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RESUMO

COSTA, MMTM. Estudo dos mecanismos envolvidos na migragédo
celular induzida pelo hidroxido de célcio para bolha de ar
subcutanea em camundongos. Aracatuba, 2005. 164p. Dissertacao
(Mestrado em Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia,
Campus de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”.

O objetivo deste trabalho foi investigar a migracao celular induzida pelo
hidroxido de caélcio para bolha de ar subcutdnea em camundongos.
Observou-se que a migracao de neutréfilos ocorreu de maneira dose-
dependente, alcancando o pico de migracdo 96 horas apoés a injecao do
estimulo. Esta migracdo foi inibida com o pré-tratamento dos animais
com indometacina (5mg/Kg), meloxican (5mg/Kg) e dexametasona
(Img/Kg), diferentemente, o MK886 (1mg/Kg) foi inefetivo neste
processo. Constatou-se também que os animais estimulados com
hidroxido de célcio apresentaram um aumento significativo na liberagéo
de citocinas e quimiocinas (KC, MIP-2, IL1B8 e TNFa). O pré-tratamento
com meloxican ou aminoguanidina inibiu a liberacdo de KC, MIP-2,
IL13, mas ndo de TNFa. O pré-tratamento com Tioglicolato a 3%
aumentou cerca de 167% a populacdo de macréfagos na bolha de ar
subcutanea, entretanto, ndo alterou a migracdo de neutrofilos. Pode-se

concluir que a migracdo de neutrofilos para bolha de ar subcutanea



induzida pelo hidréxido de calcio, em camundongos, foi dependente de
KC, MIP-2, IL1B e TNFa, sendo a liberacdo destes mediadores

independente de mastécitos e de macrofagos.

Palavras-chave: Hidréxido de célcio; Movimento celular; Citocinas.



ABSTRACT

COSTA, MMTM. Study of the mechanisms involved in cellular migration
induced by calcium hydroxide to air-pouch in mice. Aracatuba 2005.
164p. Dissertation (Master in Pediatric Dentistry) — Dental School

of Aracatuba, Paulista State University “Julio de Mesquita Filho”.

The aim of this study was to investigate the cellular migration induced by
calcium hydroxide to air-pouch in mice. It was observed that the
migration developed dependently to the doses and achieved the peak
96 hours after the stimulation. Neutrophil migration was inhibited with
the pre-treatment with indometacin (5mg/Kg), meloxican (5mg/Kg) and
dexamethasone (1mg/Kg). Differently, MK886 (1mg/Kg) was ineffective
in this process. It was seen that the animals stimulated with calcium
hydroxide showed an increase of cytokines and chymiokines (KC, MIP-
2, IL1B8 e TNFa) release. Pre-treatment with meloxican or
aminoguanidine inhibited KC, MIP-2, IL13 release, but not TNFa.
Release of TNFa was not dependent of prostaglandines and nitric oxide
because it was not inhibited by aminoguanidine and meloxican. Pre-
treatment with Tioglocolate 3% increased 167% the macrophage
population in the air-pouch. However, it did not change neutrophil
migration. It was possible to conclude that the neutrophil migration to the

air-pouch induced by calcium hydroxide in mice was dependent on KC,



MIP-2, IL1B, TNFa and prostaglandins and it was not dependent on the
mast cells and macrophages.

Key-words: Calcium hydroxide. Cell moviment. Cytokines.
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1 Introducdo

E de extrema importancia para o odontopediatra buscar manter
na cavidade bucal da crianca os dentes deciduos com alteragbes por
trauma ou carie até a época de sua esfoliacdo fisioldgica, j& que estes
dentes séo a base fundamental para que a correta oclusdo da denticéo
permanente tenha éxito, evitando problemas como a perda de espaco.
Outro fator de extrema importancia, caracteristico da denticdo decidua,
€ que o ciclo vital desses dentes € bem mais curto que o dos
permanentes, incluindo em seu processo de envelhecimento a
reabsorcdo radicular fisiolégica progressiva, até sua completa
esfoliagdo (TOLEDO, 2000; GUEDES PINTO, 2003).

No entanto, algumas patologias podem acometer os dentes
deciduos durante o seu ciclo vital, como por exemplo, cérie e
traumatismo, os quais podem ocasionar alteracées pulpares levando a
necessidade de tratamento endodbntico, como a pulpotomia ou a
pulpectomia.

Para manutencdo de um dente na cavidade bucal, a pulpectomia
pode ser indicada em casos onde exista evidéncia de inflamacgao

cronica ou necrose da polpa radicular. Tal procedimento € contra



indicado em dentes com grande perda de estrutura radicular,
reabsor¢cdo interna ou externa avancadas ou infeccdo periapical
envolvendo a cripta do sucessor permanente (TOLEDO, 2000;
GUEDES PINTO, 2003).

O tratamento endodoéntico, particularmente os procedimentos
biomecanicos, envolvem a remoc¢do de microrganismos e seus
produtos. Em seqliéncia, para evitar a reinfeccdo do espaco ja limpo e
preparado, deve-se preencher o canal radicular com um material que
permita uma completa obturacdo e possua propriedades fisicas e
biolégicas aceitaveis (HOLLAND et al.,, 1981; DIAS et al.,, 1988;
ESTRELA et al., 1995; TANOMARU FILHO et al., 2002). A sele¢édo da
medicacao intracanal tem como referencial trés parametros principais: o
potencial antimicrobiano, a histocompatibilidade e a capacidade de
induzir a reparacao tecidual (ESTRELA et al., 1995).

O material ideal para a obturacdo dos dentes deciduos deve
apresentar um grau semelhante de reabsor¢do a raiz decidua, ser
inofensivo aos tecidos periapicais e ao germe do dente permanente,
reabsorver imediatamente quando levado além do &pice, ser anti-
séptico, preencher os canais radiculares com facilidade, aderir as
paredes, ndo contrair, ser facilmente removido quando necessario, ser
radiopaco e ndo pigmentar o dente (TOLEDO, 2000; GUEDES PINTO,

2003).



Além disso, para que um cimento seja biocompativel, ele deve
ser atéxico, ndo causar necrose tecidual e ser rapidamente aceito pelos
tecidos sem manter uma sequela inflamatoria (HOLLAND et al., 1981;
ESTRELA et al., 1994; TOLEDO, 2000; GUEDES PINTO, 2003).

O hidroxido de calcio tem sido amplamente empregado na
odontologia, devido a propriedades como biocompatibilidade, acéo
antimicrobiana e atuagcdo como um material indutor de mineralizagao
(HOLLAND et al.,, 1981; DIAS et al., 1988; GIRO et al., 1991;
CALISKAN, 1994; ESTRELA et al., 1995; TANOMARU FILHO et al.,
2002.). Assim, o hidréxido de célcio tem sido empregado em varias
situacdes clinicas como capeamento pulpar, pulpotomia, curativo de
demora, material obturador de dentes permanentes e deciduos, em
dentes traumatizados, em apicificagcbes, em Dens in dente, em
reabsorcdes dentarias, em perfuracdes radiculares (HEITHERSAY,
1975; HOLLAND et al., 1981; DIAS et al., 1988; GIRO et al., em 1991;
CALISKAN, 1994; PANZARINI et al., 1998; HOSOYA et al., 2001;
TANOMARU FILHO et al., 2002).

Diversos estudos tém sido realizados, utilizando-se modelos
experimentais variados, para observar a resposta tecidual frente ao uso
do hidréxido de calcio, em polpa de cdes (DIAS et al., 1988;
LEONARDO et al., 1993; PANZARINI et al., 1998; TANOMARU FILHO

et al., 2002), polpa de macacos (CVEK et al., 1987; KITASAKO et al.,



2002, HOLLAND et al., 2002) e subcutaneo de ratos (ECONOMIDES et
al., 1995; NELSON FILHO et al., 1999; HOLLAND et al., 2002).

Apesar dos inumeros trabalhos constatados na literatura, poucos
se preocupam com o estudo detalhado do processo inflamatorio
induzido pelo hidréxido de calcio, fato importante para analise do reparo
tecidual. Portanto, torna-se necessario conhecer melhor esse processo,
bem como as células e mediadores quimicos envolvidos nesta resposta

inflamatoria.



2 Revisio da Literatura

2.1 Aspectos gerais da inflamacéo

A inflamacdo é uma reacdo local dos tecidos a agressfes de
diversas naturezas, ocorrendo como resposta inespecifica e sendo
caracterizada por uma série de alteragcbes que tendem a limitar os
efeitos dessa agressdo. A resposta inflamatoria esta estreitamente
ligada ao processo de reparagao, servindo para destruir, diluir ou
encerrar o agente lesivo, livrando o organismo da causa inicial da leséo
celular e de suas consequéncias. Ocorre no tecido conjuntivo
vascularizado e inclui plasma, células circulantes, vasos sangtineos e
constituintes celulares e extracelulares desse tecido. As células
circulantes envolvidas nessa resposta sao os neutréfilos, mondcitos,
eosindfilos, linfocitos, baséfilos e plaquetas, enquanto no tecido
conjuntivo podemos encontrar os mastécitos, fibroblastos, macréfagos
residentes e células eventuais. A matriz extracelular consiste em
proteinas fibrosas estruturais (colageno, elastina), glicoproteinas
aderentes (fibronectina, laminina, colageno nao-fibrilar) e proteoglicanos

(MONTENEGRO; FECCHIO, 1999; COLLINS, 2000).



A inflamacéao divide-se em padrdes agudo e cronico, sendo que a
inflamac@o aguda se apresenta como uma resposta imediata e precoce
a um agente nocivo. Tem uma duracdo relativamente curta, podendo
persistir desde minutos até poucos dias, dependendo da natureza e
intensidade do estimulo. Este processo é caracterizado pelo predominio
de fendbmenos exsudativos, permitindo o acumulo de liquido, fibrina,
leucocitos e hemacias na regido inflamada. Ja a inflamacgéo cronica
possui uma duracdo mais longa podendo persistir semanas ou meses.
Neste processo, além dos fendbmenos exsudativos, ocorrem no local os
fendbmenos produtivos, envolvendo a proliferagéo de vasos, fibroblastos,
como também a migracdo e proliferagdo de mondcitos e linfécitos

(MONTENEGRO; FECCHIO, 1999; COLLINS, 2000).

2.1.1 Alteracdes vasculares

Durante o processo inflamatério, sdo liberados mediadores
quimicos que promovem a dilatacdo e o aumento de permeabilidade
dos vasos sanguineos, permitindo um maior afluxo de sangue para a
area agredida, bem como a exsudacdo de liquidos, proteinas e
leucoOcitos para o espaco intersticial. As alteracdes comegam pouco

apos a lesdo e se desenvolvem em velocidades variaveis, de acordo



com a intensidade da lesdo (MONTENEGRO; FECCHIO, 1999;

COLLINS, 2000).

2.1.2 O exsudato inflamatorio

Nas reacOes vasculares de menor intensidade, em que nao
ocorre dilatacdo suficiente das juncdes endoteliais para proporcionar a
saida de proteinas plasmaticas, acumula-se no tecido intersticial um
ligido rico em agua e cristaldides e pobre em proteinas, denominado
transudato. Ja em agressdes de maior intensidade, pode ocorrer um
maior aumento da permeabilidade vascular, permitindo a exsudacao de
um liglido com constituicdo semelhante a do plasma, rico em
macromoléculas e células, denominado exsudato. Esse exsudato
inflamatério € importante na contencdo e limitacdo do agente
responsavel pela injaria, ja que dilui esse agente, facilitando sua
remocao. Traz também para o local agredido células leucocitarias que
atuam na modulacdo da resposta inflamatéria (MONTENEGRO;
FECCHIO, 1999; COLLINS, 2000).

Além dos leucécitos, que sao células do sistema imune, células

estruturais, tais como células endoteliais, mesoteliais, epiteliais e

fibroblastos também podem estar relacionados com a resposta



inflamatéria, auxiliando ou potencializando essa resposta (BELLINGAN,

2000).

2.1.3 Eventos celulares: extravasamento de

leucécitos

O transporte de leucécitos para o local da injuria é de
fundamental importancia para limitar os efeitos da agressao e favorecer
o reparo tecidual. Esse processo ocorre envolvendo etapas de
marginacdo, rolamento, aderéncia, diapedese e migracdo dos
leucécitos até o local da injuria (BUTCHER, 1991).

Devido aos fenbmenos vasculares envolvidos na resposta
inflamatdria, ocorrem alteracdes hemodindmicas que permitem aos
leucécitos assumirem uma posicdo mais periférica, ao longo do
endotélio vascular, sendo conhecido esse processo por marginacao
leucocitaria. Posteriormente, ocorre uma etapa de rolagem destes
leucécitos ao longo do endotélio, onde receptores especificos na
superficie das células leucocitarias podem ser ocupados pelas
moléculas de adesdo do endotélio, ativando assim o proximo passo,
que envolve uma adeséo mais firme. Esse processo de rolagem pode
ser reversivel, ocorrendo uma dissociacdo entre o endotélio e as células

leucocitarias (MULLER, 2002).



Existem diversos mecanismos que induzem a aderéncia
leucocitaria durante o processo inflamatorio, podendo variar de acordo
com a duracdo da inflamacao, tipo de estimulo e as condi¢des do fluxo
sanguineo (MONTENEGRO; FECCHIO, 1999).

Os receptores de aderéncia que atuam nesse processo de
extravasamento de leucdcitos para os tecidos intersticiais podem ser do
grupo das selectinas, integrinas, imunoglobulinas e glicoproteinas. As
interacdes iniciais entre leucdcitos e células endoteliais durante o
processo de rolagem sdo mediadas pelas selectinas. A segunda etapa
desse mecanismo de adesdo, a qual ocorre de maneira mais firme,
envolve as moléculas da familia das integrinas (ETZIONI et al., 1999).

As selectinas séo diferenciadas em selectinas-L, selectinas-P e
selectinas-E. As selectinas-L contribuem para a migracao de linfécitos e
neutroéfilos para os locais de inflamacgéo. As selectina-P, que atuam de
maneira versatil, tanto como receptores de células endoteliais quanto
de plaquetas, sdo especificas para leucocitos como neutrdfilos,
macrofagos e linfocitos-T de memaria. Sdo estocadas em granulos na
células endoteliais, sendo rapidamente translocadas para a superficie
celular em resposta a diversos estimulos inflamatoérios (ULBRICH et al.,
2003). A rapida obtencdo da selectina-P para a superficie da célula
endotelial por estimulos como a histamina e a trombina, indicam o papel

desse receptor na fase inicial do recrutamento de neutrofilos para os



locais de inflamagdo (IMHOF; DUNNOM, 1997; MEAGER, 1999;
MULLER 2002).

A selectina-E é induzida na superficie de células endoteliais, em
resposta a citocinas pré-inflamatoérias, como o TNF-a, IL-1p e LPS,
estando envolvida na adeséo de neutréfilos e de linfocitos-T (IMHOF;
DUNNOM, 1997; MEAGER, 1999; MULLER, 2002; ULBRICH et al.,
2003). A expressao maxima dessas moléculas ocorre entre 4 a 6 horas
apos o estimulo, decaindo rapidamente quando passado esse periodo
(MEAGER, 1999).

