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Introducéo

Tergpia pulpar para dentes deciduos € um dos assuntos mais
divergentes na  aea da Odontopediatria, pois muitas sGo as técnicas e
medicamentaos disponivels no mercado com eficacia comprovada.

Formocresol € o medicamento mais antigo e popular para tratamento
endoddntico dos dentes deciduos. Foi introduzido por Buckley’, em 1904 e desde
entdo tem sido um dos medicamentos mais estudados. Sua férmulacdo em 19% de
formaldeido, 35% de cresol e 15% de veiculo glicerina e &gua

Na década de 30, Sweet™# 1930 preconizou a pulpotomia formocresol
para tratamento de dentes deciduos com pulpites e Coodlidge®, 1932 mostrou
histologicamente que o formocresol utilizado na concentracdo origind € capaz de
fixar o tecido pulpar , mantendo o dente em funcéo aé a época de exfoliacdo.

Mais tarde, na década de 70, Straffon & Han'*, em 1970 e Morawa et
d.3 em 1975 propuseram a diluicio deste medicamento em 1/5. Esta diluicéo
goresentou 0 mesmo  efeito tecidua que o formocresol concentrado utilizado
anteriormente.

Estudos clinicos e radiogréficos demonstraram a efetividade do
formocresol concentrado no tratamento endoddntico de dentes deciduos com e
sem vitdidade (Droter’®,1963; Rolling et a.%81976; Boeve & Dermaut®, 1982;

van Amerongen et d.”®,1986; Mulder et d.4?,1987; Nunn et d.*8,1996).
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Porém o0 uso de medicamentos a base de formaldeido tem sido
criticado devido a0 seu provavel potencid mutagénico e carciogénico (Block®,
1983; Lewis®?,1998; Lewis**,1981; Squire & Cameron™,1984).

Myers et d.*, em 1978; Myers et d.*°, em 1983 e Pashley et d.°!, em
1980 demonstraram a agdo sistémica do formocresol.

Ainda hoje o formocresol vem sendo o medicamento mais utilizado
para pulpotomias, segundo levantamentos redizados nos Estados Unidos, Canada
e Reno Unido(Avran & Pulve?, 1989, Primosch e 4d.°3, 1997
Llewdyn®,2000).

O formocresol mostrou ser bactericida para microrganismos gramt
positivos, gram-negativos, aerébios e anaerdbios (Sundquist’®,1992; Ohara™,
1993; Tchaou',1996).

Eda caracteristica é de extrema importancia pois bactérias gram
negativas sGo 0S microrganismos predominantes em canais radiculares dos dentes
com necrose pulpar (Schein & Shilder®®,1975). Essas bactérias apresentam dto
poder destrutivo, pois geram produtos e subprodutos toxicos aos tecidos apicais e
perigpicais (Rietchidd & Brade®’,1992; Barthel®, 1997). Isto ocorre porque esses
microrganismos goresentam  dém de membrana cdular, parede ceular ou
membrana  esqueléica  condituida  por  proteinas, lipoproteinas e
lipopolissacarideos também denominados de endotoxina (Dahlén et a.4,1981;
Dwyer & Torabingad'’,1981; Pitts et a.°?1982; Maitison et a.3®,1987; Rietchield

& Brade®’,1992).
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A endotoxina € liberada durante a multiplicacdo celular ou lise da
bactéria promovendo uma s&ie de respostas bioldgicas tais como inflamacéo
perigpicd e resbsorcdo 6ssea (Dwyer & Torabingad'’,1981; Mattison et
d.38,1987; Pitts et d.>,1982; Stashenko’®,1990). Sua atuacdo sobre os macréfagos
(Rietchidd & Brade®’,1992) e neutrdfilos (Munford & Hall*®, 1986) desencadeia a
liberacdo de mediadores quimicos como TNF (Fator de Necrose Tumord),
Interleucinas (1, 6 e 8), interferon-dfa e prostaglandinas, aumentando o efeito
inflamatério (Safavi & Rossomando®,1991; Wang & Stashenko®©,1991). Além
disso, ativa o dsema complemento e o metabolismo do &cido aracddnico,
provocando aumento da permesbilidade vascular, quimiotaxia para neutréfilos e
macréfagos, liberacdo de prostaglandinas, causando sSintomatologia dolorosa
(Cotran et d.2°1991; Horiba e d.%°,1991; Morrison & Kline®,1977;
Raiz’°,1974). Estas citocinas estimulam também a resbsorcdo Ossea, através de
suas influéncias sobre os osteoclastos (Safavi & Nichols™,1993; Wang &
Stashenko®°,1991; Jang et d.2°, 2003).

Nos ultimos anos, trabalhos vém sendo desenvolvidos na tentativa de
observar quad medicamento disponivdl no mercado é cgpaz de indtivar a
endotoxina bacteriana, diminando assm seu potencid téxico. Ja foram estudados
a soda caugtica (Dwyer & Torabingad'’,1981) enzimas neutrofilicas (Munford &
Hadl*®, 1986) e hidroxido de cdcio (Safavi & Nichols®®,1994; Barthel®, 1997
Sivaet d.°7,2002; Jang et d.%°, 2003).

Sendo o formocresol um medicamento utilizado para tratamento

endodéntico de dentes deciduos e pelo fao de estes dentes apresentarem
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endotoxina em seu sstema de canais radiculares, a proposta deste trabaho €
avdiar higologicamente a reacdo do tecido perigpical de dentes de macacos

tratados endodoti camente com a associagdo endotoxina/formocresol.



Revisao da literatura

Formocresol

Devido a vadta literatura a respeito do formocresol, sera redizada uma
breve retrospectiva aé a década de 70, iniciando a revisio de literatura

propriamente dita a partir de 1980.

O formocresol foi introduzido por Buckley?, em 1904 para tratamento de
canais de dentes deciduos e permanentes e desde entdo vem sendo amplamente
estudado.

No inicio do século passado predominavam estudos verificando a acdo
bactericida do medicamento. A partir da década de 30 iniciaram-se estudos
histol 6gicos avaliando os efeitos deste medicamento sobre o tecido pul par.

Nas décadas de 60 e 70 observa-se uma predominancia nos estudos
clinicos, com o acompanhamento clinico e radiogréfico de pulpotomias em dentes
deciduos utilizando-se formocresol como curativo. Nestes estudos observa-se um
indice elevado de sucesso deste medicamento sendo este, entdo, recomendado
para pul potomias em dentes deciduos.

Desta época iniciaram os trabahos relacionados com os efeitos
biolégicos de medicamentos a base de formadeido. Destacase na literatura o

atigop de Myers et d.**, em 1978, redizaran pulpotomias com curativo de
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formocresol por 5 minutos, em dentes deciduos e permanentes de macacos,
utilizando formadeido marcado (**C formadeido) na composicio do formocresol.
Com issn, o0s autores pretendian determinar absorcdo Sstémica  desse
formaldeido. O formadeido marcado foi observado no plasma e na urina, apds 2
horas. Pulpotomias de 5 minutos resultaram em absorcdo Sstémica de,
agproximadamente, 1% da dose colocada no dente. Duas horas ap0s as
pulpotomias, ndo foi encontrado aumento na absor¢éo sistémica da droga

Pashley et a.>, em 1980, utilizaram formadeido marcado com “C, na
formulagdo do formocresol, para observar a absorcdo dstémica desse
medicamento, gpés a redizacdo de mlitiplas pulpotomias em cdes. Foram feitas
16 pulpotomias nos dentes anteriores, superiores e inferiores. Os curativos foram
redizados com bolinhas de agoddo, com 10m de formocresol de Buckley, por 5
minutos. Os curativos do primero c&o continham 17 nCi e, no segundo cdo, 45
nCi, de C** de formadeido contido no formocresol. As amostras de sangue foram
coletadas 15, 30, 45 e 60 minutos gpos as pulpotomias. As coletas de urina foram
feitas de 0-20, 20-40, 40-60 minutos. Apds 60 mnutos, os caes foram sacrificados
e amogiras de tecido do pulméo, figado, baco, musculo esquelético, coracdo e rim
foram coletadas, dém de liquido cérebro-espinhd e hile. Foram encontrados
tragos do formaldeido marcado no rim, figado, sangue, pulméo e fquido cérebro-
espinha, mostrando que esse medicamento € absorvido sistemicamente.

Em 1981, Gazi et d.? redizaram estudo in vivo, através de implantes de
polietileno, em dorso de ratos, avdiando o potencid irritante do formocresol,

formocresol diluido (50% em propilenoglicol) e solucdo sdina (controle) sobre o
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tecido conjuntivo subcuténeo. Num mesmo anima, adminitraramse 0s trés
materiais, e os periodos de andise foram 1 dia, 1, 2 e 4 semanas. Concluiu-se que
o formocresol diluido 50% tem acdo bactericida e produz menos irritacdo tecidua
que o formocresol concentrado.

Lewis & Chestner®®, em 1981, em revisio de literatura,
levantaram a questdo do uso do formadeido em medicamentos odontoldgicos,
particularmente como condiituinte do formocresol, que é usado em larga escala
em Odontopediatria. A questdo surgiu principamente porque o formadeido ndo
tem formulacéo determinada, sua dosagem, muitas vezes, € arbitraria, dém de ser
um medicamento comprovadamente téxico, mutegénico e com potencid
carcinogénico.

Cunningham e d.'!, 1982 avaiaram o efeito do formocresol e
glutarddeido sobre dgumas enzimas presentes em polpas de bois aravés de
estudo in vitro. Polpas de 1os e 20s molares permanentes inferiores de bezerros
foram removidas, limpas com solugdo saling, tratadas por 2 horas a temperatura
ambiente com com 5 ml com uma das seguintes solugdes. 0,85 de solucéo sding;
100% de gdlicerina; 0,5, 1,0 ou 5,0% de glutaradeido ou formocresol nas diluicdes
1.5 ou 1:25. Apés o tratamento as amostras de polpas foram lavadas para
avdiacdo do lactato desidrogenase e medida da fodfatase dcaina. Glutaradeido a
1% e formocresol na diluicdo 1.5 reduziram a porcentagem de lactato
desdrogenase e a dividade da fodfatase dcdina, porém a a fodatase dcdina
menos intensamente. A lactato desidrogenase mostrou sr mais sensivel  aos

medicamentos que a fosfatase dcdina
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Boeve & Dermaut®, em 1982 avdiaram dinica e radiograficamente o
tratamento com formocresol em dentes deciduos com necrose e abcesso, apis 36
meses observaram uma porcentagem de sucesso de 87%.

Esses achados levaram Myers et d.*°, em 1983, a pesquisar as ateragies
ceulares ocorridas no figado, rim, puimé@ e coragdo, gpos multiplas pulpotomias
em cdes. Ap6s 6 horas do ato operatorio, os animais foram sacrificados, e os
orgéos foram andisados. O rim e o figado mostraram dteragbes sugedtivas de
injuria tecidud, principdmente o figado, que gpresentou evidéncia de edema
celular. O pulmdo e coragao ndo apresentaram alteracoes.

Na mesma linha de pesquisa em redacdo a didribuicdo sstémica do
formadeido, Block et a.°, em 1983, redizaram pulpotomias com formocresol,
utilizando formadeido marcado com *C em 4° pré-molares inferiores de 4 cées.
A téonica utilizada foi a de curaivos de 5 minutos com o medicamento. Em cada
cao, foram feitas bidpsias dos linfonodos, figado e rim, e coleta de amogra de
sangue em intervalos de 1 hora, 1, 7, 14 e 28 dias. Ap6s 28 dias, os cées foram
sacrificados, e os tecidos dos 6érgaos foram andisados em microscopia éptica. O
exame histolégico demonstrou destruico severa dos tecidos pulpares adjacentes a
pulpotomia, com produtos de desintegracd na polpa, no tecido perigpical e
periodontal. E ainda foram encontrados tragos de formadeido marcado no sangue,
nos linfonodos, no figado e rim, e a presenca desse radioisttopo foi diminuindo
com o tempo.

