entre o material e o tecido mineralizado, ja
no grupo do CRCS, a deposi¢do de tecido duro se deu diretamente sobre

a superficie do material.

Molloy et al.,>” em 1992, avaliaram microscopicamente a
biocompatibilidade de um cimento experimental, em comparacdo com o
Sealapex, AH-26, Roth Canal Sealer e cimento Kerr. A observacéo foi
feita por periodos de 3, 10, 20, 30 e 60 dias. Os cimentos apds
manipulados eram introduzidos em tubos de polietileno, em seguida
estocados em 100% de umidade por 48 horas, ap6s este periodo foram
implantados em tecido subcutédneo de 10 ratos Sprague-Dawley. Segundo
0s autores, até cada periodo de tempo ndo foi possivel distinguir

nenhuma diferenca na resposta tecidual de todos os cimentos, com
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excecdo do AH-26 até o periodo de 30 dias. Aos 60 dias, todos o0s

cimentos mostraram-se biocompativeis.

Com o objetivo de avaliar microscopicamente “in vivo” a
biocompatibilidade de dois cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol,
Perlot et al.,56 em 1992, implantaram em mandibulas de coelhos tubos de
silicone contendo o Sealite e o Pulp Canal Sealer. Os animais foram
sacrificados apo6s periodos de 4 e 12 semanas, e entdo efetuados o0s
procedimentos histoldégicos de rotina. No periodo inicial de 4 semanas a
reacdo inflamatdria foi considerada leve em 4 espécimes e moderada em
2 no grupo Sealite; no grupo Pulp Canal Sealer 5 foram considerada leves
e 1 moderada. Decorridas 12 semanas o grupo Sealite apresentou em 4
espécimes reacdo inflamatéria muito leve, e leve em 2, 0 mesmo ocorreu
no grupo Pulp Canal Sealer. Diante dos resultados os autores concluiram

que os 2 cimentos apresentaram boa compatibilidade biologica.

Araki et al.,® em 1993, avaliaram microscopicamente a
citotoxicidade de 2 cimentos endodonticos, que apresentavam a
composicdo parte solida (p6) a base de 6xido de zinco. Os cimentos
foram divididos em 3 grupos experimentais: recém manipulados, 24 e 168
horas ap0s a espatulagdo. A composicdo do pd era igual nos 2 nos
grupos, alterando-se apenas parte liquida. Em um dos grupos foi utilizado

eugenol e no outro &cido graxo. As amostras foram incubadas por 4 e 24
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horas em contato direto e indireto com células L929. A toxicidade foi
avaliada usando-se leitura de liberacdo de Cr3l. Em contato direto os
cimentos foram citotoxicos quando recém manipulados ou apds 24 horas.
Ap6s uma semana o cimento & base de eugenol ainda era toxico,
enquanto que no cimento a base de &cido graxo ndo houve diferenca
significante do grupo controle em relagdo ao grupo de 4 horas ap6s o seu
preparo. No contato indireto os materiais mostraram pouca citotoxicidade,
aqui somente o cimento a base de Oxido de zinco e eugenol recém

preparado foi claramente citotoxico ap6s 24 horas.

Barbosa et al.,” em 1993, estudaram a citotoxicidade dos
cimentos endoddnticos Sealer 26, Fill Canal, N-Rickert, pasta FS por
meio do método de liberacdo do Cr3l, Celulas L929 de camundongos e
fibroblastos do ligamento periodontal de humanos foram utilizadas neste
estudo. A avaliacdo foi feita logo apés a manipulacdo e a 1, 7 e 14 dias.
Os resultados permitiram concluir que a pasta, e todos os cimentos recém
manipulados, em contato direto com as células apresentavam alta
citotoxicidade. Ap6s 24 horas os melhores resultados foram conseguidos
pelo Sealer 26 e pasta FS. Aos 7 dias o Fill Canal mostrou a mais alta
toxicidade e aos 14 dias o NRickert bi o mais toxico, seguido do Fill

Canal, pasta FS e Sealer 26.

Em 1993, Buntak-Klober et al.,'4 examinaram a
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possibilidade de impacto toxico dos cimentos Sealapex e Apexit em
comparagdo com o Diaket. Em 52 camundongos fémeas das linhagens C-
57 e BL-6, foram injetados nas caudas 0,5 cc dos cimentos recém
preparados, e como grupo controle foi injetado Hanks (corante). Os
animais foram sacrificados apés periodos de 2, 8 e 30 dias. A anadlise
microscopica mostrou que, aos 2 dias havia uma inflamacdo aguda nos
grupos Apexit e Sealapex, e leve hiperemia junto ao grupo controle. Apos
8 dias no grupo do Apexit havia necrose da epiderme, inicio de necrose
do tecido subcutdneo e ulceracdo da pele. O grupo do Sealapex,
apresentou grandes areas de necrose no tecido subcutaneo e muscular.
No grupo Diaket, ocorreu infiltrado inflamatério denso na pele, tecido
subcutdneo e em todo o peridsteo. No grupo controle observou-se a
presenca de infiltrado inflamatorio com presenca de poucos linfécitos.
Aos 30 dias, o grupo Apexit apresentou uma inflamacdo cronica
granulomatosa com células gigantes do tipo corpo estranho e minusculas
areas de necrose no tecido subcutaneo. No grupo Sealapex houve
regeneracdo Ossea semelhante a um calo d6sseo inicial e necrose no
tecido subcutaneo. O grupo Diaket, aos 30 dias, apresentou necrose,
osteomielite, granuloma de células gigantes e material encapsulado por

fibras.

Camargo,> em 1993, analisou em subcutdneo de ratos

em periodos de 4, 8, 12, 24, 30 e 40 dias a interacdo dos macrofagos
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com o0s cimentos Sealapex e CRCS. Foram utilizados Iaminulas
circunferenciais que continham cimento na porcdo central. Ap6s o
sacrificio dos animais nos diferentes periodos as laminulas eram
removidas, coradas e analisadas microscopicamente. O CRCS mostrou-se
compativel em todos os periodos do experimento, j& o0 Sealapex
apresentou alteracdes nos periodos de 4, 8 e 12 dias, mostrando-se

compativel nos periodos restantes.

A citotoxicidade do hidroxido de céalcio contido nos
cimentos Sealapex, CRCS e Apexit foi testada por Beltes et al.,8 em
1995, em culturas de células L929 e BHK 21/C13 (fibroblastos de ratos
Kidney recém nascidos). O meio de cultura Eagle suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 100 Ul/ml de penicicilina e 50 ng/ml de
estreptomicina foi utilizado para manutencdo das células. As culturas
eram incubadas a 37°C e 5% de CO2. Os cimentos, ap6s preparados de
acordo com as instrucbes dos fabricantes, foram avaliados
microscopicamente em periodos de 24, 48 e 72 horas. Em relacdo as
células L929, o Sealapex mostrou o maior grau de toxicidade nos 3
periodos do experimento, seguido do CRCS e Apexit. Frente as células
BHK 21/C13 todos os cimentos mostraram-se mais citotoxicos em todos
0s periodos do experimento, o Sealapex apresentou a maior toxicidade,

seguido do CRCS e Apexit.



54

Gerosa et al.,2” em 1995, avaliaram a citotoxicidade de
seis cimentos endodoénticos, o AH-26, Pulp Canal Sealer, Rocanal R2,
Rocanal R3, Bioseal e Endomethasone, em culturas de fibroblastos
humanos obtidos da regido dos terceiros molares. Os cimentos foram
utilizados apés periodos de uma e duas semanas preparados de acordo
com as instrucbes dos fabricantes. Os testes foram realizados em
periodos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados apresentaram o Pulp Canal
Sealer como sendo de baixa citotoxicidade, o Endomethasone, Bioseal e
ROCANAL R3 de moderada, ROCANAL e AH-26 de alta toxicidade, que foi
atribuida aos componentes O-fenilfenol e a resina epoxi bisfenol,

respectivamente como sendo a causa dessa citotoxicidade.

Mital et al.,> em 1995, avaliaram a citotoxicidade de 4
cimentos endoddénticos (6xido de zinco e eugenol, Tubli Seal, Sealapex e
Endoflas FS), em tecido subcutaneo de 15 hamsters. Os cimentos foram
preparados em uma consisténcia capaz de fluir por uma agulha calibre
18. Em seguida foram injetados nas regifes, escapular, pélvica, lado
direito e esquerdo, e na regido central da superficie dorsal; como controle
foi usada solucdo salina. A anélise foi feita em periodos de 48 horas, 7 e
14 dias, 1 e 3 meses, através de microscopia éptica. No periodo inicial de
48 horas, o Oxido de zinco e eugenol, Tubli Seal, Endoflas FS
apresentaram rea¢do inflamatoria severa. O Sealapex apresentava

intensidade moderada, e o grupo controle leve. A populacdo celular
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observada foi de leucocitos polimorfonuclares. Ap6s 7 dias persistia a
resposta inflamatdria severa perante ao O0xido de zinco e eugenol, Tubli
Seal e Endoflas FS, leve ao Sealapex, e sem inflamagdo no grupo
controle. A reagdo inflamatéria tinha tornado-se localizada com o
Sealapex e Endoflas FS. Linfdcitos foram os principais componentes,
seqguidos pelos leucécitos polimorfonucleares. Apos 14 dias a inflamagdo
estava localizada para todos os cimentos, tornando-se moderada exceto
para 0 Sealapex, que era suave. Macrofagos eram as células
predominantes, havendo poucas células gigantes do tipo corpo estranho
junto ao Sealapex e Endoflas FS. Os fibroblastos se mostravam
distribuidos de forma compacta e regularmente. Um més apds, a
inflamacdo moderada persistia no Tubli Seal e Endoflas FS, junto ao
Sealapex e ao 6xido de zinco e eugenol a inflamacdo era suave. Nesse
periodo foi observada a degradacdo dos cimentos e formacdo de capsula
fibrosa. Aos 3 meses ndo havia inflamacdo em nenhum dos cimentos, o0s

quais exibiam capsula fibrosa espessa.

