Paul o Tadeu da Si | va

AVALIACAQ DA CITOTOXICIDADE DE
CIMENTOS ENDODONTICOS EM RELAGAO
AOS REATIVOS INTERMEDIARIOS DO
OXIGENIO E NITROGENIO EM CULTURAS DE
MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS

ARARAQUARA
2004




Paul o Tadeu da Si | va

AVALIAQAO DA CITOTOXICIDADE DE CIMENTOS
ENDODONTICOS EM RELACAO AQOS REATIVOS
INTERMEDIARIOS DO OXIGENIO E NITROGENIO EM
CULTURAS DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGQS

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia
de Araraquara, da Universidade Estadual
Paulista, para a obtengdo do titulo de Doutor

em Endodontia.

Orientador: Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo

ARARAQUARA
-2004-



Silva, Paulo Tadeu

Avdiagdo da citotoxicidade de cimentos endodbnticos em
rlacéo aos redtivos intermediaios do oxigénio e nitrogénio em
culturas de macréfagos peritoneais de camundongos. / Paulo
TadeudaSilva — Araraquara: [s.n.], 2004.

1711.;30cm.

Tese (Doutorado) — Universdade Edadua  Paulista
Faculdade de Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo

1. Sobrevivéncia cdular 2. Oxido nitrico 3. Perdxido de
hidrogénio 4. Citotoxicidade cdular anticorpo-dependente 5. Materiais
restauradores do cand radicular |. Titulo.

Ficha catal ogréfica elaborada pela Bibliotecaria Maria Helena M. Komasti Leves CRB 8/2570
Servico de Biblioteca e Documentacdo da Faculdade de Odontologia de Araraquara/ UNESP




Paul o Tadeu da Si | va

AVALIAQAO DA CITOTOXICIDADE DE CIMENTOS
ENDODONTICOS EM RELAQAO AOS REATIVOS
INTERMEDIARIOS DO OXIGENIO E NITROGENIO EM
CULTURAS DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS

COMISSAO JULGADORA

TESE PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo

22 Examinador: Prof. Dr. Celso Kenji Nishiyama
32 Examinador: Prof. Dr. Abilio Albuquerque Maranhdo de Moura

42 Examinador: Prof. Dr. Iracilda Zeppone Carlos
52 Examinador: Prof. Dr. Idomeo Bonetti Filho

Araraquara, 30 de agosto de 2004



Dados Curri cul ares

NASCIMENTO
FILIACAO

1972/1976

1975

1976/1977

2000/2003

1996/2004

2003/2004

Paulo Tadeu da Silva

20.5.1953 - ITIRAPINA/SP
Waldyr Lage Silva
Wanda Apparecida Vieira da Silva

Curso de Graduagao
Faculdade de Farméacia e Odontologia de
Araraquara-SP

Monitor da Disciplina de Endodontia da Faculdade
de Farmacia e Odontologia de Araraquara-SP

Curso de Especializagdo em Endodontia na
Faculdade de Farméacia e Odontologia de
Araraquara-SP

Curso de Po6s-Graduacdo em Endodontia, nivel de
Mestrado, na Faculdade de Odontologia de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”

Professor do Curso de Especializacdo em
Endodontia da Associagdo Paulista de Cirurgides
Dentistas-Regional de S&o Carlos-SP

Curso de PoOs-Graduacdo em Endodontia, nivel de
Doutorado, na Faculdade de Odontologia de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”



Dedi cat 6ri a

A DEUS. senhor e fonte de amor e

sabedoria eterna por ter permitido que eu

conquistasse mais uma etapa em minha vida.

Ao meu pai WAl dyr Lage

Silva (In Memoriam), & minha mée

V\anda, a0 meu irmzo Car | oS,

que conduziram a minha caminhada, esta

oracéo:

"Ave Maria, gratia plena. Déminus tecum: benedicta tu in mulieribus, et

benedictus fructus ventris tui Jesus.

Sancta Maria, Mater Dei, ora pro nobis precatdribus, minc et in hora mortis
nostrae.
Ame"
Pater noster, quies in caelis, sanctificetur nomen tuum.

Advéniat tua, sicut in caelo et in terra.
Panem nostrum, quotidiaunum da n6bis hddie. Et dimitte nobis débita nostra,
sicut et nas dimittimus debitoribus nostris. Et ne nos indugas in tentationem:

sed liberanos a mala. Amén".

ACri sti na, minha esposa, pelo

apoio e ajuda na concentrizacao deste

trabalho.



Agr adeci nent os Especi ai s

Ao meu orientador Prof. Dr .
Renato de Tol edo Leonardo:
Através de sua amizade, gestos,
sabedoria, empenho, paciéncia e uma
dedicacdo de maneira impar, formou
um discipulo e admirador, é
considerado um dos "Luminares" da
Endodontia Técnica e Biolégica.

A Profa. Dr a. I racil da
Zeppone Carl os, que com sua
sabedoria, paciéncia, perspicacia,
soube transmitir seus ensinamentos
seguros e objetivos, para que durante a
minha caminhada, pudesse chegar a
recompensa final, da realizacdo deste

trabalho.

Ao Prof. Dr. Mario Roberto
Leonar do, ‘"icone da Endodontia
Biologica", com o0 seu expressionismo,
no seu modo de agir, pensar como
pessoa humana, sensivel, pesquisador
e orientador, responsavel pela minha
formagdo na Endodontia e também de
muitos  discipulos  seguidores do
mesmo, € um exemplo de dignidade e
personalidade como ser humano.

Ao Amigo e Colega Dr.

Mar cos

Jacobovi t z, pelo apoio e incentivos

constantes a minha pessoa.



Meus Agradeci nent os

rn  Profa. Dr a. Rosemary  Adri ana
Chi érice Marcantoni 0, opietora e Prof.
Dr. José Carlos Martins Segalla,

Vice-Diretor da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP.

a Prof. Dr. Mario Tanomaru Fil ho, ex
coordenador ¢ Prof. Dr. Renato de Tol edo
Leonar dO, Atual Coordenador do Curso de Pos-Graduacdo em
Odontologia, Area de Endodontia, em niveis de Mestrado e Doutorado da

Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP.

ros Profs. Drs. Roberto M randa
Esber ard, | doneo Bonet ti Fi | ho,
Mario Tanomaru Filho ¢ Fabio Luiz
Camargo Villela Berbert, meus respeitos e

agradecimentos aos ensinamentos e atencdo que me devotaram.

n Prof. Dr. Jayme Mauricio Leal, "n

Memoriam", pelo conhecimento, convivéncia e amizade, durante 0 nosso

convivio, como Professor e Aluno.



ro Prof. Dr. Welingtom Dinelli, pelo apoio

e estimulo na realiza¢do do Curso de Doutorado em Endodontia.

A todos os Prof essores do Curso de PoOs-
G ad uac ao, pelos conhecimentos, apoio e amizade a mim dedicados.

Ao C.E.E.A. pela compreensdo, paciéncia e dignidade na aprovagao do projeto

para realizacdo deste trabalho.

A Maria Helena Matsunmoto Konasti
Leves e Maria José Peron, pela revisdo das novas

normas bibliograficas.

Aos funcionérios da Disciplina de Endodontia SI . Pedr oe Sr a.
Lui za.

Aos funcionarios da Secdo de Pos-Graduacdo da Faculdade de Odontologia de
araraquara-UNESP,  MAra, Vera, Rosangela e

Si | vi a, pela ajuda, orientagéo, atencdo e amizade.

A LTVI d, pelo apoio constante nos incomensuraveis conhecimentos na

area de computacao.



A Célia Regina Fachine Sanches

Si | VA, pela atencdo, ajuda, paciéncia e amizade com que conduziu a

digitacdo desta Tese de Doutorado.

A Lenyr a Cam !l o Zanmi, tuncionaria aposentada do
Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de

Araraquara-UNESP, pela atencéo, amizade e ajuda.
A todos Funci onarios da Biblioteca, pea
educacdo, amizade, boa vontade, respeito e atendimento na ajuda ao

desenvolvimento deste trabalho.

A funcionaria da Disciplina de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de  Araraquara-UNESP, MAri sa Canpos
Pol esi Pl acer es, pela amizade e auxilio na execucdo deste

trabalho.

A Profa. Dr a. Li zete Toledo de
Oiveira Ranal ho, da Disciplina de Histologia, pela
orientacdo segura e precisa quanto aos ensinamentos ao manuseio da

Dignidade Humanitéaria.

Ao técnico LUT'S Antoni o Pot eNnNZa, da Disciplina de
Histologia, pelos ensinamentos seguros para o tratamento e orientagdo dos

animais que foram utilizados nessa pesquisa.



aos  Am gos do Cur so de Pés-
G ad uac a0 da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP.

roLUuis Rocatelli, pela amizade e paciéncia com que ajudou

e orientou a parte fotografica deste trabalho.

A Danielle Cardoso Geral do Ml a, auna

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, pela grande contribuicdo quanto ao

planejamento estatistico.

Aos meus Colegas do Curso de Pds-Graduagdo, em nivel de Mestrado, da
Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP, especialmente da area de
Endodontia, Angel o Pol i sel i Net o,
Fer nando Si mbes Crisci, Juliane
Maria  Guerreiro  Tanomaru, Maria
Eugénia Flores Alatorre ¢ Erica
Sequei ra.

Aos Colegas do Curso de Poés-Graduacdo, em nivel de Doutorado, da
Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP, MRAI COS
Vinicius Reis SO0, Juliane Maria
Guerreiro Tanomaru, Jodo Vicente
Baroni Barbizan e Elaine Cristina
Gulin de Aiveira,comos quais convivi e muito aprendi

em Endodontia, os meus agradecimento.



Sumario

INTRODUGAD ..ottt 11
REVISAO DA LITERATURA .ooiiiiiiiiiee e, 15
PROPOSICAD ..ottt e, 101
MATERIAL E METODO ...iiiviiiiiiiieiceee e 102
RESULTADO .oiiiiiiieiiee e, 110
DISCUSSAD ooiiiiiiiiiieiii e, 129
CONCLUSAD .o, 137
REFERENCIAS oot 138
APENDICE ...oiiiiiiiii e, 162
RS UM O o 170



Lntroducdo 11

Introducao

O tratamento do Sistema de Canais Radiculares, desde o
estabelecimento do correto Diagnostico até a Proservacdo do caso constitui-se
de atos operatérios interligados entre si, ndo podendo negligenciar-se qualquer
dessas etapas, sendo a etapa operatdéria da obturacdo a que representa um
reflexo dos predicados técnicos do profissional e, consequentemente, a
comprovagdo do sucesso obtido em todas as etapas anteriores (Leonardo e
Leal8?, 1998).