Bengtson e d.*, em 1986, avdiaram, dinica e radiograficamente,

pulpotomias com formocresol em 84 dentes deciduos vitas. Foram utilizados
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curativos com formocresol de Buckley, diluido (1/5) por 10 minutos. A avaiacdo
clinica e radiogréfica foi feita em periodo de 3 a8 meses, 9 a 12 meses e 13 a 18
meses. O grau de sucesso obtido para 3 a 8 meses foi de 95%; para 9 a 12 meses,
93% e, 13 a 18 meses, 100%,; sendo que a meédia de sucesso no trabaho foi de
96,4%.

van Amerongen e d.”, em 1986, fizeram um trabaho dividido em duas
partes. Na primera parte, avdiaram a duracdo de pulpotomias com formocresol
em 152 dentes, comparando-os com seus correspondentes contra-laterais. A
duracdo de cada dente foi determinada pelo registro do tempo de exfoliacdo ou
extracdo. Esse registro incluia fatores que poderiam ter influenciado o tempo de
duracdo do dente. Os autores concluiram que ndo exige diferenca sgnificativa
entre a duragdo dos dentes tratados com pulpotomia e os néo tratados, e também
ndo existe diferenca dgnificativa entre o tempo de duracéo de dentes tratados, que
goresentavam  vitdidade, dagueles que ndo gpresentavam, durante o ato
operatorio.

Na segunda parte do trabalho, Mulder et d.*?, em 1987, d&o enfoque aos
resultados das pulpotomias sobre 0s dentes sucessores permanentes. No contexto
do estudo, os autores avaliaram a ocorréncia de distirbios nos sucessores
permanentes, através da observacdo de lesdes no esmalte e hipoplasa. Foram
avaliados 278 pré-molares, divididos em grupos teste e controle. Os dentes foram
avdiados por 2 observadores que andisaram lesbes no esmdte, fazendo a
diferenciacd0 de hipoplasa. As principais conclusdes do trabaho foram: néo

houve diferenca sgnificativa em nimero de dentes com lesdo entre os grupo teste
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e controle; quando se relacionou a idade do paciente, ao receber a pulpotomia, ndo
s observou diferenca dgnificantiva; ndo houve diferenca entre hipoplasa e leso
de esmalte, em rdacdo a idade dos dentes, ao receber pulpotomia, e o formocresol
néo exerceu nenhuma influéncia no tamanho de lesdes de esmalte encontradas do
grupo teste. As conclusdes geras do estudo foram que a pulpotomia com
formocresol é uma técnica de sucesso para dentes deciduos e ndo implica nenhum
dano aos sucessores permanentes.

Em 1987, Jng e d.2® utlizaam cultura de cdulas paa avdia a
citotoxicidade do formocresol e seus componentes (formadeido, cresol) e tambem
do glutaradeido, tido como subdituinte do formocresol, na clinica Foram feitas
culturas de fibroblastos, nas quais foram determinadas as concentragbes das
drogas que seriam ndo toxicas para fazer uma comparacdo quantitativa dos
agentes testados. O formadeido foi 0 componente mais toxico. O glutaradeido,
2,5%, foi 15 a 20 vezes menaos tdxico que o formocresol ou o formaldeido, 19%.

Avram & Pulver?, em 1989 redizaram pesquisa sobre terapias pulpares
indicadas por especilidistas canadenses e escolas de Odontopediatria A pesquisa
foi redizada através de questionario. Os autores verificaram que o formocresol € o
materiad de escolha para 50% dos especidistas canadenses, 40,8% dos chefes de
Depatamento de Odontopediatria utilizan esse materid paa tratamento
endoddntico de dentes deciduos vitais.

Feigd & Meser®®, em 1990, redizaram uma revisio de literatura do
glutardldeido e o formocresol, focdizando sua didibuicio dgémica, sua

citotoxicidade e mutagenicidade. Glutarddeido € melhor agente fixador que o
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formocresol, pois sua fixacdo € superficid. Essa propriedade resulta em menor
zona de necrose e limitagdo na fixagdo em porgdes mais profundas do tecido.
Esses efdtos teciduais indicam que o glutaradeido € mais vantgoso como agente
em pulpotomias, porém resultados ndo tém relacdo com os achados clinicos.
Como ndo s tem nenhuma prova de que o glutaradeido da mehores resultados
gue o formadeido, os autores sugerem que esse materid ndo pode ser considerado
um subdtituto do formocresol. Para ser aceito como uma dternativa para o
formocresol, deveria mostrar sucesso equivalente e ainda maor seguranca no seu
uso. Os dados da literatura mostraram que o glutaraldeido tem citotoxicidade
seme hante & do formaldeido.

Trope’®, em 1990, comparou o efeito de 3 medicamentos intracanais, na
incidéncia de dor pés-instrumentacdo. Foi feita instrumentacéo de 474 dentes. Os
dentes foram irrigados com hipoclorito de sodio a 0,5%. Os dentes que ndo
goresentavam Snais radiograficos de periodontite foram ingrumentados até 1-2
mm do pice do cand; e os dentes que apresentavam evidéncias radiograficas de
periodontite foram instrumentados de 0,5 a 1mm do &pice radiografico do candl.
Os medicamentos utilizados como curativo foram formocresol (156 dentes),
Ledermix (160 dentes), e hidroxido de cécio (158 dentes). De todos os dentes
tratados, apenas 12 apresentaram dor pos-instrumentacéo, e estes eram dentes que
tinham dgum envolvimento perigpicd evidente radiograficamente. Sas dos 12
dentes, ocorreram em retratamento, e 6, em dentes sem tatamento endodontico

prévio. Ndo houve diferenca significativa entre o uso dos 3 medicamentos.



Revisdo da literatura 24

Em estudo do potencid embriogénico e teratogénico do formocresol,
Friedberg & Gartner®, em 1990, utilizaram esse material nas concentragdes 25 e
50%, em fetos de pintinhos. Foi injetado formocresol em embrides de pintinhos,
48 horas apds eles serem botados, e o sacrificio foi feito 9 dias gpds a incubaco.
Foram utilizados 132 ovos na pesquisa, divididos em 4 grupos. 1- formocresol
25%; 2- formocresol 50%; 3- dicerina e 4- 0 ovo era aberto, a agulha era
inserida, mas ndo era injetado nada. A porcentagem de mortalidade foi de 4,8%
para os ovos que foram apenas perfurados, 17,7% para 0S ovos injetados com
veiculo; 40% para os ovos com formocresol 25%; e 100% para os ovos com 50%
de formocresol. O formocresol mostrou ser embriotoxico e teratogénico, pois
produziu anormdidades de peso e tamanho dos embrides, hematomas
craniofacials, anormaidades facias, deformidades nos olhos e no bico, mudancas
higolégicas, incluindo dteracd na organizacdo dos olhos, formacdo do bico,
palato, vasos, musculos, cartilagem e 0sso.

Ranly & Gadia-Godoy™®, em 1991, também confirmam a preocupacio
com materiais endodonticos, sdientando que existe uma tendéncia na utilizacdo
de materiais com menor toxicidade como o formocresol diluido e pastas a base de
iodoformio (kri-past).

Devido a0 uso do formocresol também para dentes com necrose pulpar,
Ohara et d.*°, em 1993 avaiaram “in vitro” o efeito de véios medicamentos
endodbnticos (formocresol, eugenol, glutaradeido, iodato de potédssio) sobre 6
bactérias anaerdbias (Peptococcus magnus; Proprienibacterium acnes; Veillonella

parvula; Lactobacillus fermentum; Prorphyromonas gingivalis, Fusobacterium
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necleatum) e observaram que o formocresol foi o materid que obteve mehor
resultado contra as bactérias estudadas.

Yamasaki et d.8%, em 1994, investigaram o efeito do formocresol sobre
tecido perigpica de ratos, apds pulpectomia. Foram feitas pulpectomias no cand
mesid dos 1°° molares inferiores diretos, e os curativos foram divididos em 3
grupos. grupo A: curativo com solugdo sding; grupo B: curativo com cone de
papel embebido com formocresol; e grupo C foi colocada 1 gota de formocresol
no cand e, poseriormente, colocado curativo com cone de papel embebido com
formocresol. Os tecidos perigpicas foram examinados histologicamente e
hisometricamente, 3, 7, 14 e 28 dias apds a inser¢do, e foi feita a contagem dos
fibroblastos do tecido de granulacéo e cdulas inflamatdrias. Histologicamente, no
grupo A, foi encontrada inflamacdo leve apos 14 e 28 dias, enquanto, nos grupos
B e C, a inflamacdo foi moderada. Histometricamente, a aea do ligamento
periodontal, nos grupos B e C, estava aumentada comparando-se com o grupo A,
a0s 14 e 28 dias. As cdulas inflamatdrias dos grupos B e C aumentaram
sgnificativamente quando comparadas com as do grupo A, aos 14 e 28 dias,
enquanto os fibroblastos contados nos grupos B e C diminuiram em reacdo ao
grupo A, aos 14 e 28 dias. Esses resultados demonstram que o formocresol retarda
a cicatrizacao apés pul pectomias.

Waterhouse®®, em 1995, fez uma revisio de literatura sobre formocresol e
glutarddeido. Tém gdo propodas dternaivas, como hidroxido de clcio e

glutaraldeido, contudo a subdtituicdo do formocresol por outro medicamento a
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base de ddeido pode ndo ser a solucéo, pois os addeidos ndo parecem ser 0s mais
seguros para o uso em Odontologia

Avdiando a aividade antibacteriana de 9 materiais endodonticos,
Tcheou e d.”, em 1996, compararam essa atividade contra 21 espécies de
bactérias gram-negativas, facultaivas e gram-podtivas, em difusfo em &a. Os
materiais utilizados foram Paramonoclorofenolcanforado(PMCC) + Hidréxido de
cacio; PMCC e 6xido de zinco-eugenol; formocresol e dxido de zinco-eugenal;
clorexidina e éxido de zinco-eugenol; Kri-past; 0xido de zinco-eugenol; éxido de
zinco e &ua Vitgpex; vasdina (controle). A atvidade antibacteriana dos
materiais foi dividida em 5 grupos baseados nos didmetros das zonas de inibicéo.
Todos os meteriais, exceto a vasding, mostraram atividede antibacteriana contra
0s 21 microrganismos. Gerdmente, todos os materiais inibiram gram-negativos
mas efetivamente que os facultativos e grampodtivos. Materias contendo
Paramonoclorofenolcanforado  ou  formocresol  produziram grande e média
efetividade contra a maioria das bactéiras. Clorexidina e 6xido de zinco; Kripast;
oxido de zinco e a&gua; e ZOE inibiram todas ou a maioria das bactérias, mas esse
efeito foi menor quando comparado com Paramonoclorofenolcanforado e agua;
Paramonoclorofenol e éxido de zinco-eugenol ou formocresol e Oxido de zinco-
eugeol. Hidroxido de clcio e &gua e vitgpex e vasdina gerdmente néo tiveram
efdto inibitdrio.

Nunn e d.*®, em 1996, tracan um pefil do formocresol como
medicamento para tergpia pulpar em dentes deciduos, detacando aguns autores.