Em 1995, Silvad5 utilizou 80 canais radiculares de 4 cées,
com vitalidade pulpar. Os dentes ap6s o preparo biomecanico foram
obturados pela técnica cladssica com os cimentos: Sealapex, CRCS,
Sealer 26 e Apexit. Ap6s 180 dias os animais foram sacrificados e as
pecas encaminhadas para o processamento histolégico. Os cortes foram

corados pela hematoxilina e eosina e pelo Tricromico de Mallory. A
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analise histopatolégica mostrou que o Sealapex foi o cimento que melhor
permitiu a deposicdo de tecido mineralizado, em nivel apical, sendo o
Unico a apresentar selamento do tipo completo (37,5% das amostras). No
grupo Sealapex infiltrado inflamatério estava ausente/suave, ndo foi
observada reabsorcéo ativa dos tecidos mineralizados. No grupo CRCS, o
selamento apical foi parcial, e houve presenca de infiltrado inflamatério
moderado. Nos grupos Apexit e Sealer 26, o selamento apical estava
ausente, havendo reabsor¢do ativa dos tecidos mineralizados, na maioria
dos casos, sendo que o grupo Apexit apresentou infiltrado inflamatério do
tipo severo, no Sealer 26 o infiltrado inflamatdrio estava ausente ou era
do tipo suave. Para o estudo da resposta inflamatoria foram utilizados 80
camundongos isogénicos Balb/C fémeas, de 6 a 8 semanas de idade. Os
animais foram divididos em 4 grupos experimentais, de 20 cada um, nos
quais foram injetadas suspensdes dos cimentos obturadores a base de
hidroxido de calcio no tecido conjuntivo subcutaneo dos camundongos.
Cinco animais de cada grupo foram sacrificados nos periodos de 2, 4, 8 e
16 dias, sendo as lesOes, apds excisdo, fixadas por 24 horas em
formalina fosfatada tamponada. Apds o processamento histolégico, o0s
tecidos foram incluidos em metacrilato, cortados em 2 micrometros de
espessura e corados com H-E like. Os resultados mostraram que, nas
primeiras 48 horas, ocorreu intenso infiltrado de leucoticos
polimorfonucleares nos 4 cimentos estudados, sendo mais acentuado na

Apexit e CRCS. J& no oitavo dia, isto &, na fase intermediaria, constatou-



57

se intensa reducdo dessas ceélulas, principalmente no Sealapex, seguido
pelo Sealer, CRCS e Apexit, com o aumento marcante de células do
Sistema Mononuclear Fagocitario. Na fase tardia, a maior diferenciacdo
celular ocorreu no Sealapex, tendo sido encontrada no Apexit uma menor
quantidade de diferenciacdo. No Sealer 26, embora tenha ocorrido
intensa migracdo e diferenciacdo celular, a mesma foi acompanhada de
necrose durante todo o periodo experimental. Necrose tecidual foi
observada, também no Apexit e no CRCS, também acompanhada de

processo inflamatério, moderado/severo, e reduzida diferenciagao celular.

Torabinejad et al.,®® em 1995, testaram a citotoxicidade
de 4 materiais utilizados em retroobturacdes, o amélgama, Super EBA,
IRM e o MTA. A andlise foi feita através do método radiocromio (Crs1)
ap6s 24 horas de incubacdo em células L929. O grau de citotoxicidade foi

menor para 0 MTA seguido do amalgama, Super EBA e 0 IRM.

A reacdo tecidual aos cimentos Super EBA e MTA
implantados em mandibula de Porcos da india, foi estudada por
Torabinejad et al.,% em 1995. Ap6s o periodo de 60 dias de implantacdo
0 MTA apresentou reacdo inflamatéria mais suave que a observada no
Super EBA, mesmo assim de acordo com os resultados os cimentos foram
considerados biocompativeis pelos autores, sendo que o0s critérios

histolégicos definidos para essa avaliacdo foram assim discriminados:
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presenca de tecido conjuntivo fibroso ou formacdo &ssea contra o
material, inflamac¢do, células inflamatérias, macrdéfagos, células gigantes

e espessura do tecido conjuntivo fibroso adjacente ao material.

Para avaliar a citotoxicidade do eugenol puro, Gerosa et
al.,28 em 1996, um método in vitro foi utilizado para determinar 0 maximo
de concentracdo nao citotoxica, de solucdes de eugenol e alcool etilico
solublizadas em &gua. A citotoxicidade do alcool era determinada usando
uma dose resposta, por curva de concentragdo entre 0.017 M e 1.7 M.
Véarias concentracdes (0.015 a 947 mM) de eugenol em 4alcool foram
preparadas. Vinte m (0.34 M) de alcool etilico foram adicionados a 1 ml
do meio de cultura de células do fibroblasto gengival humano, obtidas de
biopsias gengivais humanas. Foi verificado que o eugenol puro é
citotéxico ao fibroblasto gengival humano. O eugenol diluido na solucéo
alcoolica em uma concentracdo menor 1.9 mM ndo é citotoxico. O eugenol
puro é citotoxico e representa um dos ingredientes responsaveis pela
citotoxicidade nos cimentos a base de oOxido de zinco e eugenol. E
preciso e se faz necessario investigar adiante ou no futuro para
compreender quais componentes sao téxicos e a que concentracdes elas

podem ocorrer.

A citotoxicidade dos cimentos endod6nticos Finapec APC,

Sealapex, Canals, Canals N, foi avaliada em culturas de macrofagos
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peritoneais de ratos através de microscopia eletronica de varredura, por
Maseki et al.,51 em 1996. Os cimentos foram analisados ap6s periodos de
30, 60 e 120 minutos em contato com as células. Apés os periodos de
tempos de 30 e 60 minutos, o grau de citotoxicidade era maior na
seguinte ordem: Finapec APC, canals N, Sealapex e Canals. Aos 120
minutos o grau de citotoxicidade aumentava na seguinte ordem: Finapec

APC, Sealapex, Canals N e Canals.

Tanomaru Filho,®® em 1996, avaliou radiografica e
histologicamente a reparacdo apical e periapical de dentes de cédes com
reacdo periapical cronica induzida, empregando duas diferentes técnicas
de neutralizacdo do contetdo séptico-toxico do canal radicular de dois
diferentes cimentos obturadores durante o tratamento endoddntico. Foram
utilizados canais radiculares de pré-molares superiores e inferiores de
cinco cdes, 0s quais foram expostos ao meio bucal por sete dias, sendo,
a seguir, realizado o selamento das cavidades oclusais com o objetivo de
induzir as lesbes periapicais. Apds a constatacdo radiografica das lesdes,
foi realizado o tratamento endoddntico. A neutralizacdo foi realizada pelo
método mediato, com o emprego do tricresol formalina, seguido do
preparo biomecanico utilizando liquido de Dakin a 0,5% como solugdo
irrigadora, ou pelo método imediato, no qual foi empregada a soda
clorada 4 a 6% durante a irrigacdo. Para a obturacdo, foram utilizados os

cimentos Fill Canal ou Sealapex, definindo o0s quatro grupos
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experimentais. Ao final da obturacdo dos canais radiculares e apds 270
dias, foram realizadas radiografias padronizadas para andlise radiografica
do reparo das lesdes. Ao final de 270 dias ap6s a obturacdo, 0s animais
foram sacrificados e encaminhados para o processamento histolégico; os
cortes foram corados pelas técnicas de hematoxicilina e eosina,
Tricrdbmico de Mallory e Brow e Brenn. A analise radiografica do reparo
das lesbes ndao demonstrou diferenca estatistica entre as técnicas de
neutralizacdo ou cimentos empregados. A avaliacdo histopatoldgica dos
reparos apical e periapical evidenciou que ndo houve diferenca
significante entre as técnicas de neutralizacdo do canal radicular. Porém,
houve influéncia significante do cimento obturador, com melhores
resultados de reparo apical e periapical nos grupos onde foi empregado o
cimento Sealapex. Menor presenca bacteriana foi observada nos grupos

obturados com Sealapex.

Almeida,2 em 1997, avaliou histologicamente a resposta
dos tecidos apicais e periapicais de dentes de cédes, apds biopulpectomia
e obturacdo dos canais radiculares com os cimentos Ketac Endo, Fill
Canal e AH Plus. O cimento Ketac Endo, foi avaliado ap6s 270 dias tendo
como controle o cimento Fill Canal, e o cimento AH Plus foi avaliado apés
90 dias. O Ketac Endo ndo apresentou selamento apical total em nenhum
dos casos de selamento parcial o tecido conjuntivo intersticial, contido

entre as paredes do selamento neoformado apresentava infiltrado
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inflamatorio mononuclear suave/moderado, poucas fibras colagenas,
edema e poucos cementoblastos junto a parede do selamento. Em contato
com o cimento obturador, havia necrose superficial e congestdo vascular.
Nos casos de auséncia de selamento, o tecido intersticial apresentava,
também 4areas de necrose em contato com o material obturador, e
moderado/severo infiltrado inflamatério mononuclear que se estendia até
0 peridpice. No grupo Fill Canal ap6s 270 dias, nos casos de selamento
parcial o tecido intersticial invaginado para o interior do canal radicular
apresentava poucos fibroblastos e fibras coldgenas e quando em contato
com o material obturador, havia necrose e infiltrado inflamatorio
moderado, constituido predominantemente por células mononucleares. A
regido periapical apresentava resposta inflamatéria de intensidade
moderada/suave, constituida por células mononucleares, edema, poucos
fibroblastos e fibras coldgenas. No AH Plus ap6s 90 dias, nos casos de
selamento parcial, o tecido intersticial apresentava numerosos
fibroblastos, intensa presenca de fibras coldgenas e auséncia de células
inflamatorias, exceto raros macrofagos, e as ramificacdes do delta apical
apresentavam tecido conjuntico integro. O Fill Canal apds 90 dias na
regido periapical evidenciava resposta inflamatéria de intensidade
moderada/severa, edema, poucos fibroblastos e fibras colagenas

dissociadas.

A biocompatibilidade e a infiltracdo apical de cimentos



62

obturadores a base de fosfato tricalcio, (Sankin Apatite tipo I, Il e Ill) e
do cimento de Grossman, foram investigadas por Bilgner et al.,10 em
1997. Tubos de teflon contendo os cimentos recém manipulados de
acordo com as instru¢cbes dos fabricantes foram implantados em
subcutdneo de 31 hamsters, pesando 35 gramas. Cada animal recebeu 4
implantes, que foram observados por periodos de 24 horas, 7 e 30 dias.
Apés estes periodos, as areas de tecido reacional aos implantes foram
avaliadas histologicamente. Os resultados segundo os autores mostraram
que a severidade da reagdo tecidual dentre os materiais testados
diminuia com o tempo, e que os Sankin Apatite tipo Il e Il eram mais
biocompativeis que o tipo | e o cimento de Grossman. No grupo controle

uma cépsula fibrosa era observada ao redor dos implantes.