As integrinas sdo moléculas de adesao envolvidas em inimeros
processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento embrionério,
manutencdo da integridade dos tecidos e atuacdo de leucécitos nos
processos inflamatérios. Quando ativadas, as integrinas das células
leucocitarias interagem com moléculas de adesao celular (CAMSs), da
familia das imunoglobulinas, presentes no endotélio (IMHOF;
DUNNOM, 1997).

A interacdo entre integrinas e as moléculas de adesédo celular
(CAMs) da familia das imunoglobulinas € particularmente importante na
resposta inflamatéria. Nessa etapa, os leucécitos encerram a rolagem e
comecam a mover-se mais lentamente ao longo da superficie endotelial

(ULBRICH et al., 2003).



As CAMs, da familia das imunoglobulinas, constituem proteinas
expressas em diferentes tipos celulares. Entre essas imunoglobulinas
encontramos as moléculas de adesao intercelular (ICAM-1 e ICAM-2) e
as moléculas de adeséo da célula vascular (VCAM-1) (COLLINS, 2000;
MULLER, 2002; ULBRICH et al., 2003). No endotélio, a ICAM-1 é
fracamente expressa e a VCAM-1 é ausente, porém essa expressao €
rapidamente aumentada com a ativagcdo endotelial, consequente da
reacao inflamatéria (IMHOF; DUNNOM, 1997).

A reacdo inflamatéria que promove a expressao das moléculas
de adesdo ICAM-1, VCAM-1, selectina-P, selectina-E, é mediada por
citocinas pré-inflamatérias. Mediadores produzidos por macréfagos
(como a IL-1 e o TNF) ou liberados de linfécitos-T (Interferon-y) séo
chamados de citocinas de alarme. Durante o processo inflamatério,
ocorrem diversas mudancas na estrutura endotelial. Essas mudancas
resultam do contato do endotélio com essas citocinas de alarme, as
quais induzem a expressdo de moléculas de aderéncia. (MEAGER,
1999). Poucos minutos apos a estimulacdo com essas citocinas, as
células endoteliais produzem quimiocinas, LTB4 e PAF, os quais podem
ativar integrinas na rolagem de leucocitos (IMHOF; DUNNOM, 1997).

Os leucdcitos aderidos ao endotélio podem atingir 0 espaco
intersticial devido a transmigracao através das juncdes celulares. Dessa

maneira, as células leucocitarias estendem pseudopodes nessas



juncdes, atingindo o tecido intersticial através de uma reestruturagéo do
seu citoesqueleto. Entretanto essa transmigracdo também pode ocorrer
através das células endoteliais, em um processo conhecido por
transcitose (COLLINS, 2000; KVIETYS; SANDIG, 2001; LUSCINSKAS
et al., 2002). ApGs passar pelas células endoteliais, os leucdcitos
migram através da lamina basal para a matriz extracelular dos tecidos
intersticiais em direcdo a um gradiente quimiotatico (COLLINS, 2000;

MULLER, 2002).

2.1.4 Mediadores da resposta inflamatoéria

A resposta vascular e celular da inflamacdo € mediada por
fatores quimicos desencadeados pelo estimulo inflamatério, os quais
atuam como sinais de quimiotaxia para orientagcdo da migracdo dos
leucécitos, podendo ser provenientes do plasma ou das células. Os
mediadores do plasma estdo presentes em formas precursoras que
devem ser ativadas, a fim de atingir suas propriedades biol6gicas. Os
mediadores provenientes das ceélulas, normalmente presentes nos
granulos intracelulares, precisam ser secretados ou, entdo, sao
sintetizados originalmente. A maioria dos mediadores atua, inicialmente,
ligando-se a receptores especificos nas células-alvo, mas podem

apresentar uma atividade enzimatica direta. Um mediador quimico



também pode estimular a liberagdo de mediadores secundarios, os
quais, por sua vez, tanto podem ser idénticos ou semelhantes aos
mediadores iniciais, como podem ter atividades opostas, constituindo
mecanismos de amplificagdo, modulacédo ou neutralizacdo da resposta
inflamatoria. A acdo desses agentes pode ser especifica para um ou
mais tipos celulares, tendo alvos difusos, de acordo com o tipo de
tecido e a intensidade do processo inflamatério (COLLINS, 2000).
Dentre os mediadores quimicos mais importantes, estdo as aminas
vasoativas (histamina e serotonina), proteases plasmaticas (sistema
complemento, sistema de cininas e sistema de coagulacéo), citocinas e
guimiocinas, O0xido nitrico, fator ativador de plaquetas e os metabdlitos
do acido araquidénico (MONTENEGRO; FECCHIO, 1999; COLLINS,

2000).

2.1.4.1 Metabolitos do Acido Araquidénico

Os metabdlitos do acido araquiddnico, ou eicosandides, sao
responsaveis pelo controle de muitos processos fisioldgicos, estando
entre os mais importantes mediadores e moduladores da resposta
inflamatoria (Serhan et al., 1996).

O acido araquiddnico € um acido graxo poliinsaturado de 20

carbonos, que é derivado diretamente de fontes alimentares ou pela



conversao do acido graxo essencial, o acido linoléico. Nao ocorre
livremente na célula, mas normalmente € esterificado em fosfolipidios
de membrana e em menor escala nos glicerideos das membranas
celulares. Quando as células sao ativadas por estimulos de diferentes
naturezas, os lipideos de suas membranas séo remodelados para gerar
mediadores biologicamente ativos, atuando como sinais intra ou
extracelulares. A etapa inicial desse processo € a liberacdo do
araquidonato, a qual ocorre em uma ou duas etapas. Quando envolve
somente uma etapa, a enzima responsavel por esse processo € a
fosfolipase A,. Quando em duas etapas, 0 processo envolve a enzima
fosfolipase C e depois a diacilglicerol-lipase ou a fosfolipase D seguida
pela Fosfolipase A,. A fosfolipase A, é encontrada intracelularmente ou
nos liquidos extracelulares, sendo a primeira forma apontada como
responsavel pela geracdo de mediadores inflamatorios. O &cido
araquidonico livre € metabolizado por duas classes principais de
enzimas, sendo as ciclooxigenases, que resultam na formacdo de
prostaglandinas e tromboxanos, e as lipoxigenases, originando o0s
leucotrienos e as lipoxinas (COLLINS, 2000).

A ciclooxigenase é classificada atualmente em trés formas,
sendo a COX-1, COX-2 e COX-3 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).
A COX-1 é encontrada em diversas células como enzima constitucional
a qual participa de uma série de eventos fisiologicos, particularmente no

estbmago, intestino, plaguetas e rins. A COX-2, divide-se em COX-2a,



constitutiva, e COX-2b, induzida, as quais apresentam um importante
papel nesse processo e no mecanismo da dor (HAWKEY, 1999). A
ciclooxigenase é encontrada ligada ao reticulo endoplasmatico, tendo
uma acao inicial que oxigena o araquidonato, seguida de ciclizagédo
produzindo o endoperoxido ciclico PGG,, e uma acdo da peroxidase
que converte PGG, em outro endoperoxido ciclico o PGH, (LANDS,
1981). A COX-3 pode ser encontrada de forma consideravel no cortex
cerebral e no coracdo (CHANDRASEKHARAN et al, 2002) e,
diferentemente da COX-1 e COX-2, ndo resulta na producdo de
prostanodides pro-inflamatorios e sim de produtos antiinflamatoérios desta
familia, sendo encontrada na fase tardia do processo inflamatdrio
(WILLOUGHBY et al., 2000).

As etapas subsequentes diferem de acordo com o0s tipos
celulares, levando ao inicio da biossintese de prostaglandinas e
tromboxanos (prostandides), sendo os principais produtos da via da
ciclooxigenase a PGE;, PGl, (Prostaciclina), PGD,, TXA,, PGF,,. Esses
prostandides possuem uma grande variedade de atuacdes. A PGD, e a
PGIl, causam vasodilatacdo e inibem a agregacdo de plaquetas,
enquanto o TXA, causa vasoconstricdo e agregacao plaquetaria. As
acOes da PGE; incluem a vasodilatagédo, producao de febre, inibicdo da

proliferacdo de células T e inibicdo da ativacdo de macrofagos.



Portanto, o TXA,; e a PGIl, atuam com papéis opostos, modelando a
resposta inflamatoria e o processo de hemostasia (COLLINS, 2000).

Dados da literatura demonstraram que macrofagos isolados apoés
uma infeccdo bacteriana aguda, demonstraram uma diminuicdo na
producdo de PGE,, PGIl, e LTC,4, enquanto conservaram a sintese de
TXA,. Esse fato parece estar relacionado com o alto influxo de
mondcitos provenientes do sangue, 0s quais apresentam caracteristicas
metabdlicas diferentes dos macréfagos residentes, ocorrendo,
simultaneamente, uma diminuicAo do metabolismo do acido
araquidonico e um aumento do numero de macrofagos apos a infeccao
bacteriana (TRIPP et al., 1986).

A outra via do metabolismo do acido araquiddnico ocorre através
da acdo das trés enzimas lipoxigenases, presentes apenas em alguns
tipos celulares, resultando na formagcdo dos leucotrienos e das
lipoxinas. S&o enzimas sollveis localizadas no citossol, sendo
encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastocitos e leucécitos. A
principal enzima desse grupo é a 5-lipoxigenase, predominante nos
neutréfilos, sendo a primeira enzima na biossintese dos leucotrienos.
Na ativacdo celular, esta enzima é translocada para a membrana
celular, onde se associa a proteina ativadora da 5-lipoxigenase,
necessaria a sintese de leucotrienos. A etapa seguinte € a sintese do
leucotrieno A4 (LTA4), que pode ser convertido enzimaticamente em

LTB4 e € o precursor do LTC4, LTDy4, LTE4 e LTF4, que séo os cisteinil



leucotrienos. O LTB, € um potente ativador das respostas funcionais de
neutrofilos, atuando na aderéncia de leucécitos ao endotélio, geracéo
de radicais livres de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossémicas
(COLLINS, 2000).

O LTB,4 demonstrou estar envolvido na migracdo de eosindfilos
para cavidade peritoneal de ratos, induzida pelo Sephadex (OLIVEIRA
et al.,, 2002) ou por solugao salina (OLIVEIRA et al., 1994). Nesses
estudos, essa acdo quimiotatica do LTB, ocorreu de forma indireta,
podendo ser dependente da atuacdo de mastécitos (OLIVEIRA et al.,
2002) ou de mastécitos e macrofagos (OLIVEIRA et al., 1994)
presentes na cavidade peritoneal. A migracdo de neutrofilos para
cavidade peritoneal de ratos, também pOde ser induzida pelo LTB,
através de um mecanismo dependente de mastdcitos e macréfagos
residentes (RIBEIRO et al., 1997).

As lipoxinas, também metabolizadas pelas enzimas
lipoxigenases, possuem diversas atuacdoes pro-inflamatorias e
antiinflamatorias. Inibem a quimiotaxia e aderéncia dos neutrdfilos,
porém estimulam a aderéncia de mondcitos (MADDOX et al., 1998). A
LXA, estimula a vasodilatacdo e atenua a vasoconstricao induzida pelo
LTC,. Existe, portanto, uma quantidade inversa de lipoxinas e
leucotrienos, sugerindo que as lipoxinas podem ser reguladores

negativos da acéo dos leucotrienos (BRADY, 1995).



Existem, portanto, diversas drogas antiinflamatérias que atuam
inibindo a formacdo de metabdlitos do acido araquidénico, em
diferentes etapas desse processo. Os antiinflamatorios ndo esteroidais
possuem propriedades analgésica, antitérmica, antiinflamatoria e anti-
trombdtica. Sua agéo decorre da inibicdo da sintese de prostaglandinas
e tromboxanos, efetuada mediante a inativacdo das ciclooxigenases 1
e 2 (VANE, 1971; LANDS, 1985; GILROY et al., 1998; MULLER, 2004).
Muitos desses farmacos atuam inibindo as isoformas COX-1 e COX-2,
embora ocorram variagdes quanto a essa inibicdo (MEADE et al., 1993;
MITCHELL et al.,, 1993). O uso de baixas concentracdes de dois
antiinflamatoérios nao-esteroidais, aspirina e indometacina, inibiram a
producdo  enzimatica de  prostaglandinas  (VANE, 1971).
Antiinflamatérios ndo esteroidais como a aspirina, diclofenacos e
ibuprofeno podem atuar inibindo a acdo da COX-3, fartamente expressa
no sistema nervoso central (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Os antiinflamatdrios que atuam com inibicdo especifica de
enzima COX-2, mais recentes, tém sido considerados igualmente
efetivos em processos inflamatorios, além de ndo causarem aumento
significativo na incidéncia de Ulceras gastrintestinais (GILROY et al.,
1998; SMITH et al., 1998).

Os glicocorticoides pertencem a outra classe de antiinflamatérios,
0S quais atuam nas ceélulas-alvo, atravessando-as por difusdo passiva e

ativando um receptor citoplasmatico. Este complexo corticosteroide-



receptor penetra no nucleo das células, combinando-se com sitios
especificos da cromatina. Subsequentemente, ocorre a transcricdo de
um RNA mensageiro, promovendo a sintese de proteinas efetoras da
acao corticosteroide. Tais proteinas sdo conhecidas como lipocortinas
(anexina-1), que inibem de forma seletiva a enzima fosfolipase A,
responsavel pela geragdo dos metabdlitos do acido araquidénico no
foco inflamado, como as prostaglandinas e leucotrienos
(BUCKINGHAM; FLOWER, 1997; LOLIS, 2001; BAUGH; BUCALA,

2002).

2.1.4.2 Citocinas e Quimiocinas

Sao proteinas sintetizadas por diversos tipos celulares, as quais
modulam as fungbes de outras células, exercendo um importante papel
no processo inflamatorio. As citocinas sao produzidas durante respostas
imunes e inflamatérias, sendo sua liberacdo transitria e estreitamente
regulada. Podem atuar influenciando a sintese ou a acdo de outras
citocinas, ligando-se a receptores especificos nas células alvo. Podem
atuar também sobre as mesmas células que as produziram, sobre
células préximas ou sistemicamente, como qualquer outro hormdnio. As
citocinas sdo agrupadas em classes, de acordo com suas fungcbes ou

com a natureza das células-alvo. Existem citocinas que regulam a



ativacdo, crescimento e diferenciacéo dos linfocitos. Entre elas, estdo a
IL-2 e IL-4. Outro grupo envolve as citocinas que atuam na imunidade
natural, estimulando diretamente o aumento da aderéncia de leucocitos
a células endoteliais, ao qual pertencem o TNF-a, a IL-1, os interferons
do tipo | e a IL-6 (MONTENEGRO; FECCHIO, 1999; COLLINS, 2000).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria produzida principalmente
por macrofagos, linfocitos e mastécitos, sendo capaz de produzir
colagenase, PGE; e IL-6, enquanto o TNF-B é produzido por células T
ativadas (ELIAS et al., 1987). Seu potente efeito pro-inflamatorio resulta
da sua capacidade em aumentar a expressao das moléculas de adeséo
endotelial e, subseqiientemente, promover a aderéncia de neutrofilos ao
endotélio vascular (WITKO-SARSAT et al., 2000).