Buckley preconizou esse medicamento, ele judtificou seu uso para dentes com
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necrose e putrescentes, dizendo que o formocresol tinha propriedade de converter,
quimicamente, gases irritantes em liquidos e sdlidos néo irritantes. Sweet™, em
1937, preconizou 0 uso do formocresol em tergpia pulpar, em 5 sessdes. Muitos
autores, ao longo da Higdria, vém questionando a seguranca no uso do
formocresol (especidmente estudos in vivo). Por isso, muitas pesquisas foram
fetas na tentaiva de se encontrar um materid dternativo. Quando se tentou
preparar 0 medicamento na forma diluida, notou-se a dificuldade, pois néo se
shia qua formulacdo iria dilui-lo. Drummond e Curzon modraram que a
formulacdo, para ser efetiva clinicamente, deveria ter 30 ml de formocresol, em 90
ml de glicerol e 30 ml de &gua, porémn a maioria dos trabahos mostrava que a
formulacéo era 19% de formadeido; 35% de tricresol, 15% de glicerol, e 50% de
&ua. O formadeido, como gés, para ser sensivel, deve ser dissolvido em &gua
Para ser efetivo, entéo, sua formulacéo deve ser: 35 ml de tricresol, 15 ml de
glicerol em agua. Com iss0, a preparacdo passa a ter 19% de gas formadeido. A
formula de Buckley contém 19% de formaldeido, dos 38% da solucdo com
formaldeido, portanto tem o equivaente a 7% do gés. Se se utilizar a solucéo
diluida, haverd 1/13% do gés de formadeido. Com isso, percebe-se que a
formulacéo do mercado ndo € precisa. Foi sugerido que o tempo de vida dtil do
materia deveria ser de, aproximadamente, 2 meses, com 0 materia estocado em
frasco marrom, no entanto a solugéo diluida dura apenas dgumas horas, devido a
suaingabilidade.

Primosch et a®, em 1997 redizaram um levantamento sobre quais 50 as

principais filosofias de tergpia pulpar minisradas as escolas de Odontopediatria
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nos Esados Unidos. Paa a redizacd do levatamento, foram mandados
question&rios de multipla escolha as escolas de Odontopediatria. Este quesriondrio
consgtia de duas partes, a primera com perguntas sobre as tergpias pulapres
utilizadas naguela unidade, e a Segunda consstia de perguntas sobre as terapias
empregadas em casos hipotéticos. Os resultados demonstraram que a grande
maioria das escolas utiliza formocresol diluido 1/5 para pul potomias.

Lewis®?, em 1998, faz uma revisio de literatura sobre o formaldeido,
tecendo condderacbes sobre sSuas possiveis propriedades mutagénicas e
cacinogénicas. Dentre o0s materias que possuem formadeido em sua
composicéo, esta o formocresol, que é aé hoje, freqlentemente utilizado na
clinica odontolégica. A literatura confirma que o formocresol tem um efetivo
potencid bactericida, porém sua formulagdo ainda € arbitréria, 0 que |he dificulta
a diluicdo. Quando foi utilizado em experimentos “in vivo’, mostrou grande
potencia fixador, porém os tecidos retardaram sua cicatrizacdo. A literatura
mostra que o formaldeido, produz ateracbes sstémicas e ateragbes em cdulas do
figado erim.

Segura et d.%°, em 1998 avdiou o efeito in vitro do Tifdl na adesio de
macrofagos. Tifdl condse na midura de formocresol e eugenol (20% de
formladeido, 20% de tricresol e 20% de eugenol) e é largamente utilizado como
medicamento intracanad e em pulpotomias de dentes deciduos na Espanha. Para o
experimento foram removidos macrofagos do peritbneo de ratos Widtar e as
amodras de cdulas foran amazenadas em Ependorfs e em seguida foram

adicionados solugdes de Tifell nas diluicbes de 1:10, 1:100 e 1:1000. Os
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resultados mosraram que o Tifdl inibiu a cgpacidade de aderéncia dos
macréfagos em todas as condicOes testadas. O efeito inibitério do Tifel foi tempo
e dose dependente.  Os macréfagos tém uma papel de extrema importancia na
resposta imune do hospedeiro a inflamagOes, infecgdes e no processoe de reparo,
portanto a associacdo formocresol-eugenol diminui a funcdo macrofagica e
dificulta o processo de reparo. Os autores concluiram que o formocresol, sozinho,
pode ser menos toxico que o formocresol com eugenal.

Matsumoto et a.>®, em 1998 redizou um estudo imunohistoguimico
para observar o comportamento de células que expressam IL1a e IL1b através de
observagies de lesdes perigpicais de ratos. As lesbes eram induzidas de 2
maneiras. no grupol, aravés de smples pulpectomia e contaminacdo dos canas e
0s animais eram sacrificados 3, 15 e 28 dias gpds a procedimento; no grupo 2 era
redizado curativo de formocresol 14 gpds pulpectomia e 0 curativo permanecia
por 7 dias. Como resultado foi observado que em ambos grupos houve presenca
de lesdo com abcesso. Na fase aguda foi observada a presenca de IL1a e IL1b
adjacente a vérios osteoclastos, porém o nimero de IL1b era duas vezes maior
gue a IL1a. Ja na fase crbnica foi observado uma menor quantidade de IL1b e
consequientemente diminuicdo da expansdo da lesdo. Ambas IL1a e IL1b foram
principdmente expressas pelos macréfagos. No grupo 2, apos a aplicacdo de
curativo com formocresol, muitos macrofagos expressando IL1b  foram
observados nas proximidades dos sitios de reabsorcéo.

Em 2000, Farooq et a.'°, redizaam uma avaiacio retrospectiva

comparando a porcentagem de sucesso de pulpotomias formocresol e protecéo



Revisdo da literatura 30

pulpar indireta para dentes com carie profunda. Foram testados 133 molares
deciduos com caie profunda, destes 78 foram tratados com pulpotomia
formocresol e 55 com protecéo pulpar indireta (remocéo parcid de tecido cariado)
com iondmero de vidro. Todos os dentes foram restaurados com coroa de aco
cromado e os tratamentos foram avdiados por 2 a 7 anos. O tratamento com
protecdo pulpar indireta obteve 93% de sucesso contra 74% para pulpotomia
formocresol e os casos de pulpite obtiveram 85% de sucesso para protegdo pul par
indireta e 76% para a pulpotomia. Os autores concluiram que a protegdo pulpar
indireta teve maior procentagem de sucesso que a pulpotomia formcresol em
molares deciduos com cérie profunda.

No ano de 2000 foi publicado um Guia Clinico Naciond de
Odontopediatria do Reino Unido no qua apresenta a opinido dos melhores
clinicos para tratamento pulpar na denticdo decidua. O formocresol diluido foi
recomendado para a técnica de pulpotomia de dentes deciduos Vvitas
(Llewelyn®,2000).

Curzon e d.*?, em carta enviada a revista British Dental Journa em
setembro de 2000 ressdtou aguns aspectos sobre pulpotomia formocresol que
anda ndo haviam ddo levantadas pelos autores. Eles sdientaram que milhdes de
pulpotomias vem sendo fetas sem nenhum efeito  toxico comprovado
cientificamente. Atudmente tem sdo preconizado o uso do formocresol na forma
diluida para todos os dentes deciduos com 90% de sucesso. Um outro fator
importante é a necessdade de restauracdo apds a pulpotomia, sendo preconizado o

uso de coroas de ago cromado.



Revisdo da literatura 31

Strange et d.”?,2001 observaram 0 sucesso de pulpotomias com a
técnica da cuetagem e agplicacdo de sub-base de oxido de zinco-eugenol associado
com 1 gota de formocresol. Além disso, comparou 0 sucesso desta técnica com 0s
relatos da literatura sobre a técnica tradicional de curativo de formocresol 5
minutos utilizando o critério de excluir a redbsorcdo interna como fdha
radiog&fica. Cento de noventa de seis molares deciduos foram avadiados clinica e
radiograficamente, a avdiacdo com 0 novo critério sem considerar reabsorcéo
interna mostrou 99% de sucesso para a técnica de pulpotomia com sub-base de
oxido de zinco-eugenol associado a 1 gota de formocresol.

King e d.%, 2002 verificaam a concentracd do formocresol
utilizado por odontopediatras em pulpotomias de dentes deciduos. Para a
redizacd0 do estudo, os autores enviaram 806 question&ios a odontopediatras
membros da Academia Americana de Odontopediatria, e retornaram 422,
totalizando 52% de resposta. Foi observado que 82% dos Odontopediatras dos
Estados Unidos utilizam formocresol para pulpotomia de dentes deciduos, destes
69% usam formocresol concentrado, 27% a forma dluida e 4% n&o sabem. Para a
diluicdo do formocresol, 34% disse que ja comprava o produto diluido, 58%
diluiam no consultdrio e 8% mandavam diluir na farméciaOs autores concoluiram
gue amaioria dos Odontopediatras utiliza o formocresol na forma concentrada.

Gudmamn e d.23, 2002 redizaran um estudo retrospectivo para
avdiar 0 sucesso das pulpotomias formocresol redizadas de como tratamento de
emeregéncia de molares deciduos. Os dados foram coletados de 216 pulpotomias,

tendo como critério de inclusfo dentes com histdria postiva de dor e auséncia de
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gnais clinicos e radiogréficos de degeneracéo pulpar. O sucesso ou fdha foi
determinado depois de redizada a restauracdo definitiva pela presenca ou
auséncia de patologias clinicas e radiograficas. Como resultado foi verificado que
64 dentes foram avaliados num periodo de 2 anos. Dos dentes restaurados
definitivamente em 90 dias gp0s a emergéncia, 53% obtiveram sucesso na
pulpotomia, e os dentes restaurados gpds 1 ano da redizacd da emergéncia
tiveram 31% de sucessn. Pacientes menores que 6 anos mostraram maiores
chances de sucesso que pacientes mais velhos. Os autores concluiram que o baixo
SUCESSD NOS Primeiros trés meses gpos a emergéncia se deve a erro de diagndstico,
enquando que falha apds 1 ano pode ser aribuida a microinfiltracdo na materid

restaurador temporario.
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Endotoxina

A Higtdria da endotoxina comegou no find de 1870, quando Robert
Koch determinou que cada doenca infecciosa era decorrente da presenca de
microrganismos (bactérias) e ainda que esses microrganismos poderiam  produzir
toxinas que eram responsavels por dguns sntomas tais como febre.

Pesquisadores como Boivin (Paris), Goebel (Nova York) e Morgan e
Mesrobeanu (Londres) concluiram que essa substncia resistente estava preserte
na parede ceular de bactérias gram-negativas e era condtituida de polissacarides,
lipideos e proteinas, os quais, mais tarde, foram denominados lipopolissacarides
ou endotoxina (Rietchidd & Brade®’, 1992).

A endotoxina da bactéria gram-negaiva € composta de 3 regifes
estruturais: a cadeia lateral O, o core ou nucleo e o lipide A. O core et
locdlizado mais profundamente e contém 2-keto-3-deoxioctanato (KDO) e se liga
a cadeia laterd O e ao lipide A. O lipide A é composto por um dissacarideo
glucosaming, ligado a um Unico grupo fosfeto, e tem 4 a 6 &cidos graxos ligados a
hidroxila desse agticar(Munford & Hall*3,1986; Qureshi®*, 1983).

Em 1975, Westphal®® descreveu o lipide A, regido da endotoxina
responsavel pelo seu potencid toxico.

Muitos estudos vem sendo redlizados sobre endotoxina e seus efeitos
biolégicos. Para este estudo foi redizada uma revisdo da literatura a partir da

década de 80.
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Poucos sio os trabahos da literatura que relacionam endotoxina a
Odontologia Destaca-se o trabalho Dahlén & Bergenholtz,® em 1980, os quais
avadiaram a presenca de endotoxina em canais radiculares de dentes com necrose
pulpar. Foram retiradas amodiras de canais de 13 dentes com necrose pulpar, para
andisyr a presenca de endotoxina aravés da técnica de Limulus lysate. O
resultado esta relacionado com a quantidade de bactérias vidvels, presentes nas
amodras colhidas, endotoxina de diferentes bactérias anaerdbias e diferentes
fragdes de exsudato inflamatério. Verificowrse que a atividade das endotoxinas
das amostras dos canais esta relacionada com a presenca e 0 nimero de bactérias
gram-negativas presentes no cand.