Garcéz-Ortiz & Ledesma-Montes,26 em 1997, investigaram
o efeito do cimento ionémero de vidro (Ketac Silver) em tecido pulpar.
Apbés a aprovacdo do protocolo pela comissdo de ética da Escola de
Odontologia da Universidade Nacional do México e de acordo com as
normas federais, 60 pré-molares de humanos indicados para extracdo por
motivos ortodonticos, foram utilizados neste estudo. Em todos os dentes
foram preparadas cavidades tipo classe V, e uma base de hidréxido de
calcio (Dycal) foi colocada em cada cavidade. Trinta dentes foram
obturados com Ketac Silver e 30 com 6xido de zinco eugenol. Dez dentes

de cada grupo, foram extraidos em periodos de 25, 30 e 60 dias e
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encaminhados para o0 processamento histolégico, sendo as I|aminas
coradas através da H/E e observadas em microscépio Axiophot ZEISS,
sendo que a avaliacdo das reacdes pulpares foi feita de acordo com a
especificacdo n2 41 da ADA/ANSI, que recomenda normas de
estandardizagdo para avaliagcdo biolégica de materiais dentérios. Apds 15
dias, a polpa dos dentes no grupo Ketac apresentou vacuolizacdo e
ruptura da camada odontobldstica, edema, vasodilatacdo, infiltrado
inflamatorio cronico e necrose. Aos 30 dias, havia necrose da camada
odontoblastica, infiltrado inflamatério severo e extensas 4&reas de
necrose. No periodo final, 60 dias, o tecido pulpar apresentava-se
completamente necrotico. No grupo do 6xido de zinco e eugenol, apds 15
dias camada de odontoblastos permanecia organizada. Aos 30 e 60 dias,
a camada de odontoblastos permanecia organizada sem alteracdo do

tecido pulpar e havia formacéao de dentina.

Leonardo et al.,4” em 1997, avaliaram histologicamente o
reparo apical e periapical apds o tratamento endoddntico em 80 dentes de
cdes. Foram analisados os cimentos: Sealapex, CRCS, Sealer 26 e
Apexit. Decorridos 180 dias da obturagdo dos canais radiculares o0s
animais foram sacrificados, as mandibulas e as maxilas removidas, e
fixadas em formol a 10,0%. Ap6s o processamento histolégico os cortes
foram corados pelo tricromico de Mallory e hematoxilina eosina. Segundo

0s autores, o Sealapex permitiu a deposi¢cdo e mineralizacdo em nivel
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apical em 37,5% dos casos, ndo sendo observado a presenca de infiltrado
inflamatério e areas de reabsor¢do dos tecidos mineralizados. O CRCS
apresentou selamento parcial e presenca de infiltrado inflamatdrio
moderado. Nos grupos Apexit e Sealer 26 havia auséncia de selamento e
ativa reabsorcdo de tecido mineralizado ocorreu na maioria dos casos. O
infiltrado inflamatorio presente no Apexit era do tipo severo, no Sealer 26

o infiltrado inflamatdrio era suave ou ausente.

A citotoxicidade de cinco cimentos endoddnticos, o
Sealapex, Sealer 26, Apexit, CRCS e Fill Canal foi avaliada em cultura de
macrofagos em periodos de 1, 12, 24, 48 e 72 horas por Leonardo,*® em
1997. Para as alteragdes morfolégicas na avaliagdo microscopica
utilizaram-se o0s seguintes critérios: forma celular: monocitaria, fusiforme
e/ou estrelada, plasmocitoide; aspecto do citoplasma: homogéneo, denso,
vacuolado, com material, fagocitado; aspecto do nucleo: vesiculoso,
denso, nucléolo evidente ou ndo; distribuicdo celular: aleatoria,
aglomeradas, permaterial; aspecto morfolégico do material: forma
granular, cor, regularidade, distribuicdo e para liberacdo de HO2 utilizou-
se a metodologia da oxidagdo do vermelho fenol pela H,02, mediada pela
enzima peroxidase de raiz forte, em culturas de macréfagos peritoneais
de camundongos, onde o grau de liberacdo de HO2 esta correlacionado
com o grau de agressdo e segundo a metodologia pode-se ler por um

medidor de Elisa e nivel de agressdo dos cimentos testados. Quanto as
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alterac6es morfoldgicas, todos os cimentos foram citotéxicos, numa
ordem crescente de toxicidade, foram mais agressivos que o controle o
Fill Canal, CRCS, Sealer 26, Apexit e Sealapex. Quanto a liberagdo de
H20. a ordem crescente de toxicidade foi Sealer 26, Fill Canal, Apexit,

Sealapex e CRCS.

Com a finalidade de estudar comparativamente a
biocompatibilidade de 2 cimentos, um a base de ionémero de vidro
hidrofilico, Dyract, e outro a base de 6xido de zinco, Super EBA, Pertot et
al.,67 em 1997, implantaram tubos de silicone contendo 0s cimentos em
fémur de 24 coelhos. Os animais foram sacrificados em periodos de 4 e
12 semanas e encaminhados para 0 processamento histolégico. Apds
quatro semanas 0Ss materiais apresentavam pequena ou moderada reagao
inflamatoria, classificadas de acordo com critérios e notas para as
reacbes assim discriminadas: 0 = nenhuma reacdo, 13 = rea¢do suave,
4-6 = reacdo moderada, 7-9 = reacdo severa, caracterizada pela presenca
de tecido fibroso e interposicdo de células inflamatérias. No periodo de
12 semanas, ocorreu a cura do osso a despeito da persisténcia da
presenca de interposicdo de tecido fibroso e reacdo inflamatéria leve. A
analise estatistica ndo apresentou diferenca significante entre os dois

cimentos.

Em 1997, Rasquin’ fez avaliagdo histopatologica da
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reparacdo apical e periapical em dentes de cdes portadores de lesdo
periapical cronica, experimentalmente induzida, apds tratamento de
canais radiculares e obturacdo com os cimentos Sealapex, Sealer 26,
Apexit e Fill Canal. Foram utilizados 80 canais radiculares portadores de
necrose pulpar e reacdo periapical cronica. Decorridos 270 dias da
obturacdo, os animais foram sacrificados. Apds o0 processamento
histologico os cortes foram corados pela Hematoxilina e Eosina e pelo
Tricromico de Mallory. A andlise microscépica dos cortes evidenciou ser o
Sealapex biologicamente compativel, e a resposta tecidual em ordem

crescente de severidade foi a seguinte: Sealer 26, Fill Canal e Apexit.

Silva et al.,86 em 1997, avaliaram a resposta inflamatoria
do Sealapex, CRCS, Apexit e Sealer 26 em tecido subcutaneo e cavidade
peritoneal de ratos Balb/C. A resposta inflamatéria em subcutdneos foi
avaliada apo6s 2, 4, 8 e 16 dias. Intensa reutrofilia foi apresentada por
todos os cimentos no periodo inicial. As diferencas realizadas foram, a
presenca de necrose e o numero de células inflamatérias. A reacdo
inflamatéria observada no tecido subcutaneo, foi caracterizada pela
presenca de intensa infiltragcdo celular de grandes quantidades de
leucocito polimorfonucleares como resposta para todos os cimentos. Na
cavidade peritoneal, apresentou um significante aumento no numero de
neutréfilos  caracterizado por um aumento ndo somente em

polimorfonucleares, mas também em células mononucleares (macrdéfagos
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e linfocitos). Na fase intermediaria ha a diferenciacdo de fagdcitos
mononucleares em macrofagos, células epitelioidais e células gigantes
eram observadas no Sealapex. A resposta foi menos intensa no CRCS e
Apexit. Na cavidade peritoneal a avaliacdo foi feita ap6s 6, 24 hors e 5 e
15 dias. Durante o periodo inicial era intensa a migracdo de leucécitos
polimorfonucleares na cavidade peritoneal em resposta aos cimentos em
comparacdo ao controle. A migracdo era mais intensa no Sealer 26 e
Apexit. O aumento no numero de células mononucleares foi observado
ap6s 6 e 24 horas, e 5 dias, por todos os cimentos. Ndo observou-se

diferencas em relagdo ao grupo controle apos 15 dias.

Vajrabhaya & Sithisarn,100 em 1997, avaliaram a
citotoxicidade de 6 cimentos obturadores de canal radicular (Apexit, AH-
26, MU Sealer, ROCANAL 2, ROCANAL 3, Endomethasone), em culturas
monolineares e multilineares de fibroblastos de ratos. As culturas foram
mantidas a 37°C, 5% de CO: e 100% de umidade, em meio de Eagle
suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina G
200 m-l + estreptomicina 200 ng/ml-l + fungizone 2 ngy/mll). As
concentracfes eram de 5 x 105 células nas culturas monolineares e 1 x
106 células nas culturas multilineares. Os cimentos eram incubados por 4
horas junto as células, em seguida feita a analise através da liberacdo de
Crol,  Os resultados mostraram que o ROCANAL 3, ROCANAL 2,

Endomethasone e o MU Sealer ndo apresentaram diferenca estatistica



68

entre eles, porém estes materiais foram mais toxicos que o AH-26 e o
Apexit. Comparando-se as culturas monolineares e multilineares néo

houve diferenca estatistica entre a percentagem de células viaveis.