De acordo com Bonetti Filho!®, em 1986, a obturagdo e o
material obturador recebem uma énfase especial porque substituirdo a polpa
(tecido conjuntivo frouxo) radicular, e refletirdo a postura do profissional em
relacdo ao tratamento de canais radiculares.

O material obturador utilizado deve preencher requisitos
adequados de propriedades Bioldgicas e Fisico-Quimicas, pois ficard em
contato permanente com os tecidos apicais e periapicais, de forma que possa
oferecer tolerdncia tecidual e selamento o mais "hermético” possivel dos
canais radiculares. Dessa forma, visando a obtencdo de uma obturacdo
hermética, e auxiliado por técnicas aprimoradas de obturacdo de canais
radiculares, é necessario que materiais obturadores inseridos dentro do canal
radicular na obturacdo, cumpram suas reais finalidades de selamento e
respeito aos tecidos do apice e periapice.

Os cones de guta-percha representativos da parte sdlida, e os
cimentos obturadores (parte plastica), tem como funcdo, preencher todos os
espagos vazios modelados anteriormente pela instrumentagdo, promovendo

uma obturacdo tridimensional a mais hermética possivel e combatendo os
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microrganismos que escaparam da acdo do preparo biomecéanico e do curativo
de demora. (Beltes et al.3, 1995; Leonardo?®’, 1997).

Levando em consideragdo o0s mais variados aspectos de
anatomia morfoldgica encontrada no ter¢o apical dos dentes, esses materiais
entram em contato direto com tecidos apicais e periapicais por um longo
periodo, sendo que nesse momento, € de forma imperiosa a biocompatibilidade
dos materiais obturadores (Bilginer et al.!5, 1997; Leonardo®?, 1997; Kolokouris
et al.’6, 1998). Assim, o selamento do forame apical pela deposi¢cdo de tecido
mineralizado ou fibroso no é&pice, representa o isolamento desse material
obturador (corpo estranho), do restante do organismo.

A partir dessa premissa, surgiram os cimentos obturadores a
base de Oxido de zinco e eugenol, resina epdxi, hidroxido de calcio, tendo
como exemplo de marcas comerciais, Kerr Pulp Canal Sealer, Topseal,
Sealapex, AH Plus, Endométhasone e EndoFil|222.39.46.86,99,105

A citotoxicidade desses cimentos obturadores, juntamente ou
isoladamente de seus componentes, tem sido estudada "in vitro" (Gerosa et
al.46, 1995; Vajrabhaya et al.%2, 1997) e "in vivo" (Pertot et al.lt3, 1992,
Torabinejad et al.'%, 1995; Pertot et al.'t4, 1997; Rasquint23, 1997). Levando-
se em consideracdo que a legislacdo atual dificulta através das normas da
Etica, 0o emprego de pesquisas "in vivo" (Garcés-Ortiz e Ledesma-Montes®,
1997) e também as dificuldades inerentes a mesma, com grande numero de

variaveis, temos como opgcdo a realizacdo das pesquisas in

Vitro"1.7.34,37,77,92,117,128,139,147,155,164
No estudo de células em meio de cultura ocorrem as

condicbes necessarias para avaliar o metabolismo e comportamento celular,
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em contato com diferentes materiais (Junqueira e Carneiro®, 1997). A anélise
de células € opcdo para a reproducdo das reacdes celulares ocorridas frente
aos materiais obturadores, e tem como vantagem o controle sobre os fatores
experimentais e numero de variaveis, sendo sugerido que se deva conhecer o
comportamento de um grupo de células, antes de se utilizd-lo como modelo de
estudo (Arenholt-Bindslev e Bleeg®, 1990; Egea e Rubio-Manzanares3®, 1998).

Nas culturas de ceélulas, os cimentos obturadores ou o0s
componentes que o constituem provocam alteragdes morfofuncionais possiveis
de serem observadas e analisadas sob microscopia eletrdénica ou 6ptica, com
ou sem marcacdo celular com radioisotopos. As alteracdes da morfologia
celular, evidenciam fendmenos intra e extracelulares de citotoxicidade partindo
da instalacdo de processos degenerativos frente a exposicdo celular com
material presente nos meios de cultura. As alteragdes morfofuncionais séo
indicativas de estimulagdo da capacidade funcional de sintese protéica,
enzimatica, presenca de mediadores quimicos de vital importédncia no processo
reparatério reacional, fatores de crescimento celular, produtos do &cido
araquidonico, citocinas e outras substancias que desencadeiam situacdes ou
alteragdes degenerativas como o peroxido de hidrogénio (Pick e Mizelt16, 1981;
Leonardo®?, 1997) e o oOxido nitrico (Palmer et al.10%6, 1987; Moncada et al.t%,
1991; lalent et al.s9, 1992; Teixeira et al.t54, 1993; Vespa et al.163, 1994; Norris
et al.103, 1995).

No processo inflamatério, tamanho da lesdo, tipo, capacidade
dos cimentos de estimular a acdo dos macrdfagos e a liberacdo de mediadores
quimicos responsaveis nessas respostas, sdo alguns dos fatores a serem

levados em consideracdo (Leonardo®?, 1997).
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A agressdo, oriunda do contato com os materiais obturadores
ocasionam nas celulas, alteracdes morfofuncionais e até morte celular, sendo
que a liberagdo de mediadores quimicos nos ajuda a avaliar a citotoxicidade
destes materiais (Leonardo®’, 1997), uma vez que quanto maior a liberacédo
desses mediadores, maior é a agressao.

Dessa maneira a viabilidade celular atraves de um método
quantitativo colorimétrico e a liberacdo da producdo de reagentes
intermediarios de NO e H;0., em cultura de macrofagos, através de diferentes
metodologias, pode ser utilizada na avaliacdo da citotoxicidade de materiais
obturadores (Pick e Keisaritts, 1980; Pick e Mizel*16, 1981; Mosmann10t 1983;

Moncada et al.1%0, 1991: Leonardo®?, 1997).
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Revisdo da literatura

Este capitulo revisa a literatura de forma sintética concernente a
macréfagos, de algumas citocinas citadas nos trabalhos dos mesmos e
reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio, hidroxido de calcio, e os
cimentos obturadores de canal radicular derivados do hidroxido de célcio,
como o Sealapex, dos derivados do oxido de zinco e eugenol, Endofill e
dos derivados da resina poliuretadas Polifil O.

Em 1964, Rappaport et al.l22, utilizou dez materiais como
cimentos obturadores de canais radiculares que foram avaliados
experimentalmente. Estes materiais foram o 0xido de zinco e eugenol, AH26,
Diaket, Proco Sol radiopaco contendo prata, Proco Sol ndo contendo prata
cimento de canal radicular, Kerr Sealer, Kloroperka, Nz, N. Medical e o Mynol,
cimento obturador de canal radicular. Quatro métodos para testes foram
utilizados: a) Estudo em modelo animal, onde dez cimentos endoddnticos foram
experimentados, no qual o tecido conjuntivo subcutaneo de rato, foi observado
para resposta inflamatdria, aos implantes dos materiais experimentados sendo
examinados histologicamente; b) Estudo da citotoxicidade em cultura de
células na qual diluicBes variaveis do material experimentado, foi colocado em
cultura de celulas Hela, examinadas microscopicamente, e o0 grau de
citotoxicidade foi observado; c¢) Em um estudo bacteriolégico foram
experimentados dez cimentos endoddnticos onde o grau de inibicdo de
crescimento de microrganismos conhecidos, para 0os materiais testados, foram
mensurados, sendo que foram usados 0S Seguintes microrganismos:

Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e
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Klebsiella pneumoniae; d) Em um estudo usando modelo animal, quatro
cimentos foram colocados no saco conjuntival do olho do coelho. Nesta
estrutura foi entdo observado o grau de inflamacdo, por um periodo de 1
minuto, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e de 24 a 48 horas, onde os critérios
usados foram arbitrariamente classificados como: muito irritante, irritante,
suavemente irritante e ndo irritante. Os resultados mostraram que o AH26
promoveu a menor resposta inflamatéria e o N, produziu uma resposta

inflamatoéria severa em todos 0os métodos acima descritos.

Guess et al.st, em 1965, relataram que efeitos de membrana
podem ser demonstrados pelo vermelho neutro, o qual é armazenado em

células viaveis e liberado no meio circundante apds dano celular.

Em 1966, Bauer et al.!' analisaram as diferencas entre a
capacidade fagocitica dos macrofagos de camundongos convencionais e
axénicos (germ free) frente a inoculacdo de uma cepa de Serratia marcescens.
Apds realizarem testes histoldgicos e imunohistoquimicos, o0s autores
observaram que a resposta celular nos animais axénicos era mais demorada e
menos efetiva que nos animais convencionais, mostrando que a maior
capacidade funcional dos macréfagos parece resultar da exposi¢cdo continua
dos animais convencionais a estimulacdo antigénica da microbiota dos

mesmaos.

O estudo "in vitro" por meio de técnicas de cultura de células

ou de tecidos, tem sido utilizado para pesquisar o efeito citotéxico de materiais
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dentarios, permitindo melhor controle das condicfes experimentais. Na area
odontoldgica, estudos "in vitro" foram realizados por Kawahara et al.5¢, 1968,
que estudaram a citotoxicidade de varios materiais dentarios, tais como,
metais, ligas, resinas sintéticas, cimentos dentarios, materiais obturadores de
canal e materiais de capeamento pulpar com o auxilio do estudo em cultura de
células. Para indicar a existéncia do dano celular podem ser utilizados, além
da descricdo da morfologia celular, diferentes evidéncias bioldgicas: efeitos de

membrana, atividade celular e indice de proliferacéo.

Spéngberg®¥7, 1969, introduziu o método de contagem de
células e de mitose para avaliagdo do dano celular. O autor relata que existe
algum grau de correlagao entre a citotoxicidade inespecifica de um material "in

vitro" e o efeito irritante do mesmo material "in vivo".

Spéangberg®®, em 1973, introduziu o método da mensuracao
da liberacdo de um is6topo radioativo incorporado no interior das células (°1Cr)
para avaliacdo da citotoxicidade de um material baseado no dano celular apés
contato direto material-célula. Este método tem sido amplamente utilizado
como teste de avaliacdo para muitos materiais dentarios e provou ser util para

comparar a citotoxicidade de materiais obturadores endoddnticos.

Pick e Keisaril’s, em 1980, preconizaram um método
fotocolorimétrico para andlise da liberacdo do perdxido de hidrogénio obtido
em cultura de macréfagos peritoneais de Porcos da india. O estudo baseou-se

na oxidacdo do vermelho de fenol mediado pela peroxidase de raiz forte
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(HRPO). Os macrofagos frente a estimulos de membrana, como por exemplo,
particulas a serem ingeridas, liberam entre outros produtos o H.O,. Neste
trabalho, os autores utilizaram agentes estimuladores como Acetato de forbol
miristico (PMA), Zimosan, Concanavalina A (Com A), Aglutinina de germe de
trigo (WGA), N-formil-metionil-leucifenilanina (FMLP) e A 23187. O método
mostrou-se eficiente e viavel devido as caracteristicas ndo toxicas ou neutras

do vermelho fenol e da HRPO.