Dwyer & Torabingad,!” 1981, avdiaram, radiograficamente e
histologicamente, 0 efeito da endotoxina sobre tecidos perigpicais de dentes de
gatos, utilizando endotoxina de Escherichia coli pura e detoxicada com NaOH.
Em 6 animas, injetourse 0,1 ml de solugdo de endotoxina em cada canino, nas
concentragbes 100nmg/ml, 10ng/ml, 1ng/ml e solugdo sdina (controle). Em trés
animas, injeou-se endotoxina detoxicada com NaOH, e um animd foi utilizado
como controle adiciond, sendo injetada solugdo sdina em seus caninos. Os
periodos de andlise foram 2, 4 e 6 semanas. A avaiagéo radiogréfica revelou aress
de reabsorcéo Gssea intensa no grupo de dentes com a endotoxina pura em todos
os periodos, nos grupos com solugdo sdina e endotoxina detoxicada observaram:
s pequenas &ees radiollcidas perigpicais. A avdiagdo histopatologica mostrou

area de inflamacdo mais intensa nos dentes injetados com endotoxina pura do que
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nos injetados com endotoxina detoxicada ou solucdo sdina, porém nd houve
diferenca entre as 3 concentragdes de endotoxina testadas.

Dahlén e d.', em 1981, avdiaram o efeito da endotoxina de bactéria
Fusobacterium nucleatum, em canas radiculares de macacos, apos
biopulpectomia. Foram utilizados 44 dentes, de 4 macacos jovens. Os e ementos
dentais foram divididos em 2 grupos. grupo experimenta, com 27 dentes que
foram abertos, neles se redizou biopulpectomia e injetou-se cerca de 5-10m de
endotoxina na concentracdo de 10 mg/ml; e grupo controle com 17 dentes que
foram abertos, redizou-se a biopulpectomia e injetourse solugdo sdina. Nos 10
dentes restantes, a polpa foi removida, e os canais foram mantidos vazios. Foram
redizadas andlises radiogréficas, histopatolOgicas e higtoquimica, 3 e 7 meses
ap0s 0 experimento. Na andlise radiografica, observourse lesdo perigpica. A
andise higopatolégica mostrou reacdo inflamatoria, com resbsorcdo dssea em
todos os dentes do grupo experimentd, e a andise hisoquimica evidenciou reacéo
inflamatdria, com aumento da atividade enzimética das cdulas do da regido
perigpica, 0 que sugere aumento da reabsorcao 0ssea.

Ainda com intuito de avdiar a interacdo de endotoxina com mediadores
quimicos, Raiz e d.°°, em 1981 estudaram o efeito de 4 fatores que levam &
reabsorcdo, Ossea como  endotoxina, progtaglandina (PGE), horménio
paratireoideano (PTH) e fator ativador de osteoblasto (OAF). O estudo foi feito
avdiando-se in vitro a liberagdo de Ca de ossos removidos de fetos de ratos de 19
dias. Ratas gravidas de 18 dias receberam injeco contendo 200 U Ci de **Ca

marcado, para a verificacdo nos fetos do experimento. As por¢bes de 0Ssos
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removidas foram pré-cultivadas por 18 a 24 horas em BGJ e, depois, adicionadas
com suplemento de abumina sérica boving, no qua as vaias subgténcias teste
foram adicionadas. O “°Ca médio do osso foi medido pela cintilicgo. As respostas
foram gnergidicas, ou sga, as drogas, quando associadas, produziram efeito
maior do que individudmente. O efeito da endotoxina néo foi inibido pela adicéo
de inibidores de prostaglandinas (indometacin, &cido flufendmico e RO-20-5720).
Condui-se que, a interagdo da endotoxina com outros indutores de reabsorcéo
Ossea pode produzir atas respostas, e suas associacbes podem ser importantes
para a patogénese da reabsorcao 0ssea.

Pitts et a.>%, em 1982, avaiaram o efeito da endotoxina de Salmonella
minnesota, sobre tecidos perigpicais de pré-molares de cées, apds biopulpectomia.
Foram utilizados 16 dentes (36 raizes) de 2 cées adultos. Deste total, 16 raizes
receberam a solucdo de endotoxina na concentracéo de 1 mg/ml, e a outra metade
das raizes recebeu solucéo sdina. Semanamente, os dentes foram radiografedos, e
a endotoxina e a 0lugdo sdina foram renovadas. Apés 4 a 5 semanas, a andise
histopatologica mostrou  reabsorcéo e reacdo inflamatdria severa com
predominio de polimorfonucleares. A andise radiogréfica mostrou que os dentes
com endotoxina apresentavam reacd0 perigpicd mals precocemente que os dentes
com solugdo sdina.

Pesquisas sobre a relagdo da endotoxina com processos inflamatérios
continuaram  sendo  feitas. Schonfedd e d.°*, em 1982, examinaram,
hisologicamente, 30 amostras de tecidos, classficadas como inflamadas

(granuloma gpicd) ou nd inflamadas (escaras ou citos ndo inflamados). As
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amodtras foram homogeneizadas em agua edterilizada. A presenca de endotoxina
foi determinada pela avaiacd da pureza Limulus 75% dos tecidos inflamados
gpresentaram endotoxina, enquanto 20% dos tecidos nd inflamados continham
endotoxina. A presenca de endotoxina esta altamente relacionada com presenca de
inflamag&o nesses tecidos.

Muitos foran os edudos que avdiaam a composicdo quimica da
endotoxina, Qureshi et d.>*, em 1983, demonstraram que o lipide A é composto
por um dissacarideo glucosaming, ligado a um Unico grupo fosfato, e tem de 4 a 6
acidos graxos ligados a hidroxila desse aglcar.

Torabingad et d.”®, em 1985 fizeram uma revisio da literatura sobre os
conceitos de mecanismos e mediadores que etéo envolvidos na patogénese das
lesdes perigpicas em humanos. A regido perigpicd condse em cemento
radicular, ligamento periodonta e dveolar; edas duas Ultimas partes citadas
si0 dtamente vascularizadas. Quando ocorre necrose pulpar, diversas reacoes
inflamatorias  sG0  desencadeadas, como reagBes imunoldgicas  liberando
mediadores ndo especificos da inflanacdo como as aminas vasoativas, cinines,
fragmentos do sstema complemento e metabdlitos do &cido aracddnico. Injtrias
mecanicas no tecido perigpicd também podem iniciar a liberacdo de mediadores
ndo especificos da inflamacd. A progressdo de lesbes patoldgicas no tecido
perigpica pode levar auma combinacdo de véarios tipos de reagbes imunol gicas.

Munford & Hal**, em 1986, demonstraram que a toxicidade tecidua da
endotoxina é reduzida pela aividade enzimaica de neutréfilos humanos. A

enzima hidrolase acyloxyacyl, produzida pelos neutréfilos, remove &cidos graxos
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da endotoxina, reduzindo a bioatividade do lipide A. Sugere-se que a hidrolase
acyloxyacyl pode ser um mecanismo de defesa do organismo, para reduzir a
toxicidade da endotoxina, promovendo respostas inflamatorias benéficas e
egimulosimunes.

Insatisfeitos com as descobertas odontolégicas sobre o efeito  da
endotoxina, Maitison e &.%®, em 1987, avdiaram o efdto da endotoxina da
Eikenella corrodens e da Escherichia coli sobre o tecido perigpicad de pré-molares
de caes, na concentracdo de 10ng/ml. Foram utilizados 28 dentes (56 raizes) de 7
caes adultos, nos quais foram redizadas biopulpectomia e, em 42 raizes, injeto
s 0,1 ml de Eikenella corrodens, em 8 raizes, 0,1 ml de Escherichia coli, e, em 6
raizes, agua dedilada Radiografias e exames de sangue foram redizados
semandmente, por um periodo de 12 semanas. Apenas um anima foi sacrificado
para andise histopatoldgica que mostrou extensa perda 0ssea e intenso infiltrado
de cdulas inflamadrias. Os outros 6 animais foram avdiados pelo exame
radiogréfico e andise do sangue. Na andise radiogréfica, observourse a
progressao mais rapida das lesdes periapicais dos dentes com Eikenella corrodens,
e na andise do sangue, ndo foi observada presenca de anticorpos. A andise
histol 6gica mostrou grande destruicéo 6ssea e infiltrado inflamatorio.

Em revisio de literatura, Stashenko’™®, em 1990, abriu a hipdtese de que
as imunocitocinas exercem grande papel na patogénese de lesdes perigpicals.
Infecghes bacterianas em polpas dentails resultam em destruicdo pulpar e
subseqlientemente, estimulam respogta inflamatdria celular e destruicdo Gssea no

perigpice. A endotoxina bacteriana induz a producdo de muitos mediadores
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peptidicos, ou citocinas, por cdulas inflamatdrias. Essas citocinas, as quas
induem a IL1b, ILla, fator de necrose tumora (derivado dos macr6fagos) e
linfotoxina (derivado dos linfdcitos), tém mostrado potente acdo sobre a reacéo
0ssea e inibicdo de formacdo dssea tanto em pesquisasin vitro como em in vivo.
Wang & Stashenko®®, em 1991, redizaram estudo, no qual foi empregado
a técnica de abertura de dentes de rato para posterior contaminagdo pulpar e
observacdo de lesdo perigpical. Esta técnica foi empregada para determinacéo da
atividade de reabsorcdo e a expansdo de lesbes perigpicais. Para isso, 0s autores
redizaram a técnica de radioluscéncia e posteriormente curetagem das lesdes para
andise microbioldgica do tecido perigpicd para quantificacdo dos nivels de cdcio
presentes no tecido curetado. Para a andlise da radioluscéncia, foram redizadas
radiografias perigpicad onde media-se 0 tamanho das lesbes apos 10, 15, 20 e 30
dias da abertura dos canais e observou-se que todos os dentes apresentaram leséo
perigpica. Para a avaliacdo da reabsorcdo Ossea utilizaram a técnica de cultura de
ossos longos de fetos de ratos que receberam “°Ca ao 18° dia de idade fetal. Estes
0Ss0s eram retirados dos fetos no 19° dia e cultivados em meio de cultura BGJo.
Fazia-se entdo, a curetagem do tecido perigpicad dos dentes dos ratos do
experimento, e levava-s2 ese tecido nete meio de cultura onde fazia-se a
comparacdo dos niveis de cdcio, conseguindo um quantificacdo da reabsorcéo
O0ssea. Os resultados mostraram nas amostras de 15 dias, que houve uma
dgnificativa perda 6ssea, 10,7% de cacio estava presente. Dentes foram abertos,
polpas foram expostas e deixadas contaminar por bactérias orais. Apés 10, 15, 20,

30 dias do inicio do experimento os animais foram sacrificados. Antes do
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sacrificio redizava-se radiografias para avaliacd do tecido perigpicd dos dentes
expostos. Em seguida curetava-se a regido periapica e este tecido curetado foi
semeado em placas com dbumina Sfrica bovina e 1% de peniclina e
edreptomicina. Como controle, foi feito 0 mesmo com tecido perigpical de dentes
Nd0 expostos. AS pecas passaram por processos microbiologicos e foram feitas
radiografias de radioluscéncia perigpical. As lesfes expandiramse mas
rgpidamente entre 0 e 15 dias (fase ativa), e 0 aumento em largura ocorreu mais
devagar (20 a 30 dias - fase cobnica). As medidas foram avdiadas
radiograficamente e foram feitas andises automatizadas. Porcbes de tecido
perigpica obtido em amodra de 15 dias modraram niveis dSgnificativos de
atividade de reabsorcdo Ossea, determinada pela absor¢do de cécio. O trabaho
sugere que a atividade de reabsorcdo Gssea etd temporariamente relacionada com
a destruicdo Gssea perigpical, e que esse modelo pode ser usado para estudar
mediadores envolvidos na patogénese da reabsor¢éo dssea inflamatéria.