Em 1997, Vajrabhaya et al.101 compararam 2 métodos de
avaliacdo da citotoxicidade, cujo objetivo foi avaliar a resposta em
culturas multineares comparada com uma cultura monolinear de células
de fibroblastos, na perspectiva de que a cultura de células multilineares
possa simular o tecido periapical humano melhor que as monolineares,
utilizando 6 cimentos (MU - Mahidol University, ROCANAL 2, ROCANAL 3,
Apexit, Endomethasone e AH-26). Foram utilizados os métodos de
coloragdo com sulforodamina B e liberacdo de Cr®, em culturas de
células monolineares ( 5 x 10%) de ratos. Apds a incuba¢do a 37°C em 5%
de CO2 por 24 horas na presenc¢a dos cimentos, as células eram coradas
pela sulforodamina B, e feita a leitura através de um espectofotémetro
com um filtro de 540 nm para determinar a quantidade de células viaveis,
em seguida, foi realizado o teste de liberacdo de Cr3l. Os resultados
mostraram que através da coloragdo com o sulforodamina B apenas o
Apexit ndo foi citotoxico, ja através do método de liberacdo de Crb1
nenhum cimento mostrou-se citotdxico, deixando claro que os dois

métodos sdo capazes de produzir resultados diferentes.

Kolokouris et al.,37 em 1998, avaliaram através de tubos
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de teflon contendo cimentos no seu interior, implantados no tecido
conjuntivo  subcutdneo de 44 camundongos fémeas wistar, a
biocompatibilidade de dois cimentos obturadores de canais radiculares, o
Apexit & base de hidroxido de célcio, e o Pulp Canal Sealer a base de
0xido de zinco e eugenol. Estes cimentos, devidamente manipulados,
foram inseridos em tubos de teflon para entdo serem implantados no
dorso dos animais. Os implantes foram removidos depois de 5, 15, 60 e
120 dias, fixados e preparados para avaliagdo microscopica. Observaram
uma reacdo inflamatéria com extensdes necréticas para o Apexit no
quinto e décimo quinto dias, porém a intensidade desta reag¢do diminuiu
no septuagésimo dia chegando a um nivel minimo no vigésimo dia,
caracterizado pela presenca de tecido conjuntivo com poucos
macrofagos. Resultados semelhantes ocorreram com o Pulp Canal Sealer,
onde verificaram uma reacdo inflamatoria nos periodos finais pouco maior

do que ocorreu para o Apexit.

Koulaouzidou et al.,3® em 1998, avaliaram "in vitro" a
citotoxicidade, em dois tipos de linhagem celular, as L929 fibroblastos
gengival de ratos e RPC-C2A de células da polpa de ratos, de trés
cimentos endodonticos a base de resina (AH26, AH Plus e Topseal). O
cimento endodontico ideal deveria ter, entre outras caracteristicas, uma
boa capacidade seladora e biocompatibilidade. Ambas caracteristicas

importantes para o sucesso clinico do tratamento endod6ntico. Hoje,
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temos varios tipos de cimentos endoddnticos, os quais estdo divididos
em: ndo contendo eugenol, contendo eugenol e a base de hidréxido de
calcio. Nas categorias dos cimentos que ndo contém eugenol, temos o0s
cimentos a base de resina plastica, como o AH26. Recentemente a
Dentsply/DeTrey desenvolveu uma nova férmula para o AH Plus. Também
a Dentsply/Maillefer introduziu o Topseal que contém a mesma
formulacdo do AH Plus. Os testes foram realizados "in vitro" com células
L929. O AH26 mostrou-se severamente citotoxico quando comparado ao
AH Plus e Topseal, os quais similarmente, mostraram uma baixa

citotoxicidade.

Ersev et al.,22 em 1999, avaliaram a citotoxicidade
(células L929) e mutagenicidade (teste Ames) de varios cimentos
endodonticos in vitro. A atividade antimicrobiana de cimentos
endodonticos que contém substancias como o paraformaldeido, eugenol e
timol, ajudam a destruir algumas bactérias remanescentes. Por outro
lado, severa toxicidade de um cimento endoddntico pode levar a danos
teciduais. O cimento a base de resina, AH26, causou severa irritacdo nos
periodos iniciais de observagdo. Cimentos & base de hidroxido de calcio
mostraram leve para moderada infiltracdo tecidual. No teste de
mutagenicidade (Teste de Ames), o cimento a base de resina AH26
mostrou potencial genotoxico, o qual foi atribuido a um componente da
formula, o Diglicidil éter bisfenol-A. Em contraste para esses achados, um

cimento de canal radicular, & base de ion6mero de vidro (Ketac-Endo) foi
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compativel-tecidual, com uma reacdo inflamatdria suave ap0s exposi¢cao

por 5 dias.

Leonardo et al.,*3 em 1999, avaliaram a resposta tecidual
de um cimento endodontico a base de resina epoxi, o AH Plus, o qual foi
comparado ao Fill Canal (a base de 6xido de zinco e eugenol). Trinta e
quatro pré-molares de cdes foram usados. Depois da instrumentacdo, 0s
canais radiculares foram obturados com guta-percha e com 0s cimentos
citados, utilizando a técnica da condensacdo lateral. Ap6s todos os
procedimentos histoldégicos, ndo observaram células inflamatérias nem
areas de necrose associadas ao cimento AH Plus. Formacdo de tecido
duro apicalmente ao material foi observado em 14 espécies, nas paredes
dos canais radiculares e no apice da raiz. J& o Fill Canal apresentou uma
resposta inflamatéria de intensidade moderada na regido periapical, no

ligamento periodontal principalmente adjacente ao material.

Leonardo et al.,*> em 1999, avaliaram a liberacdo de
formaldeido por quatro cimentos endoddnticos, pois a literatura mostra
que alguns cimentos como o Endomethasone e o Nz, que contém
formaldeido, podem causar necrose tecidual e inflamacdo, embora,
lentamente ocorre a reparagdo. Outros cimentos como o AH26, ndo
contém formaldeido na férmula, mas através de uma reacdo quimica apds

misturado (envolvendo dois componentes: resina bisfenol A e
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hexametilenotetramina), ocorre a liberacdo de formaldeido. Neste
trabalho foi utilizado um espectofotometro (Hitachi modelo U-3501) para
verificar a liberacdo de formaldeido dos cimentos Endomethasone, AH26,
AH Plus e Topseal. Os autores observaram que o AH Plus e o Topseal
liberaram um minimo de formaldeido, estatisticamente insignificante

quando comparado aos demais.

Segura et al.,81 em 1999, investigaram em macrofagos
peritoneais de ratos Wistar, o efeito do bisfenol A (B.P.A.) na capacidade
de aderéncia dos macrofagos. O diglicidil éter de bisfenol A (BADGE) é
um ingrediente de alguns cimentos endoddnticos como o AH 26. E sabido
que os macrofagos além da fagocitose, produzem diversas substancias
ativas biologicamente (como as enzimas, prostaglandinas e citocinas); e
interagem com outras células e componentes extracelulares por meio de
receptores de adesdo. Adesdo é o primeiro passo para 0 processo da
fagocitose pelos macréfagos. O resultado deste trabalho mostrou que o
B.P.A., pode alterar a capacidade de adesdo dos macréfagos, podendo
inibir a funcdo e a modulacdo da resposta imune e inflamatoria na polpa
dentaria e nos tecidos periapicais.

Cohen et al,1” em 2000, avaliaram "in vitro" a
determinacdo da citotoxicidade de dois cimentos obturadores de canais

radiculares (AH 26 e AH Plus). Este teste de citotoxidade (teste de
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difusdo no agar) foi feito baseando-se em procedimentos descritos pela
Organizacdo Internacional de Padronizagdo. A reatividade biolégica da
monocamada mamaliana, L929 de células fibroblasticas de ratos em
resposta aos agentes testados foi determinada. Depois de um periodo de
48 horas de observacdo, a cultura de células expostas nos discos dos
artigos testados para AH26 e AH Plus exibiu uma reatividade severa
(grau 4). O controle positivo do artigo exibiu uma reatividade moderada
(grau 3). Nenhum sinal de reatividade (grau 0), foi observado para o
artigo controle negativo ou para os discos controles negativo. As
amostras testadas de AH26 e AH Plus sdo consideradas citotéxicas e néo
possuem o requerido no teste de difusdo de 4&gar. Resultados
semelhantes de citotoxicidade, foram encontrados na literatura para o

AH26 e para outro cimento obturador de canal radicular.

Willershausen et al.,104 em 2000, avaliaram "in vitro" a
biocompatibilidade biolégica de cinco cimentos obturadores de canal
radicular (Sealapex, Endion, Super-EBA, Ketac-Endo e AH Plus) e cones
regulares de guta-percha composto de hidroxido de calcio, em trés
diferentes linhagens de células humanas. Culturas sem cimentos
obturadores de canal radicular foram usados como controle. Celulas de
crescimento, morfologia celular, viabilidade celular, células contendo
proteinas e prostaglandina E: (PGE:2) liberavel foram usadas como

pardmetros para determinar a “citotoxicidade" destes materiais. A
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proteina contendo trés linhagens de células - fibroblasto nasal,
fibroblasto gengival e células de tumor epitelial, foi significantemente
reduzida (p < 0.001) para todos os materiais testados. Determinagbes de
PGE. liberavel mostrou diferencas especificas significantes nos
materiais. Variacdes de valores ndo significantes de PGEz, liberadveis
foram encontrados com Sealapex, Endron e Super EBA. Ao contrario
aumentos significantes de PGE2, foram medidos nos niveis com Ketac
Endo, AH Plus e cones regulares de guta-percha composta a base de

hidréxido de calcio (p < 0.001).



Proposicao

Tendo em vista os argumentos utilizados na introducéo,
resultados controversos observados na literatura e o papel chave dos
macréfagos na biocompabilidade e citotoxicidade dos materiais

obturadores de canais radiculares, propde-se esta pesquisa:

Avaliar a resposta celular bioquimica dos macréfagos frente aos
cimentos Topseal, Kerr Pulp Canal Sealer EWT (Extended Working
Time), Tubli-Seal™ e EndoREZ™, tendo-se como parametro o nivel de
liberacdo ou quantificacdo de HO2 e NO liberado no meio de cultura

dessas células.



Material e método

1. Preparo e obtencdo dos animais para a reacao de

peréxido de hidrogénio (H,0,)

Nessa metodologia de dosagem de HO2 foram utilizados
11 camundongos Swiss, machos, de 6 a 8 semanas de idade, pesando
entre 25 e 30 gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. Os animais durante os testes
foram mantidos em gaiolas, recebendo racdo balanceada e &agua "ad
libitum", por um periodo de 96 horas.

Cada camundongo serviu de fonte de macréfagos
peritoneais para cada cultura.