A IL-1 é uma citocina fundamental na resposta do organismo a
invasdo de microorganismos, reacdes imunolédgicas e injuria tecidual.
Tanto a IL1-a como a IL1-p séo produzidas em grande quantidade por
macréfagos e apresentam propriedades pro-inflamatérias, sendo que a
segunda tem uma atuacao mais potente (TATAKIS, 1993).

A producdo de IL-6 é induzida por IL-1, TNF-o, IFN-y. Essa
citocina atua também mediando a destruicdo do tecido inflamado, sendo
que seu efeito bioldgico ultrapassa aqueles da IL-1 e TNF-a (SHALABY
et al., 1989). Dados experimentais demonstraram que essas citocinas

séo capazes de induzir migracdo de neutrofilos (FACCIOLI et al., 1990).



As quimiocinas sdo um grupo especifico de citocinas que
compartilham a capacidade de estimular o movimento leucocitario
(quimiocinese) e o0 movimento dirigido (quimiotaxia), sendo
particularmente importantes na inflamacdo. Atualmente as quimiocinas
séo classificadas de acordo com a posi¢cdo dos residuos de cisteinas
localizados na porgdo amino terminal da molécula. Quatro classes de
quimiocinas estéo descritas: CXC, CC, C e CX3C. As quimiocinas atuam
em células-alvo por meio de receptores especificos ligados a proteinas
G, caracterizados por apresentarem 7 dominios transmembranicos.
Apés a ligagdo com o receptor, a sinalizacdo € realizada pela proteina
G, que por meio de suas subunidades desencadeia eventos bioquimicos
gue resultam nos efeitos que as quimiocinas exercem sobre as células
(MURDOCH,; FINN, 2000).

As quimiocinas C-X-C ou o atuam principalmente sobre os
neutroéfilos, sendo a IL-8 um exemplo desse grupo. Sao secretadas por
macréfagos ativados, células endoteliais e outros tipos celulares,
promovendo a ativacdo e quimiotaxia de neutrofilos (BICKEL, 1993).
S80 expressas em resposta a atuacdao de LPS, TNF-a, IL-1B e
imunocomplexos (DEFORGE et al., 1992). Outro grupo de quimiocinas &
classificado como C-C ou B, as quais geralmente atuam na quimiotaxia
de mondcitos, eosindfilos, basdfilos e linfécitos, mas normalmente, nédo

sobre neutrofilos. Um terceiro grupo, as quimiocinas C ou vy, séo



relativamente especificas para linfécitos (TEIXEIRA et al., 1997). As
quimiocinas CX3C, mais recentemente descritas, também promovem a
aderéncia de leucécitos ao endotélio e atuam como agente quimiotético

(BAZAN et al., 1997).

2.1.4.3 Oxido Nitrico

O oOxido nitrico (NO), ou monoxido de nitrogénio, € um gas
solavel, produzido ndo somente por células endoteliais, mas também
por macrofagos, neutroéfilos, eosinoéfilos e por neurénios especificos no
cérebro. E derivado da L-arginina, através da acdo das isoformas da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS), na forma constitutiva (calcio
dependente) e induzida (céalcio independente) (VANE et al., 1994,
WITKO-SARSAT et al., 2000).

Em um modelo experimental avaliando a atuacdo dessas
enzimas na inflamac&o aguda e no tecido granulomatoso, foi observado
um aumento significativo da atividade das NOS, apds 24 horas. Esse
aumento da atividade das NOS esteve associado a uma diminuicdo da
atuacédo das isoformas da enzima COX, podendo indicar um mecanismo
regulatério de agentes pro e antiinflamatorios (Vane et al., 1994).

O Oxido nitrico atua sobre as células alvo através da inducéo do
monofosfato de guanosina, o qual, por sua vez, desencadeia diversos

eventos intracelulares produzindo, por exemplo, o relaxamento das



células do mdusculo liso vascular. Atua, portanto, na funcdo vascular
durante a resposta inflamatéria, sendo um vasodilatador potente. Sua
atuacdo ocorre somente em células préximas do local onde é produzido,
sendo que essa acdo restrita explica sua especificidade (COLLINS,
2000). O NO também age reduzindo a agregacdo e a aderéncia
plaquetaria, inibe diversas caracteristicas da inflamacao induzida por
mastocitos e serve como regulador do recrutamento de leucdcitos. O
blogueio da producdo de éxido nitrico sob condigcdes normais, ocasiona
a rolagem e aderéncia de leucécitos nas vénulas pos-capilares. A
administracdo de Oxido nitrico exdgeno reduz o recrutamento de
leucocitos nos processos inflamatérios agudos. A produgdo excessiva
de Oxido nitrico por neurdnios especificos é um mecanismo
compensatério enddégeno que reduz o recrutamento de leucocitos nas

repostas inflamatorias (Assreuy et al., 1993).

2.1.5 O papel do neutréfilo no processo inflamatorio

Os neutrdfilos constituem a primeira linha de defesa no processo
inflamatorio. Originam-se de células da medula 6ssea, passando a
circulacdo apds atingirem a maturacdo. Na circulagdo permanecem por
cerca de 6 a 7 horas, deixando os vasos em direcdo ao tecido
intersticial, onde se mantém por volta de 2 dias. S&o células fagocitéarias,

sendo que este processo ocorre através do reconhecimento e fixagdo do



agente agressor, seu engolfamento e a destruicdo ou degradacdo do
material ingerido. Os granulos dos neutrofilos possuem enzimas
essenciais para a lise das substancias fagocitadas, como
mieloperoxidases, lisozimas, elastases, catepsinas, proteases,
colagenases, glicerofosfatases (MONTENEGRO; FECCHIO, 1999). As
metaloproteinases, como as colagenases, sdo estocadas em granulos
especificos, atuando principalmente sobre o colageno do tipo | (WITKO-
SARSAT et al., 2000). Portanto, o transporte intracelular de proteinas e
sua secrecdo no meio extracelular representam um mecanismo de
extrema importancia na atividade dos neutrofilos (WITKO-SARSAT et
al., 2000).

A transmigracdo dos neutréfilos ocorre principalmente através
das bordas das células endoteliais, onde s&o observadas
descontinuidades das junc¢les intercelulares. Em alguns processos
inflamatérios os neutréfilos também podem migrar através do epitélio
das células endoteliais, chegando aos tecidos inflamados (WITKO-
SARSAT et al., 2000).

Os neutréfilos possuem diversos receptores para agentes
quimiotaticos, os quais podem atuar na aderéncia celular, migracéo,
degranulacdo e nas respostas oxidativas. Entre os diversos fatores que
promovem a quimiotaxia de neutréfilos, podemos encontrar 0 TNF-a

(LUKACS et al, 1995; COLLINS, 2000), a IL-8 (BICKEL, 1993;



PERETTI et al., 1994; WITKO-SARSAT et al., 2000), o PAF (WITKO-
SARSAT et al.,, 2000, COLLINS, 2000) e o LTB; (NAGY et al., 1982;
WITKO-SARSAT et al, 2000). Por outro lado, as lipoxinas sao
mediadores quimicos que podem atuar inibindo a quimiotaxia e
aderéncia de neutrdfilos (COLLINS, 2000).

Muitos estudos tém demonstrado o papel do TNF-a na
quimiotaxia de neutrofilos e eosindfilos. Dados da Literatura
demonstraram uma migracdo de neutréfilos entre 8 e 24 horas e de
eosindfilos entre 48 e 72 horas, para o intersticio das vias aéreas, em
um modelo experimental em ratos. Um aumento precoce de TNF-a, foi
observado entre os periodos de 1 a 8 horas ap6s a injecao do estimulo.
Os animais que receberam tratamento para neutralizar esse mediador,
apresentaram uma diminuicdo no recrutamento de neutréfilos e de
eosinofilos para o pulméo e para as vias aéreas (LUKACS et al., 1995).
Em outro estudo, foi possivel observar que a IL-8 e o PAF, ocasionaram
uma rapida porém acentuada, alteracdo na rigidez de neutrofilos,
demonstrando altera¢des na expressao de moléculas de adesao nessas
células. Esses mediadores também atuaram ocasionando um aumento
da migracdo de neutréfilos na microcirculagdo pulmonar (DROST;
MACNEE, 2002). A IL-8 induz uma migracdo de neutrofilos dose-
dependente para a cavidade peritoneal de ratos, porém nao para bolha

de ar subcutaneo, onde os mastdcitos residentes ndo estdo presentes.



Dessa forma, a migragédo de neutrofilos induzida pela IL-8 é dependente
de CINC-1 liberada de mastocitos, visto que esta quimiocina foi
detectada no exsudato inflamatorio ap6s estimulacdo com a IL-8
(RAMOS et al., 2003).

O LTBs é um potente quimiotatico e ativador das respostas
funcionais de neutréfilos, como a agregacdo e a aderéncia dessas
células ao endotélio, geracao de radicais livres de oxigénio e liberacéo
de enzimas lisossémicas (NAGY et al.,, 1982; COLLINS, 2000). A
migracdo de neutrofilos, induzida pelo LTB4, ocorre através de um
mecanismo dependente de macréfagos e mastocitos residentes
(RIBEIRO et al., 1997).

O IFN-y também possui um importante papel no controle do
recrutamento de neutréfilos durante a evolugdo de uma resposta
imunoldgica, em parte através da regulacdo da sintese de quimiocinas
pelas células residentes (ROBSON et al., 2001).

Os neutréfilos também podem atuar sintetizando diversas
citocinas proé-inflamatorias (TNF-a, IL1-a e IL1-B), antiinflamatoérias e
outras citocinas e fatores de crescimento (WITKO- et al.,, 2000). A
producdo desses mediadores por neutrofilos pode ser modulada por

mediadores como o IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-13 (ROMAGNANI, 1994). O
IFN-y exerce um efeito positivo sobre os neutréfilos, induzindo a

producéo de citocinas inflamatdrias. Ao contréario, a IL-10, a IL-4 e a IL-



13 atuam diminuindo a producdo dessas citocinas pelos neutrofilos,
especialmente a IL-8 (WITKO-SARSAT et al., 2000).

A diminuicdo da migracdo de neutrofilos para o local da
inflamacéo resulta de mudancas no padrdo das citocinas anti e proé-
inflamatdrias. Entre os mediadores envolvidos na diminuicdo do
recrutamento de neutréfilos, encontramos a IL-10, IL-4, IL-13 e
lipoxinas. Ao termino do processo inflamatorio, a remogéo de neutrofilos
dos tecidos ocorre através da apoptose e subseqiente fagocitose
dessas células por macrofagos (COLLINS, 2000; WITKO-SARSAT et

al., 2000).

2.2 Indicagdes clinicas do hidroxido de célcio

O hidroxido de calcio é um material amplamente empregado na
odontologia, apresentando indicacfes clinicas diversas devido as suas
propriedades favoraveis. Entre estas indicacdes podemos citar seu uso
em casos de capeamento pulpar (EDA, 1961; MELLO et al.,, 1972;
NEGM et al., 1981; DIAS et al., 1988; GIRO et al., 1991; SILVA et al.,
1996; FARACO JUNIOR e HOLLAND, 2001), em pulpotomias, ja que
promove a formacdo de uma ponte de tecido duro (HOLLAND et al.,
1979; HOLLAND et al., 1981; Goldberg et al., 1984; Giro et al., 1991,
CALISKAN, 1994) e em pulpectomias. Neste ultimo caso, o hidréxido de

calcio pode ser empregado como curativo de demora (Heithersay, 1975;



HOLLAND et al., 1983; Leonardo et al., 1993; HOLLAND et al., 1998;
Hosoya et al., 2001; Tanomaru Filho et al., 2002; Leonardo et al., 2002;
HOLLAND et al., 2003) ou como material obturador (BINNIE; ROWE,
1973; HOLLAND et al., 1979; HOLLAND; SOUZA, 1985; WEISENSEEL
et al., 1987; ALLARD et al., 1987; CROSHER et al., 1989; PANZARINI
et al., 1998).

O hidroxido de calcio é também um material freqientemente
empregado em casos de traumatismo dentario. Diversos estudos tém
avaliado suas indicacbes em casos de avulsdo e reimplante (BARKER,;
MYNE, 1975; TRONSTAD, 1981; GREGORIOU et al., 1994; TROPE et
al., 1995; CALISKAN et al., 2000), fratura radicular (CALISKAN;
TURKUN, 1996; SOUZA-NETO et al.,, 2000; GOMES et al.,, 2001,
BLANCO; COHEN, 2002) e Iluxacdes (BARKER; MYNE, 1975;
CALISKAN et al., 1998), demonstrando caracteristicas satisfatérias no
processo de reparo, quando do uso desse material.

Também é utilizado no tratamento de dentes permanentes jovens
com necrose pulpar e apice incompleto, buscando obter, nesses casos,
o fechamento apical da raiz através da formacao de uma barreira de
tecido duro na regido apical (CVEK, 1972; FERGUSON et al., 1980;
GHOSE et al.,, 1987; KLEIER; BARR, 1991; MACKIE et al., 1994;
GUPTA et al., 1999; KINIRONS et al., 2001), em tratamentos de Dens in
dente (FREGUSON et al.,, 1980; VAJRABHAYA, 1989; HOLTZMAN;

LEZION, 1996; AUGSBURGER E WONG, 1996; YEH et al., 1999) e em



casos de reabsorcdo ou perfuragdo radicular (TRONSTAD, 1981,
MARTIN et al., 1982; SAAD, 1989; GREGORIOU et al., 1994; TROPE et
al., 1995; COTTl et al., 1998; CALT et al., 1999; BENENATI, 2001).

No tratamento de dentes deciduos esse material também é
bastante empregado, principalmente em casos de capeamento pulpar
(JERREL et al., 1984; RANLY, GARCIA-GODOQY, 1991; KOPEL, 1992),
em pulpotomias (HEILIG et al., 1984; SCHRODER et al., 1987; RANLY,
GARCIA-GODOY, 1991; RANLY, 1994; ROSENDAHL; WEINERT-
GRODD, 1995; WALY, 1995), em pulpectomias (REYES; REINA, 1989;
RANLY, GARCIA-GODOY, 1991; ROSENDAHL; WEINERT-GRODD,
1995; NURKO; GARCIA-GODOY, 1999; NURKO et al., 2000; NEDLEY,
2002) e em alguns casos de traumatismo dentéario (FILIPPI et al., 1997,

WEIGER; HEUCHERT, 1999; DE MORRE; DE WITTE, 2002).