Sofavi & Rossomando®™, em 1991, avaiaram a presenca de fator de
necrose tumora (FNT é produzido por macréfagos como resposta a endotoxina
bacterian@) em amostras coletadas via cand de dentes, para tratamento
endodbntico e periodontite, dentes assntométicos e com necrose pulpar e areas
radiolUcidas perigpicais. Para controle, foram usados dentes para tratamento
endodbntico, porém com vitdidade pulpar. As amostras foram retiradas apds
pulpectomia. Para a evidenciacdo da presenca de fator de necrose tumoral, foram

feitos processamentos microbiologicos. Fator de necrose tumora foi detectado em
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todos os tecidos perigpicas das amostras com periodontite e ndo foram
encontrados na amostra com vitaidade.

Novas pesquisas avdliaan a presenca de endotoxina em dentes
sintoméicos. Horiba et d.?°, em 1991, coletaram amostras de exsudato de canais
de dentes com periodontite, avdiando e corrdacionando sintomatologia com a
presenca de endotoxina. Foram feitos testes laboratoriais para a deteccdo de
endotoxina, e sua presenca ficou mas evidente em dentes sntométicos, com
radioluscéncia e com exsudato, do que em dente sem caracterigticas.

Rietchild & Brade®’, em 1992, fizeam um histérico da endotoxina,
mostrando que sua atividade toxica é largamente divulgada na literatura, e que sfo
benéficos os aspectos da exposicdo a endotoxina (quando em pequenas doses),
pois ela aumenta a ressténcia do hospedeiro contra dgumas doengas, como nova
infeccdo bacteriana e cancer.

Com o propésto de invesigar a atlvacd do sstema complemento,
Horiba et d.?°, em 1992, avadiaram a agdo das endotoxinas de P.endodontalis,
Veillonella parvula e Fusobacterium nucleatum, isolados de canais infectados.
Para observar a aivagdo do sistema complemento fez-se a avaliagdo do consumo
do componente C3T. Para fazer isso, colocava-se a endotoxing, que seria avaiada,
em presenca de soro humano. Foi avaliado o consumo do C3T em presenca de

vérias concentragbes de endotoxina, 01, 10, 50 e 100 ng. A porcentagem € 0
consumo do C3T foi menor que 10% para 1 ng, 15 a 25 % para 10 ng, mais de

60% para 50 ny, e mais de 70% para 100ny.
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Sundovist”™®, em 1992, fez uma andise criteriosa da  colonizacio
bacteriana em canais radiculares e notou que, no interior desses canas, ocorre
pressfo, 0 que resulta no estabelecimento de certas populagbes bacterianas. A
mudanca de populagbes bacterianas ocorre com 0 passar do tempo. Canais
radiculares infectados por sdiva sdo, inicidmente, infectados por anaerébios
facultativos. Subsequentemente, ocorre um aumento de nimero de bactérias,
notando-se uma predominancia de anaerdbios. As inter-relagbes bacterianas e 0
suprimento nutriciond o a chave paa o desenvolvimento da infeccéo. Os
tratamentos endodonticos, dém de diminar a maor quantidade possivd de
bactérias, devem interferir na ddlicada ecologia di ingdada e diminar o subdtrato
para a sua sobrevivénica

Sdavi & Nichols®®, em 1993, avaiaram o efeito do hidréxido de cdlcio
sobre a endotoxina bacteriana in vitro. Para a avdiacdo, fol utilizada suspenséo
aquosa de Salmonella typhimurium associada a hidroxido de cacio. Como
controle positivo, foi utilizada a endotoxina pura, e a agua foi o controle negetivo.
O estudo mostrou a liberacéo de grande quantidade de &cidos graxos no grupo de
endotoxina tratada com hidroxido de cécio. Isso levou os autores a concluir que o
hidroxido de clcio foi capaz de hidrolisar a molécula da endotoxina, resultando
naliberacdo de &cidos graxos livres.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, um ano mas tarde, novamente
Safavi & Nichols®®, em 1994, investigaram a producdo de prostaglandina2 (PG2)
em cutura de cdulas (mondcitos), em presenca de endotoxina associada ao

hidroxido de cdcio. Foram utilizadas endotoxina de Salmonella typhimurium e
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Prevoltella intermedia. A andlise da presenca de PG2 foi aravés do uso de
cromatografia por espectrofotdmetro a gas. PG2 foi identificada em cultura de
cdulas com endotoxina e nd foi identificada em cultura de cdulas com
endotoxina associada a0 hidroxido de cacio. Os autores concluiram que a
endotoxina tratada com hidroxido de cdcio perde suas propriedades bioldgicas,
resutando em detoxicacdo da endotoxina pela quebra da cadeia de &cidos graxos
contidas no seu lipide A.

Em 1995, Nakane et d.*® avdiaram o efeito da endotoxina em polpas
dentais humanas, pela medida do contelido de DNA, contetido protéico e atividade
de fosfatase dcdina pdas cdulas. O experimento foi feito em culturas de cdulas
de polpas humanas (fibroblastos), removidas de polpas de dentes recém extraidos
e colocadas em cultura in vitro. Foram utilizadas endotoxina de amostras de
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Fusobacterium
nucleatum, e Escherichia coli (usado como controle positivo). Na concentragéo de
1ng/ml, nenhuma endotoxina causou mudanca na producdo de DNA e proteing
com 10ng/ml houve aumento da quantidade de DNA; e em 100nmg/ml, fo
obsarvada inibicdo. A sintese de proteina diminuiu tanto com endotoxina a 10
guanto a 100ng/ml, enquanto a atvidede da fosfatase dcdina ndo mudou em
nenhuma concentracéo testada.

No mesmo ano, Nissan et a.%’, em 1995, investigaram a capacidade de
difusfo da endotoxina em finas camadas de denting, por difusio na auséncia de
pressdo; também determinaram, quantitativamente, e quanto de endotoxina é

capaz de passar pela dentina durante 24 horas. Para redizacéo do experimento, foi
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utilizada amodra de Actinonobacillus actinomycetemcomitans, um cocobacilo
gram-negativo, conhecido pela sua endotoxina extremamente potente. Também
foram utilizados cinco terceiros molares extraidos e armazenados em 0,05% de
hipoclorito de sodio. As raizes foram removidas, e o0 conteldo das camaras
pulpares foi retirado para que pudessem receber 0,1 ml de liquido em seu interior.
Em cada dente, foi confeccionado um preparo de classe |, com profundidade
suficiente para deixar uma fina camada de dentina de, gproximadamente, 0,5 mm,
separando a cavidade oclusa da camara pulpar. Os dentes eram colocados em
caxas de pléstico de modo que se pudesse roda&los em 180°, posshilitando
inverter os espécimes. Foi colocado 0,1 ml de endotoxina na caixa oclusa, na
concentracd0 de 100mg/ml, e na camara pulpar, foi colocado 0,1 ml de &ua
Ap6s 15, 30 minutos e de 30 em 30 minutos até completar 5 horas, era removido
0,1 ml da caixa pulpar. A amodira final foi retirada 24 horas gpds o inicio do
experimento, resultando em 13 amodras. As amostras colhidas eram andisadas
pelo teste Limulus lysate. O resultado mostrou que, em 4 espécimes, a endotoxina
COMegoU a gparecer gpos 15 min; em 2 espécimes, a concentracdo da endotoxina
ficou nivdada em, gproximadamente, 5 horas, em 2, a concentragdo continuou
aumentando com o tempo de experimento; em 1 espécime, nenhuma endotoxina
foi detectada. Esse estudo mostrou que a endotoxina é capaz de passar por 0,5mm
de espessura de dentina.

Assed e d.l, em 1996, avdiaan a presenca de microrganismos
anaerdbios em canais radiculares humanos, com lesdo perigpica cronica. Foram

utilizados 25 incisvos centras e laterais superiores, com evidéncia de lesdo
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perigpica cronica radiografica. As camaras pulpares foram abertas sob condigbes
de assepsia, e amostras dos canais foram colhidas com auxilio de cones de papel
esterilizados, que eram colocados dentro do cand e, posteriormente, dispensados
em tubos teste contendo “reduced transport medium” (RTF). Secaram-se diquotas
dessa migtura, e fezse imunofluorescéncia, para identificacdo de Actinomyces
viscosus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia. Os resultados mostraram reacdo de imunofluorescéncia indireta
postiva em 24 das 25 amodras. 14 amostras foram podtivas para Actinomyces
viscosus, 12 foram podtivas para Prevotella intermedia, 10 para Fusobacterium
nucleatum e 4 para Porphyromonas gingivalis. A avdiacd semiquantitativa foi
facilmente implementada para a avdiacd do grau de infeccdo por organismos,
em cada caso.

Com objetivo de invedigar a acdo do hidroxido de cdcio sobre a
endotoxina Barthel et d., em 1997, associaram in vitro essas duas substancias,
incubadas juntamente com mondcitos humanos. A endotoxina Uutilizada foi
Escherichia coli 055:B5, nas concentracbes de 1, 10, 100 e 1000 hg/ml,
dissolvida em &gua esterilizada. A metade das amostras, foram adicionados 25 mg
de hidréxido de cdcio p.a; e como controle, foi utilizada &gua esterilizada,
associada ou ndo ao hidréxido de calcio. Os mondcitos foram obtidos pela doacéo
de sangue de individuos saudavels e foram plaqueados. Os aderentes foram
incubados por 4 dias, a 37°C, com 5% de CO,, em meio M199, com 10% de soro
autdlogo. As diferentes solucBes de endotoxina foram adicionadas aos mondcitos

apés o 5° dia. Depois de 4 horas, os sobrenadantes foram coletados e
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quantificados, avdiando-se a presenca de FNT-a, usando-se o kit ELISA. Os
resultados indicaram que o hidréxido de cécio é eficaz para diminar a habilidade
da endotoxinade E.coli em estimular a producéo de TNF-a pelos mondcitos.

Kononen e d.3!, em 1999 avdiaran a colonizacd de bactérias
anaerObias no primeiro ano de vida, foi um estudo longitudina onde 44 criancas
caucasianas foram acomponhadas aos 2, 6 e 12 meses. Foram redlizados teste de
cutura em agar Bricdla e outros testes para identificacdo de microrganismos
anagrébios utilizando-se sdiva ndo edimulada O microrganismo mais freglente
encontrado em criangas com 2 meses de idade foi Velllonella spp. Prevoltella
melaninogenica esta presente nos primeiros meses de vida, porém sua presenca €
aumentada no primeiro ano. Prevotella intermédia mostrou ter colonizagdo mais
tardia. Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp e Prophyromonas catoniae
foram mais freqientes em 1 ano de idade, sendo o Fusobacterium nucleatum a
mais freqlente espécie anagrdbia em 1 ano de idade A fregiéncia de
microrganismos  facultativos, microagrdfilos e Capnocytophaga comega a
aumentar em torno de 1 ano de idade. Foi verificado que uma vez o
microrganismo tenha se estabelecido, ee tende a permanecer como persstente na
boca das criangas.

Haght-Ponce et a.?*, em 1999 redizaan um estudo para avdiar a
aividade de ligacdo da endotoxina a dentina gpés a aplicacdo de solugdes
irrigantes utilizadas em endodontia, para este estudo os autores utilizaram o teste
Limulus lysate. Foi usado pd de dentina pré-tratada com 10% de hipoclorito de

sodio e 3% de perdxido de hidrogénio em periodos de tempo de 30, 10 e 1 minuto.
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A endotoxina foi diluida em solucdo de 100mg/ml. A ligacéo da endotoxina a
dentina foi menor nas dentinas tratadas com hipoclorito de sbdio 10% que a
tratada com perdxido de hidrogénio 3% aos 10 e 1 minuto. Aos 30 minutos a
endotoxina mostrou Ter pouca ligagdo a dentina para as duas solugdes irrigantes.