A morte dos animais era realizada separadamente, para
todos os experimentos, por asfixia respiratdoria, em cuba de vidro

contendo no seu interior algodao embebido em éter sulfurico.

2. Preparo dos cimentos

Os cimentos experimentados foram espatulados de acordo

com os fabricantes e da seguinte forma:

= Cimento Topseal: por ser cimento do tipo pasta/pasta (base e
catalisador), foram colocados em partes iguais (6 cm) de pasta de

base e de pasta catalisadora sobre uma placa de vidro, e com auxilio
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de uma espatula metalica re 24, incorporou-se um ao outro até obter-
se uma mistura homogénea. As placas contendo o cimento ja
preparado foram armazenadas por 48 horas em cubas metalicas,
deixando-se as tampas entreabertas. Junto as placas, dentro das
cubas foram colocadas gases umedecidas com agua destilada,
mantendo a umidade relativa do ar e também como adjuvante na presa

do material.

Kerr Pulp Canal Sealer EWT (Extend Working Time): por ser
cimento do tipo pd/liquido, utilizou-se a proporcao recomendada, em
uma quantidade aproximada de 2,8 g de p6 para 1 ml de liquido,40
sendo que a mistura foi espatulada vigorosamente com uma espétula
metélica re 24 por toda a placa de vidro, triturando-se os cristais do
p6, até atingirmos consisténcia clinica deal e homogénea, ao ponto
que ao levantar-se a espatula com cimento formava-se um fio com
altura aproximada de 2 cm sem que houvesse 0 seu rompimento. A
placa contendo o cimento ja preparado foi armazenada por 48 horas
em uma cuba metdlica, deixando-se a tampa entreaberta. Junto a
placa, dentro da cuba foram colocadas compressas de gazes
umedecidas com agua destilada, mantendo a umidade relativa do ar e

também como adjuvante na presa do material.

Tubli-Seal™: por ser cimento do tipo pasta/pasta (base e
catalisador), foram colocados em partes iguais (6 cm) de pasta de
base e de pasta catalisadora sobre uma placa de vidro, e com auxilio

de uma espatula metélica re 24, incorporou-se um ao outro até obter-
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se uma mistura homogénea. As placas contendo o cimento ja
preparado foram armazenadas por 48 horas em cubas metalicas,
deixando-se as tampas entreabertas. Junto as placas, dentro das
cubas foram colocadas gases umedecidas com agua destilada,
mantendo a umidade relativa do ar e também como adjuvante na presa

do material.

EndoREZ™: por ser cimento do tipo pasta/pasta (base e catalisador),
foram colocados em partes iguais (6 cm) de pasta de base e de pasta
catalisadora sobre uma placa de vidro, e com auxilio de uma espatula
metalica n2 24, incorporou-se um ao outro até obter-se uma mistura
homogénea. As placas contendo o cimento j& preparado foram
armazenadas por 48 horas em cubas metdlicas, deixando-se as
tampas entreabertas. Junto as placas, dentro das cubas foram
colocadas gases umedecidas com 4&gua destilada, mantendo a
umidade relativa do ar e também como adjuvante na presa do

material.

Obtencao das solucbes dos cimentos em

concentracdes de 18mg/ml e 9mg/ml

As solugbdes dos cimentos em concentra¢des de 18 mg/ml

e 9 mg/ml foram obtidas através da adicdo de polietileno glicol 400. As

obtencBes das solucdes foram feitas apds fracionamento e pulverizacéo

dos cimentos poés-presa, pesados numa balanca de precisdo (Metler

AJ150, da Metler-Toledo AG, USA) em um sonicador (Sonic & Materials,
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Vibra Cell"), e posteriormente diluidos em polietileno glicol 400 e

esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C.

4. Coleta, quantificacdo e preparo das celulas na

reacdo do peroxido de hidrogénio - H,0,

= Coleta

Neste experimento camundongos foram utilizados como
fonte para obtencdo de macrofagos peritoneais. Na cavidade abdominal
de cada animal foram introduzidos com seringa e agulha descartaveis
esterilizadas, uma quantidade de 3,0 ml de solucdo Tioglicolato de
Sédio™ a 3% com periodo de antecedéncia de 72 horas a 96 horas para a
estimulacdo/ativacdo dos macrofagos.

Apds a injecdo do Tioglicolato de Sodio a 3% os animais
foram mantidos no Laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, em gaiolas com ra¢do balanceada e agua "ad libitum". O
sacrificio dos animais foi realizado 96 horas apo6s estimulacdo/ativacdo
dos macréfagos. Os animais foram colocados em um suporte onde ficaram
imobilizados pelas patas com o abddémen voltado para cima. Feita a anti-
sepsia do abddobmen com alcool iodado a 0,3%, o peritbneo dos
camundongos foi exposto, realizando-se um corte com tesoura de ponta
fina, aproximadamente de 2 cm, e depois a pele distentida suavemente,

com auxilio de duas pincas. A seguir, com seringa e agulha descartaveis,

" Sonic & Materials Inc. Danbury, CT. USA
Difco, da Difco Laboratories, USA
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introduziu-se na cavidade abdominal do camundongo, 5,0 ml da solucéo
tamponada de fosfatos de potassio a 19mM, pH 7,0, contendo NaCl 140
mm e dextrose 5,5 mm Apdés a massagem digital o contetdo foi sugado
com auxilio da mesma seringa e agulha (Figura 1). Apds remocdo da
agulha, o conteudo foi despejado vagarosamente em um tubo de

centrifuga de 15 ml*.

FIGURA 1 - Succdo do lavado peritoneal.

" Corning, da Corning Incorporated - USA
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O lavado peritoneal de cada animal foi centrifugado® sob
refrigeracdo a 2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante era entdo
desprezado. Foi adicionado 1,0 ml da solugdo tampdo fosfato, pH 7,0,
fazendo-se uma nova homogeneizagdo e centrifugacdo. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes para uma completa lavagem
das células peritoneais. Da suspensdo celular contendo 1,0 ml de solucéo
salina foram retirados 10 m e adicionados 90 ni de liquido de Lazarus em
recipiente a parte e homogeneizado para a contagem celular. Dez m
foram removidos e introduzidos na camara de Neubauer (Boeco, da
Boeco, Germany) para quantificacdo das células, sob microscdpio 6ptico
comum (Zeiss, modelo Jenaval) utilizando-se a objetiva de 40X de
aumento.

A seguir, levando-se em consideragdo o numero de
células por ml, apds a remocdo da solucdo salina, as células foram
resuspensas ao volume original em solucdo tamponada de fosfato de
potassio, pH 7,0, contendo 140 mmde NaCl, 5,5 mmde dextrose, 9,56 mm
de vermelho de fenol e peroxidase de raiz forte, tipo Il, 0,1 mg/ml
Sigma™, para se obter a concentracdo desejada de células de 2,0 x

106/ml.

» Preparo das culturas e adi¢gdo dos cimentos

Foram utilizadas nesta fase placas para culturas de
tecidos estéreis (Corning™"), de 96 orificios (96 Well) (Figura 2). Foram

feitas leituras simultdneas de células provenientes de dois animais, em

" Hermle 2K 380, da B. Hermle AG, Germany
" sigma, St Louis, USA
Corning - New York 14931 - USA
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cada teste experimental. Cada cimento foi experimentado nas respectivas
concentracdes, em quadruplicata. Aliquotas de 100 m contendo as
células foram transferidas para placas de culturas de tecidos (Corning).
Acrescentaram-se 50 m das solucdes dos cimentos. No grupo controle
positivo foi utilizado apenas a suspensao celular sem adi¢cdo de cimentos
endodoénticos, utilizando o Zimosan (Sigma, 2-4250) na concentragao de

5 mmml em tampdo fosfato como controle de reacao.

FIGURA 2 - Placa de 96 orificios.

= Tempo de incubacéao

As placas foram colocadas em incubadora a 37°C
contendo uma tensdo de 5,0% de CO2 por 1 hora. Apés a incubacdo, 50

m de NaOH 5 N foram adicionados para interrup¢édo da reacéo.
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= Analise da absorbancia

Finalmente 100 ml do sobrenadante foram removidos e
realizada a leitura em leitor de ELISA (Figura 3) automatico (GENETIC
SYSTEMS* - microplate reader) com filtro 620 nm, contra branco
constituido de solucdo de vermelho de fenol e NaOH 5 N. Os resultados
foram expressos em micromoles a partir de uma curva padrdo
estabelecida em cada ensaio, constituida de concentracdes nanomoles

para o Perdxido de Hidrogénio (H202).

FIGURA 3 - Leitor de Elisa.

" Genetic System - USA
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5. Preparo e obtencdo dos animais para a reacao de

Oxido Nitrico - NO

Nessa metodologia de dosagem de NO foram utilizados
11 camundongos Swiss, machos, de 6 a 8 semanas de idade, pesando
entre 25 e 30 gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. Os animais durante os testes
foram mantidos em gaiolas, recebendo racdo balanceada e &agua "ad
libitum".

Cada camundongo serviu de fonte de macréfagos
peritoneais para cada cultura.

A morte dos animais era realizada separadamente, 1 por
vez, para todos os experimentos, por asfixia respiratoria, em cuba de

vidro contendo no seu interior algoddo embebido em éter sulfarico.

= Coleta

Neste experimento foram repetidos 0s passos do
experimento anterior. Na cavidade abdominal de cada animal foram
injetados 3,0 ml de solucdo Tioglicolato de Sédio a 3% com periodo de
antecedéncia de 72 horas a 96 horas para a estimulagdo/ativacdo dos
macrofagos. As etapas seguintes foram realizadas em camara de fluxo
laminar”.

Apés a injecdo do Tioglicolato de Sodio a 3% os animais
foram mantidos no Laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, em gaiolas, com racdo balanceada e agua "ad libitum",

por um periodo de 72 & 96 horas.

" Veco, da Veco, Campinas-SP, Industria Brasileira
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= Preparo dos cimentos

Os cimentos foram preparados conforme descricdo do

ftem 2.

= Obtencéao das solucfes dos cimentos

As solucdes dos cimentos em concentracdes de 18 mg/ml
e 9 mg/ml foram obtidas através da adicdo de polietileno glicol 400. As
obtencbes das solucdes foram feitas apds fracionamento e pulverizacdo
dos cimentos poés-presa, pesados numa balanca de precisdo (Metler
AJ150, da Metler-Toledo AG, USA) em um sonicador (Sonic & Materials,
Vibra Cell"), e posteriormente diluidos em polietileno glicol 400 e

esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C.