Embora de valor limitado para testes de avaliacdo geral, a
cultura de células pode ser um valioso instrumento na elucidacdo do
mecanismo de biocompatibilidade de materiais dentarios. A maioria dos
materiais dentdrios tem uma composicdo quimica complexa e diferentes
constituintes podem ser liberados dos materiais nas &reas circundantes. A
investigar o mecanismo da resposta biolégica a tais materiais é necessario,
conforme Leirskar e Helgeland®, 1981, avaliar os efeitos biolégicos das
substancias liberadas separadamente e em combinacdo, a interacdo destas
com o meio bioldgico e os efeitos sinérgicos ou antag6nicos das combinagdes
desses constituintes. Aparentemente, um grupo de métodos & necessario para
avaliar esses varios aspectos, uma vez que nenhum experimento isolado pode

revelar a resposta bioldgica de materiais dentarios.

Em 1981, Pick e Mizelt6, desenvolveram dois ensaios para
analise quantitativa da producdo de superoxido (O2) e perdxido de hidrogénio
(H202) em culturas de macrofagos peritoneais de fémeas de rato C57BL/6N e

de Porcos da india. A avaliacdo da produgdo de O, esta baseada na reducio
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do ferricitocromo. A quantidade liberada de H.0, € baseada na oxidacdo
dependente de peroxidase de raiz forte (HRPO) do vermelho de fenol. Em
culturas de macréfagos em placas de 96 orificios, fundo chato para cultivo
celular, foram adicionados 100 ni de ferricitocromo ou vermelho fenol com
HRPO. Apés a adicdo de um agente desencadeador e estimulante da "explosédo
oxidativa" com incubacdo a 37°C por varios intervalos de tempo, as mudancgas
na absorbéncia do ferricitocromo e do vermelho fenol foram respectivamente
medidas diretamente nas placas de cultura, utilizando-se um fotémetro
automatico. As principais vantagens deste método sdo as pequenas
quantidades de células e reagentes utilizados, a sensibilidade e
reprodutibilidade, o grande numero de materiais que podem ser testados e
especialmente a velocidade e conveniéncia oferecida pelo leitor automatico.
Quanto mais citotoxico € o material a ser fagocitado, maior energia é gasta
pelo macréfago. A energia obtida através da explosdo oxidativa, libera no meio

o0 peroxido de hidrogénio H,0., favorecendo a atividade microbiana do meio.

Stern et al.144 (1981), determinaram por meio da técnica da
imunoperoxidase, a propor¢cdo de células que compdem as lesdes periapicais,
que sao produtoras de imunoglobulinas. Foram estudados 15 granulomas e 5
cistos periapicais humanos. Observaram que 42,0% dos linfdcitos, os quais
representaram 19,0% das células da lesdo, foram imunoglobulinas positivas.
lgG, IgA, IgE e IgM foram encontradas em 74,0%; 20,0%; 4,0% e 20% das
células marcadas, respectivamente ndo foi observado nenhum padrédo
diferencial entre a distribuicdo ou producdo das imunoglobulinas nos cistos e

granulomas, quer seja nas lesdes com ou sem histéria de dor; com presenga ou
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ndo de prévio tratamento endodontico.

Os niveis de anticorpos circulantes contra bactérias anerobias
obrigatérias, em pacientes portadores de patologia pulpar e periapical, foi
avaliada por Keudell et al.’ (1982). Amostras bacterioldgicas foram obtidas na
primeira sessdo, quanto ambém colheu-se sangue dos pacientes. Seis a nove
meses apds completar o tratamento endod6ntico, novas amostras de sangue
foram colhidas. A deteccdo de anticorpos foi realizada pela imunoeletroforese
e 0s niveis de IgG e IgM foram detectados por imunodifusdo. As bactérias
predominantes foram bacilos gram-negativos anaerbobios, tais como
Bacteroides e Fusobacterium. Com relacdo aos niveis de IgG e IgM, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os pacientes portadores de patologia
pulpo-periapical e o0s pacientes normais. Todavia, atestaram significativos
niveis de anticorpos na amostra sanglinea inicial, quando comparados aos
pacientes normais. Nao foi acusada diferenga estatistica significativa entre os
niveis de anticorpos nos pacientes no momento do tratamento e 6 a 9 meses

apds sua conclusao.

Mosmannt0t (1983), nos relata que o sal de tetrazdlio (M.T.T.)
tem sido usado para desenvolver um método quantitativo colorimétrico para a
sobrevivéncia e proliferacdo das células dos mamiferos. O método detecta
células vivas, e o sinal gerado é dependente do grau de ativacdo das células.
Este método pode também ser usado para a mensuracdo da citotoxicidade,
proliferacdo ou ativacdo das células. Os resultados podem ser lidos em um

leitor de Elisa (espectrofotdbmetro) e demonstra um alto grau de precisdo. As
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principais vantagens do método colorimétrico, sdo sua rapidez, precisdo, e 0

nao uso de nenhum ou qualquer radioisotopo.

Holland e Souza®’, em 1985, visando testar a capacidade de
um novo cimento obturador & base de hidroxido de célcio (Sealapex) na
indugdo da formacdo de tecido mineralizado, efetuaram estudo histoldgico
utilizando 160 canais radiculares de 8 cdes com 2 anos de idade e 80 canais
radiculares de 4 macacos adultos. A remoc¢do da polpa radicular foi realizada
em dois diferentes niveis, 1 milimetro aquém do &pice radiografico e ao nivel
do apice radiografico. Os canais foram obturados com cones de guta-percha e
cimento Sealapex ou Kerr Pulp Canal Sealer, ou ainda pasta formada por
hidroxido de céalcio e agua destilada. Alguns canais radiculares foram mantidos
vazios no grupo controle. Apds um periodo de 180 dias, os resultados
observados em dentes de cdes e macacos foram semelhantes e mostraram que
0 Sealapex e a pasta de hidroxido de céalcio e agua destilada induziram o
fechamento apical pela deposicdo cementéria. Este selamento foi mais
freqliente nos casos em que a pulpectomia foi realizada 1mm aquém do apice
radiografico. Nos casos em que ocorreu extravasamento do material, tanto o
Sealapex como o Kerr Pulp Canal Sealer provocaram reacdo inflamatoria
cronica no ligamento periodontal. Porém, com o Sealapex, freqientemente
ocorreu a deposicdo de tecido ostedide na area do extravasamento ou, entdo,
onde ele era reabsorvido. O grupo controle mostrou alguns casos de
fechamento apical, sugerindo que ele poderia ocorrer sem 0 uso de materiais

obturadores, desde que a assepsia fosse mantida durante todo o tratamento.
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Schroder30, em 1985, relatou que a resposta tecidual ao
hidroxido de calcio colocado sobre o tecido pulpar inicia-se por uma necrose
superficial considerada leve, estimulando a defesa, seguida da proliferacao
vascular e da migracdo de células inflamatérias, células mesenquimais
indiferenciadas e formacdo de coldgeno. A seguir, ocorre diferenciagdo dos
odontoblastos e forma-se o tecido mineralizado com aparéncia de dentina,
normalizando a fungdo pulpar. A mineralizacdo do coldgeno inicia-se com
calcificagbes distroficas tanto na zona de necrose, como pela degeneracdo das
células dos tecidos adjacentes, levando a deposi¢do de minerais no colageno
recentemente formado. A presenca de ions calcio estimula a precipitacdo de
carbonato de calcio na é&rea ferida contribuindo, possivelmente, para o
processo de mineralizagdo. A formacdo de tecido duro em contato com
cimentos de hidroxido de calcio indicou menor grau de agressdo quimica
inicial, quando comparada aquela produzida pelo hidroxido de célcio puro. As
diferentes respostas dos tecidos aos varios cimentos de hidroxido de calcio
podem estar relacionadas com fatores como: diferencas no pH e taxa de
liberacdo de ions calcio e hidroxila. Outros componentes dos cimentos induzem
diferentes reacfes quimicas que podem inativar o hidréxido de calcio ou serem

nocivos aos tecidos.

Perdigon et al.l2, em 1986, estudaram os efeitos da
administracdo oral e intraperitoneal de L. casei e L. delbrueckii spp.
bulgaricus, na ativacdo de macréfagos. Eles utilizaram camundongos Swiss
que receberam as bactérias por via oral por oito dias. Ap0s esse periodo 0s

macrofagos foram obtidos e avaliados quanto a sua atividade enzimética e
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capacidade de fagocitose de carbono coloidal. Os resultados mostraram que a
atividade enzimatica dos macrdéfagos nos animais que receberam L. delbrueckii
spp. bulgaricus por via intraperitoneal era dez vezes maior que o controle, na
administracdo oral era cinco vezes maior. J& para o L. casei, essa atividade
era trés vezes maior nos animais que receberam via intraperitoneal e seis
vezes maior por via oral. Nos testes de fagocitose, houve aumento em todos 0s
animais tratados, porém os animais tratados com L. delbrueckii spp. bulgaricus
mostraram os melhores resultados. Portanto, os autores sugeriram que a
ingestdo de lactobacilos pode representar uma via de estimulacdo ndo
especifica, podendo ser capaz de aumentar a resposta imune sistémica ou

modular as fun¢des de células imunocompetentes.

Em 1986, Zmener e Cabrinit®®, descreveram um método para
avaliar os efeitos adversos de diferentes cimentos endodonticos sobre culturas
celulares mistas de linfocitos e mondcitos humanos. As celulas foram
cultivadas em contato direto ou préximas a amostras experimentais, com 0s
seguintes materiais: ionémero de vidro (ASPA), AH26, Diaket, Tubli-Seal e
cimento a base de Oxido de zinco e eugenol (Fynal). Ap6s a andlise dos
resultados obtidos, observou-se uma fraca citotoxicidade no grupo do cimento
de ionbmero de vidro, enquanto que o0s outros materiais puderam ser
classificados, em ordem crescente de citotoxicidade, da seguinte maneira:
AH26 > Diaket > Tubli-Seal > Fynal. De acordo com a analise estatistica, foi
significativa a diferenca entre cada material e o grupo controle, assim como a

diferenca dos cimentos entre si.
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Kawakami et al.t’, em 1987, estudaram os aspectos ultra-
estruturais da calcificacdo inicial produzida por um cimento a base de
hidroxido de céalcio (Vitapex). O cimento foi implantado em tecido subcutaneo
no dorso e no abdémen de 39 ratos adultos, para avaliagdo microscdpica em
periodos de 4 a 129 dias. Nestes periodos observou-se a presenca de
calcificacbes heterotroficas que foi dividida em dois grupos: calcificacdo
distrofica com matriz vesicular e calcificacdo semelhante a tecido 6sseo. Os
resultados sugerem ser esse um excelente material obturador de canais
radiculares, capaz de induzir as células mesenquimais do ligamento

periodontal a diferenciar-se em odontoblastos ou cementoblastos.