Opal et d.°°,1999 avaliou a relacio entre os niveis de LPS no plasma e
nas proteinas que se ligam ao LPS em pacientes com septicemia grave ou choque
septico. Foram  utilizadas amostras de endotoxina do plasma de 253 pacientes
randomizados e em fase |1l do processo de septicemia, as amostras foram obtidas
24 horas gpos o inicio da infeccdo. As amodtras foram diluidas e a avdiacdo da
endotoxina foi feita pdo méodo Limulus lysate. Para determinacéo das proteinas
que s ligam a0 LPS foi feto o tete ELISA. Como grupo controle foram
utilizadas amostras de sangue de 33 pacientes do ambulatorio. Foi verificado que
0s niveis de endotoxina foram 78,3% maiores em pacientes com septicemia e 0s
niveis de proteinas que se ligam ao LPS foram 97% maiores nos pacientes com
septis que o controle. Porém ndo foi encontrada nenhuma corrdagdo entre os
nivels de endotoxina e os niveis de proteinas que ligam ao LPS.

Como a literatura ja tem demonstrado que a endotoxina pode estimular a
producdo de mediadores quimicos do processo inflametério. Matsushita et d.*’,
em 1999, examinaram a inducdo na producéo de interleucinas, IL-1b, IL-6, e IL-8
pela endotoxina de bactérias endodbnticas e também avdiaram a producéo de
anticorpos no soro e sdliva, em presenca da endotoxina. O estudo foi redlizado em
cultura de células de sangue humano, obtidas de 16 pacientes que foram divididos

em 3 grupos no primeiro grupo (4 pacientes): individuos que gpresentavam mais
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de dez grandes lesOes perigpicais evidentes radiograficamente; no segundo grupo
(6 pecientes): individuos que apresentavam uma ou duas pequenas lesbes
perigpicais evidentes radiograficamente; e o tercero grupo (6 voluntarios
saudévels): sem lesio perigpica. As culturas de cdulas foram acrescentades
endotoxinas de Prevotella intermedia ATCC 25611, Porphyromonas gingivallis
381, e Phorphyrimonas endodontalis ATCC 27067. Utilizou-se Escherichia coli
k12 como controle, para a inducdo das interleucinas. Para 0 exame da inducéo da
producdo de citocinas, foi utilizado o teste ELISA. Paa a avdiagédo e
quantificacdo dos anticorpos, foram utilizadas amostras de soro e sdiva dos
grupos de pacientes andisados. Nesse estudo, os autores mediram 1gG do soro e
IgA da sdiva, em resposta a endotoxina bacteriana peo teste ELISA. Foi
observada a producdo de IL-1b, IL-6 e IL-8 em todos os grupos, na presenca da
endotoxina, porém o grupo com grande lesBes gpresentou maior producdo das trés
citocinas, principdmente de I1L-8. Em relacdo a producdo de anticorpos, observou
s que houve producdo de 1gG, especidmente em reacdo a endotoxina de P.
gingivalis, e producdo IgA em todas as amodiras de sdiva, porém ndo existiu
corrdlacd com o tamanho das lesbes. Com isso, 0s autores concluiram que a
endotoxina bacteriana pode estar envolvida em inflamagéo perigpical pois induz a
producao de citocinas e resposta imune.

Slva @ d.°, em 2001, avdiou in vivo o efgto da endotoxina
(Escherichia coli na concentracdo de 10 mg/ml) associada ou ndo ao hidroxido de
cdcio, sobre os tecidos agpicas e perigpicais de dentes de caes, por meio de

avdiacdo histopatoldgica Foram utilizados pré-molares de cdes, para se redizar
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biopulpectomia com posterior preenchimento do cand com endotoxina (grupo 1);
endotoxina associada a0 hidroxido de cdcio (grupo 2), soro fisiolégico (grupo 3)
e no ultimo grupo (4) foram induzidas lesbes perigpicais pela exposicdo pulpar.
Decorrido o periodo experimental de 30 dias, os animais foram sacrificados e as
andises higtopatologicas demonstraram que, tanto no grupo da endotoxina como
no grupo em que < induziu lesfo, houve intenso infiltrado inflamadrio e
reabsor¢es cementarias, dentinérias e Gsseas. Os grupos de endotoxina associada
com hidroxido de cdcio e o grupo do soro fisologico mostraram  tecido
conjuntivo perigpical integro, sem &eas de reabsorcdo, concluindo-se que o0
hidroxido de cdcio foi capaz de inaivar os efeitos toxicos da endotoxina
bacteriana, mesmo em dtas concentracOes.

Buck e d.”, 2001 avdiou o efeito de irrigantes endodonticos (&gua
oxigenada - controle, EDTA, etanol, clorexidina a 0,12%, hipoclorito e
clorexidina associado a0 hipoclorito de sodio) e hidroxido de cdcio sobre
endotoxina (lipopolissacaride) aravés de andlises com cromatografia gasosa e
espectrometria de massa avdiando aravés de qudificacdo do &cido 3-
hidrotetradecanGico  (3-HMA). As amodras ficaam exposas em tempos
diferentes que variavam de 10 minutos para o grupo clorexidina + hipoclorito de
sodio, 30 minutos para todos os irrigantes e o hidroxido de célcio, e 1, 2 e 5 dias
para 0 hidroxido de cdcio. Foi observado que as solugBes acdinas degradam
mas LPS. Os grupos com Clorexidina, EDTA, etanol, hipoclorito mostraram
resultados similares a da &gua oxigenada (controle). A associagdo clorexidina +

hipoclorito 10 minutos mostrou niveis maiores de 3-HMA que o controle e as
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amodtras de hidréxido de cacio 2 e 5 dias mostraram niveis muito maiores de 3
HMA. O reaultado deste estudo mostrou que a por¢do biologimcamente ativa de
do LPS, lipide A, € hidrolisada pelo hidroxido de cdcio e a mistura clorexidina e
hipoclorito, e EDTA, hipoclorito, clorexiding, etanol e &gua oxigenada mostrou
pequena ou nenhuma habilidade de detoxicar o lipide A.

Jang & d.%°, 2003 avdiaran o efeito da endotoxina sobre a
osteoclastogénese e a habilidade do hidréxido de cécio em inibir a formacéo de
osteoclastos estimulado pela endotoxina. Foi redizada cultura de cdulas (cdlulas
RAW) com o ligante do receptor ativador recombinante NF-kB (RANKL) por 72
horas. Ete RANKL estimula a osteoclastogénese e atividade osteocladtica através
da ligacdo ao receptor RANK, na supeficie das céulas precursoras dos
osteoclastos. Apds as 72 horas, o RANKL foi removido e as células foram
tratadas com 0,1; 10 ou 100 hg/ml de LPS e LPS tratado com hidréxido de cacio
(25mg/ml) por 48 horas. Pogteriormente as cdlulas foram fixadas e coradas para
andise histoquimica para deteccdo da formacdo dos osteoclastos. Foi observado
que o LPS induziu a formacdo de osteoclastos e esta indugéo € dose-dependente e

o hidroxido de cdcio inibiu a habilidade do LPS em formar osteocl astos.



Proposi¢ao

A proposta deste trabalho é avdiar histologicamente a resposta dos tecidos
periapicals de dentes de macacos a presenca de endotoxina associada ou ndo ao
formocresol.

As hip6teses a serem testadas seréo:

HO: A endotoxina associada ao formocresol ndo influencia aresposta dos
tecidos perigpicals.

H1: A endotoxina associada ao formocresol influencia a resposta dos

tecidos perigpicais.



Material e méodo

O parecer do Comité de Etica encontra-se em anexo.

Preparo da solugdo de endotoxina e da associacdo

endotoxina/formocresol

No fluxo laminar, um frasco contendo 100mg de endotoxina de
Escherichia coli (Lipopolysaccharide E.coli  serotype 055:B5°) foi suspenso em
10 mL de solucdo sdina tamponada fosfatada (PBS), originando uma solugéo na
concentracdo de 10mg/mL.

Estes 10 mL de solucéo foram divididos em 10 porgdes de 1mL cada,
que foram diquotados e acondicionado em ependorfs estéreis. Estes ependorfs
foram mantidos em freezer a gproximadamente - 4°C.

Em um dos ependorfs com 1ml de solucBdo de endotoxing, foi
adicionado 1ml de formocresol~ para obter-se a mistura de 2 ml de
endotoxinalformocresol na propor¢do 1:1. A associacd formocresol/endotoxina

foi preparada um dia antes do procedimento operatério (Figura 1).

" SigmaAldrich QuimicaBresil
Formocresol de Buckley - Sultan
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FIGURA1- Preparo da solucéo de endotoxinae
mistura endotoxina/formocresol

Procedimentos operatorios

Para 0 experimento foram utilizados 3 macacos Cebus apella
libidinosus do Nucleo de Procriacdo de Macaco-Prego do Departamento de
Morfologia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba UNESP. Foram
sdecionados 0s primeiros, segundos e terceiros prémolares superiores e
inferiores.

Em cada animd foram testados todos os grupos experimentais em
sstemade rodizio.

Foram utilizados 36 dentes, dos quais 12 dentes foram destinados ao
grupo | (mistura endotoxinalfformocresol), 15 dentes para o grupo Il (endotoxina
e curativo com formocresol) e 9 dentes para o grupo |ll controle (endotoxina). A
quantidade de dentes utilizada no trabaho esté de acordo com a literatura revisada

(Dwyer & Torabingad®’,1981; Mattison et a.°,1987; Silvaet d.®”, 2002).
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O procedimento operatério foi realizado sob anestesa gerd, aravés de
injeco intraperitonedl de tiopenta sodico na dosagem de 30 mg/kg de peso
corpora e injegdo intramuscular de diazepinico” na dosagem de 0,12 mg/kg de
peso corporal.

Todo o indrumentd e maerid utilizados nos procedimentos

operatdrios foram esterilizados em autoclave a 120°C, por 20 minutos (Figura 2).

FIGURA 2 - Materiais para o procedi mento operatorio)

A seguir foi efetuado o isolamento absoluto com dique de borracha, anti-
sepsia do campo operatdrio com dcool iodado a 0,3%, neutralizacdo com solucdo

de dcool/éter, em partesiguais (Figura 3).

Thionembutal - Abbot Laboratérios do Brasil Ltda. - RJ
Diazepan— Furp
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Em seguida, foi iniciada a abertura coron&ia dos dentes pela face
oclusal, com ponta diamantada esférica, montada em turbina de ata rotacdo, sob
refrigerac@o (Figura4).

Apos acesso a camara pulpar, remocao da polpa coron&ria e irrigacéo, foi
executada a pulpectomia com lima estirpa nervo™™ com o didmetro compativel ao
cand radicular; a irrigacéo/aspiracdo foi feita com soro fisologico a temperatura

ambiente.

FIGURA 3 - I solamento absol uto FIGURA 4 - Aberturacoronéria
A determinacdo do comprimento de trabalho foi obtida através de
odontometria do cand radicular em radiografias de crénio seco de macaco prego,
em funcdo da dificuldade da tomada radiogréfica devido a dimenséo reduzida das
arcadas dentérias dos animais.
Abundante irrigacdo/aspiracdo foi redizada com soro fisoldgico apés
a pulpectomia e o cana foi seco com pape absorvente edterilizado. Em seguida os

dentes receberam os materiais.

:*Ponta diamantada 1012 - KG Sorensen
Estirpanervo- Maillefer
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Grupo | (12 dentes): foi colocado no interior do cand a mistura
previamente preparada de 0,01 mL de solucdo de endotoxinalformocresol de
Buckley com o auxilio de seringade insulina e agulha hipodérmica”.