» Coleta, quantificacdo e preparo das células para

reacao

Apbés o sacrificio, os animais foram colocados em um
suporte onde ficaram imobilizados pelas patas com o abdémen voltado
para cima. Feita a anti-sepsia do abdémen com alcool iodado a 0,3%, o
peritbneo dos camundongos foi exposto, realizando-se um corte com
tesoura de ponta fina, aproximadamente de 2 cm, e depois a pele
distentida suavemente, com auxilio de duas pingas. Com uma seringa e
agulha descartaveis, estéreis, introduziu-se 5,0 ml na cavidade abdominal
do animal de solugdo salina tamponada de fosfatos, pH 7,2 (PBS). Apos a
massagem digital da cavidade abdominal, o conteudo foi sugado com
auxilio da mesma seringa e agulha. Apds a remocdo da agulha, o
contetdo foi despejado vagarosamente em um tubo de plastico estéril de

centrifuga de 15 ml.

" Sonic & Materials Inc. Danbury, CT. USA
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O lavado peritoneal de cada animal, foi centrifugado a
2000 mpm por 5 minutos. Em cémara de fluxo laminar® (Figura 4) laminar o
sobrenadante foi desprezado e 3,0 ml de PBS foi adicionado as células e
feita nova homogeneizacdo e centrifugacdo, etapas que ainda foram

repetidas por mais duas vezes.

FIGURA 4 - Profissional trabalhando em camara de fluxo.

" Veco, da Veco, Campinas-SP, Indistria Brasileira
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O sobrenadante foi desprezado e as ceélulas resuspensas
em 1,0 ml de meio RPMI-1640 (Sigma), contendo 100 U/ml de penicilina
(Sigma), 100 ng/ml de estreptomicina (Sigma), 2 mm de L glutamina
(Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cutilab®). Foram removidos 10 mi da
suspensdo contendo as células e acrescentado 90 m de liquido de
Lazarus em recipiente a parte e homogeneizado. Removeu-se 10 m e
introduziu-se em uma camara de Neubauer para a contagem das células,
sendo que as concentracdes obtidas em todos os camundongos foi
deixada a 5,0 x 108 celulas/ml variando-se apenas o volume da

suspenséo, usando novamente o meio de RPMI-1640 (Sigma).

* Preparo da cultura celular e adigao dos cimentos

Aliquotas de 100 m da suspensdo contendo as celulas
foram colocadas em placa de cultura de tecido de 96 orificios (96 Well)
estéreis (Corning). Cada cimento foi experimentado em quadruplicata,
adicionando-se aliquotas de 50 m de cada concentracdo em estudo para
a placa de cultura de tecidos contendo as células. No grupo controle
positivo foi utilizado apenas a suspensdo celular sem adi¢cdo de cimentos
endodoénticos, utilizando uma quantidade de 100 m ou 0,1 ml de uma
solugdo a 10 mg/ml de lipopolissacarideo (LPS) da E. coli 026:B6 (Difco)

como controle.

" Cutilab Materiais para Cultura de Células Ltda., Campinas/SP
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= Tempo de incubacéao

A incubacdo foi feita por 24 horas a 37°C contendo uma
tensdo de 5,0% de COs:.

= Analise da absorbancia

Na fase final 50 m do sobrenadante das culturas
celulares foram removidos e colocados em outra placa. Acrescentou-se
50 m do reagente de Griess e apds um repouso de 10 minutos a
temperatura ambiente, foi feita a leitura em leitor de ELISA automético®
com um filtro 540 nm.

Os resultados foram expressos em micromoles a partir de
uma curva padrdo estabelecida em cada ensaio, constituida de
concentra¢des micromoles conhecidas de NO.

FIGURA 5 - Leitor de ELISA.

" Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia



Resultado

Tabela 1 - Média e desvio padrdo de liberagdo de Peroxido de
Hidrogénio, em nanomoles/well, para diversos cimentos, o
limite inferior (L1) e o limite superior (LS) do intervalo de 95%
de confianca para a média (letras iguais na Uultima coluna
indicam que as médias correspondentes ndo diferem, no nivel
de 5% de significancia)

CIMENTO MEDIA DESVIO PADRAO LI LS
ooseal 9 mg/ml 429,93 29,80 35590 503,95 A
P 18 mg/ml 716,00 57,39 573,44 858,56 B
EndoRes 9mg/ml 153,34 5,41 139,90 166,78 C
18 mg/ml 211,15 5,67 197,06 22523 D

. 9 mg/ml 0,00 0,00 - -
Tubli-Seal 18 mg/ml 75,91 7,50 57,28 9455 E

9mg/m 0,00 0,00 . -

Kerr Pulp EW.T. 18 mg/ml 0,00 0,00 : !
Zimosan (controle) 270,39 37,28 177,78 363,00 D

Tabela 2 - Média e desvio padrdo de liberacdo de Oxido Nitrico, em
micromoles, para diversos cimentos, o limite inferior (LI) e 0
limite superior (LS) do intervalo de 95% de confianca para a
média (letras iguais na ultima coluna indicam que as medias
correspondentes ndo diferem, no nivel de 5% de significancia)

CIMENTO MEDIA DESVIO PADRAO LI LS
Topseal 18 mmgg/% 14éf3188 882 32‘8‘ 164,1628 6
Endorez 3 myml 000 000 3 i
Tubli-Seal 198 mml ggg 8(2)(1) 3.45 4,48 A
Kerr Pulp E.W.T. 198mmgg//Tn|| 116?903 8(2); 116,7232 121’,0674 g

LPS (controle) 60,88 3,93 51,12 70,64 D




Tabela 3 - Valores de liberagdo de
nanomoles/well

Peréxido de

90

Hidrogénio, em

REPETICAO
CIMENTO
1 2 3

: | 9 mg/ml 463,47 419,80 406,51
opsea 18 mg/ml 653,34 728,66 766,00
EndoRez 9 mg/m| 147,64 153,98 158,40
18 mg/m| 204,61 214,10 214,73

. 9 mg/ml 0,00 0,00 0,00
Tubli-Seal 18 mg/ml 67,26 79,92 80,56
9 mg/ml 0,00 0,00 0,00

Kerr Pulp EW.T. 15 g/mi 0,00 0.00 0,00
Zimosan (controle) 303,33 277,92 229,92

Tabela 4 - Valores de liberacdo de Oxido Nitrico, em micromoles/well

REPETICAO
CIMENTO
1 2 3

9 mg/ml 3,64 4,47 5,03
Topseal 18 mg/ml 12,83 11,02 12,69
9 mg/ml 0,00 0,00 0,00
EndoRez 18 mg/ml 0,00 0,00 0,00
y 9 mg/ml 0,00 0,00 0,00
Tubli-Seal 18 mg/ml 3,92 3,78 4,19
9 mg/ml 1,83 1,90 1,97
Kerr Pulp E.W.T. 18 mg/ml 11,02 10,61 11,16
LPS (controle) 65,33 59,40 57,90
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FIGURA 6 - Representacdo grafica das médias de liberagdo de Perdxido
Hidrogénio e os respectivos intervalos de 95% para as médias.
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FIGURA 7 - Representacdo grafica das médias de liberagdo de Oxido Nitrico
0s respectivos intervalos de 95% para as médias.
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Discussao

Da metodologia

Atualmente, apesar dos diferentes niveis de pesquisa
utilizados em Endodontia, como por exemplo o0s testes primarios
(hematogénicos e de cultura celular), secundarios (implantes em
subcutaneo de ratos, camundongos) e tradicionais clinico/microscopicos
(dentes de gatos, cdes, macacos e humanos); maior importadncia é dada
aos testes tradicionais.193 A facilidade em se comparar os resultados
microscopicos da regido pulpar e periapical de dentes de cdes e
macacos, com os resultados clinicos em humanos, obscurece as andlises
centradas no entendimento de micro estruturas celulares e de seus
componentes.f1 No entanto, grandes sdo as objecfes quanto ao uso
desses animais (cdes e macacos) devido o alto custo e restricdes das
sociedades protetoras de animais.32.63

Para se avaliar a biocompatibilidade49.65105 de materiais
obturadores, basta permitir o contato desses materiais com o tecido
conjuntivo apico/periapical. A partir do conhecimento dos fendmenos
inflamatorios, infecciosos e de reparo, extrapola-se tais constatacles
para as observagdes clinicas, criando um modelo de estudo e
avaliacdo.25.88,103

Apesar do alto custo e das restricbes, esse modelo é
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bastante utilizado e ja se consagrou, criando inclusive diferenciacdes
para "status" de vitalidade pulpar e necrose pulpar com ou sem sugestdo
radiografica de lesdo periapical. Tal modelo, atinge tanta fidedignidade,
que ja € possivel se criar modelos com especifica microbiota.43 A
facilidade de reprodutibilidade, no entanto, tem levado a maioria dos
pesquisadores a realizarem controle de qualidade de diferentes materiais
e técnicas, ao invés de criar novos materiais e aprimoramento dos ja
existentes.37.43.86

E comum a analise comparativa de diferentes materiais
obturadores utilizando esse nivel de pesquisa.21047 Como a industria
dificilmente divulga com precisdo a composicdo de tais materiais, 0
pesquisador deixa de lado seu &mago investigativo e passa a comparar
distintos materiais, elegendo aquele que melhor se comporta na regido
periapical e apical decorrido certo periodo de tempo.67.74

Metaforicamente, se um  desses pesquisadores/
controladores de qualidade fosse um engenheiro civil, primeiro construir-
se-ia uma ponte e verificar-se-ia qual a tonelagem méxima que um
caminhdo poderia utilizar para atravessa-la. Ap6s a passagem de um
caminhdo com 10 toneladas, experimentar-se-ia o préoximo com 11
toneladas, 12 toneladas e assim por diante, até que a ponte fosse
danificada, e ai sim estipular-se-ia a maxima tonelagem permitida. Assim