2.2.1 Efeito mineralizador

Uma das caracteristicas dos materiais a base de hidroxido de
calcio é que eles promovem a ativacao enzimatica tecidual, gerando um
efeito mineralizador e favorecendo o processo de reparo dos tecidos.
Portanto, o hidroxido de célcio atua na formacéo de barreira de dentina
(EDA, 1961; HOLLAND et al, 1981; HOLLAND et al, 1982;
SCHRODER, 1985; ROSENDAHL; WEINERT-GRODD, 1995; SILVA et

al., 1996; KITASSAKO et al., 2002), barreira osteocementéria (BINNIE;



ROWE, 1973; HEITHERSAY, 1975; HOLLAND et al., 1978; HOLLAND
et al.,, 1983; HOLLAND; SOUZA, 1985; ALLARD et al., 1987; YATES,
1988; TRONSTAD et al.,, 1988; LEONARDO et al., 1993; NELSON
FILHO et al., 1999; DE MORRE; DE WITTE, 2002) e em outras areas
envolvidas em mineralizagbes (HOLLAND et al.,, 1982; SEUX et al.,
1991; WAKABAYASHI et al., 1993; TZIAFAS; ECONOMIDES, 1999).
Quando aplicado sobre o tecido pulpar, o efeito inicial do
hidréxido de célcio € a formacdo de zonas de necrose, devido a injuria
quimica causada pelos ions hidroxila. Essa injuria causa irritacdo dos
tecidos, estimulando o processo de reparo através da proliferacdo
vascular e da migragdo de células inflamatérias. Posteriormente, ocorre
a migracdo e proliferacdo de células mesenquimais e endoteliais do
tecido pulpar e a formacdo de colageno. A mineralizacdo do colageno
inicia-se com uma calcificacdo distréfica na zona de necrose e no tecido
degenerado adjacente a ela. A presenca de ions calcio estimula a
precipitacdo de carbonato de célcio, iniciando o0 processo de

mineralizacdo (SCHRODER, 1985).

2.2.2. Efeito antimicrobiano

A acdo antimicrobiana do hidroxido de calcio pode estar

relacionada aos efeitos biologicos lesivos sobre a célula bacteriana,

devido ao pH elevado. Como a localizacdo dos sitios enzimaticos de



bactérias anaerObias € na membrana citoplasmatica, e por ser esta
responsavel por fungbes essenciais como metabolismo, crescimento e
divisdo celular, biossintese de lipideos, transporte de elétrons, acredita-
se que os ions hidroxila do hidréxido de calcio desenvolvam seu
mecanismo de a¢cdo na membrana citoplasmatica. O efeito do elevado
pH desse material, devido a liberacdo de ions hidroxila, é capaz de
alterar a integridade da membrana citoplasmatica por meio de
agressbes quimicas aos componentes organicos e transporte de
nutrientes, ou através da destruicdo de fosfolipidios ou &cidos graxos
insaturados da membrana citoplasméatica (ESTRELA et al., 1994).

Os lipopolissacarideos bacterianos possuem um papel importante
no desenvolvimento da reabsorcdo 6ssea na regido periapical. Porém,
suas propriedades quimicas sao alteradas por tratamentos com
substancias alcalinas como, por exemplo, o hidroxido de calcio
(SAFAVI; NICHOLS, 1994). A explicacdo do mecanismo de acdo do pH
do hidroxido de calcio no controle da atividade enzimatica bacteriana,
demonstrou a hipétese de uma inativacdo enzimatica bacteriana
irreversivel, em condi¢cdes extremas de pH, por longos periodos de
tempo e uma inativacdo enzimética bacteriana temporaria, quando do
retorno do pH a um valor ideal a acdo enzimatica (ESTRELA et al.,
1994).

Essa propriedade tem sido confirmada por diversos autores, ja

que o hidroxido de calcio permite o desaparecimento progressivo de



bactérias nos canais radiculares, acelerando a reparacao natural de
lesbes periapicais (QUACKENBUSH, 1986; CANALDA; PUMAROLA,
1989; SAFAVI; NICHOLS, 1994; ESTRELA et al., 1998; BEHNEN et al.,
2001; SILVA et al.,, 2002). Dessa maneira, o efeito antimicrobiano do
hidréxido de célcio tem sido amplamente avaliado, utilizando-se para
isso preparacBes comerciais contendo esse material ou o hidréxido de
calcio em diferentes veiculos (STEVENS; GROSSMAN, 1983;
BYSTROM et al, 1985, QUACKENBUSH, 1986; CANALDA;
PUMAROLA, 1989; ESTRELA et al., 1995; SIQUEIRA JUNIOR; DE
UZEDA, 1996; SIQUEIRA JUNIOR; DE UZEDA, 1997; BARBOSA et al.,
1997; GOMES et al., 2002; SUKAWAT; SRISUWAN, 2002; BARTHEL et
al.,, 2002; MORRIE et al., 2003), podendo assim confirmar esta

propriedade favoravel deste material.

2.3 Propriedades gerais do hidroxido de calcio

O hidroxido de célcio constitui-se de um p6 branco, alcalino (pH
12,8), pouco soluvel em agua (solubilidade de 1,2 g/litro de agua, a
temperatura de 25°C). Trata-se de uma base forte obtida a partir da
calcinacdo (aquecimento) do carbonato de calcio, até sua transformacéo
em oOxido de célcio (cal viva). Com a hidratacdo do 6xido de calcio
chega-se ao hidréxido de calcio. Dissocia-se em ions célcio e ions

hidroxila, sendo que a ac¢do destes ions sobre os tecidos e bactérias



permite destacar duas expressivas propriedades desta substancia: a
inativacdo de enzimas bacterianas conduzindo ao efeito antimicrobiano
e a ativacdo enzimética tecidual, gerando o efeito mineralizador

(BOWEN, 1964; GREENWOOD; EARNSHAW, 1984).

2.3.1 Dissociacéo ibnica

As propriedades do hidréxido de célcio estédo relacionadas a sua
dissociacdo em ions célcio e hidroxila, os quais atuam sobre os tecidos
e bactérias explicando as caracteristicas biologicas e antimicrobianas
desta substancia. Essa dissociagdo ocorre apresentando uma
porcentagem de ions hidroxila e ions célcio que corresponde a 45,89%
e 54,11%, respectivamente (ESTRELA; Pesce, 1996). Algumas
caracteristicas quimicas decorrentes desta dissociacdo foram
observadas em diferentes experimentos. Os ions calcio presentes na
ponte dentinaria, ndo foram observados quando da protecao de polpas
dentais expostas de cdes com hidroxido de calcio contendo calcio
radioativo (Ca*), nem quando feita a injecdo intravenosa, de uma
solucdo contendo este mesmo hidroxido de calcio radioativo, em caes
(SCIAKY; PISANTI, 1960; PISANTI; SCIAKY, 1964). Entretanto,
diversos trabalhos demonstraram a participacdo dos ions célcio do
hidroxido de célcio em mineralizacdes dentinarias, osteocementarias e

em outras areas envolvidas em mineralizagbes (EDA, 1961; HOLLAND,



1971; HEITHERSAY, 1975; HOLLAND et al., 1978, HOLLAND et al.,
1982; PASHLEY et al., 1986; SEUX et al., 1991; WAKABAYASHI et al.,

1993).

Algumas alteracbes nessas propriedades bioldgicas podem estar
relacionadas ao fato de que o hidroxido de calcio na presenca de
diéxido de carbono transforma-se em carbonato de célcio apresentando
caracteristicas quimicas de um o6xido &cido fraco. Este produto formado
é desprovido das propriedades biolégicas do hidroxido de célcio, como a
capacidade mineralizadora (ESTRELA; PESCE, 1996; ESTRELA et al.,
1997). Em canais obturados com hidréxido de célcio e éxido de calcio,
ocorreu uma diminuicdo do pH, apés a exposicdo ao CO,, A conversao
do 6xido de calcio em carbonato de calcio na presenca do CO, pode
reduzir a capacidade de difusdo dos ions hidroxila. Embora n&do tenha
ocorrido uma diminuicdo significativa de pH in vitro, este fato pode
ocorrer in vivo, devido a presenca do CO, resultante da degradacéo de

tecidos necréticos (MINANA et al., 2001).

2.3.2 VariagOes de pH

A variacdo do pH pode refletir no crescimento bacteriano, ja que
influencia a atividade enzimética desses microorganismos. Portanto, €

de fundamental importancia conhecer o efeito do pH sobre o



crescimento, 0 metabolismo e a divisdo bacteriana. Para que possa
exercer uma acdo adequada, o pH do hidréxido de calcio deve se
manter o mais elevado possivel. A variacdo do pH esta relacionado ao
veiculo ao qual é adicionado. Portanto, alguns trabalhos utilizam a
aplicacdo direta de materiais contendo hidroxido de célcio (bases e
cimentos), outros utilizam o hidroxido de célcio em diferentes veiculos
como agua destilada, solucdo anestésica, glicerina, polietilenoglicol,
paramonoclorofenol, dentre outros.

Alguns materiais a base de hidréxido de calcio como o Nu-Cap,
Dycal, Life, Neodyne-a e Nobudyne, quando em contato com a dentina,
apresentaram um pH praticamente neutro (IDA et al., 1989). Entretanto,
o hidréxido de calcio associado a agua destilada, monoclorofenol
canforado ou a pasta Pulpdent, quando em contato com a dentina,
demonstraram um rapido aumento inicial do pH nos trés primeiros dias
(pH 9,5), decaindo ap6s 18 dias (pH 9,0) e estabilizando ao final de 120
dias (pH 10), indicando que os ions hidroxila provenientes desses
materiais se difundiram através da dentina, mantendo o pH alto pelo
periodo de 120 dias (ESBERARD et al., 1996). Resultados semelhantes
foram observados, quando do uso da agua destilada como veiculo,
apresentando aumento de pH no terceiro dia e uma mudanca nesse

pico apos 14 dias (HOSOYA et al., 2001).



Em um estudo avaliando o pH dos cimentos endoddénticos a base
de hidroxido de célcio Sealer 26, Apexit, CRCS e Sealapex foi possivel
observar que todos os cimentos testados apresentaram pH alcalino
(FIDEL et al., 1995). Ao contrario, algumas pastas a base de hidréxido
de calcio (DT temporary Dressing, hidroxido de calcio e solucdo salina e
TempCanal) demonstraram uma liberacdo e difusdo gradual de calcio
através de estrutura dentinaria, sem, entretanto, induzir um aumento no
pH do meio externo (CALT et al., 1999).

O cimento a base de hidroxido de céalcio Sealapex apresentou
uma maior liberacdo de ions calcio e hidroxila, especialmente apés
longos intervalos de tempo quando comprado ao Sealer 26, que
mostrou uma maior liberacéo de ions durante os periodos iniciais, e ao
cimento Apexit, que apresentou 0s resultados menos satisfatorios
(DUARTE et al., 2000).

Observando-se a associacdo do hidroxido de calcio com
diferentes veiculos, foi possivel constatar que a solucdo aquosa permite
um aumento rapido e prolongado da alcalinidade nos tibulos da dentina
radicular, demonstrando ser mais efetiva como medicacéo intracanal do
que os cones de guta-percha contendo hidréxido de célcio (SCHAFER;
AL BEHAISSI, 2000, PEREZ et al., 2000, PEREZ et al., 2001; HO et al.,
2003), j& que a permanéncia desses cones no interior do canal por
periodos superiores ha uma semana pode ser ineficaz (AZABAL-

ARROYO et al., 2002, ARDESHNA et al.,, 2002, HO et al., 2003). A



concentracdo de calcio e os valores de pH também sdo maiores quando
este material € utilizado associado & agua destilada do que quando
utilizado na forma de p6 (HOSOYA et al., 2001).

O uso de solugdes anestésicas associadas ao hidroxido de calcio
demonstrou um pH inicial mais baixo, aumentando ap6s uma semana,
periodo no qual os valores se mantiveram semelhantes as formulagdes
utilizando agua destilada e solucgéo salina (SOLAK; OZTAN, 2003).

Quando associado a glicerina, o hidroxido de célcio apresentou
um pH mais elevado do que quando utilizado somente com agua
destilada, em periodos de 1, 4, 7 e 12 dias, indicando que o0 uso desse
material pode ser associado aos dois veiculos e ndo somente a agua
destilada (ALACAM et al., 1998). Entretanto, o uso da glicerina e do
polietilenoglicol associados ao hidréxido de calcio podem ocasionar um
aumento da acidificacdo, em intervalos entre o preenchimento do canal

e apos14 dias (CAMOES et al., 2003).

2.3.3 Uso de diferentes veiculos

E de extrema importancia que a medicacdo intracanal
penetre nos tubulos e ramificagdes dentinarias, para que possa alcancar
e combater os microorganismos ali presentes. A hidrossolubilidade ou
ndo do veiculo, suas caracteristicas acido-base, a maior ou menor

penetracdo dentindria e o grau de calcificacdo presente, podem



influenciar a velocidade de dissociagéo e difusdo dos ions do hidréxido
de calcio (ESTRELA; BAMMAN, 1999). A andlise quimica de pastas de
hidréxido de célcio, frente a liberacdo de ions calcio e ions hidroxila
demonstrou que o veiculo acrescido ao hidréxido de célcio pré-analise
para a confeccdo da pasta influencia na velocidade de dissociacao
ibnica, nas propriedades fisico-quimicas e, consequientemente, na acao
antimicrobiana e mineralizadora. A velocidade de dissociagao ibnica,
também é influenciada pela diferenca de viscosidade dos veiculos
empregados, sua hidrossolubilidade ou néo, e pela propor¢édo po-liquido
das pastas (ESTRELA; PESCE, 1996).

Por ser fundamental a utilizacdo do veiculo adequado, diversos
estudos foram realizados, buscando conhecer as propriedades desses
materiais, isoladamente, ou quando associados ao hidroxido de calcio
(ANTHONY et al., 1982; SIQUEIRA JUNIOR; DE UZEDA, 1996;
SIQUEIRA JUNIOR; DE UZEDA, 1997; SAFAVI; NAKAYAMA, 2000;
OZCELIK et al., 2000; ESTRELA et al., 2001; SUKAWAT; SRISUWAN,
2002; GOMES et al., 2002; ESTRELA et al., 2002; CAMOES et al.,
2003; LYNNE et al., 2003; SOLAK; OZTAN, 2003).

O uso do paramonoclorofenol como veiculo se mostrou mais
eficiente na eliminacdo de bactérias dos tubulos dentinarios do que a
solucdo salina, sem interferir nas propriedades biolégicas do hidréxido
de célcio (SIQUEIRA JUNIOR; DE UZEDA, 1996). Quando comparado

ao uso da agua destilada ou da glicerina como veiculos, o



paramonoclorofenol canforado também se mostrou mais eficiente
quanto ao seu efeito antimicrobiano, em teste de difusdo em &gar
(SIQUEIRA JUNIOR; DE UZEDA, 1997). Resultados semelhantes
também foram observados com uso da agua destilada, clorexidina 0,2%
e paramonoclorofenol canforado associados ao hidréxido de calcio,
onde a preparacgao utilizando o paramonoclorofenol canforado foi mais
eficiente para eliminar as bactérias presentes no interior dos canaliculos
dentinarios (SUKAWAT; SRISUWAN, 2002).

A combinacdo do hidroxido de céalcio com o paramonoclorofenol
canforado e glicerina mostrou uma significativa area de inibicdo do
crescimento bacteriano, em meio de cultura, quando comparada ao uso
desses materiais isoladamente, ou ao uso da agua destilada, solucdo
salina, solucéo anestesia (carbocaina 3%) e polietilenoglicol (GOMES et
al., 2002).