A seguir, o dente foi fechado com bolinha de algoddo edterdizado e
cimento IRM™ ™"

Grupo Il (15 dentes): foram injetados 0,01 mL de solucdo de
endotoxina previamente preparada utilizando seinga de insulina e agulha
hipodérmica. Apds isto, foi colocado uma bolinha de agoddo com solucdo de
formocresol de Buckley e o dente foi fechado com bolinha de algodéo esterilizado
ecimento IRM.

Grupo Il (Controle - 9 dentes): foram injetados 0,01 mL de solucéo de
endotoxina previamente preparada utilizando seringa de insdina e agulha
hipodérmica. Em seguida, o dente foi fechado com bolinha de dgoddo esterilizado
e cimento IRM.

Os pré-molares foram nomeados baseado no odontograma humano,
sendo que os terceiros pré-molares receberam a numeracdo do primeiro molar
humano. A esquerda desses nimeros foi acrescido o nimero referente a0 macaco

utilizado no experimento. O esquema de rodizio seguiu a seguinte ordem:

” Seringadeinsulinalbrasgama
. *Agul ha hipodérmica precisionglide 30G1/2 13x3
IRM - Dentsply
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ANIMAL 1

116

ff—““\CD
WCD

LPS/FC

ANIMAL 2

LPS+- FC
216 215 214

246 245 244

LPS/FC

LPS/FC

124 125 126

)

134 135 136

LPSt+- FC

LPSt+- FC

224 225 226

234 235 236

LPS

59
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ANIMAL 3
LPS/FC LPS
316 315 314 324 325 326
346 345 344 334 335 336
LPS+ FC LPS+ FC

ApoGs o0s procedimentos, foram gplicados por via intramuscular
0,7ml de Diclofenaco de potésso (Cataflan) 75 mg. Foi também administrado
2 gotas de Paracetamol (Tylenol) 2 vezes ao dia durante 2 dias por via ordl.
ApGs os 2 dias os animas receberam a mesma adimentacdo que 0s outros
animais do Nucleo.

Os animais foram mantidos no Nucleo de Procriacdo de Macacos
Prego durante 55 dias e decorrido este periodo foram sacrificados sob anestesia e

perfusdo com paraformaldeido em diferentes pHs.
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Procedimento histoldgico

As maxilas e mandibulass foram removides, imediatamente
radiografadas e recortadas para separacdo dos dentes e as pegas imersas em
formol de Lillie tanponado, pH 7,2** permanecendo em processo de fixacdo por
96 horas.

A seguir as pecas foram lavadas em &gua corrente durante 24 horas,
imersas em desminerdizador de Morse™ por 45 dias com trocas a cada 3 dias.
SHientase que as maxilas ficaram envoltas em compressas de gaze, presas com
fittho a fim de pemanecerem suspensas no  liquido. Apds completa
desminerdizacdo, as pecas foram neutrdizadas em solucdo de sulfato de sodio
durante 24 horas.

Os dentes passaram por processo de desidratacdo em alcoois crescentes
(70%, 90% e absoluto), diafanizacdo em xilol, embebicdo em parafina, confeccéo
do bloco e microtomia em microtomo rotatorio, obtendo-se cortes semi-seriados
de 6mm de espessura.

Durante o recorte das pecas ndo foi possivel a separacdo de alguns
dentes para a confeccdo de blocos individuais devido a proximidade dos seus
doices radiculares. Ficaram unidos em um Unico bloco o 1° e 2° prémolar
superior direito do macaco 1 (grupo I11), £ e 2 pré-molar superior esquerdo do
macaco 3 (grupo I11), 1° e 2° pré-molar superior esguerdo do macaco 1 (grupo I) e

1° e 2° pré-molar inferior direito do macaco 1 (grupo ).
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Coloracao

Todo o materid foi corado com hematoxilina-eosna para andise
morfologica Coloragdo pelo Tricrdmico de Masson para andise da substancia
intercdlular amorfa e fibrosa, e coloracd de Brown e Brenn para verificar a
presenca de bactérias.

A andise das laminas foi redizada com auxilio microscopio Optico
comum e todos os eventos relevantes foram fotografados para posterior

arquivamento.

Andlise histopatol dgica

Os eventos histopatoldgicos avaiados foram intensdade de resposta

inflamatoria e presenca de bactérias. Estes eventos histopatoldgicos foram

graduados como descrito nos quadros 1 e 2.

" Fotomicroscopio optico - Zeiss, modelo Jenaval
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Quadro 1 — Escores atribuidos aos eventos histopatol 6gicos

Escore

Observacao

0 — Seminflamacéo

Nenhumainflamacéo

1- Inflamacdo leve As amodras modran  cdulas inflamatdrias  difusas,
predominantemente  crnicas e as  caacteridicas
edruturais da polpa resdud aindaidentificavels

2 — Inflamacéo As amodras demondram aclmulos focas das cdulas

moderada inflamatorias, mas nenhuma necrose no tecido e

desaparecimento das caracteristicas estruturais da  polpa
resduad e dos tecidos perigpicas e nenhuma necrose

tecidual

3 — Inflamaco severa

Subdtituicdo extendgva da polpa resdua ou dos tecidos

perigpicais por um infiltrado inflamatério cdlular

4 — Abcesso

Formag&o de abcesso

1SO*’, 1997

Quadro 2 - Presenca de bactérias

Escore Observacao

0 Ausente

1 Presente no interior do cand radicular

2 Presente no forame apica e/ou regido periapica

1SO*’, 1997
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Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise edtatidtica, utilizando-se
o teste Kruskal-Wallis, pois foram estudados 3 grupos de dados ordinais, néo
empare hados (Doria Filho'®, 1999).

Para edta andise, foi utilizado o software GMC 2002, desenvolvido pelo
Prof. Dr. Gerddo Maia Campos, do Departamento de Morfologia, Estomatologia
e Fisologia da Faculdade de Odontologia de Ribeiréo Preto, da Universdade de

Sao Paulo.
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Grupo | (mistura de endotoxina e formocresol)

Os 12 dentes utilizados no experimento resultaram em 10 blocos para
andise histoldgica, sendo que 8 dentes foram arranjados em blocos individuais e 4
dentes em blocos com dois dentes cada

Ese grupo agpresentou a regido apical e perigpical com reacéo
inflamatéria severa na maoria dos dentes pulpectomizados e com cand
preenchido com a mistura de endotoxina e formocresol.

A reecdo inflamatoria foi classficada como severa, caracterizada pela
presenca de grande numero cdulas inflamatdrias, especidmente cdulas
plasmdcitos, macréfagos, neutrdfilos e células gigantes multinucleedas (Figura 5).

Os vasos sangliineos apresentam+se hiperemiados, com a luz repleta de
heméceas e marginacdo leucocitaria. Este evento proporcionou um aumento na
concentracdo de leucdcitos, na sua maioria mononucleares espalhados pela regido
goicd em melo a cdulas resdentes do tecido conjuntivo e substéncia intercelular
fibrosa (Figuras6 e 7).

Foi observado também grande nimero de capilares linféicos. Nédo foi
encontrada contaminagdo por bactérias (Figura 8).

Todos os blocos deste grupo apresentaram esta classficagéo de

inflamacéo.
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Grupo Il (introducdo de endotoxina no canal e curativo com

formocresol)

Este grupo foi formado por 15 dentes que foram conformados em
blocos individuais.

A reacdo inflamatdria foi classficada como severa, caracterizada pela
presenca de grande nimero de leucdcitos polimorfonucleares na regido centrd das
lesdes, rodeadas por macréfagos muitas vezes ativos (Figuras 9, 10 e 11).

Mais disante da regido central das lesdes observou-se presenca de
células mononucleares e capsula fribrosa rodeado as |esdes.

Os ddemas vesculares sanglineo e linfatico gpresentaram-se  com
dilatacéo acentuada.

N&o foi encontrada contaminacéo por bactérias (Figura 12).

Este quadro foi observado em 11 dos 15 espécimes observados. Em 2
egpécimes foram observadas reacdo inflamatéria moderada e 2 sem reagcéo

inflamatoria.

Grupo |11 (endotoxina) - controle

Os 9 dentes utilizados no experimento resultaram em 7 blocos para
andise histoldgica, sendo que 5 dentes foram arranjados em blocos individuas e 2

dentes em blocos com dois dentes cada
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Na regido perigpical pode-se observar reacdo inflamatéria de leve a
moderada (Figura 13).

Esa reacdo estava bem representada pela presenca de leucdcitos
mononucleares  macrofagos,  plaamocitos e em  dguns  espécimes
polimorfoucleares restritos a regido centra dareacéo (Figura 14 e 15).

Rodeando o0s leucocitos, foi observado grande concentracdo de
capilares sangliineos, e 0 peridpice gpresentava-se com edema e dilatagdo do
sgtema vascular sangiineo e linfético.

N&o foi encontrada contaminagéo por bactérias (Figura 16).

Cinco espécimes foram classficados como inflamacdo moderada e 2

como sem inflamacéo.
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Tabela dos eventos histopatol 6gicos

Tabdla 1 — FregUéncia dos resultados da andlise histopatoldgica com relacéo a

intensdade do infiltrado inflamatorio.

Tipo de Inflamacéo Grupo | Grupo Il Grupo 111
(LPS/FC) (LPS+- FC) (LPS)
Sem inflamagéo 2 2
Leve
Moderada 2 5
Severa 10 11
Abcesso
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Andlise estatistica

Os grupos | (LPS/FC), 1l (LPS e curativo com FC) e Il (LPS) foram
confrontados dois a dois, utilizando-se o teste Kruska-Walis pois foram

estudados 3 grupos de dados ordinais, néo emparelhados (Doria Filho, 1999).

Tabela 2 — Resultados do teste Kruskal-Wallis

Vaor (H) de Kruska-Wallis caculado 16.5697
Vdor do chi® para 2 graus de liberdade 16.56
Probabilidade ao HO para esse valor 0,03%

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

O vaor de H aparece repetido como chi? porque a sua significancia,
avdiada pelatabela do qui-quadrado.

Tabela 3 - Comparacdes entre médias dos postos das amostras

Amostras comparadas | Diferencas entre Vaor criticos (3) Sgnificanda
(comparacbes 2 a2) asmédias 0.05 0.01 0.001

Grupo | X Grupo Il 4.4667 4.6417 | 6.2556 | 8.3052 ns
Grupo Il X Grupo I 15.5714 5.6031 | 7.5512 | 10.0254 0,1%
Grupo | X Grupo lll 11.1048 5.2044 | 7.0139 | 9.3120 0,1%

Os dados contidos na Tabela 3 mostram que ndo houve diferenca
edtatisticamente significante entre os grupos | (mistura LPS e FC) e grupo 11 (LPS
e curativo com FC). E houve diferenca edtatiticamente significante em 0,1% entre

osgrupo | eogrupo ll1, eentreo grupo Il eo grupo 111
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Da metodologia

Neste trabdho foi utilizado macaco como animd expeimenta, eda
escolha teve como fundamentacdo cientifica, a proximidade com a raca humana
na excaa filogenética e ainda pelas caracteridicas de suas edtruturas dentais, em
especia o forame apicdl. (Estrela®,2001).

Sabe-s2 que o0 €efeto da endotoxina € dose-dependente e varias
concentracdes ja foram testadas. Dwyer & Torabingad'’, em 1981 utilizaram 1,
10 e 100 nyml; Aitts e d.%%, em 1982 utilizou 1 mg/ml, Dahlén e d.1%, em 1981
e Slva et d.%, em 2002 utilizaram 10 mg/ml. Silva et d.%”, 2002 observaram que
a concentracdo de 10mg/ml, mesmo sendo uma concentracdo elevada, foi capaz
de ser indtivada pelo hidroxido de cdcio, assm sendo a concentracdo da
endotoxina utilizada neste traba ho foi de 10mg/ml.

No presente trabalho foi utilizada a endotoxina da enterobactéria E.
coli por ser representativa da maioria das endotoxinas, pela sua toxicidade e pela
sua ampla utilizacd em trabdhos de pesquisa (Dahlén e d.'4, em 1981,
Mattisor®, 1987; Barthel®, 1997; Silva, 2002).