A liberacdo de Oxido nitrico (NO) ocorrida pela atividade
biologica, e a a¢do do fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), foi
estudada por Palmer et al.’%6, em 1987. Este estudo foi realizado em culturas
de células, constituida da porcdo endotelial de células adrticas de coelhos ou
células 3T3 e 0 NO foi determinado através do método de Quimioluminescéncia
proveniente de sua reacdo com o ozoOnio. O relaxamento produzido pelo EDRF
¢ indistingiivel do produzido pelo NO. Os resultados sugeriram que o EDRF e

o0 NO constituem a mesma molécula.

Yu e Stashenko!6” (1987), induziram lesdo periapical em
dentes molares de ratos e, nos intervalos de 15; 20; 30 e 90 dias, analisaram
morfologicamente e imunohistoquimicamente as  células  presentes.
Radiograficamente, as lesdes estabilizaram no periodo de 15 a 30 dias; mas

aumentaram significativamente entre 60 e 90 dias. Verificaram que o
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componente celular inflamatério e imunolégico, que somaram aproximadamente
metade das células nucleadas, permaneceram constante durante todo o
processo. Deste grupo de células, 50 a 60,0% foram linfdcitos, com prevaléncia
das células T, as quais superaram as células B e outras células la-positivas.
Portanto, especularam que os linfocitos T desempenham importante funcdo na

patogenesia periapical.

Zmener e Cabrinit’®, em 1987, usando cultura de linfécitos e
mondécitos humanos, avaliaram os efeitos do CRCS, Sealapex e Dycal,
interpretando os resultados por meio da adesdo dessas células no material
testado, assim como a variacdo na sua morfologia. Numa ordem crescente de
efeitos adversos, observaram a seqléncia Sealapex, CRCS e Dycal,
considerando este Gltimo o menos compativel em razdo do seu elevado pH, e 0

CRCS pelo fato de apresentar eugenol e eucaliptol em sua composigao.

Leal et al..9, em 1988, estudaram a biocompatibilidade dos
cimentos endodbnticos CRCS, Sealapex, N-Rickert e Fill Canal. Os cimentos
foram espatulados, colocados no interior de tubos de polietileno e implantados
no tecido subcutdneo de um mesmo rato, em sistema de rodizio. Os periodos
de observacdo foram de 7, 21 e 60 dias. De um modo geral, os materiais
implantados mostraram-se irritantes, provocando rea¢les inflamatérias de
diferentes intensidades. Assim, no periodo inicial, o Sealapex e o NRickert
exibiram uma reacdo tecidual moderada, enquanto com o CRCS e Fill Canal
essa reacao foi intensa. Na fase final, houve uma diminuicdo do processo

inflamatdrio, onde os autores observaram, com o Sealapex, 0o CRCS e 0 N
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Rickert, discreta rea¢do tecidual, enquanto que com o Fill Canal foi observada

uma reacao mais acentuada.

Meryon®, em 1988, estudou a citotoxicidade em combinacdes
do cimento 6xido de zinco e eugenol (OZE), "in vitro", usando um sistema de
modelo de cavidade, incorporando pedacos de dentina, e procurando avaliar
fatores que afetam a liberacdo do eugenol, tais como: fonte do eugenol,
presenca e espessura de dentina e a presenca do "smear layer" (camada
residual). Os resultados mostraram que, na auséncia de dentina, os diferentes
compostos de OZE variaram amplamente quanto a liberacdo de eugenol e
citotoxicidade, sendo todos os compostos testados altamente citotéxicos. Na
presenca de dentina, ocorreu consideravel reducdo da liberacdo de eugenol e
da toxicidade dos materiais estudados. Com o aumento da espessura da
dentina, ocorreu a diminuicdo na liberacdo do eugenol. A remo¢do do smear
layer da superficie da dentina reduziu o efeito protetor, tendo como

conseqliéncia um aumento na liberagdo de eugenol.

Quanto ao preparo do material a ser experimentado,
Spéngberg e Pascon!4 (1988) atestaram que a maneira mais confidvel consiste

em prepara-lo exatamente como € utilizado clinicamente.

Em 1988, Tronstad et al.!s” avaliaram a solubilidade e a
biocompatibilidade dos cimentos contendo hidroxido de calcio, Sealapex e
CRCS, de um cimento a base de Oxido de zinco e eugenol convencional e de

uma pasta de hidroxido de céalcio e soro fisioldgico, acondicionados em
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cilindros de Teflon, posteriormente implantados em perfuracdes efetuadas no
tecido 6sseo da mandibula de cées. Decorridos 90 dias, os animais foram
sacrificados, 0s espécimes 0sseos contendo os cilindros de Teflon removidos,
incluidos em parafina, secionados e corados com hematoxilina e eosina. Os
resultados da andlise histopatolégica mostraram que, no grupo da pasta de
hidroxido de céalcio e soro fisioldgico, ela havia sido completamente
solubilidade. Os cilindros foram preenchidos com tecido dsseo, ndo sendo
observado processo inflamatério nos tecidos adjacentes. No grupo do cimento
Sealapex, ele havia sido parcialmente solubilizado e, na maioria dos casos,
substituido por tecido conjuntivo, com severa reacdo macrofagica e leve
reacdo inflamatéria. Em todos os casos analisados, o CRCS e o cimento de
6xido de zinco e eugenol permaneceram nos cilindros, sem invaginacdo de
tecido para o interior dos mesmos. Nenhuma reag¢do macrofagica foi vista,
porém severa reacdo inflamatoria foi causada pelo CRCS, enquanto que
reacOes inflamatdrias suaves foram provocadas pelo cimento de 6xido de zinco

e eugenol.

Yesilsoy et al.l6, em 1988, avaliaram a citotoxidade de varios
cimentos obturadores de canais radiculares injetados em tecido subcutaneo de
12 porcos da india. Foram avaliados os cimentos de Grossman, Eucapercha,
Endo Fill, CRCS, Sealapex e Hypocal, sendo utilizado, como controle uma
solucdo salina estéril. Apds um periodo experimental de 6, 15 e 80 dias, 0s
animais foram sacrificados e as pecas obtidas coradas pela hematoxilina e
eosina e pelo método de Von Kossa. A andlise histoldgica mostrou que o

Sealapex e o Endo Fill apresentaram menor reacdo inflamatéria do que
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qualquer outro material testado. O cimento de Grossman, o CRCS e o Hypocal
revelaram, predominantemente, reacdes inflamatdrias severas em todos os
periodos de tempo, exceto aos 80 dias. Calcificagfes difusas foram induzidas
principalmente pelas preparacdes a base de hidroxido de calcio, CRCS,
Sealapex e Hypocal. Eucapercha e Endo Fill apresentaram reduzidas &reas

localizadas de calcificagdo.

Arenholt-Bindslev e Horsted-Bindslev?, em 1989,
estabeleceram um modelo in vitro, para verificar a citotoxicidade a longo prazo
dos materiais obturadores AH26, CRCS, N2, Kloropercha N@, OZE e dois
cimentos experimentais (EClI e ECII). Tubos testes padronizados foram
preenchidos com os cimentos recém espatulados e colocados em frascos com
culturas de fibroblastos orais humanos. As mudangas na morfologia celular
foram avaliadas apos 15 dias da semeadura. O tamanho das zonas livres de
células, em torno do tubo teste, e o numero total de células por frascos de
cultura fora, calculados ap6s 5, 10 e 15 dias. De acordo com os resultados
obtidos, o N2 foi o material mais citotéxico, em todos os periodos, enquanto
que, nos tubos obturados com a Kloropercha N@, ndo foram observadas
reacfes toxicas. Comparadas com o periodo de 5 dias de observacao, algumas
células foram recuperadas em torno dos tubos teste contendo AH26 e ECII,
enquanto que uma recuperacao celular quase total foi observada em torno dos
tubos teste contendo CRCS, OZE e ECI. Os autores concluiram que este
modelo, in vitro, pode ser utilizado para testar a toxicidade inicial dos

materiais odontoldgicos.
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Matsumoto et al.®2, em 1989, compararam a citotoxicidade de
novos cimentos que nao continham eugenol na formula (New A, New B e New
B-2), com cimentos endododnticos convencionais (AH26, Diaket, Canals, Tubli-
Seal e Sealapex). Foram usadas células da polpa dentéaria de 6 ratos Wistar
obtidas através de cultura priméria de células. Os cimentos foram analisados
logo apdés a manipulagdo. Foi incorporada Timidina tritiada no DNA celular. Nos
experimentos com cimentos ja endurecidos, as mudanc¢as de morfologia celular
foram analisadas por microscépio de fase. Os resultados mostraram que 0s
cimentos New A, New B e New B-2 recém manipulados, mostraram toxicidade
minima na sintese de DNA. O Sealapex foi pouco inibidor também. Houve
inibicdo da sintese de DNA nos cimentos Tubli Seal e Canals; nos cimentos
AH26 e Diaket, ocorreu inibicdo quase que total da sintese de DNA e
endurecimento, o cimento New B nédo alterou a morfologia celular, o Diaket
causou deformacdo na forma dos nucleos. Estes autores constataram "in vitro",
que 0S novos cimentos, sem eugenol, sdo menos téxicos em comparacdo aos
cimentos endoddnticos convencionais. Aqueles cimentos a base de resina
foram os mais tdxicos. A toxicidade aumentou na seguinte ordem: New B, New
B-2, New A, Sealapex, Canals, Tubli Seal, AH26 e Diaket no grupo dos recém
manipulados; e New B, New A, Diaket, Canals, AH26, Tubli Seal e Sealapex no

outro grupo.

Tagger e Tagger4s, em 1989, efetuaram estudo histoldgico
em dentes de macacos, com o objetivo de avaliar, a longo prazo, a resposta
dos tecidos periapicais aos cimentos que contém hidroxido de calcio, CRCS e

Sealapex, comparados ao cimento AH26. Foram empregados incisivos e
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segundos pré-molares inferiores, 0s quais tiveram seus canais radiculares
instrumentados e obturados com cones de guta-percha, e 0s cimentos em
estudo. Os animais foram sacrificados ap6s um periodo de 7, 8 e 14 meses. Os
resultados histolégicos mostraram uma resposta inflamatéria moderada a
severa na regido periapical das raizes obturadas com AH26 e CRCS. A maior
parte dos espécimes relativos ao Sealapex ndo apresentou celulas
inflamatdrias, exceto macréfagos com particulas do cimento obturador. Ainda
com relacdo ao Sealapex, foi observada uma tendéncia a obliteragao apical por
tecido calcificado, aparentemente apds a reabsorcdo do material obturador. Os
autores ressaltaram que, apesar dos bons resultados obtidos com o Sealapex,
tornam-se necessarias pesquisas adicionais, com o fim de experimentar o
material em canais infectados. Sugeriram, ainda, que a capacidade do cimento
de ser reabsorvido, era uma vantagem quando de sua substituicdo por tecido

calcificado, sendo uma desvantagem a sua néo reabsorgdo.