O uso da 4gua destilada como veiculo na preparacéo do curativo
de hidroxido de célcio, favorece a dissociacdo desse material em ions
calcio e hidroxila, apresentando uma adequada a¢éo antimicrobiana. Ao
contrario, o uso de solu¢cdes ndo aquosas como a glicerina, podem
diminuir a efetividade do hidréxido de calcio como medicacao intracanal
(SAFAVI; NAKAYAMA, 2000). Os veiculos polietilenoglicol, glicerina,
paramonoclorofenol canforado e associacdo entre glicerina e
formocresol associados ao hidroxido de calcio, apresentaram, quando

no interior do canal radicular, uma tendéncia a acidificacdo do meio



externo durante os 8 primeiro dias. Os valores de pH retornaram a
niveis semelhantes ao encontrado com o0 uso da solucdo salina e de
solucdo anestésica, apos 42 dias (CAMOES et al., 2003).

O uso de diferentes veiculos (solu¢do salina, paramonoclorofenol
canforado, solugdo de clorexidina a 1%, lauril sulfato de sodio 3% e
Otosporin) associados ao hidroxido de calcio, ndo influenciou o tempo
requerido para a inativacdo de diferentes suspensdes bacterianas
através de contato direto (ESTRELA et al.,, 2001). Esses mesmos
resultados foram observados comparando-se a solu¢do salina,
polietilenoglicol e paramonoclorofenol canforado associados ao
hidroxido de calcio, utilizando teste de exposicdo direta e o teste de
difusdo em agar (ESTRELA et al., 2001).

O uso do hidroxido de calcio associado a agua destilada,
clorexidina a 0,12% (Peridex) ou 10% dessa solu¢cdo demonstraram
uma acao antimicrobiana efetiva sobre o Enterococcus faecalis presente
em tubulos dentinarios, sendo que a associagdo com agua destilada
apresentou uma acdo mais efetiva na eliminacdo desse microorganismo
dos tubulos dentinarios (LYNNE et al., 2003).

O uso de solucbes anestésicas associadas ao hidréxido de calcio
demonstrou um pH inicial mais baixo, aumentando apds uma semana,
periodo no qual os valores se mantiveram semelhantes as formula¢cdes

utilizando &gua destilada e solugéo salina (SOLAK; OZTAN, 2003).



Ao considerar a necessidade de penetracdo das substancias
quimicas no interior dos tdbulos dentinarios e nas ramificacdes
dentinarias, para que estas atuem sobre 0s microorganismos presentes
no canal radicular, os estudos sobre a tensdo superficial das
formulagbes de hidroxido de calcio em diferentes veiculos se tornam
fundamentais.O uso de solugdo anestesia (Citanest-Octapressin 3%)
associada ao hidroxido de célcio apresentou resultados mais favoraveis
quanto a tensdo superficial, quando comparada ao uso da solucédo de
Ringer e solucdo salina (OZCELIK et al.,, 2000). Entretanto, o uso
dessas solugbes como veiculo demonstrou um pH inicial mais baixo,
aumentando ap0s uma semana, se mantendo nesse periodo
semelhante as formulag8es utilizando &gua destilada e solugdo salina
(SOLAK; OZTAN, 2003).

A comparacdo das propriedades de diferentes veiculos
associados ou ndo ao hidroxido de calcio, demonstraram que os valores
mais altos quanto a tensdo superficial foram observados para a agua
destilada, seguido pela clorexidina, paramonoclorofenol com furacin,
paramonoclorofenol canforado, Otosporin e Lauril dietileno éter sulfato
de sodio a 3%. Entretanto, é importante lembrar que o fato de uma
substancia apresentar uma baixa tenséo superficial ndo significa que ela
possua propriedades antimicrobianas adequadas (ESTRELA et al.,

2002).



2.4 Processo inflamatdrio induzido pelo hidréxido de calcio

Muitos estudos tém avaliado a biocompatibilidade de materiais
contendo hidroxido de célcio sobre tecido subcutaneo (ECONOMIDES
et al.,, 1995; SILVA et al.,, 1997), tecido pulpar (NEGM et al., 1981,
SCHRODER, 1985; AEINEHCHI et al., 2003), tecido periapical (BINNIE;
ROWE, 1973; HOLLAND et al, 1978; HOLLAND; SOUZA, 1985;
NELSON FILHO et al.,, 1999; DE MORRE; DE WITTE, 2002), sobre
células (SAFAVI; NICHOLS, 1994; SILVA et al., 1995; SEGURA et al.,
1997; WILLERSHAUSEN et al., 2000; LEONARDO et al., 2000).

Quando aplicado sobre o tecido pulpar, o hidroxido de calcio,
induz, inicialmente, a formagdo de uma zona de necrose, devido a
injuria quimica ocasionada pelos ions hidroxila, estimulando assim, o
processo de reparo (SCHRODER, 1985).

Quando avaliada sua acdo sobre o tecido pulpar, utilizando-se
para isso polpas de dente bovino extraidas e tratadas com solucdes de
hidroxido de calcio, variando o pH, a concentracdo ou utilizando
hidréxido de bario, os resultados sugeriram que os efeitos do hidréxido
de célcio dependem do seu pH e que sua eficacia pode ser resultado de
sua baixa solubilidade e, portanto, toxicidade, quando comparado a sais
de cétions divalentes, como o hidroxido de béario (GORDON et al.,

1985).



A resposta inflamatéria induzida por materiais a base de hidroxido
de célcio é caracterizada inicialmente por um processo inflamatorio
variando entre moderado a severo, com uma grande quantidade de
células inflamatorias (HOLLAND et al., 1978; SILVA et al.,, 1997,
ECONOMIDES et al., 1995).

Quando associado a agua destilada, em pulpectomias, se
caracterizou em sua fase inicial, 2 a 7 dias, pela deposi¢ao de granulos
de sais de calcio, proliferacdo celular e pela presenca de células
inflamatérias (HOLLAND et al., 1978). Os cimentos Roth811 e Sealapex
apresentaram inicialmente, um processo inflamatorio de moderado a
severo, quando implantados em tecido subcutaneo de ratos, enquanto o
CRCS apresentou uma inflamacdo de grau leve a moderado
(ECONOMIDES et al, 1995). Resultados semelhantes foram
observados quando uma intensa neutrofilia inicial foi verificada apés a
implantacdo de cimentos a base de hidroxido de célcio (Sealapex,
CRCS, Apexit e Sealer 26), no tecido subcutdaneo de camundongos.
Com o cimento Sealapex, a fase intermediaria do processo inflamatério
foi marcada pela presenca de células do sistema fagocitério
mononuclear, como macroéfagos, células epitelidides e células gigantes
multinucleadas. Essa resposta foi menos intensa com o uso dos
cimentos CRCS e Apexit. Uma intensa migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares para a cavidade peritoneal de camundongos foi

observada, apés 6 e 24 horas da injecdo de suspensfOes desses



cimentos. Um aumento na quantidade de células mononucleares foi
observado apos 6, 24 horas e 5 dias (SILVA et al., 1997).

Essa resposta tecidual inicial costuma ser seguida pela
diminuicdo da migracéo de células inflamatorias associada a inducéo do
processo de reparo (HOLLAND et al.,, 1978; NEGM et al., 1981;
HOLLAND; SOUZA, 1985; NELSON FILHO et al., 1999; DE MORRE;
DE WITTE, 2002).

O uso do hidroxido de calcio associado a agua destilada em
pulpectomias demonstrou uma diminuicdo na quantidade de células
inflamatérias e aposicdo de cemento na regido periapical, apés 15 a 30
dias. Aos 120 dias, os resultados se apresentavam semelhantes aos
periodos entre 15 e 60 dias, sendo observada uma maior aposicao de
cemento, demonstrando que o hidréxido de calcio em pulpectomias
permite um alto indice de selamento biolégico (HOLLAND et al., 1978).

O uso do cimento Dycal demonstrou uma diminuicdo da reacéo
inflamatédria, ocorrendo posteriormente a formacdo de dentina, quando
utilizado no capeamento pulpar (NEGM et al., 1981). O uso da pasta de
Calen induziu uma resposta inflamatoéria inicial leve nos tecidos
periapicais, enquanto a associacdo desta ao paramonoclorofenol
canforado ou o0 uso da pasta Calasept, produziram extensas respostas
inflamatérias. Entretanto, embora o uso de pastas contendo hidroxido de

calcio tenha ocasionado uma resposta inflamatoria inicial sobre os



tecidos, foi possivel observar o processo de reparo com o0 suo desses
materiais (NELSON FILHO et al., 1999).

O cimento Sealapex e o hidréxido de calcio associado a agua
destilada quando extravasados para a regido periapical provocaram
uma reacao inflamatdria crénica no ligamento periodontal, sendo que o
Sealapex, muitas vezes, estimulou a deposicdo de um tecido
mineralizado nessa area ou foi facilmente reabsorvido (HOLLAND;
SOUZA, 1985). Resultados semelhantes foram observados em outro
estudo onde apesar da alta alcalinidade do hidréxido de calcio, a
sobrextensdo do material para a regido perirradicular resultou em
reacOes teciduais transitérias, sendo observado o reparo adequado dos
tecidos periapicais, em dentes deciduos apresentando casos de trauma
ou necrose pulpar (DE MORRE; DE WITTE, 2002).

Entretanto, alguns estudos observaram efeitos agressivos de
materiais a base de hidroxido de calcio sobre os tecidos. O cimento a
base de hidréxido de calcio Sealapex apresentou uma reacao
inflamatdria inicial, quando implantado em tecido subcutdneo de
camundongos, persistindo uma reagcdo mononuclear difusa e reacoes
focais de corpo estranho aos 60 dias (BIRMAN et al., 1990).

O uso de materiais a base de hidroxido de calcio (Endodent), e
pastas de 6xido de zinco e eugenol contendo formocresol (Odahcan) e
glutaraldeido (Inodon), foram agressivos aos tecidos pulpares,

provocando diversas alteragbes teciduais, como, necrose de



coagulacéo, inflamagdo aguda e cronica de variadas intensidades e
areas de reabsorcdo interna e externa. (GIRO et al.,, 1991). Outros
materiais a base de hidréxido de célcio (Sealapex, CRCS e Apexit)
também foram considerados citotoxicos ocasionando uma diminuigdo na
quantidade de fibroblastos, em um estudo in vitro (SILVA et al., 1995).

Um infiltrado inflamatdrio e uma area de necrose tecidual também
foram observados em tecido pulpar de ratos, quando capeados com
hidréxido de célcio associado a solucéo fisioldégica ou a agua destilada.
Aos 7 dias a area de necrose se localizava a superficie da polpa
coronaria, sendo observado posteriormente um aumento do processo de
necrose. Aos 60 dias, havia ocorrido o envolvimento de todo o tecido
pulpar no processo de necrose tecidual (SILVA et al., 1996).

O uso do hidroxido de calcio foi comparado a outros materiais
utiizados no tratamento endodontico, empregando-se variadas
metodologias. Quando utilizado no capeamento pulpar o hidroxido de
calcio apresentou, apés 30 dias, auséncia de inflamacdo no tecido
pulpar enquanto o oxido de zinco e eugenol, preparado em diferentes
consisténcias, demonstrou a presenca de um infiltrado inflamatério
variado e auséncia de reparo (MELLO et al., 1972).

Quando utilizada como material obturador, a pasta de hidroxido
de calcio associada agua destilada apresentou resultados mais
satisfatorios do que a pasta de Grossman ou o Calxyl, demonstrando

auséncia de inflamag¢do moderada ou severa nos tecidos periapicais que



estavam em contato direto com esse material (BINNIE; ROWE, 1973).
Entretanto, quando comparado ao uso do MTA para o capeamento
pulpar, o uso de um cimento a base de hidroxido de calcio (Dycal)
apresentou resultados menos satisfatorios, sendo observada uma
resposta inflamatéria e em alguns casos, apresentando um grande
nimero de neutréfilos apds 2meses (FARACO JUNIOR; HOLLAND,
2001). Resultados semelhantes foram observados ap6s uma semana, 2,
3 4, e 6 meses, em terceiros molares humanos capeados com o MTA,
0S quais apresentaram uma resposta inflamatéria mais leve, quando

comparados com o hidroxido de calcio (AEINEHCHI et al., 2003).

2.4.1 Efeito do hidréoxido de célcio sobre células

Diversos estudos avaliaram a acdo do hidroxido de célcio sobre
culturas de diferentes tipos celulares (SAFAVI; NICHOLS, 1994; SILVA
et al., 1995; SEGURA et al.,, 1997; WILLERSHAUSEN et al., 2000;
LEONARDO et al., 2000). Alteracbes das propriedades biol6gicas de
lipopolissacarideos bacterianos foram observadas, apds o tratamento
com hidréxido de célcio. Culturas de mondcitos foram estimuladas com
lipopolissacarideos bacterianos ou LPS tratados com hidroxido de
calcio, sendo analisadas em relacdo ao contetdo de prostaglandinas E2
através de espectrofotometria de massa para gas cromatografico. A

prostaglandina E2 foi identificada em mondcitos expostos ao LPS, mas



ndo naqueles estimulados com LPS tratados com hidréxido de calcio,
permitindo a conclusdo de que o tratamento com hidroxido de calcio
pode alterar as propriedades biologicas do LPS bacteriano (SAFAVI,
NICHOLS, 1994).

O uso dos cimentos a base de hidréxido de calcio Sealapex,
CRCS e Apexit, demonstram que esses materiais foram considerados
citotoxicos sobre fibroblastos. O Sealapex mostrou a maior
citotoxicidade ocasionando uma diminuicdo na quantidade dessas
células, enquanto o cimento menos toxico foi o Apexit (SILVA et al.,
1995). Os materiais endodonticos Sealapex, Super-EBA, Ketak-Endo,
AH-Plus e cones de guta percha contendo hidroxido de calcio também
reduziram o contetudo de proteinas de fibroblastos nasais, gengivais e
células epiteliais tumorais. O crescimento, a morfologia e a viabilidade
celular também foram alterados, variando com os materiais testados.
N&do foram observados aumentos na liberacdo de PGE,; com os
cimentos Sealapex e Super-EBA, ao contrario do que ocorreu com 0s
cimentos Ketak-Endo, AH-Plus e com o0s cones de guta-percha
(WILLERSHAUSEN et al., 2000).

O hidroxido de calcio também pode atuar inibindo a capacidade
de aderéncia dos macrofagos e alterando as fungdes dessas células, ja
que a capacidade de aderéncia é fundamental para o processo de
fagocitose e apresentacdo de antigenos. Atua reduzindo a resposta

inflamatdria nos tecidos periapicais e na polpa quando utilizado em



pulpectomias e pulpotomias, respectivamente. Esse efeito poderia
explicar, pelo menos em parte, a propriedade do hidroxido de célcio em
induzir a formacdo de tecido mineralizado, ja& que osteoclastos e
dentinoclastos derivados de macrofagos poderiam ter suas funcoes
diminuidas devido a presenca desse material (SEGURA et al., 1997).