é feito o controle de qualidade que verifica qual material é mais

biocompativel49.65.105 que outro, a partir de metodologia pré-estabelecida.
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Quando comecou a restricdo ao uso de animais (cdes e
macacos)?26.32.63 para investigacdo em odontologia nos anos 90s,20.26
passou-se a atentar para niveis menos complexos de avaliacdo, com
maior controle sobre os fatores experimentais e menor nimero de
variaveis. Constatou-se como € dificil ser simples, e a partir da analise
de um grupo celular, extrapolar e somar resultados para o melhor
entendimento da biocompatibilidade, e principalmente de um subconjunto
dessa, a citotoxicidade.3.5.7.811.79 Nesse nivel de pesquisa (cultura de
células) os primeiros elementos a serem avaliados utilizavam-se culturas
de células HelLa’® e as conseqlentes absor¢des de Cr3l, alteracOes
morfologicas, seguindo o conceito de tumefacdo turva, condensacgao
cromatinica, cariorrexe e caridlise, proliferacdo e interrupcdo do processo
mitdtico.”.84 Seguindo o conceito de analise e conhecimento dos
processos de agressdo celular,1® iniciou-se a interpretacdo de como
alguns materiais odontolégicos se comportaram em relacdo ao contato
direto e/ou indireto com as culturas de células Hela.88.89 E importante
ressaltar as evolucdes obtidas neste contexto, a partir das realizacdes de
Spangberg et al.,8% principalmente sobre como se estocar, cultivar e
manter vivas essas células, 0s meios para a sobrevivéncia e
principalmente, a ndo interacdo negativa com as células, estressando-as.
As células HelLa porém apresentavam alguns inconvenientes do ponto de
vista fidedignidade ou proximidade da situacdo celular real e de

normalidade. Tais células sdo provenientes de tumor maligno, onde as
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células tém a tendéncia natural de se multiplicar, e assumir uma
morfologia proxima do estdgio embrionario.1® Esse "status quo", ndo é o
mesmo da fisiologia normal da regido apical e periapical; apesar disso, a
partir da analise das reacdes ja& mencionadas, desse grupo celular,
iniciou-se o entendimento da complexidade das reacdes ai presentes.5!

Aprimorando-se esse modelo, iniciou-se na década de 90,
0 uso de fibroblastos da regido subcutanea, conjuntiva de ratos e
camundongos e pulpar de cdes e humanos.l.4549 |ogicamente, esse
modelo é muito mais fidedigno que o das células HelLa. Dentre as
populacdes residentes no tecido conjuntivo apico/periapical, destaca-se o
grupo celular fibroblastico.34.56

O contato de materiais obturadores (corpos estranhos)’®
com esse grupo celular promove a alteracdo morfoldgica, mudangca no
metabolismo, com variacdo para mais ou para menos na sintese
colagénica, citodiferenciacdo, ativacdo mitotica, apoptose acelerada ou
retardada e liberacdo de citocinas e/ou fatores de crescimento el/ou
citodiferenciacdo.4® Esse modelo, muito mais complexo, permitiu analisar
varios parametros diferentes de comportamento, e a partir dai possibilitar
interpretacfes que coadjuvadas da andlise das células Hela, permitiram
um melhor entendimento e compreensdo do que é citotoxicidade35.7.8,11,65
e consequentemente biocompatibilidade.4%.65 Esses estudos, nesse nivel
de pesquisa, serviram como um "turning point", no modelo a ser utilizado

para analisar o comportamento biolégico dos materiais obturadores.8®
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Esse modelo, j& no fim dos anos 90s, passou a predominar20.72 por ser
mais barato, de facil obtencdo, rdpido e utilizando animais inferiores
(ratos e camundongos) e trazendo informacbles compativeis com
comportamento biolégico, Basicamente, o que houve foi uma mudanca
radical na concepg¢do do que é pesquisa em Endodontia. Lembrando a
metafora da ponte, o pesquisador agora, sendo um engenheiro civil,
primeiro faz os calculos de cada setor da ponte, de cada estrutura, e
quando a constrdi, ja& sabe de antemdo, qual a tonelagem méaxima que a
propria suporta. E portanto uma inversdo no conceito investigativo. Ao
invés de se pensar macroscopicamente, ou quando muito analisando
microscopicamente um tecido; 0 que agora ocorre € uma introspec¢ado no
amago do tecido, diferenciando grupos celulares, as rea¢fes que cada
grupo efetua, a relacdo e inter-relacdo entre esses grupos e suas
implicacdes no processo infeccioso, inflamatério e de reparo.18.20.79

Nesse estudo, avaliou-se o comportamento biolégico a
partir do contato do material obturador com células inflamatorias
mononucleares.4.8.9,16,20

Apés a obturacdo do canal radicular, ocorre o contato do
material obturador, com o tecido conjuntivo apical. Em se tratando de um
dente que apresenta vitalidade pulpar, esse tecido conjuntivo esta
normalmente isento de infeccdo, e com inflamacdo de suave a moderada,
devido as alteragbes pulpares. Predomina ai fibroblastos e células

inflamatdrias polimorfonucleares e mononucleares.l® Apds 0s passos



97

operatorios proprios dessa terapia e obturando-se o canal radicular, apés
alguns dias a perpetuacdo desse contato, dependerd das condicdes
intrinsecas do material e das reacdes provenientes deste contato. A
célula que coordena essas reagles, que funciona como um maestro
coordenando as acOes da orquestra (ou seja de todo o tecido, reagédo de
Schwartzman), € o macrofago.18.76

Quando se obtura o canal radicular de um dente que
apresenta necrose/gangrena pulpar, geralmente o tecido que esta
presente no peridpice tem predominancia de células polimorfonucleares
com poucas mononucleados, nos processos agudos, e predominancia de
tecido granulomatoso nos processos cronicos.18

Em ambas as situagbes, ap6s a obturagdo, ocorre a
mudanca no “status quo" desses tecidos inflamados aguda ou
cronicamente, para tecido de granulacdo, onde predominam 0sS
macrofagos, que ai também regem o processo de reparo.4® E portanto, o
macrofago, a célula de maior importancia no entendimento das reacdes
que ocorrem pos-obturacdo.197 O material obturador, substitui de maneira
andmala, a realidade do tecido pulpar. E para o organismo um corpo
estranho. O reconhecimento dessa "estranheza" é feito pelo complexo
maior de histocompatibilidade, presente nos linfdcitos T e macrofagos.’d
A partir desse reconhecimento, o macrofago inicia a fagocitose ou
tentativa de fagocitose desse corpo estranho.18.76

Dependendo das caracteristicas intrinsecas de cada
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material obturador, durante a fagocitose ocorre a "liberagdo" de citocinas
como por exemplo, Interleucinas e fatores de crescimento®3.65 que ao
interagirem com os fibroblastos induzindo a citodiferenciacdo e alteracao
metabdlica que levam a producdo de matriz mineralizadora ou fibras
colagenas’2.83 que terminam isolando o material obturador do tecido
conjuntivo, impedindo o contato com macrofagos e conseqlente reagdo
corpo estranho/conjuntivo.49.70

Esse isolamento permite a perpetuacdo desse material ao
nivel foraminal, conferindo biocompatibilidade.49.65.105

Também do contato material/macrofago, através da
estimulacdo da membrana celular do macréfago, ocorre a oxidacdo do
substrato celular com producdo de superdéxido Oz e peréxido de
hidrogénio. Tanto o O2" quanto o H202 sdo provenientes da "explosédo
oxidativa mitocondrial",68.6%.72 no metabolismo dessa células para
obtencdo de energia. Quanto mais citotéxico o material, mais energia o
macrofago necessita para fagocita-10.49.68.69.72 Assim para maior obtencgéo
de energia, maior a oxidacdo de substrato e conseqliente liberacdo de
superdxidos e perdxido de hidrogénio. A partir dessa premissa
desenvolvida por Pick & Keisari®® e Pick & Mizel,6® do comeco dos anos
80s utilizando como substrato o vermelho fenol e a enzima peroxidase de
raiz forte, através de um método colorimétrico, passamos a utilizar tal
metodologia para avaliar a citotoxicidade de diferentes materiais

obturadores e seus respectivos componentes. Além de parametro para
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analise de citotoxicidade, %869 o Oz e H20: desempenham papel
fundamental na atividade bactericida, principalmente atuando em
anaerobios estritos Gram negativos.18 O dxido nitrico (NO) é outro radical
livre que apresenta importante papel na patologia e fisiologia humana.
Ele é formado a partir do aminoacido L-arginina. A conversdo de
L-arginina para o NO é especifica, considerando que anélogos da
L-arginina, incluindo seu enantibmero com configuracdo D, ndo funciona
como substrato.64

O oOxido nitrico tem intima relagdo com o0 processo
inflamatdério e sua magnitude,59.64.94 O processo inflamatério é um
fendmeno basicamente vascular.'® Quanto maior a vasodilatacdo e
aumento de permeabilidade vascular, maior a quantidade de células
inflamatérias e derivados que perpetuam a inflamacdo, presente no tecido
conjuntivo.18.36,59

O NO intermedeia as reacOes de relaxamento e
constriccdo vascular.64 Liberado em grandes quantidades potencializa o
processo inflamatdrio.®4 Além da acéo relaxante vascular, o NO inibe a
agregacdo plaquetaria e é citoprotetor, sendo liberado por macréfagos
como parte do metabolismo antimicrobiano, juntamente com O e
H20,.59.64

Na reacao inflamatoria aguda, a interacdo
NO/prostaglandina € inibida com a diminui¢do do teor de NO, reduzindo o

acimulo de leucécitos e edema.% Assim como o HO2, os niveis de NO
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podem ser determinados através de andlise colorimétrica (Reacdo de
Griess),24.59.68.69 e aumentam também, de acordo com o aumento da
citotoxicidade,®9.72 portanto este mediador é utilizado também como
parametro para a avaliagdo de citotoxicidade auxiliando na compreenséo

da biocompatibilidade material/tecido hospedeiro.65.105

Da estatistica

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias de liberacdo de
Peroxido de Hidrogénio, em nanomoles/well, para o estudo da
citotoxicidade dos quatro cimentos obturadores, em duas concentragdes
(9 mg/ml e 18mg/ml): Topseal, EndoRez, Tubli-Seal e Kerr Pulp Canal
Sealer E.W.T., além da média do Zimosan, controle positivo para o
Peroxido de Hidrogénio. Nesta tabela estdo expostos também, para cada
cimento e para o controle, o desvio padrdo e os limites superior e inferior
do intervalo de 95% de confianca para a média, nos casos em que
ocorreu liberacao diferente de zero.