Existem diversas pesquisas sobre o formocresol, destaca-se trabahos
de avdiacio dinica e radiogréica (Droter'®1963; Rélling et d.°®1976; Boeve &

Dermaut®, 1982; van Amerongen et d.”°,1986; Mulder et d.%2,1987; Nunn et
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d.%81996) e estudos histopatolégicos e histoquimicos sobre a sua toxicidade
(Myers et d.**, 1978; Pashley et d.>*, 1980; Myers et a.*°, 1983; Gazi et d %2,
1981; Jeng et d. 28, 1987; Yamasaki et d.%, 1994; Matsumoto et .8, 1998). E o
medicamento mais utilizado em terapias endodbnticas na dentadura decidua tanto
para pulpotomias vitais como em casos de pulpectomias e necrose pulpar, porém
até 0 ano de 2000 nenhum estudo havia redlizado relacionando este medicamento
com a endotoxina. Sant‘Anna et d.%?, 2000 avaiaram o efeito da associagio
endotoxina formocresol em tecido conjuntivo subcuténeo de camundongos. Foi
utilizada a misura de formocresol e endotoxina em partes iguals, sendo que a
endotoxina estava na concentragdo de 10 mg/ml. A midura formocresol e
endotoxina provocou no tecido subcutdneo de camundongos inflamacdo aguda e

Necrose.
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Dos resultados

Kononen et d.3!, em 1999 verificaram a presenca de microorganismos
anaerébios na cavidade bucd de crinagcas no primeiro ano de vida. No processo de
caie, 0 que s veifica inicidmente € uma contaminacdo por microrganismos
aerébios e facultativos. Com a evolugdo do processo observa-se a exposicao e
contaminagdo pulpar, dentro da polpa observa-se uma mudanga no tipo bacteriano
(“shift” microbiano), havendo uma predominancia de microrganismos anaerébios
e gram-negaivos disseminados por todo o Ssema de canais radiculares,
epecidmente em dentes com necrose pulpar e reacdo perigpicd (Shen &
Shilder®, 1975). Isto se deve a diferencas nutricionais e de tensio de oxigénio que
ocorrem a0 se penetrar no interior dos canais radiculares (Sundqvist”, 1992). As
bactérias gramnegativas S0 condituidas de membrana citoplasmdica e
membrana esquelética, sendo esta Ultima formeda por proteinas, lipoproteinas e
lipopolissacérides (LPS) também denominado endotoxina (Dahlén et d.'4, em
1981, Mattisor™®, 1987; Pitts et al.>2, 1982; Rietchield & Brade®’, 1992).

A endotoxina € liberada durante a multiplicagdo ou a lise da bactéria
promovendo repostas bioldgicas no tecido perigpicd como inflanacdo e
reabsorcdo Gssea. O processo inflamatdrio € desencadeado pela ativagdo de
macrofagos, neutrdfilos, dsema complemento e metabolismo do é&cido
aracdonico. Edta atuacdo desencadeia a liberacdo de mediadores quimicos como
as interleucinas (la, 1b, 6 e 8) e Fator de necrose tumora pelos macréfagos e

ativam a osteoclastogénese aumentando o efeito inflamatdrio locd e reabsorcdo
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6sea (Raiz°,1974, Morrison & Kline*®,1977; Dwyer & Torabingad'’,1981; Pitts
e d.°21982 Matison e d.%1987, Stashenko’®,1990; Sdfavi &
Rossomando®,1991; Wang & Stashenko®,1991, Horiba et a.?°,1991; Rietchidd
& Brade®’,1992, Safavi & Nichols™,1993; Jang et d.%°, 2003).

Muitos trabalhos foram redizados mostrando o efeito toxico da
endotoxina nos tecidos agpicas e perigpicas em animas expeimentas. Foi
observado que a aplicacdo de endotoxina em canais radiculares apds pulpectomia,
em concentragbes variadas promove lesfio perigpicd visivel radiograficamerte
(Dahén et d.'*1981; Dwyer & Torabingad'’,1981; Pitts et a.°?1982; Mattisorr?,
1987; Silvaet d.”, 2002).

Em contraste, Munford & Hall, 1986 demonstraram que os neutrofilos
liberam enzimas que reduzem a toxicidade tecidud da endotoxina, maostrando que
0 préprio organismo é capaz de se defender contra a acéo deste antigeno.

Os resultados do grupo da endotoxina (I11) confirmam os relaos da
literatura, umavez que aos 55 dias foi observada inflamagdo moderada no tecido
perigpica, presenca de neutrdfilos e macréfagos no loca. Comparando este grupo
coOm OS outros grupos experimentails, observa-se uma mehora no quadro
inflamatorio, 0 que sugere que o organismo do animd edtava reagindo, iniciando
0 processo de reparo.

Ja nos grupos experimentais (I e Il) o que se observou foi um atraso no
processo de reparo, uma vez que a inflamacéo foi classficada como severa. 1sso
aconteceu provavelmente pela presenca do formocresol. Nossos resultados

concordam com agueles obtidos por véaios investigadores quandorelatam que o
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formocresol € citotoxico e retarda 0 processo de reparo (Yamasaki, 1998;
Matsumoto et al., 1998, Sant’ Anna et a., 2000).

Porém a dlvida permanece, pois o formocresol tem comprovada
efetividade clinica e radiogréfica para o tratamento endodontico de dentes
deciduos, tanto nos casos de hiopulpectomia como  necropulpectomia
(Droter’®,1963; Rolling et d.°8,1976; Boeve & Dermaut®,1982; van Amerongen et
d.’®,1986; Mulder et a.*?,1987; Nunn et a.*8,1996).

Apesr do grupo experimentd Il tentar smular os procedimentos
redizados durante o ao clinico, aguns fatores podem ter interferido no resultado,
pois no presente trabalho o curativo com formocresol permaneceu no interior da
camara pulpar por 55 dias, 0 que ndo condiz com a redidade clinica, uma vez que
0 curativo com formocresol ndo deve permanecer mais que 7 dias no interior da
camara pulpar. I1sto pode judtificar a presenca de uma reacéo inflamatéria severa.

Os grupos experimentais | e Il utilizaramse do formocresol associado a
endotoxina porém de formas diferentes, o grupo | na forma de mistura e o grupo |l
a introducdo da endotoxina e curativo com formocresol. Foram observados
resultados iguais para os dois grupos, ou sga os dois apresentaram reacdo
inflanatéria severa. A primdra vista, espera-se que no grupo | (mistura) o
resultado deva ser mais desfavoravel quando comparado ao grupo Il (curétivo),
uma vez que no grupo | o formocresol misturado a endotoxina foi introduzido no
interior do cand radicular, porém o que se observou foi uma igualdade na resposta

dos tecidos perigpicais. Uma explicacdo para este resultado € que o formocresol €
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um medicamento voldil e age a digéncia, produzindo os mesmos efetos
citotoxicos quando introduzido diretamente no interior do cand radicular.

Uma possivel resposta para esta diferenca entre os resultados relatados na
literatura e o presente trabalho poderia ser que no procedimento clinico utiliza-se
dois curativos de formocresol com trocas semanals e em seguida obturase a
entrada do cana com Oxido de zinco-eugenol, com iSO promove-s£ uma
descontaminacdo dos canais e as possivels reagtes inflamatdrias que possam estar
ocorrendo no tecido periapica seréo reparadas pelo proprio organismo, aravés da
aivacdo de seu Sstemaimune.

O Unico medicamento cgpaz de indivar a endotoxina € o hidréxido de
cdcio. Eda indivacdo ja foi comprovada em esudos quimicos (Safavi &
Nichols®®, 1993), em culturas de cdulas (Barthd et d.*, 1997; Buck et a.’, 2001;
Jang et d.%°, 2003) e estudosin vivo (Sivaet d.”, 2002).

N&o é possivel determinar aravés deste estudo qua a interacdo quimica
entre a endotoxina e o formocresol. Este trabaho teve a funcdo de observar a
capacidade do formocresol em atuar sobre a endotoxina através de uma estudo in
vivo e 0 que pode-se concluir € que o formocresol parece néo inativar os efeitos
toxicos da endotoxina, ou aé a interacdo formocresol/endotoxina produziu
inflamac&o tecidud mais severa que a endotoxina sozinha.

Fica entéo aberta a possbilidade de novos trabahos para a verificagcdo do
real atuacdo do formocresol sobre a endotoxina bacteriana, uma vez que o
formocresol € anda um dos medicamentos mas populares e anda 0 mas

utilizado para o tratamento endodéntico de dentes deciduos.



Conclusao

Dentro das condicBes experimentais do trabaho, os resultados obtidos
permitem concluir que;
- A asociacdo endotoxina e formocresol, sendo ela na forma de
mistura (grupo 1) ou por introducdo de endotoxina no cand e
curaivo de formocresol (grupo Il) influenciaram a reposta dos
tecidos perigpicais. Isto ficou demonstrado pois a associacdo
promoveu o desenvolvimento de lesdo perigpica severa, enquanto
gque a endotoxina sozinha (grupo Ill) provocou reacdo perigpica

moderada.
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SANT 'ANNA, A.T. Avaliacéo histolégica da resposta dos tecidos periapicais
de dentes de macaco a endotoxina associada ao formocresol. 2003 104f. Tese
(Doutorado em Odontopediatria) - Faculdade de Odontologia, Universdade
Estadua Paulista, Araraguara, 2003.

RESUMO

O objetivo do trabaho foi avdiar o efeito da endotoxina associada ao formocresol
em tecidos perigpicais de dentes de macaco, por meio de avdiacdo histologica
Foram utilizados 36 pré-molares de 3 macacos, que apos a abertura coronaria e
biopulpectomia, foram preenchidos com diferentes medicamentos Grupo | (12
dentes): mistura de endotoxina/formocresol; Grupo Il (15 dentes): endotoxina e
curativo de formocresol; Grupo 1ll (controle - 9 dentes): endotoxina. Decorridos
55 dias, os animais foram sacrificados, as pegas removidas e submetidas a
processamento  histologico. Os  resultados demonstraram que a  associagcéo
endotoxina e formocresol, sendo €a na forma de mistura (grupo 1) ou por
introducdo de endotoxina no cand e curaivo de formocresol (grupo |1I)
ocasonaram desenvolvimento de inflamacdo perigpical severa, enquanto que a
endotoxina sozinha (grupo 111) provocou reacéo perigpical moderada De acordo
com a andise edatistica ndo houve diferenca nos resultados entre o grupo | e
grupo Il. E foi obsarvada diferenca edtatisticamente sgnificante entre os grupos
experimentais (grupo | ell) e o grupo controle (grupo II1).

Palavras-chave: endodontia, dentes deciduos, endotoxina



SANT'ANNA, A.T. Histological evaluation of the effect of endotoxin
associated with formocresol on the periapical tissues from monkeys teeth.
2003. 104f. Tese (Doutorado em Odontopediatria) - Faculdade de Odontologia,

Universdade Estadud Paulista, Araraquara, 2003.

ABSTRACT

The am of this sudy was to evduae the effect of endotoxin associated with
formocresol on the perigpica tissues from monkeys teeth, by using higologica
evaduaion. Thirty-sx premolar teeth from 3 monkeys have been used, and after
the coronary opening and pulpectomy, they were filled with different
medicaments. Group | (12 teeth): endotoxin associated with formocresol; Group |1
(15 teeth): endotoxin and cotton pullet of formocresol; Group Il (control - 9
teeth): endotoxin. After 55 days, the animas were sacrificed and the teeth
removed and then submitted to histological processng. The results obtained
shown severe inflammation on perigpica tissue on group | and on group I, and

group 111 shown moderate inflammeation on perigpical tissue.

Keywords: endodontics, deciduous tooth, endotoxin
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