Bonetti Filho'”, em 1990, avaliou a biocompatibilidade de
quatro técnicas de obturagdo de canais radiculares: 1) classica (Fill Canal),
2) bioldgica controlada (Fill Canal), 3) com colocacdo apical de hidréxido de
calcio (Fill Canal) e 4) classica (Sealapex). Utilizou 82 canais de 5 cdes. Um
alargador de ne 20 foi introduzido no canal radicular até atingir o batente apical
e foi iniciado o processo de arrombamento, com um alargador n2 30, e o limite
da perfuracdo foi de 2mm além do comprimento inicial estabelecido. A
instrumentacdo foi realizada no batente apical, com alargadores e limas
Hedstroen até o ne 60. Os canais foram secos com pontas de papel

absorventes e obturados com cones de guta-percha principais e auxiliares, de
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acordo com as quatro técnicas mencionadas. Todas as camaras pulpares foram
fechadas com améalgama. Dez canais foram instrumentados, mas ndo
obturados, para servirem de grupo controle. Apés 180 dias, os cdes foram
mortos, as pecas descalficadas, cortadas e coradas com hematoxilina e eosina
para analise histologica. As andlises dos resultados, através da
biocompatibilidade, permitiram a seguinte classificacdo, de acordo com o grau
de sucesso: 12) Técnica classica (Sealapex), 22) Colocagdo apical de hidroxido
de célcio (Fill Canal) e Técnica bhiolégica controlada (Fill Canal), 32) Técnica

classica (Fill Canal) e 42) Grupo controle.

Freshney*!, em 1990, relata que 0s ensaios com cultura de
células podem ser dividido em duas classes: (1) Resposta imediata ou a curto
prazo, tal como alteragdo na permeabilidade da membrana ou perturbagdo de
uma via metabolica; e, (2) Sobrevivéncia a longo prazo, geralmente medida
pela retencdo da capacidade de auto-renovagdo ou sobrevivéncia em estado
alterado, como por exemplo, transformacdo maligna. Os ensaios de curta
duracdo sdo usados para medir a propor¢do de células vidveis apd6s um
procedimento traumatico. A maioria dos testes de viabilidade baseia-se no
rompimento da integridade da membrana, determinado pela penetracdo de um
corante ao qual a célula normalmente é impermedvel (por exemplo, azul de
Trypan, eritrosina ou nigrosina), ou a liberacdo de um corante ou isotopo
normalmente retido pelas células viaveis (por exemplo, diacetato de
fluorosceina ou cromo radioativo). Testes a longo prazo geralmente sdo usados

para demonstrar a capacidade metabolica ou proliferativa das células apos

influéncia toxica, cujo objetivo é medir a sobrevivéncia. A capacidade de
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sobrevivéncia das células a uma injuria toxica tem sido a base da maioria dos
testes de citotoxicidade, uma vez que a sobrevivéncia implica na reten¢do da

capacidade regenerativa da célula.

McFarlane et al.8, em 1990, estudaram a liberacdo de IL-1b e
TNF-a pela cultura de células mononucleares em pacientes com periodontite.
Monocitos ndo estimulados de pacientes com periodontite liberaram mais IL-1b
do que pacientes controle durante as primeiras 24 horas de cultura: havendo
uma ampla variacdo na quantidade de IL-1b liberada (0,45-13,00ng/mL x 108
céls), a qual ndo foi relacionada com o grau do osso perdido na bolsa
periodontal. Quando estimulados com LPS, os mondcitos produziram mais IL-
1b do que os pacientes controle. O TNF-a foi detectado em culturas de
periodontite (0-76ng/mL x 106 céls), mas este valor ndo foi significativamente
diferente do encontrado no grupo controle. Ja o TNF-a estimulado por LPS, era
significativamente maior. Embora o papel preciso da IL-1b e do TNF-a nas
periodontites continuem incertos, estes dados acima relacionados indicam que

ambas as citocinas podem participar da patogénese da doenga periodontal.

Meryon e Brook®, em 1990, avaliaram a citotoxicidade de
materiais endoddnticos. Compararam, por meio de uma nova técnica, in vitro,
0S seguintes materiais: AH26 com prata, AH26 sem prata, Biocalex, Diaket,
Endomethasone, Forfenan, Kerr Pulp Canal Sealer, Kloropercha, Kripaste,
Sealapex, Spad e Tubli-Seal. O modelo experimental constituiu em um pirex
cilindrico, simulando o canal radicular, unindo a uma tampa de placa de Petri.

Um filtro permeavel foi colocado na base do cilindro, em contado com 2mL de
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meio de cultura coberto com uma monocamada de fibroblastos BHK-21 (C-13),
representando as células do ligamento periodontal. As placas foram semeadas
com 4x105 células e, ap6s incubacgdo por 24 horas a 37°C, com tensdo de 5%
de CO;, as tampas montadas contendo os materiais a serem testados, foram
colocadas sobre os materiais teste, acima do filtro permeavel, simulando o
tampdo apical de dentina. O primeiro grupo de 5 materiais foi testado em
quadruplicata, sem dentina, e 0 experimento repetido por 3 vezes, sendo, a
seguir, testado na presenca de 0,5mm de dentina. O segundo grupo de 7
materiais foi avaliado de forma similar, embora 4 deles tenham sido tamhém
testados na presenca de 1mm de dentina. Apds exposicdo por 24 horas, 0S
sobrenadantes foram removidos, as células lavadas 2 vezes, e apds
tripnizacdo, elas foram contadas usando um contador eletrénico Coulter. No
primeiro experimento, uma placa de cada material foi corada com 0,05% de
azul tripa, para determinar a viabilidade celular previamente a tripnizacdo. Os
resultados demonstraram que, na auséncia de dentina, a Kloropercha,
Biocalex, Diaket e Endomethasone foram levemente citotéxicos. O AH26 com e
sem prata, Sealapex, Tubli-Seal e Kerr Pulp Canal Sealer, foram
moderadamente toxicos, enquanto o Forfenam, Spad e Kripaste foram
intensamente citotoxicos. Na presenca de dentina, a citotoxicidade destes
materiais foi consideravelmente reduzida, com exce¢do do Endomethasone,
Forfenam, Spad e Kripaste. Embora os testes de implantacdo, para verificar a
citotoxicidade de materiais, sejam o0s mais vastamente utilizados, o método
descrito, neste trabalho, é uma alternativa satisfatéria, econdmica,

reprodutivel, onde a dentina pode ser incorporada.
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Segundo Pollard!t® (1990) a determinacdo do numero celular
poderia ser realizada usando um contador de particulas eletrénico ou por um
hemocitémetro. O primeiro € mais preciso e pode ser usado para contar baixas
concentracdes de células (aproximadamente 103 células/mL). O segundo,
requer maior densidade e € mais propenso a amostragem de erro. No entanto,
permite uma estimativa visual do estado das células e, combinado com a
exclusdo do corante azul de Trypan, pode ser usado para estimar a viabilidade
celular. Para a contagem, as células sdo ressuspendidas e uma gota da
suspensdo celular é adicionada aos dois lados do hemocitometro. Cada
quadrado fornece uma area de 1 mm? e uma profundidade de 0,1 mm, isto é, o
volume de 10+ mL. Para determinar a viabilidade celular, antes de colocar as
células no hemocitémetro, elas podem ser diluidas em azul de Trypan. O

numero de células que ndo se coraram, ou seja, que apresentaram a membrana

intacta, pode ser assim determinado.

Soares et al.13 em 1990, analisaram a resposta dos tecidos
periapicais e cimentos obturadores de canais radiculares que contém hidréoxido
de célcio. Testaram os cimentos Sealapex e CRCS, utilizando 120 canais
radiculares de dentes de cdes. ApoOs a instrumentacdo dos canais radiculares,
estes foram divididos em trés grupos e obturados pela técnica da condensacao
lateral ativa, com cones de guta-percha e cimento CRCS, Sealapex e dxido de
zinco e eugenol, este usado como controle. Decorridos 30 e 180 dias, o0s
animais foram sacrificados e as pecgas obtidas foram submetidas ao
processamento histologico. Os cimentos Sealapex e CRCS causaram resposta

tecidual periapical semelhante a encontrada com o cimento de 6xido de zinco e
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eugenol, com resposta mais acentuada nos espécimes em que ocorreu
extravasamento de material obturador. Nos casos em que o material obturador
estava presente no "batente apical", constatou-se invaginagdo de tecido
conjuntivo com células inflamatérias crénicas. A deposi¢do de tecido duro com
fechamento parcial da abertura apical foi observada para os trés cimentos
estudados. Nos grupos do Sealapex e CRCS, particulas de cimento foram
vistas distantes do &pice. Todos 0s casos de extravasamento levaram a reagao

inflamatdria crénica dos tecidos apicais.