Os intervalos de confianca permitem uma avaliacdo
estatistica do efeito dos cimentos sobre a liberacdo de Perdxido de
Hidrogénio. Quase todos os intervalos sdo disjuntos, de forma que as
medias de liberacdo, nestes casos, sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Ha& davida somente se a média do controle difere da média de

liberagdo de H02 do cimento EndoRez na concentracdo 18 mg/ml. Entdo,
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as médias foram comparadas duas a duas pelo teste t de "Student",
levando-se em consideracdo se os desvios padrdo sdo diferentes. A
significancia obtida estd indicada na ultima coluna da Tabela 1, onde
letras diferentes indicam que as médias correspondentes sao diferentes a
um nivel de significancia menor do que 5% (p<0,05).

Na Tabela 2 sdo apresentados as médias, desvios padrdo
e limites dos intervalos de 95% de confianca relativos a liberacdo de
Oxido Nitrico, em micromoles/well, para o estudo da citotoxicidade dos
quatro cimentos obturadores, nas concentracdes de 9 mg/ml e 18mg/ml.
Neste caso o LPS é o controle positivo.

Assim, quanto a liberacdo de Oxido Nitrico, nem sempre
os intervalos de confianga foram disjuntos e, para alguns cimentos, néo
houve evidéncia estatistica de diferenca significativa entre as médias.
Entretanto, a média de liberacdo do LPS é muito maior do que as médias
de liberacbes de NO dos quatro cimentos, em qualquer uma das duas
concentracdes. A média de liberacdo do LPS foi cerca de 5 vezes maior
do que a maior média de liberagdo dos cimentos em estudo. Entdo, como
método aproximado, as médias foram comparadas duas a duas pelo teste
t de "Student", confirmando os resultados que se obtém através dos
intervalos de confianca. Na ultima coluna da Tabela 2, letras iguais
indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias

correspondentes, quando essas sdo maiores do que zero (p<0,05).
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Pode-se resumir os resultados de liberacdo média, do

ponto de vista estatistico, da seguinte forma:

a) Liberacdo média de Peroxido de Hidrogénio
Concentra¢do 9 mg/ml:
Kerr Pulp E.W.T. = Tubli-Seal < EndoRez < Zimosan < Topseal
Concentracédo 18 mg/ml:

Kerr Pulp E.W.T. < Tubli-Seal < EndoRez = Zimosan < Topseal

b) Liberagdo média de Oxido Nitrico
Concentragdo 9 mg/ml:
EndoRez = Tubli-Seal < Kerr Pulp E.W.T. < Topseal < LPS
Concentracdo 18 mg/ml:

EndoRez < Tubli-Seal < Kerr Pulp E.W.T. = Topseal < LPS

Esses resultados, tanto para o Peroxido de Hidrogénio
como para o Oxido Nitrico, podem ser visualizados respectivamente nas
Figuras 6 e 7. Nessas figuras as colunas representam as médias e 0s
tracos verticais representam os intervalos de 95% de confianca para a
média. Para o Perdxido de Hidrogénio (Figura 6), com excecao
relativamente ao cimento EndoRez (18 mg/ml) e o controle, os intervalos

estdo separados, tanto de um cimento para outro como em relacdo a um
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mesmo cimento, indicando que a liberacdo €& maior na concentracdo
18 mg/ml do que na concentracdo 9 mg/ml. Em relacdo ao Oxido Nitrico
(Figura 7) a liberagcdo € sempre maior para a concentracdo 18 mg/ml,

exceto quando a liberacdo média dos dois cimentos é nula.

Dos resultados

Dos cimentos utilizados pela metodologia proposta,
quanto a avaliacdo de citotoxicidade, o cimento EndoRez é inédito na
literatura, sendo que os resultados aqui obtidos representam 0s primeiros
relatos para sua avaliacdo, ndo tendo portanto, parametros para
compara¢do na bibliografia especifica. Quando se avalia a citotoxicidade,
é comum extrapolar-se os resultados das observacdes para outros niveis
de pesquisa e considerar-se biocompatibilidade. Ndo se deve esquecer
que a citotoxicidade4965 & um subconjunto da biocompatibilidade,105 e
somente coadjuvado de outros parametros, pode se extrapolar os
resultados. N&o € necessario portanto que um material para ser
biocompativel ndo possa ser citotoxico. Mesmo na avaliagdo da
citotoxicidade, seja ela por analise da liberacdo de NO, HO2, IL-1, TNFa,
TNFb, ndo h& necessidade da existéncia de proporcionalidade entre
essas liberacdes. Quando um material libera muito HO2, por exemplo, o

Topseal,’?2 indica que a fagocitose desse material requer grande
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quantidade de energia. Essa alta citotoxicidade avaliada pela liberagdo
de H202 pode ser acompanhada por indices menores de liberacdo de NO.
Assim constatamos de acordo com os resultados obtidos, que em ambas
as concentracdes 9 mg/ml e 18 mg/ml, o cimento Topseal foi 0 que mais
liberou H202, indicando que no contato material/célula, esse cimento &
mais citotoxico que o EndoRez, o Tubli-Seal e o Kerr Pulp Canal Sealer
E.W.T. respectivamente.

Torna-se evidente que os dois cimentos a base de dxido
de zinco e eugenol (Kerr Pulp Canal Sealer E.W.T. e Tubli-Seal) foram
menos citotoxicos que os dois cimentos resinosos (EndoRez, Topseal). E
importante salientar que todos os cimentos foram solubilizados para
permitir a fagocitose pelo macrofago. Essa condi¢cdo geralmente se
equipara aos cimentos antes de tomarem presa, e representa os periodos
iniciais de avaliagdo nos niveis mais elevados de pesquisa.

O aumento de NO, que também indica exacerbacdo do
processo inflamatorio, através do aumento da permeabilidade vascular,
também apresenta o cimento Topseal como mais agressivo para a
concentracdo de 9 mg/ml e para 18 mg/ml ocorre empate de liberacao
com o Kerr Pulp Canal Sealer E.W.T., portanto ambos sdo mais
citotoxicos que o0s demais cimentos experimentados, Tubli-Seal e
EndoRez, respectivamente.

Comparando com outros niveis de pesquisa, estes
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resultados sdo contraditorios,46.47.58.74.84.85 mas ndo se deve esquecer
que ndo se deve coadunar diferentes niveis de pesquisa para se avaliar
citotoxicidade. Assim, como ndo existe literatura correlata para esta
metodologia, ndo comparamos o0s resultados de outros niveis de
pesquisa.

A variavel solubilidade, neste parédmetro avaliado, néo
tem correspondéncia a base do cimento, uma vez que 0 EndoRez
apresentou os melhores resultados e o Topseal8’” os piores. Tal fato deve
ocorrer devido a elementos inerentes a cada material, indicando que a
analise separada de cada elemento que constitui esses materiais deva
ser efetuada, servindo inclusive para o desenvolvimento de futuros
trabalhos de pesquisas. Apesar dessas diferencas entre 0s cimentos,
todos foram muito menos citotéxicos que o L.P.S., quanto a producdo de
NO, que foi utilizado como controle positivo na rea¢do. E a metodologia
usada neste trabalho, utilizou os cimentos apés-presa, s6 entdo foram
solubilizados, podendo tal processo permitir que o eugenol livre
permaneca em pequenas quantidades,28:58 fato comprovado pelos
resultados observados para os cimentos Kerr Pulp Canal Sealer EW.T. e
Tubli-Seal.

Se compararmos materiais conhecidamente fagocitaveis,
a utilizacdo de cimentos solubilizados ap6s presa torna-se um requisito

para as células exerceram esse processo fagocitico. No entanto, deve-se
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adotar critérios antes de partirmos para testes de biocompatibilidade com
elementos solubilizados, como a padronizacdo do tempo apds presa dos
cimentos e do tempo de solubiliza¢cdo no uso do sonicador.

A extrapolacdo dos resultados para situagdes clinicas
deve considerar limitagdes inerentes ao tipo de animal, o modelo
experimental e as intercorréncias naturais durante um tratamento
endoddntico em humanos. Porém, as respostas dos macrofagos humanos
dificilmente serdo diferentes das observadas nos macrofagos derivados

dos camundongos.5.20.43



Conclusao

A liberacdo de HO2 e NO frente aos diferentes cimentos

apresentou as seguintes quantificacdes respectivamente:

Liberacdo média de Perdxido de Hidrogénio

Concentragédo de 9 mg/ml:

Kerr Pulp E.W.T. = Tubli-Seal < EndoRez < Zimosan < Topseal
Concentragdo de 18 mg/ml:

Kerr Pulp E.W.T. < Tubli-Seal < EndoRez = Zimosan < Topseal

. Liberagdo média de Oxido Nitrico

Concentragédo de 9 mg/ml:

EndoRez = Tubli-Seal < Kerr Pulp E.W.T. < Topseal < LPS
Concentragdo de 18 mg/ml:

EndoRez < Tubli-Seal < Kerr Pulp E.W.T. = Topseal < LPS

Tais constatagGes nos levam a concluir que:

Quanto a liberagcdo de HO2, 0 cimento na ordem decrescente do mais
citotoxico para o menos, e na concentracdo de 9 mg/ml temos: o
Topseal > Zimosan > EndoRez > Tubli-Seal = Kerr Pulp EW.T. e na
concentracdo de 18 mg/ml: o Topseal > Zimosan = EndoRez > Tubli-
Seal > Kerr Pulp E.W.T.

Com relacdo ao NO, o cimento na ordem decrescente do mais
citotoxico para o menos, e na concentracdo de 9 mg/ml temos: o
LPS > Topseal > Kerr Pulp E.W.T. > Tubli-Seal = EndoRez e na
concentracdo de 18 mg/ml: o LPS > Topseal = Kerr Pulp EW.T. >
Tubli-Seal > EndoRez.

As duas metodologias se mostraram vidveis quanto a avaliacdo da
citotoxicidade, tendo como parametros a liberacdo de H02 e NO, de
materiais obturadores endoddénticos solubilizados.
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