Os cimentos Sealapex, CRCS, Apexit e Sealer 26 foram
comparados a uma base de oOxido de zinco e eugenol (Fill Canal),
quanto a mudancas morfolégicas em culturas de macrofagos obtidos da
cavidade peritoneal de ratos. O material menos citotoxico foi o Fill
Canal, seguido pelo CRCS, Sealer 26, Apexit e Sealapex. O Sealapex
ocasionou um grande halo de citdlise, onde os macréfagos sofrem lise
apos entrarem em contato com o material, permanecendo no local
remanescentes de membrana, citoplasma e ndcleo (LEONARDO et al.,

2000).



3 Hoposicio

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos
envolvidos na migragcédo celular para bolha de ar subcutanea em

camundongos induzida pelo hidréxido de célcio. Para isso, avaliamos:

v' A padronizacao das condicdes de migracdo celular induzida
pelo hidroxido de célcio para bolha de ar subcutanea, em
camundongos.

v" Os mediadores inflamatoérios envolvidos na migragao celular
induzida pelo hidroxido de céalcio para a bolha de ar
subcutanea.

v' A participacao das células residentes na migracéo induzida

pelo hidroxido de calcio para a bolha de ar subcutanea.



4 ‘Material e Método

Previamente a realizacdo deste estudo, o projeto foi
encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, para apreciacdo, o qual foi

aprovado (Protocolo 52/03 — 11/08/2003). (Anexo A)

4.1 Animais

Para o estudo foram utilizados grupos experimentais com 06
camundongos balb/c machos, provenientes do biotério central da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, cujas matrizes
foram cedidas pelo Biotério da Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP. Os camundongos possuiam, em média, 3 meses
de idade, pesando de 18 a 20 gramas.

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura entre
22 e 24° C com ciclo de luz controlada (doze horas claro e doze horas
escuro) e em gaiolas coletivas, alimentados durante todo o periodo

experimental com dieta solida e agua “ad Libitum”



4.2 Procedimento experimental.

4.2.1 Migracao celular induzida pelo hidroxido de célcio

No primeiro dia do experimento, foi realizada a tricotomia da
regido dorsal e a injecdo de ar para criacdo da bolsa subcutanea. Para
isso, 0s animais foram anestesiados com xilazina (25mg/kg) +
guetamina (50mg/kg). O dorso de cada animal recebeu anti-sepsia com
tintura de iodo a 2% antes e apos a realiza¢do da tricotomia da regido.
Posteriormente, foram criadas bolsas de ar subcuténeas, através da

injecdo de 5ml de ar estéril na regido dorsal obtido de um fluxo laminar

(VLFS12 — VECO — Campinas) (Figuras 1 e 2).

FIGURA 1- Obtengdo de ar estéril FIGURA 2- Injecédo do ar estéril no
de fluxo laminar. tecido subcutaneo.

No quarto dia do experimento, apds a anestesia e antissepsia da
regido dorsal do animal, foi realizada a manutencéo da bolsa através da

injecdo de mais 4 ml de ar estéril (Figura 3). Sete dias apdés, 0,3ml de



uma suspensado de hidréxido de calcio, previamente esterilizada, foi
injetada na bolha de ar subcutanea, servindo como estimulo para
inducdo da resposta inflamatoria. A suspenséo consistia de hidroxido de

calcio P. A. (Biodinamica, PR, Brazil) e agua destilada (Figura 4). Como

controle, utilizou-se a injecéo de 0,3 ml de PBS (Anexo B).

FIGURA 3- Bolha de ar FIGURA 4- Injecéo do estimulo.
subcutéanea.

4.2.1.1 Determinacao da concentragdo-efeito

Foram utilizadas diferentes concentracdes de hidroxido de calcio
com o objetivo de determinar o padréo de migracéo celular envolvido na

resposta inflamatdria induzida pelo hidréxido de célcio, a saber:

50 mg/mi;

100 mg/ml;

500 mg/ml;

1000 mg/ml



Ap6s o periodo de 48 horas, os animais foram sacrificados
através de uma sobredose anestésica com éter etilico, para realizar a
lavagem da cavidade e a obtencdo das células para a contagem global
e diferencial. Para a lavagem da cavidade, foram injetados 4 ml de PBS
contendo heparina sédica (Liquemine, Roche - 10 Ul/ml), sendo feita
uma leve pressao digital para permitir a difusdo adequada da solugéo
(Figura 5). Posteriormente, foi realizada uma incisdo na regido dorsal
para permitir 0 acesso a cavidade e a coleta do exsudato (Figuras 6 e

7).

FIGURA 5- Pressdo digital para FIGURA 6- Incisdo para acessar a
difuséo do PBS. bolha de ar
subcutéanea.

O lavado obtido de cada animal foi armazenado em tubos
previamente identificados, para a realizagdo da contagem global e

diferencial das células inflamatorias (Figura 8).



Teste Tempo Resposta

FIGURA 7- Obtengdo do lavado da FIGURA 8- Tubos identificados
bolha de ar contendo o lavado.
subcutanea.

4.2.1.2 Determinacao do tempo-resposta

Para determinacdo do tempo de pico de migracdo de neutrdfilos,
utilizou-se a dose de 500 mg/ml, obtida a partir da curva da
Concentracdo-efeito. O Tempo-Resposta da migragdo de neutrdfilos foi
avaliado 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a injecao do estimulo.

Nos tempos definidos, os animais foram sacrificados da mesma
maneira que da curva Concentracdo-efeito. Os lavados obtidos foram
armazenados em tubos previamente identificados, para a realizacédo da

contagem global e diferencial das células inflamatorias.



4.2.2 Contagem global

Para realizacdo da contagem global, foram utilizadas aliquotas
de 20 ul do lavado obtido da bolsa de ar, diluido em 380 ul de liquido de
Turk, na proporcdo de 1:20 (Figura 9). A contagem global foi efetuada
utiizando a Camara de Neubauer (Figura 10), com auxilio de
microscopio Optico em aumento de 40X e contador manual,
observando-se a presenca de células inflamatorias, sem, entretanto,

diferencia-las. A partir dos resultados obtidos nessa contagem, foi

calculado o numero total de células em cada cavidade.

FIGURA 9- Diluicdo em liquido de FIGURA 10 Camara de Neubauer. I
Turk.

4.2.3 Contagem diferencial

Para a realizacdo da contagem diferencial, o restante do lavado
obtido de cada animal foi centrifugado a 1200 rpm, durante 5 minutos

(Figura 11). ApO6s o descarte do sobrenadante, as células foram



ressuspendidas com 200ul de BSA a 0,3%, preparado em PBS (Figura
12). As laminas foram preparadas com a adaptacdo de um papel filtro
contendo duas perfuracdes a superficie da lamina e estabilizagcdo com
fita adesiva Durex (3M do Brasil S.A.). As perfuragbes no papel filtro
foram feitas com um perfurador de 5mm para padronizacdo das areas a

serem analisadas. As células, depois de ressuspendidas, foram

depositadas nas areas perfuradas (Figura 13).

FIGURA 11 Centrifugagéo do FIGURA 12 Descarte do
exsudato. sobrenadante.

As laminas permaneceram secando, em temperatura ambiente,
por 24 horas, sendo coradas pelo método de Diff Quik. Através desse
métodos, as laminas sdo submetidas a acdo de um fixador
(triariimetano a 0,1%) e duas solugcdes corantes (xantenos a 0,1% e

tiazinas a 0,1%), encontrando-se pronta para leitura imediatamente ao

final da ultima imerséo (Figura 14).



As células foram examinadas em microscépio Optico através de
imersdo em 6leo com objetiva de 100x de aumento. Em cada lamina
foram contadas 100 células, diferenciando-se trés tipos celulares:

neutrofilos, eosindfilos e mononucleares (macréfagos e linfocitos),

sendo encontrada, assim, a porcentagem de cada tipo celular.

FIGURA 13 Preparacéo das FIGURA 14 Coloragéo das laminas.
laminas para contagem
diferencial.

4.2.4 Efeito do pré-tratamento com diferentes drogas

antiinflamatorias sobre a migracéo de neutrofilos

Para a identificacdo dos possiveis mediadores quimicos
envolvidos nesse processo inflamatorio, foi observado o efeito do pré-
tratamento com as seguintes drogas (RIBEIRO et al., 1997; Oliveira,

1998):



Tabela 1 — Pré-medicacédo com diferentes drogas antiinflamatérias.

DROGA FABRICANTE ACAO DOSE VIA
Dexametasona Sigma Chem. Glicocorticéide 1mg/Kg |S.C
Indometacina Sigma Chem. Inibidor da ciclooxigenase 5mg/Kg |S.C
Meloxican Merck - Brasil Inibidor da Ciclooxigenase 2 |5 mg/Kg |V.O.
MK 886 Calbiochem Inibidor da 5- lipoxigenase 1mg/Kg |V.O.

O veiculo utilizado para a administracdo das drogas foi o PBS,

sendo a Indometacina diluida em TRIS. As drogas foram administradas

no sétimo dia do experimento, ou seja, ap0s o estabelecimento das

bolsas de ar subcutédneas, meia hora antes da inje¢cdo do estimulo.

Excecao foi feita para a dexametasona que foi administrada uma hora

antes da injecdo do estimulo. Todas as drogas foram administradas,

apos a estimulacdo, a cada 24 horas até que se completassem o0s

periodos pré-determinados para o sacrificio dos animais (referente ao

Teste Tempo/Resposta). A lavagem da bolha de ar para a coleta do

exsudato e as contagens global e diferencial foram realizadas de

acordo com os procedimentos descritos inicialmente.



425 Aumento da populacdo de macréfagos com

tioglicolato a 3%

Para avaliacdo do papel das células residentes na migracao
celular induzida pelo hidroxido de célcio, as cavidades foram pre-
estimulas com 0,5ml de Tioglicolato 3%, trés dias antes da injecdo do
estimulo, para induzir um aumento da populagdo de macréfagos. Foi
realizada entdo a injecdo dos estimulos, sendo o hidroxido de calcio
(500mg/ml), o fMLP (10 nmol/cavidade) e o LTB,4 (10 nmol/cavidade)
(Ribeiro, 1997). Ap6s o periodo experimental (relacionado ao Teste
Tempo/Resposta), os animais foram sacrificados, sendo realizados os
mesmos procedimentos para contagem global e diferencial das células

inflamatorias.

4.2.6 Determinacao da producao de TNF-¢, IL1-8, KC e
MIP-2 no exsudato da bolha de ar subcutanea de

camundongos estimulados por hidroxido de calcio

ELISA: A produgéo de TNF-q, IL1-B, KC e MIP-2 extracelular
foram quantificadas utilizando-se 0 método de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Placas de 96 pocos foram recobertas e incubadas com

anticorpos anti-quimiocinas ou anti-citocinas, diluidos em tampéao



fosfato de célcio, durante 15-18 h a 4°C. Apds o tempo de incubacéo,
as placas foram lavadas com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e
blogueadores durante 1 hora, em temperatura ambiente, com PBS
contendo 1% de BSA. Posteriormente, as placas foram lavadas e
incubadas com os sobrenadantes da células ou com quimiocinas ou
citocinas recombinantes durante 1 hora a 4°C. Apds este periodo, as
placas foram lavadas e incubadas com anticorpo biotinilado por 30
minutos a 37°C. As placas foram, entdo, lavadas e o substrato
adicionado. A leitura foi realizada em espectrofotometro ajustado para o

comprimento de onda de 490 nm.

4.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa
GraphPad Prism 3.0. As diferencas estatisticamente significativas foram
determinadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de corre¢cédo de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.



5 Resultados

5.1 Avaliacdo da migracdao de células para bolha de ar
subcutanea induzida por diferentes concentracdes de

hidréoxido de calcio

A migracdo de neutréfilos induzida pelo hidroxido de calcio
injetado na bolha de ar subcutédnea, em camundongos, ocorreu de
maneira dose-dependente, quando comparada com 0 grupo controle
(Figura 15). Observamos que as doses de 100 e 500 mg/ml induziram
migragdo de neutrofilos estatisticamente  significativa, quando
comparada ao grupo controle. Pudemos notar ainda, um pequeno
recrutamento de células mononucleares. No entanto, essa migracao
nao foi estatisticamente significativa, quando comparada ao grupo
controle. O acumulo de eosindfilos foi praticamente inexistente neste
modelo experimental.

Em relacdo a cinética de migracdo, observamos que a migracao
de neutrdfilos induzida pelo hidréxido de calcio (500mg/ml) para a bolha
de ar subcutanea, alcancou niveis significativos 48 horas apos a injecao
do estimulo, quando comparada ao grupo controle (PBS), alcancando

niveis elevados 96 horas apés a inje¢cdo do estimulo, ocorrendo uma



diminuicdo dessa migracdo apds 120 horas (Figura 16). Desse modo,
nos demais experimentos, a dose de hidroxido de calcio utilizada para
avaliar a migracdo de neutréfilos foi de 500mg/ml, avaliada no tempo de
96 horas apos a injecédo do estimulo.

Por outro lado, observamos que o pico de migracdo de células
mononucleares ocorreu 120 horas apdés a injecdo do estimulo.
Entretanto, nesse mesmo periodo, ainda pudemos observar migracao
de neutréfilos para a bolha de ar, migracdo esta semelhante a

observada para as células mononucleares (Figura 17).
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FIGURA 15 Concentracdo-efeito da migracdo celular induzida pelo
hidroxido de caélcio.

A migracdo de neutroéfilos, células mononucleares e eosindfilos para a
bolha de ar subcutanea foi induzida pelo hidroxido de calcio nas
concentragdes de 50, 100 e 500 mg/ml. A migragéo celular foi avaliada
48 horas ap6s a administracdo do estimulo. (C) - Grupo Controle. As
barras representam a média + EPM trés experimentos (em relacédo ao

Grupo Controle). *p<0,05 (ANOVA com correcdo de Bonferroni).
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FIGURA 16 Tempo-resposta da migracdo de neutréfilos induzida pelo
hidroxido de calcio.

A migracdo de neutrdfilos, induzida pelo hidréxido de calcio (500mg/ml),
para a bolha de ar foi avaliada 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a
injecdo do estimulo. As barras representam a média + EPM de trés
experimentos. *p<0,05 (em relacdo ao Grupo Controle) (ANOVA com

correcao de Bonferroni)
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FIGURA 17 Tempo resposta da migracdo de células mononucleares
induzida pelo hidréxido de calcio.

A migragéo de células mononucleares, induzida pelo hidréxido de célcio
(500mg/ml), para a bolha de ar subcuténea, foi avaliada 6, 24, 48, 72,
96 e 120 horas ap0s a injecdo do estimulo. As barras representam a
média + EPM de trés experimentos. *p<0,05 (em relacdo ao Grupo

Controle) (ANOVA com correcdo de Bonferroni)



5.2 Efeito de drogas antiinflamatérias sobre a migracdo de
neutréfilos induzida pelo hidroxido de célcio para bolha de ar

subcutanea

No sentido de investigar os mediadores envolvidos na migragéao
de neutrdéfilos induzida pelo hidroxido de calcio para a bolha de ar
subcutanea de camundongos, avaliamos o efeito do pré-tratamento dos
animais com drogas antiinflamatérias, tais como glicocorticéide
(Dexametasona, 1mg/kg, s.c.), inibidor de ciclooxigenases
(Indometacina, 5 mg/kg, s.c.; e Meloxicam, 5mg/Kg, v.0) e um inibidor
da 5-lipoxigenase (MK 886, 1mg/kg, v.0.). As drogas Dexametasona,
Indometacina e Meloxicam foram efetivas em inibir a migracdo de
neutrofilos induzida pelo hidréxido de calcio para a bolha de ar
subcutanea de maneira estatisticamente significativa (Figura 18).