Analisando as possiveis vias que fgam a infeccdo do canal
radicular ao processo de reabsor¢cdo osteoclastica, Stashenko4t (1990) relata
que estas células possuem componentes desmineralizadores e enzimas
proteoliticas, tais como fosfatase 4&cida tartrato resistente, a qual é um
marcador fenotipico particular, e tais celulas originam-se da mesma linhagem
progenitora dos macrofagos. A proliferacdo e fusdo das células osteoclasticas
¢ ativada pela IL-1, TNF-a e b, TPH, e inibida pelo TGF-b e calcitonina.
Entendem os autores que os osteoclastos ndo reabsorvem 0sso na auséncia de
osteoblastos funcionais, pela necessidade do fator soluvel de baixo peso
molecular "X". Contudo, no processo de remodelamento fisiolégico do tecido
6sseo - "Turnover" - os osteoblastos parecem ser influenciados por citocinas
liberadas pelos osteoclastos. Nos processo inflamatérios cronicos, tais como
nas lesdes periapicais, passa a predominar o processo de reabsorgdo, baseado
no fato de que a formacdo 6ssea & notavelmente mais sensivel a presenca de
citocinas. Neste particular, destaca-se a IL1-b, como principal responsavel

pelo desacoplamento da atividade osteogénica periapical.
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Takahara et al.t47, em 1990, avaliaram nos periodos de 24 a
48 horas, a citotoxicidade dos cimentos New A, New B-1, New B-5 e New B-6
(contendo acidos graxos em substituicdo ao eugenol), Tubliseal, Diaket A,
AH26, Canals e Sealapex, recém espatulados. Os cimentos foram
acondicionados em tubos de polietileno e colocados em contato com culturas
de células de tecido 6sseo de ratos Wistar, sendo a citotoxicidade avaliada por
meio de alguns parametros: medida de incorporacdo de timidina radioativa,
medida da atividade de fosfatase alcalina, medida da sintese de DNA, medida
da quantidade de proteina, observacdo da morfologia celular e medida da
liberacdo de calcio. Como controle foram utilizados tubos de poliletileno
vazios. Os autores constataram que a sintese de DNA foi inibida frente a todos
0s cimentos estudados. A inibicdo da atividade da fosfatase alcalina nas
células expostas aos cimentos Diaket A, AH26, Canals e Tubliseal ocorreu
intensamente nos dois periodos experimentais, sendo inibida, em menor grau,
no Sealapex. Os novos cimentos testados (New B-1, New B-5, New B-6 e New
A) apresentaram resultados semelhantes aos do controle. Todos 0s cimentos
induziram alteragcdes morfoldgicas sobre as células, diminuindo a densidade
celular. As menores alteragdes foram observadas com os cimentos New B-6 e
New A. A maior liberacdo de ions calcio, nos dois periodos experimentais,
foram observados nos cimentos New B-1 e New B-5, sendo que, no Sealapex,
essa liberacdo foi semelhante a encontrada no grupo controle. Os autores
concluiram que os cimentos New A, New B-1, New B-5 e New B-6,
apresentaram, nesse experimento, menor citotoxicidade in vitro que o0s

cimentos comercialmente disponiveis.
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Trowbridge®s® (1990), relata que a persisténcia do processo
inflamatdrio cronico, resulta em destruicdo do parénquina periapical, sendo
esse processo medeiado por células acessorias, macréfagos e linfocitos, as
quais se comunicam por meio de citocinas. A inflamacdo crbénica pode ser
mantida por agentes infecciosos, componentes bacterianos, remanescentes de
microrganismos mortos, corpos estranhos e produtos de metabolismo
bacteriano. As alteracdes teciduais associadas a inflamacdo cronica podem ser
reversiveis ou ndo. Se as células destruidas tem a capacidade de regenerar, 0
tecido pode reconstituir-se a originalidade, desde que a infra-estrutura
reticular seja preservada e o fator agressor completamente eliminado. A
persisténcia do fator estranho local determina uma reacdo tecidual denominada
"reparo frustado". As reacdes periapicais cronicas apresentam um componente
tecidual granulomatoso. A remocéo do fator agressivo local, permite a evolucédo
deste tecido para uma forma de granulacdo, onde o nimero e a distribui¢éo
dos macréfagos e linfocitos tornam-se reduzidas, com concomitante
proliferacdo de fibroblastos e vasos sangiineos, passando a predominar oS

processos regenerativos ou cicatriciais na regido lesada.

O conceito de biocompatibilidade estd mudando. Durante
muito tempo considerou-se tradicionalmente biocompatibilidade como sendo a
falta de interacdo significativa entre contato material/tecidos. Hoje, sabe-se
que muitos materiais sdo compativeis quando introduzidos em um determinado
local do organismo, mas respondem de uma maneira diferente em outros
locais. Os materiais restauradores dentarios constituem um bom exemplo desta

dependéncia de local. Uma definicAo mais apropriada de biocompatibilidade
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seria a capacidade de um material reagir apropriadamente com a resposta do

hospedeiro numa aplicacdo especifica (Williamst®s, 1990).

Zmener et al.t’t, em 1990, analisaram a resposta tecidual de
um cimento experimental com hidroxido de célcio ap6s implante em tecido
conjuntivo subcutédneo de rato. O material em estudo constituiu do Sealapex
sem dioxido de titanio, retirado de sua féormula original em funcdo da provavel
relacdo de sua presenca com a reacdo de corpo estranho causada pelo
cimento. O material foi colocado em tudos de silicone e implantado no tecido
subcutédneo de 30 ratos. Os animais foram sacrificados apés 7, 30 e 90 dias
para a analise histométrica e quantitativa. O exame microscopico demonstrou
diferentes graus de alteracdo dos tecidos ao material testado. Tecido
granulomatoso contendo numerosas células gigantes do tipo corpo estranho e
macrofagos contendo particulas em seu citoplasma foram detectados em
contato com o material experimental. Fibroblastos e vasos recém formados
também foram observados. Estas reacBes aumentaram, progressivamente, aos

30 e 90 dias de observacgao.

Gulati et al.3, em 1991, estudaram a resposta tecidual frente
a dois cimentos endoddnticos a base de 6xido de zinco. Os materiais testados
foram o 6xido de zinco associado ao eugenol ou a glicerina. Os cimentos, ap6s
espatulados, foram injetados subcutaneamente em ratos. A resposta tecidual
foi analisada pela contagem de células polimorfonucleares nos periodos de 1,
7 e 15 dias. Os resultados demonstraram que a toxicidade foi maior para o0s

cimentos que continham eugenol e que era diminuida com o decorrer dos trés
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periodos estudados. Para o cimento sem eugenol, a resposta tecidual foi mais

suave, atingindo um pico aos 7 dias e diminuindo apds este periodo.

Mangan et al.89, em 1991, observaram que o LPS, TNF-a e IL-
1b impediram a apoptose de mondcitos humanos. Os resultados deste trabalho
indicaram claramente que o0s mondcitos morrem por apoptose quando
cultivados sem estimulacdo. Quando adicionaram LPS da Escherichia coli, que
€ um potente ativador de mondcitos, mesmo em concentracBes baixas
causaram um aumento na sobrevida dos mondcitos. O mesmo foi observado
para a IL-1b e TNF-a, sugerindo que a apoptose é regulada por certas
citocinas. A regulacdo da apoptose pode ser um importante mecanismo
homeostatico para controlar o nimero de monocitos capazes de responder a

infeccdo, cura da ferida e crescimento tumoral.

Uma revisdo sobre o Oxido nitrico (NO) abordando seus
aspectos fisiologicos, patofisiolégicos e farmacoldgicos foi realizada por
Moncada et al.l em 1991. A liberacdo fisioldgica de NO depende da
estimulacdo de uma enzima calcio dependente a L-arginina. A enzima
responsavel pela catalizacdo da conversdo da L-arginina e oxigénio molecular
a L-citrulina, e do NO é a NO sintase (NOS). Sua liberacdo pode ser inibida
pela L-canavanino, L-NMMA (NS-monometil-L-arginina), L-NIO (N-iminoetil-L-
ornitina), L-NAME (NG¢-nitro-L-arginina-metil-éster). O NO tem acdes
farmacoldgicas como relaxante vascular, inibidor da agrega¢do plaquetaria e
citoprotetor. Pode ser liberado por macréfagos como parte do metabolismo

antimicrobiano. A ativacdo macroféagica frente a L-arginina produz a sintese de
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L-citrulina e NO, e a presenca de L-NMMA previne a sintese destes produtos
que tem expressao citotéxica. O LPS, assim como o IFN-g sdo ativadores
macroféagicos. A producdo de NO, que é um gés soltvel de radical livre, ocorre
também nos neutrofilos, celulas endoteliais e neurdnios centrais especificos.
L-NAME um potente inibidor da sintese endotelial de NO, ndo tem acao
neutrofilica, e a estimulacdo para a sintese ocorre frente ao leucotrieno B4 e
FMLP. O NO (6xido nitrico) é liberado pelo contato dos macrofagos com o
material obturador, através da excitacdo de membrana celular. Ele é formado
através da reacdo catalizada por enzimas entre o oxigénio molecular e a L-
arginina. Mais especificamente, ele se combina ao heme e a outros
grupamentos de feno-enxofre, importantes para atividades biolégicas como
granilato-ciclase. Assim como o H.0, e o TNF, quanto mais liberado no meio, €é
indicativo de maior citotoxicidade do material em contato. Desta feita, a
mensuracdo da producdo de reagentes intermediarios de NO e H20, e do TNF-
a, em cultura de macrofagos, foi utilizada na avaliagdo da citotoxicidade de
diferentes  materiais obturadores, nesse caso especifico, cimentos

endoddnticos ja citados anteriormente.

Pissiotis e Spangberg!t8, em 1991, avaliaram a citotoxicidade
de um cimento endod6ntico a base de 6xido de zinco e eugenol (Pulpispad)
frente a fibroblastos do ligamento periodontal da gengiva, de polpa humana e
de ceélulas L929 (fibroblastos de adenocarcinoma murino). O material era
incubado nas células por 4 e 24 horas e a toxicidade era avaliada pelo método
de liberacdo de cromo radioativo ('Cr). As células utilizadas nesta

investigacdo mostraram graus diferentes de sensibilidade. As células L929
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foram as mais sensiveis. O Pulpispad mostrou ser um material endoddntico
toxico ao ser avaliado pelo método do 5:Cr, permanecendo téxico em todos 0s

periodos de estudo.

Rochat?s (1991), considera que a proliferacdo epitelial a partir
dos restos epiteliais de Malassez, provavelmente deve-se a uma falha
circunstancial do sistema de vigilancia imunoldgico, que nédo reconheceria
células proliferantes, supostamente portando proteinas antigénicas, em virtude
da excessiva penetracdo antigénica oriunda do canal radicular. Logo, a
eliminacdo da fonte antigénica exoberante, mediante a limpeza e obtura¢do do
canal radicular, possibilitaria o reconhecimento imunoldgico do revestimento
epitelial. Neste sentido, a autora verificou imunocitoquimicamente, a existéncia
de um padrdo morfoldgico microscopico proprio para as lesdes periapicais. Nos
dentes tratados endodonticamente, os linfocitos T e células de Langerhans
estavam em alta densidade, tanto no revestimento epitelial como na parede
fibrosa, havendo pouco ou nenhum epitélio preservado, enquanto a presenca
de linfocitos B foi consideravelmente menor em relacdo aos incipientes, as
quais por sua vez, estavam praticamente ausentes nos cistos residuais.
Portanto, estes fatos histopatologicos sugerem que o tratamento endoddntico
propicia condicfes para que as reacdes inflamatdrias e imunoldgicas atuem na

resolucdo ndo cirdrgica dos cistos periodontais apicais.

Leonardo®®, em 1992, avaliou microscopicamente, em dentes
de cdes, a reacdo dos tecidos apicais e periapicais, ap6s a obturacdo dos

canais radiculares com dois cimentos & base de hidroxido de célcio, Sealapex
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e CRCS. Foram utilizadas no trabalho 16 raizes de pré-molares inferiores de 2
cdes sem raca definida, com idade aproximada de 1 ano. Apés o arrombamento
do delta apical, os canais radiculares foram instrumentados no comprimento do
inicio do delta apical e obturados com cones de guta-percha e um dos dois
cimentos em estudo. Decorrido o periodo experimental de um ano, 0s animais
foram sacrificados e as pecas obtidas preparadas para o exame microscopico.
Os resultados obtidos demonstraram que ambos o0s cimentos, Sealapex e
CRCS, causaram uma inflamagdo cronica, de magnitude moderada, e induziram
a deposicdo de tecido mineralizado na regido apical. No grupo obturado com
cimento Sealapex observou-se uma interposicdo de tecido fibroso entre o
material e o tecido mineralizado. No grupo do CRCS, a deposi¢do de tecido
mineralizado ocorreu diretamente na sua superficie. Desta forma, o CRCS
pareceu ter se comportado biologicamente melhor que o Sealapex, porém, sem

diferenca estatisticamente significativa.

Molloy et al.?8, em 1992, avaliaram a tolerdncia tecidual de
dois cimentos endoddnticos resinosos experimentais, um deles acrescido de
prata, por meio de estudo comparativo com outros quatro cimentos: Sealapex,
Kerr, AH26 e cimento de Roth. Cada cimento, ap6s manipulagdo, era levado ao
interior de tubos de polietileno, que eram implantados no tecido subcutaneo de
ratos Srague-Dawly. Decorridos os periodos de 3, 10, 20, 30 e 60 dias, 0s
animais eram sacrificados e as pegas obtidas preparadas para o exame
histolégico. A analise dos resultados mostrou que todos o0s cimentos
demonstraram inicialmente inflamagdo suave, que cessou rapidamente, Em

todos os tempos estudados, ndo ocorreu diferenca entre os cimentos, exceto
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para o AH26, que manteve algum edema até o periodo de 30 dias. Aos 60 dias,

todos 0s materiais se mostravam compativeis entre si.

De acordo com Perala et al.l%, em 1992, a IL-1 é uma
citocina produzida por mondcitos e macrofagos, a qual provavelmente atua
mediando alteracfes imunoldgicas e endocrinas, associadas a infeccgdo
microbiana, agressdo tecidual, processo inflamatorios e reabsor¢cfes 0sseas.
Os estimulos para producdo de IL-1, incluem microrganismos, LPS, complexo
antigeno-anticorpo, corpos estranhos e outras citocinas. O propdésito deste
estudo foi analisar implantes dentarios na estimulagdo de células
mononucleares a produzirem IL-1b (também conhecida como fator ativador de
osteoclastos) e TNF-a, uma vez que, a producdo destas citocinas pode levar a
perda 06ssea e consequentemente a perda do implante. Os implantes foram
incubados em culturas de células mononucleares (macrdéfagos) e a liberacdo de
citocinas medida por técnica de radioimunoensaio. Todos os cinco diferentes
tipos de implantes (IMZ) recoberto com hidroxiapatita, IMZ de titanio,
Osseodent de titdnio, Osseotite recoberto com hidroxiapatita, e Swedevent de
titdnio) induziram a liberacdo de IL-1b e TNF-a, sendo os implantes revestidos

com hidroxiapatita os que apresentaram maior liberagao.

Nas lesBes periapicais induzidas em ratos, o periodo de zero
a 15 dias é considerado a fase ativa de expansdo da lesdo, caracterizada pela
marcante destruicdo 6ssea e, a partir de entdo, tem-se a fase estacionaria ou
cronica, que se estende dos 20 aos 30 dias. Baseado neste modelo

experimental, Stashenko et al.t42 (1992), verificaram através de analise
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fendtipica, que durante a fase ativa da lesdo, os linfocitos T auxiliares
superaram os linfocitos T supressores, numa relacdo de 1,7, proporcdo similar
a encontrada na circulacdo sangiinea; contudo, aos 20 e 30 dias, esta relagdo
declinou para 0,9 e 0,7, respectivamente, ou seja aumentaram o numero de
células T supressoras exatamente na fase crénica da lesdo periapical.
Avaliando a atividade reabsorvedora 6ssea, pela mensuracdo da liberacdo de
45Ca radioativo administrado durante o periodo fetal, observaram que o
comportamento temporal osteolitico foi aproximadamente idéntico num grupo
que recebeu polimixina B (1ng/mL), um bloqueador do lipopolissacarideo.
Entretanto, o tratamento com uma proteinase-K (50ng/mL) por 1 hora a 37°C,
ou aquecimento a 70°C por 30 minutos, aboliu por completo a atividade
reabsorvedora Ossea. Estes dados sugerem que as endotoxinas ndo sdo oS
responsaveis diretos pela reabsor¢do Ossea em ratos. Ademais, a
caracterizacdo das moléculas nos estagios de atividade da lesdo, revelou que
as mesmas apresentaram peso molecular compativeis com os das citocinas,
expecialmente a IL-1a, TNF-a, TNF-b, ficando 10 a 15% da osteolise exercido

pela PGE-.

Fundamentados na assertiva de que a fosfatase acida tartrato
resistente € o marcador enzimatico das celulas osteoclasticas e a fosfatase
alcalina 6ssea o é da série osteoblastica; Anan et al® (1993) avaliaram
histoquimicamente, em secg¢des histolégicas incluidas em parafina, o processo
de evolucdo das lesbes periapicais, em molares de ratos que sofreram
extirpacdo pulpar seguido de contaminagdo. Previamente, aos 2 e 3 dias,

notaram no ligamento periodontal e no osso alveolar, aumento da atividade
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para fosfatase &cida tartrato-resistente e reducdo a partir do 2 dia. Quadro
oposto foi observado para a atividade fosfatase alcalina. Observaram,
simultaneamente, aumento de osteoclastos e de lacunas de Howship, em
nimero e tamanho. Além disso, um nimero de células mononucleares fosfatase
acida tartrato resistente foi observado nas proximidades dos osteoclastos, as
quais pareciam pré-osteoclastos, previamente ativados. Acredita-se que 0s
pré-osteoclastos originam-se de células mononucleares da medula dssea e
migram, via corrente vascular, para as superficies dsseas a serem

reabsorvidas.

Araki et als5 em 1993, avaliaram microscopicamente a
citotoxicidade de dois cimentos endododnticos a base de oOxido de zinco. Os
cimentos foram divididos em 3 grupos experimentais: recém-manipulados, 24 e
168 horas apds a espatulacdo. A composi¢do do p6 era igual nos dois grupos,
alterando-se apenas a parte liquida. Em um dos grupos foi utilizado o eugenol,
e no outro &cido graxo. As amostras foram incubadas por 4 e 24 horas em
contato direto e indireto com células L929. A toxicidade foi avaliada usando-se
leitura de liberacdo de 5!Cr. Em contato direto, os cimentos foram citotoxicos
quando recém manipulados ou ap6s 24 horas. Ap6s uma semana, 0 cimento a
base de eugenol ainda mostrava-se téxico, enquanto que, no cimento a base
de acido graxo, ndo houve diferenca significante do grupo controle em relagao
ao grupo de 4 horas ap6s o seu preparo. No contato indireto, 0os materiais
mostraram pouca citotoxicidade, somente o cimento a base de d6xido de zinco e

eugenol recém preparado foi claramente citotoxico apos 24 horas.
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Barbosa et alf, em 1993, salientando a importancia da
biocompatibilidade dos cimentos obturadores de canais radiculares no sucesso
do tratamento endododntico, analisaram a pasta FS e os cimentos N-Rickert, Fill
Canal e Sealer 26 através de um método de andlise do 5!Cr liberado em meio
de cultura de células. As células de camundongos L929 e fibroblastos do
ligamento periodontal foram usadas como células marcadas. Os cimentos,
recém manipulados foram colocados direta e indiretamente sobre as células,
sendo feita a analise da citotoxicidade durante o endurecimento do cimento e
ap6s 1, 7 e 14 dias. Os autores concluiram que, dos quatro cimentos acima
descritos, o Sealer 26 foi 0 que apresentou menor toxicidade durante a reacéo
de endurecimento. Ap6s 24 horas, o Sealer 26 e a pasta FS apresentaram
resultados melhores que o Fill Canal e o N-Rickert. No periodo de 7 dias, a

maior toxicidade foi observada no cimento Fill Canal.

Hetem et al.’6, em 1993, avaliaram a biocompatibilidade, in
vitro, dos cimentos Sealapex, AH26, CRCS e O6xido de zinco e eugenol, em
germes dentarios de molares de camundongos albinos, com 14 ou 17 dias,
empregando trés diferentes metodologias. Os cimentos foram manipulados de
acordo com as instrugcdes do fabricante e condensados em um molde de
silicone, em forma de disco. Em seguida, os discos de cada cimento foram
testados de trés maneiras diferentes: 12) os discos, ap6s o periodo de presa,
foram colocados no meio de cultura, no qual os germes foram cultivados; 22) os
discos foram colocados em placas de Petri, contendo meio de cultura, e
utilizados ap6s um periodo médio de 15 dias de incubagdo em estufa; 32) os

germes dentarios foram cultivados no liquido onde os discos ficaram
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depositados durante 15 dias. Decorridos 6 dias, os germes foram fixados em
formalina a 10%, incluidos em parafina, cortados com 6mm de espessura e
corados pelo método de hematoxilina e eosina, para anélise em microscopia
Otica. De acordo com os resultados obtidos, todos os cimentos analisados
mostraram-se incompativeis com o desenvolvimento dos germes dentarios, nas
condicdes de experimentacdo. Os germes dentarios, obtidos dos animais mais
jovens, foram mais resistentes que os obtidos dos animais mais velhos. O meio
de cultura onde os discos dos cimentos ficaram depositados, apresentou
melhores resultados, com relagdo aos demais experimentos, sugerindo que a
liberagdo de substancias toxicas € constante na presenca dos discos, e que as

mesmas se dissipam quando sdo ausentes.