Entretanto o MK886 foi inefetivo em inibir essa migracéo (Figura 18).
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FIGURA 18 Efeito da drogas antiinflamatérias sobra a migracdo de
neutrofilos induzida pelo hidroxido de calcio.

A migracdo de neutrdfilos, induzida pelo hidréxido de célcio (500mg/ml)
para a bolha de ar subcutanea, apds o pré-tratamento com diferentes
drogas antiinflamatoérias foi avaliado 96 horas ap6és a injecdo do
estimulo. As barras representam a média + EPM de trés experimentos.
*p<0,05 (em relacdo ao Grupo Ca(OH),). (ANOVA com correcao de

Bonferroni)



5.3 Influéncia do aumento da populacdo de macréfagos sobre a

migracao de neutrofilos induzida pelo hidréxido de célcio

No sentido de avaliar a participagdo de ceélulas residentes no
processo, utilizamos o pré-tratamento dos camundongos com
tioglicolato a 3% o qual aumentou cerca de 167% a populacdo de
macréfagos na bolha de ar subcutanea (Figura 19 — A e B). Apesar do
tratamento com tioglicolato a 3% ter aumentado a populacdo de
macréfagos, observamos que este tratamento ndo alterou a migracéo
de neutrdfilos induzida pelo hidréxido de calcio. Apesar do aumento da
populacdo de macrdéfagos nao ter alterado a migracdo de neutréfilos
induzida pelo hidroxido de calcio, a cavidade estava responsiva, visto
que a migracao de neutréfilos induzida pelo LTB, foi potenciada (Figura
19 — B). O fMLP, assim como o hidréxido de célcio, ndo foi capaz de
induzir alteracdo no padrdo de migracdo de neutréfilos para a bolha de
ar subcutanea, apés o aumento da populacdo de macrofagos. (Figura

19-B).
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FIGURA 19 A e B Influéncia do aumento da populacdo de macrofagos
sobre a migragéo de neutrdfilos induzida pelo hidroxido de calcio.

O efeito do pré-tratamento dos animais com tioglicolato a 3% sobre a
migracdo de neutréfilos para a bolha de ar subcuténea foi avaliado 96
horas apds a injecdo do estimulo. As barras representam a média +
EPM de trés experimentos. *p<0,05 (ANOVA com correcdo de

Bonferroni).



5.4 Determinacdo da producdo de TNF-a, IL1-f, KC e MIP-2 no
exsudato da bolha de ar subcutdnea de camundongos estimulados por

hidréxido de célcio

No sentido de avaliar a presenca de citocinas e quimiocinas no
processo inflamatério induzido pelo hidroxido de calcio, a producgéo de
TNF-a, IL1-B, KC e MIP-2 extracelular foram quantificadas utilizando-se
0 método de ensaio imunoenzimatico (ELISA). A producdo de TNF-a,
IL1-B, KC e MIP-2 nos grupos estimulados com hidroxido de célcio se
mostrou significativa estatisticamente quando comparada aos grupos
controle. A producéo de IL1-B, KC e MIP-2 foi inibida quando do pre-
tratamento dos animais com um inibidor de COX (meloxicam) e um
inibidor de NO (aminoguanidina). Entretanto, a producdo de TNF-a ndo

foi inibida quando do uso dessas drogas.
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FIGURA 20 - Determinacéo da producéo de TNF-qa, IL1-B, KC e MIP-2
no exsudato da bolha de ar subcutdanea de camundongos estimulados
por hidroxido de célcio.

A producdo de TNF-a, IL1-, KC e MIP-2 extracelular foram
guantificadas foi avaliada 96 horas apo6s a injecdo do estimulo. As
barras representam a média + EPM de trés experimentos. *p<0,05 (em

relacdo ao Grupo Ca(OH),). (ANOVA com correcao de Bonferroni).



6 Discussio

O hidréxido de célcio tem sido um material amplamente
empregado na odontologia, devido a propriedades que favorecem o
processo de reparo. O efeito inicial do hidroxido de calcio aplicado
sobre os tecidos é a formacdo de zonas de necrose. A acdo benéfica
desse material é devido a lesdo quimica causada pelos ions hidroxila,
limitados por uma zona de necrose proxima ao tecido vital, a qual causa
irritacdo estimulando o processo de reparo. Inicia-se assim, a
proliferacdo vascular e a migracdo de células inflamatérias, para
controlar o agente agressor (EDA, 1961; HOLLAND, 1971;
SCHRODER, 1985).

Estudos histolégicos avaliando o uso do cimento a base de
hidroxido de calcio Sealapex, demonstraram a ocorréncia de uma
reacdo inflamatoria inicial, sendo possivel observar apds 7 dias um
infiltrado inflamatério mononuclear e a presenca de polimorfonucleares
neutréfilos (BIRMAN et al., 1990; ECONOMIDES et al., 1995;
HOLLAND et al., 2002). Foram observadas também algumas células
gigantes multinucleadas proximas ao material a ser fagocitado
(ECONOMIDES et al.,1995; HOLLAND et al.,2002). A intensidade da

reacdo inflamatéria diminuiu apos 14 dias, e posteriormente apos 21



dias. Nesse momento foram observados fibroblastos e a proliferacao
vascular (ECONOMIDES et al.,1995). Células gigantes esparsas e
reacdo de corpo estranho apos 60 dias (BIRMAN et al.,1990).

O estudo da resposta tecidual frente ao uso do cimento a base
de hidroxido de calcio CRCS, demonstrou que apés 3 dias foi
observado um aumento de células inflamatorias crénicas no local
(HOLLAND et al.,2002). Um infiltrado inflamatorio inicial menos intenso
foi observado apés 7 dias, também com concentracdo de neutrofilos e
macréfagos (ECONOMIDES et al.,1995; HOLLAND et al.,2002). A
intensidade da reacado inflamatdria diminuiu ap6s 14 dias e 21 dias,
sendo possivel observar nesse momento, fibroblastos e uma intensa
proliferacdo vascular (ECONOMIDES et al.,1995).

Esse processo inicial da resposta inflamatéria induzida pelo
hidréxido de célcio, como foi observado, € seguido pela migracdo e
proliferacdo de células mesenquimais e endoteliais do tecido pulpar e a
formacédo de colageno. Nesse momento também ocorre a diferenciacéo
de odontoblastos para a formacéo de um tecido reparador semelhante a
dentina (EDA, 1961; HOLLAND, 1971; SCHRODER, 1985).

A avaliacdo das células que atuam no processo inflamatério tem
sido alvo de diversos estudos (SHALABY et al.,1989; DEFORGE et al.,
1992; TATAKIS, 1993; BRADY et al., 1995; DRAY, 1995; TEIXEIRA et
al., 1997; BAZAN et al., 1997; SMITH et al., 1998; MADDOX, 1998;

WITKO-SARSAT et al, 2000; MURDOCH; FINN, 2000). Dessa



maneira, 0S mecanismos que estdo envolvidos na ativagdo e na
migracao celular no processo inflamatorio induzido pelo hidréxido de
calcio podem ser de grande importancia para o melhor entendimento da
acao deste material sobre os tecidos.

Apesar dos diferentes estudos que foram realizados avaliando
este processo até o presente momento, nenhum destes trabalhos
focalizou os mediadores quimicos envolvidos. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar os mediadores quimicos e o0s
mecanismos envolvidos na migracdo celular induzida pelo hidroxido de
calcio. Para tanto, utilizamos o modelo experimental da bolha de ar
subcutanea em camundongos.

O uso da bolha de ar subcutaneo como modelo experimental tem
sido descrito em diversos trabalhos (EDWARDS et al., 1981,
SEDGEWICK et al.,, 1985; SEDGEWICK; LEES, 1986; PERRETTI;
FLOWER, 1993; MURPHEY; BUESCHER, 1993; PERRETTI et al.,
1994). Esse modelo é utilizado para realizar uma analise quantitativa
dos fatores envolvidos no processo inflamatorio, através da formacao
de um espaco eliptico simétrico, criado pela inje¢cdo de ar no tecido
subcutaneo de ratos (SELYE, 1953).

O exame dessa cavidade durantes os dias subsequentes a
primeira injecdo de ar demonstra a presenca de uma superficie
contendo células conjuntivas com estrutura e aspectos histoquimicos

semelhantes aos encontrados em cavidades sinoviais. Essa



semelhanca tem sido observada utilizando-se um modelo experimental
de no maximo 6 dias (EDWARDS et al., 1981, SEDGEWICK et al.,
1985).

Embora existam outros modelos experimentais para estudar a
resposta inflamatéria aguda, como a cavidade pleural e cavidade
peritoneal, a bolha de ar subcutaneo apresenta a vantagem de ser de
facil aplicacao técnica, sendo que analise do fluido € simples, podendo
ser repetida com traumas minimos (SEDGEWICK et al.,, 1985). Um
estudo comparando o uso da bolha de ar subcutdaneo com o uso da
cavidade pleural ou o implante subcutaneo de uma esponja de poliéster
embebida com o estimulo demonstrou que um maior aumento no
volume do exsudato, no numero de leucdcitos e concentracdo de PGE;
ocorreu no modelo da bolha de ar. Esse modelo experimental também
demonstrou ser mais sensivel a acdo de dois glicocorticoéides, a
Dexametasona e a Betametasona, demonstrando assim, que essa
metodologia apresentou resultados mais satisfatérios, podendo ser
indicada, principalmente, como modelo de inflamacdo articular
(SEDGEWICK; LEES, 1986).

Podemos observar ainda, que a utlizacdo da bolha de ar
subcutaneo como modelo experimental para estudar o processo
inflamatério delimita a participacdo do mastdécito, visto que este espacgo

€ desprovido dessas células residentes, apresentando uma pequena



populacdo de macréfagos e fibroblastos e uma microcirculagéo ativa
(SEDGWICH; LEES, 1986, BALASUBRAMANIAM; HURLEY, 1987).

Nossos resultados puderam demonstrar que o hidroxido de calcio
foi capaz de induzir uma migracdo de neutréfilos para a bolha de ar
subcutaneo de maneira dose-dependente. O recrutamento dessas
células ocorreu de maneira significativa 48 horas apo6s a inje¢do do
estimulo, atingindo o pico de migracao no periodo de 96 horas. Apoés
120 horas da injecdo do estimulo observamos uma diminuicdo no
acumulo destas células, sendo que neste periodo essa migracdo de
neutrofilos ainda era significativa quando comparada ao Grupo
Controle.

Na maioria das formas de inflamag¢do aguda, os neutrofilos
predominam no infiltrado inflamatorio durante as primeiras 6 a 24 horas
(COLLINS, 2000). Essa migracdo de neutrofilos tem sido alvo de
diversos estudos, empregando-se metodologias variadas e outros
estimulos que ndo o hidroxido de calcio. Dados da literatura
demonstraram que uma migracdo de neutrofilos para bolha de ar
subcutaneo induzida pela IL-8 foi observada apds 2 a 4 horas, atingindo
um pico apés 8 horas e vindo a decair apos 24 horas (PERRETTI et al.,
1994). Em um estudo avaliando o papel do TNF-a ha quimiotaxia de

leucocitos foi possivel observar uma migracdo de neutrofilos entre 8 e



24 horas para o intersticio das vias aéreas de ratos (LUKACS et al.,
1995).

Algumas dessas caracteristicas relacionadas a esse processo
inflamatério ja haviam sido relatadas em trabalhos de avaliagdo
histolégica do comportamento do hidréxido de célcio em diferentes
situagbes e formulagdes, onde foi possivel observar o acumulo de
neutrofilos, mesmo apés uma semana (BIRMAN et al., 1990;
ECONOMIDES et al.,, 1995; BEZERRA SILVA et al.,, 1997; NELSON
FILHO et al., 1999; HOLLAND et al., 2002).

Clinicamente, o hidroxido de calcio tem sido empregado
utilizando-se diferentes veiculos, com o objetivo de melhorar
propriedades como a hidrossolubilidade deste material, suas
caracteristicas 4&cido-base e uma maior penetracdo dentinaria,
influenciando assim sua velocidade de dissociacdo e difusdo ibnica
(ESTRELA; BAMMAN, 1999). Neste estudo, foi utilizada a &gua
destilada como veiculo, de maneira semelhante ao empregado em
outros trabalhos, ja que essa é uma formulagdo frequentemente
utiizada na odontologia (ESBERARD et al, 1996; SAFAVI,
NAKAYAMA, 2000; HOSOYA et al., 2001; LYNNE et al., 2003; SOLAK;
OZTAN, 2003). No entanto, a agua destilada ndo foi diretamente
empregada no Grupo Controle, ja que promoveria a lise celular,
impedindo a avaliacdo adequada da resposta inflamatéria. O PBS,

quando utilizado junto ao hidroxido de célcio, como veiculo, ocasionou



extensas areas de necrose, impedindo a avaliacdo dos resultados.
Avaliando o pH das solu¢fes de hidréxido de calcio pudemos observar
que ndo ocorreram variacdes significativas de pH entre a solucdo que
utilizou como veiculo a agua destilada (pH 12,52) ou o PBS (pH 12,59).
Dessa maneira, podemos supor que essas extensas areas de necrose
podem estar relacionadas a possiveis interacfes entre o hidréxido de
calcio e o cloreto de sédio, presente na solucdo de PBS, o que levaria
a formacé&o de hidréxido de sédio. Este por sua vez é mais soluvel e se
difunde com mais facilidade, podendo, portanto, ocasionar uma
resposta mais agressiva, levando a necrose tecidual.

No sentido de investigar quais os mediadores quimicos que
poderiam ser responsaveis pela migracdo de neutrdéfilos induzida pelo
hidréxido de calcio, utilizamos como ferramenta farmacologica, o pré-
tratamento dos animais com drogas antiinflamatorias. Estes resultados
demonstraram que a migracéo de neutrofilos induzida pelo hidréxido de
calcio foi inibida pelo pré-tratamento dos animais com a Indometacina,
meloxicam e dexametasona. Diferentemente, o MK886, foi inefetivo no
processo. Diversos estudos tém sido realizados observando alteracdes
na migracdo de neutrofilos com o uso da Indometacina e diferentes
estimulos e modelos experimentais. O uso dessa droga antiinflamatoria
também inibiu a migracdo de leucécitos polimorfonucleares em 28 e
45%, nas doses de 1 e 10 mg/Kg (i.p.) utilizando como estimulo o

implante subcutaneo de esponjas embebidas em carragenina a 0,5%,



em ratos (GOMEZ et al., 1988). Entretanto, resultados diferentes foram
observados em outros estudos, onde a Indometacina (1mg/Kg) néo
inibiu a migracao de neutréfilos para bolha de ar subcutaneo induzida
pela IL-1 (PERRETTI; FLOWER, 1993) e também n&o inibiu a migragcéo
de neutrdéfilos induzida pela injecdo intraperitoneal de LTB,, fMLP e
Zymosan (RIBEIRO et al., 1997). Essa diferenca nos resultados pode
estar relacionada ao uso de modelos experimentais distintos ou devido
ao fato do hidroxido de célcio ser um estimulo indireto, enquanto os
demais sao estimulos que induzem diretamente a migracdo de
neutrofilos.

Outra droga antiinflamatéria utilizada neste estudo foi o
meloxicam, inibidor de COX, mais seletivo para COX-2, o qual também
demonstrou a ocorréncia de uma inibicao significativa na migracédo de
neutréfilos para a bolha de ar, corroborando assim, os resultados
observados pelo pré-tratamento com a indometacina. Outros estudos
empregando esse antiinflamatorio, demonstraram que o0 uso do
Meloxicam diminuiu os niveis de PGE2 e de células polimorfonucleares
em um modelo experimental em cavidade articular de ratos, regulando
também a atuacgéo da IL-8 (LOPEZ-ARMADA et al., 2002).

Em éreas de inflamacdo aguda, as prostaglandinas estédo
comumente presentes, sendo geradas pelos tecidos e vasos
sanguineos locais. Apresentam diferentes funcdes e atuam mediando

ou modulando a resposta inflamatéria, sendo que nas reacgles



inflamatérias, as prostaglandinas aparecem nos liquidos e exsudatos
geralmente 6 a 12 horas apos a lesdo atuando como vasodilatadores ou
agente quimiotaticos para leucécitos, como é o caso de
polimorfonucleares neutrofilos (COLLINS, 2000). A inibicdo da sintese
de prostaglandinas, através do uso de drogas antiinflamatérias, as
quais bloqueiam a producéo de eicosandides, ocasiona uma diminui¢do
na migracdo de neutrdfilos para o local da inflamacdo (GOMEZ et al.,
1988; PERRETTI; FLOWER, 1993; RIBEIRO et al., 1996; CANETTI et
al., 2001; LOPEZ-ARMADA et al.,, 2002). Portanto, os resultados
obtidos neste estudo podem indicar que os produtos da via da
ciclooxigenase estdo envolvidos na migracao de neutréfilos para bolha
de ar subcutaneo induzida pelo hidroxido de calcio.

A outra via do metabolismo do &cido araquiddnico ocorre atraves
da acdo das enzimas lipoxigenases. A enzima 5-lipoxigenase,
predominante nos neutrofilos, resulta principalmente na formacéo dos
leucotrienos, os quais, por sua vez, sdo também agentes quimiotéaticos
para neutrdfilos. O LTB4 € um potente ativador das respostas funcionais
de neutrofilos, atuando na aderéncia de leucdcitos ao endotélio,
geracdo de radicais livres de oxigénio e liberacdo de enzimas
lisossémicas (COLLINS, 2000, HOLGATE; SAMPSON, 2000).

Com o objetivo de determinar se os mediadores envolvidos na
migracao de neutrofilos induzida pelo hidroxido de célcio sdo produtos

do metabolismo do acido araquidénico, através da via da enzima



lipoxigenase, utilizamos o MK 886, um inibidor especifico da enzima 5-
lipoxigenase. Essa droga foi avaliada quanto a inibicdo da enzima 5-
lipoxigenase através de estudos in vivo e in vitro (GILLARD et al.,
1989). Observamos, no presente estudo, que o MK 886 né&o inibiu de
maneira significativa a migracdo de neutrofilos induzida pelo hidroxido
de calcio para a bolha de ar subcutaneo.

Os resultados encontrados nesse estudo estdo em desacordo
com alguns dados da literatura, os quais demonstram que o LTB, € um
potente quimiotatico e ativador das respostas funcionais de neutrdfilos,
como a agregacao e a aderéncia dessas ceélulas ao endotélio, geracao
de radicais livres de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossémicas
(NAGY et al.,, 1982; COLLINS, 2000). O uso do MK886 inibiu a
migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de camundongos,
induzida por ovalbumina (CANETTI et al., 2001). Entretanto, dados da
literatura também demonstram, semelhantemente ao que observamos,
que em alguns modelos experimentais o0 MK-886 ndo inibiu de maneira
significativa a migracdo de neutrofilos. Em um estudo utilizando
sialoproteinas e fosfoproteinas dentinarias como estimulo, a migracéo
de neutrdfilos para cavidade peritoneal de camundongos nao foi inibida
pelo uso dessa droga (SILVA et al., 2004). Resultados semelhantes
foram observados, utilizando como modelo experimental a inducédo da
resposta inflamatéria em cavidade articular de joelhos de ratos com o

uso da ovalbumina. A inibicdo da migracdo de neutrdfilos para esse



sitio inflamatério também n&o foi observada com o uso do MK-886
(BOMBINI et al., 2004). E importante salientar que a cavidade criada
pela bolha de ar subcutaneo é bem semelhante a cavidade articular,
onde o pré-tratamento com MK886 também foi inefetivo.

A migragdo de neutrdfilos induzida pelo hidroxido de célcio
também foi inibida nos animais que foram pré-tratados pela
dexametasona. A inibicdo da migracdo de neutrdéfilos para bolha de ar
subcutaneo, utilizando-se a dexametasona, também foi observada
utilizando-se como estimulo a IL-1 (PERRETTI; FLOWER, 1993) ou
carragenina, colostro ou uma associacdo de ambos (MURPHEY;
BUESCHER, 1993). Utilizando como modelo experimental a cavidade
peritoneal de ratos, a dexametasona também inibiu a migracdo de
neutrofilos induzida pela IL-8 (RIBEIRO et al., 1991), pelo LTB,, fMLP e
zymosan (RIBEIRO et al.,, 1996), por ovalbumina (CANETTI et al.,
2001) e por sialoproteinas e fosfoproteinas dentinarias (SILVA et al.,
2004). Essa inibicdo também foi observada em um foco inflamatério em
espaco articular de joelho de ratos, induzido pela ovalbumina (BOMBINI
et al., 2004).

A dexametasona € um glicocorticéide que atua impedindo a acéo
da enzima fosfolipase A,, responsavel pela liberacdo do acido
araquidonico da membrana celular. Isso ocorre devido a producdo de
proteinas anti-fosfolipase A, as quais atuam inibindo a producdo de

eicosanoides (SAUTEBIN et al., 1992). Além de inibir a fosfolipase A,



esse glicocorticdéide também atua inibindo a sintese e consequente
liberacdo de citocinas e quimiocinas e também alguns de seus efeitos
(MUNCK et al., 1990). Com base nestes dados, procuramos investigar
a possivel participagcdo de citocinas tais como TNF-a, IL-1B e
quimiocinas, como MIP-2 e KC, que sdo quimiotaticas para neutroéfilos
em nosso modelo experimental.

Os resultados obtidos demonstraram que 0s animais estimulados
com o hidréxido de calcio apresentam um aumento significativo na
liberacdo desses mediadores. No exsudato inflamatério, a liberacéo de
KC, MIP-2 e IL-1B pbde ser inibida nos animais pré-tratados com um
inibidor de COX (meloxicam), o que ndo veio a ocorrer com 0 TNF-q,
gque se manteve em niveis semelhantes mesmo apds esse preé-
tratamento. Esses dados demonstram a possivel atuacdo de
metabdlitos do &cido araquiddnico sobre a liberacdo de KC, MIP-2 e IL-
1B, durante a resposta inflamatdéria induzida pelo hidréxido de célcio.

Dados da literatura demonstraram que o TNF-o, de maneira
tempo e dose-dependente, aumentou a expressao de MIP-2 em células
endoteliais, sendo que o pré-tratamento com um glicocorticoide
(dexametasona) inibiu essa expressado, demonstrando a atuacdo desta
droga sobre a expressao de MIP-2 por células endoteliais ativadas por
citocinas (LIU et al., 2000). O KC é um mediador fundamental para o

recrutamento de neutréfilos em uma inflamagédo aguda dependente de



mastocitos, em pele de ratos. Entretanto, o pré-tratamento com a
dexametasona também inibiu essa migracdo de neutrofilos induzida por
mastocitos, através da diminuicdo da secrecdo de KC (SCHRAMM et
al., 2002).

No presente estudo, quando os animais foram pré-tratados com
um inibidor da enzima sintase do O6xido nitrico induzida,
aminoguanidina, foi possivel observar uma diminuigdo significativa na
liberagdo de KC, MIP-2 e IL-1B3, demonstrando uma associa¢ao entre a
expressao desses mediadores e a presenca de NO. Ao contrario, o pré-
tratamento com a aminoguanidina também né&o alterou a liberacdo do
TNF-a, demonstrando que a expressao dessa citocina ocorreu
independente da acédo do NO.

Dados da literatura avaliando a atuacédo da enzima NOS induzida
sobre a regulacdo da migracdo de neutrofilos demonstraram resultados
semelhantes. A injec&o intraperitoneal de zymosan induziu um aumento
na liberagdo de Oxido nitrico, sendo essa resposta associada a
aumentos nos niveis de MIP-2 e KC. Esses resultados puderam
demonstrar que a enzima NOS induzida atuou regulando a liberacéo
dessas quimiocinas pro-inflamatérias (AJUEBOR et al., 1998). Em
conjunto, nossos dados demonstram que a liberacdo de MIP-2, KC e

IL-18 é dependente da producdo de prostaglandinas e éxido nitrico.



Diferentemente, a liberagdo de TNF-o parece ser direta, ou seja,
independente da producdo dos respectivos mediadores.

No sentido de investigar o papel das células residentes no
processo inflamatoério induzido pelo hidréxido de célcio, observamos
que a migracdo de neutrofilos ocorreu independente de mastécitos, de
acordo com a metodologia empregada nesse estudo, jA que nesse
modelo experimental, utilizando a bolha de ar subcutaneo, é observado
um espaco sem mastocitos com uma pequena populacdo de
macrofagos e fibroblastos e uma microcirculagdo ativa (SEDGWICH;
LEES, 1986, AALASUBIAMANIAM; HURLEY, 1987).

Para investigarmos o papel do macrofago na migracdo de
neutrofilos para bolha de ar subcutaneo, induzida pelo hidroxido de
calcio, aumentamos a populacdo destas células com o pré-tratamento
dos animais com tioglicolato a 3%. Os resultados demonstram que a
migragcdo de neutréfilos ocorreu de maneira independente de
macréfagos residentes, jA& que o aumento desta populacdo de células
ndo alterou de maneira significativa a migracdo de neutrdfilos.
Entretanto, € importante ressaltar que existem também células
estruturais residentes presentes na bolha de ar subcutaneo, as quais
podem estar relacionadas com a resposta inflamatéria induzida pelo
hidroxido de calcio, como os fibroblastos ou células endoteliais

(BELLINGAN, 2000).



Os fibroblastos atuam sintetizando proteinas da matriz, como o
coldgeno e a fibronectina, mas, apresentam também a capacidade de
sintetizar diversas citocinas, principalmente sob estimulacdo com IL-1 e
TNF-o, produzidas inicialmente durante a reacdo inflamatéria. Os
fibroblastos também atuam produzindo PGE,, quimiocinas, citocinas e
fatores de crescimento, atuando como mecanismo regulador sobre as
células residentes (JORDANA et al., 1994; SMITH et al., 1997). Esses
dados podem demonstrar um papel importante na manutencdo do
processo inflamatério, devido a uma interacdo entre fibroblastos e
citocinas. Em nosso modelo experimental, podemos sugerir que
possivelmente os fibroblastos tenham um papel importante como célula
estrutural residente responsavel pela liberagdo dos mediadores
inflamatarios.

Em conclusdo, nossos dados demonstram que a migracdo de
neutrofilos induzida pelo hidroxido de célcio para bolha de ar
subcutaneo ndo depende da presenca de mastécitos e nem de
macroéfagos. O recrutamento de neutréfilos € induzido pela presenca de

PGs, TNF, IL-1B, KC e MIP-2 presentes no exsudato inflamatério.



7 Conclusao

Estudando os mecanismos envolvidos na migracdo celular
induzida pelo hidréxido de calcio para bolha de ar subcutanea em

camundongos, concluimos que:

v O hidréxido de célcio induz a migracédo de neutrdfilos;

v" O pico de migracdo de neutréfilos ocorre 96 horas apoés a injecéo
do estimulo, sendo que apds 120 horas ocorre uma diminuicdo
dessa migracdo e um aumento da quantidade de células
mononucleares;

v" A acdo de glicocorticoides ou de inibidores de COX, mas nao de
inibidor da 5-lipoxigenase, inibiu a migracdo de neutrdfilos,
sugerindo a participacdo de metabdlitos da enzima
ciclooxigenase, citocinas e quimiocinas no processo inflamatorio;

v" A migracao de neutrdfilos foi dependente de KC, MIP-2, IL1-B,
TNF-o. e Prostaglandina, sendo que essa liberacdo néo foi

proveniente de mastocitos nem de macrofagos.



v" A liberacao de MIP-2, KC e IL-1p foi dependente da producéo de
prostaglandinas e Oxido nitrico, visto que o meloxicam e a
aminoguanidina foram capazes de reduzir os niveis desses
mediadores, respectivamente. Diferentemente, a liberacdo do
TNF-a ocorreu independente da acéo de prostaglandinas e 6xido

nitrico.
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JANEXO A - COMITE DE ETICA



ANEXOB SOLUCOES

1 TAMPAO SALINA-FOSFATO (PBS)

Cloreto de sOdio P. A. (MEICK).......uuuuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 8,09
Cloreto de potassio P. A. (MErCK).........coooeiiiueriiiiiiiiiiieeee e e ee e 0,29
Fosfato de sodio dibasico P. A. (Merck)..........ueeeeeieiiiiiiiiiiiniiiiinns 1,15¢g
Fosfato de potassio monobésico P. A. (Merck)............coooeveinivnnnnnee. 0,29
Agua deionzada Milli-Q 0.S.P.....ccreirieeeereie e 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solucdo autoclavada

antes de ser utilizada

2 LIQUIDO DE TURK

Acido Acético Glacial P.A. (MErCK) ........ccccoveveeeeeieeeeeeeeee e 20 ml
Azul de metileno (Merck) ... 0,59

Agua deionizada Milli-Q (.S.P. .eoveevrereereeeeeeeeeeeee e, 1L



3 REAGENTE DE GRIESS

Solucéo I - H3PO, 5%

Sulfanilamida (SIgMA).......ccoeriiiiiieee e 0,59

HaPO4 590 oo 25 mL

Solucao llI

Diamina-di-hidroclorido naftaleno (NEED) ...........ccceeeiiiiiiiiiinnnnenn. 0,059

Agua deionizada Milli-Q .........c.coceerieieieeeeeeee e 25 mL

Deixar as soluces estoque a 4°C. Na hora do ensaio, misturar uma
parte da solucdo I, uma parte da solucéo Il, uma parte da solucéo Ill e

uma parte de agua destilada.



4 Solucao de Tris (0,1 M)

THS (SIGMA) .. e e 6,19

Agua deionizada Milli-Q .S.P. cveeveerrereereeeieeeeceee e, 500 ml

O pH foi ajustado para 8.
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