Em 1993, Teixeira et al.’%%, estudaram o papel das
prostaglandinas e do 6xido nitrico (NO) na reac¢do inflamatéria aguda em tecido
intradérmico de Porcos da india. A administracdo de um inibidor da sintese de
NO, Né-nitro-L-arginina—metil-éster (L-NAME) dependendo da dose, inibiu a
formacdo de edema, que foi induzido em resposta a inje¢ao intradérmica de
bradicinina. A inibicdo através da L-NAME da indu¢do da formacdo de edema
pela bradicinina, é o efeito oposto, a inje¢do de nitroprussida de sédio (SNP)
ou prostaglandina E1 (PGE1). Os resultados mostraram que a inibicdo da
producdao de NO reduz o acumulo de leucdcitos e a formagdo de edema,
podendo ser induzida através de diferentes mediadores da inflamagdo. A
administracdo de L-NAME também causou a diminuicdo local do aporte
sanglineo. Os autores sugeriram que é este 0 mecanismo que exerce efeito

antiinflamatério neste modelo.
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Araki et al.®, em 1994, avaliaram a citotoxicidade de dois
cimentos obturadores de canais radiculares. Os componentes do p6, ambos
seladores, principalmente o zinco, foram os mesmos. O liquido de um cimento,
o Canals, foi 6leo de cravo (com mais de 89% de eugenol), e de Canals-N, na
maioria acidos e glicol. Utilizaram celulas L929 e fibroblastos do ligamento
periodontal humano. A citotoxicidade foi avaliada usando o método radiocromo
com quatro tempos de exposi¢do.Misturas frescas de Canals foi amplamente
toxica (p<0,01) para as duas células. Apds 24 horas a toxicidade foi detectada.
Em nenhum periodo foi observada toxicidade com o cimento Canals-N. Estes
resultados indicaram que ambos 0s materiais tiveram um baixo conteddo de
adgua difundindo com o componente toxico. A substituicdo do eugenol poderia

favorecer uma diminui¢cdo na toxicidade do cimento.

Berbert e Consolarot4, em 1994, avaliaram a influéncia de
cimentos endoddnticos na migracdo de polimorfonucleares neutrofilos,
utilizando o teste "Skin Window". Goticulas de cimento recém manipulados
foram levadas a uma laminula de vidro sobre escarificagfes feitas na pele de
10 individuos adultos jovens por um periodo de trés horas. Decorrido este
periodo, as laminulas foram removidas, coradas em hematoxilina e eosina,
montadas em laminas de vidro e submetidas a andlise em microscopio 6tico.
Este teste permitiu aos autores analisarem a citotoxicidade e a influéncia
quimiotatica dos materiais sobre os PMNS neutrofilos. O OZE, dentre todos os
materiais, foi 0 que exerceu a maior quimiotaxia, embora tenha sido o material
que melhor preservou as células estruturalmente. O Sealapex, apesar de ser o

material que atraiu o menor nimero de PMNs neutrofilos, propiciou um grande



Revisig da |literatura 49

aumento na degranulacdo celular, apresentando consideravel citolise. O CRCS
apresentou valores intermediarios nas duas varidveis analisadas. Em ordem
decrescentem quanto a agressao e migragao celular, os cimentos puderam ser

assim classificados: Sealapex, CRCS, OZE.

Os cimentos a base de o6xido de zinco e eugenol sdo bem
tolerados quando introduzidos em cavidades intra-coronarias, mas sdo
altamente irritantes quando colocados em contato direto com o tecido
conjuntivo. Assim, muitos testes tem sido sugeridos para avaliar a
biocompatibilidade de materiais dentarios reproduzindo o mais proximo
possivel as circunstancias pretendidas para uso clinico destes materiais. A
situacdo ideal para avaliacdo da biocompatibilidade seria em humanos, porém
as demandas da sociedade moderna para os padrdes apropriados de ética e
seguranc¢a limitam severamente o nimero de ocasifes em que estes testes
possam ser efetuados, pelo menos com relacdo a uma avaliacdo inicial. Como
conseqliéncia, modelos alternativos sdo necessarios, levando assim a
utilizacdo de animais. Dentro deste contexto, varias metodologias sdao
utilizadas na avaliagdo da biocompatibilidade e da citotoxicidade. A
biocompatibilidade responde por um todo, ja a citotocixidade considera a
reacdo de um grupo especifico de celulas. Portanto a citotoxicidade € um sub-

conjunto do conjunto biocompatibilidade (Browne2°, 1994).

Chong et al.?®, em 1994, avaliaram a citotoxicidade de
materiais para obturagdo retrograda, usando o metodo de filtro Millipore. Foram

comparados com o amalgama, o cimento fotopolimerizavel a base de ionémero
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de vidro (Vitrebond) e trés cimentos a base de o6xido de zinco e eugenol:
Kalzinol, IRM e é&cido toxibenzoico (EBA). O IRM fresco exibiu o efeito
citotéxico mais pronunciado, comparado com todos 0s outros materiais. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre Vitrebond a fresco,
Kalzinol, cimento EBA e améalgama. Quando endurecido o Kalzinol foi o mais
citotoxico e a diferenca foi estatisticamente significativa, quando comparada
com os outros materiais. O IRM endurecido foi o segundo material mais
citotéxico, estatisticamente. A citotoxicidade do Vitrebond, EBA e amalgama

ndo diferiu significativamente dos outros.

Costa et al.3%, em 1994, experimentaram a biocompatibilidade
dos cimentos a base de Oxido de zinco e eugenol (OZE) variando a proporgao
po/liquido (denso e fluido), através de implantes dorsais em tecido conjuntivo
subcutédneo de 32 ratos, nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias. O cimento de
OZE novo e denso promoveu, aos 7 dias moderada reacdo inflamatoria com
predominio de células mononucleares, discreta necrose de contato e tendéncia
a organizacdo de fibras coldgenas e fibroblastos junto a abertura tubular.
Como o decorrer do periodo, houve regressdo da reacdo inflamatoria,
ocorrendo processo de reparacdo tecidual. Aos 60 dias, houve formagdo de um
tecido conjuntivo com caracteristicas histoldgicas de normalidade, estando o
tubo totalmente envolto por um tecido fibroso denso, que se mostrou mais
irritante ao tecido conjuntivo subcutaneo do rato. Os autores concluiram que o

cimento de OZE menos irritante foi o novo/denso.

Cotti e Torabinejad3® (1994), avaliando a participagdo dos
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metabdlicos do acido araquidénico no processo inflamatorio, e considerando
que 0S mesmos sdo responsaveis por varios sinas clinicos e radiograficos da
inflamacdo como dor e reabsorcdo radicular; detectaram elevado nivel de
leucotrieno C4 em 12 lesGes periapicais humanas, sem contudo apresentarem

diferenca estatistica significativa quanto a sintomatologia dolorosa.

Holland et al.’8, em 1994, avaliaram a influéncia da condi¢do
de tratamento do canal radicular sobre o processo de reparo dos tecidos
periapicais. Quarenta raizes de dentes de cdes foram agrupadas de acordo
com 0S seguintes critérios: 1l-canais radiculares obturados apos
biopulpectomia; 2-canais radiculares expostos ao meio bucal, 3-canais
infectados e obturados com O6xido de zinco e eugenol; 4-canais infectados e
preenchidos com hidréxido de calcio. Apés um periodo de 6 meses, 0s cdes
foram sacrificados e as pecas removidas para a realizacdo do exame
histolégico. O grupo que empregou o hidroxido de calcio apresentou o0s

melhores resultados em relagdo ao reparo periapical.

Imagine que €é 1985. Vocé se encontra com um amigo
ambientalmente consciente num café com mesas na calcada. Ele esta irritado
com o transito que esta poluindo o ar com o6xido nitrico (NO). Por sua
imaginacdo ter sido agucada ao ler um trabalho nos Procedimentos da
Académia Nacional de Ciéncias que relatava a produgdo de nitrato inorganico
por macrofagos ativados (Mosmannt0t), vocé se opbe a reclamacdo de seu
amigo com uma previsdo de que 0s proximos dez anos iriam trazer mais

evidéncias de que o NO é produzido em mofos, gafanhotos, besouros, limulos,
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moluscos, frangos, camundongos, ratos, vacas e humanos. Se assim for, seu
amigo retruca, isto ndo seria mais do que fumaca eucaridtica, um residuo
(subproduto) do metabolismo L-arginina. Vocé admite que o NO derivado do
aminoacido L-arginina e seus produtos de oxidagdo serdo excretados na saliva
das pessoas, respiracdo e urina, mas vocé insiste que o NO é um autacdide,
ndo um subproduto. Seus papéis fisiolégicos serdo no minimo tdo variaveis
quanto aqueles descobertos como exemplo, 0s dos corticosteréides nos anos
40 e 60. Vocé acha que o NO ira regular o seguinte: ativacdo do fator de
transcri¢do; translacdo (interpretacdo) de mRNAs que controlam o metabolismo
do Fe; mutagénese; apoptose; transporte de elétron mitocondrial e de glicolise;
acilacdo de proteina; fusdo de mioblastos; adesdo de plaquetas e neutroéfilos;
proliferagdo dos progenitores de mieloide, células T, queratindcitos e células
de tumor, liberacdo de hormonios da pituitaria; a tonicidade dos brénquios e
esfincters; as contracdes do estdbmago, intestinos, Utero e coracdo; ere¢do do
pénis; dependéncia opioide, tolerdncia e toxicidade; memoria; sono;
queimadura solar; e a pressdo sangiinea. Vocé menciona que a producao
excessiva de NO pode contribuir para a danificagdo do tecido na artrite,
glomerulonefrite, diabetes, derrame, choque séptico, coqueluche, encefalite
autoimune ou viral e colite ulcerativa. Vocé se apressa em dizer que este dano
pode ser o preco a pagar por equipar tantas células hospedeiras com a
habilidade de combater este composto contra virus, protozoarios e helmintos.
Seu amigo podera ser perdoado por duvidar de vocé. Ainda, a Gltima década
apresentou tudo isso para ser estudado. Para a fisiologia, a pesquisa de NO
garante uma oportunidade inesperada de revisar conceitos béasicos que

pareciam consignados a um classicismo duradouro. Para a biologia celular, a
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ampla oscilacdo (influéncia) de um gas sem carbono fornece um novo
paradigma. Um relaxante muscular e mediador de aprendizado, o NO nos fez
repensar no conceito de que todo sinal intercelular é baseado em interagdes
ndo convalentes que surgem da agdo complementar da forma molecular e abriu
nossas mentes para 0 governo das funcBes vitais através das reacgdes

covalentes de 6xido-reducdo (Nathan e Xiel02, 1994).

De acordo com Schmalz!28, 1994, outros métodos baseiam-se
na exclusdo do corante (azul de Trypan). O corante penetra nas células
mortas, as quais possuem lesdo da membrana celular, o que ndo ocorre nas
células vivas por apresentarem membrana integra. Afirmou que dois tipos de
células sdo usados: linhagens de células permanentes derivadas de fontes
comerciais ou células pimarias derivadas de explantes e estabelecidas em
cada laboratorio individual. A escolha do método de registro deve ser baseada
na informacdo desejada. Inicialmente, métodos mais simples baseados nos
efeitos da membrana ou no indice de proliferacdo celular deveriam ser usados.
Posteriormente, se h& necessidade de informacfes mais detalhadas relativo ao
mecanismo de acdo téxica, métodos mais sofisticados baseados na atividade
celular deveriam ser usados. Mencionou que o uso do indice de proliferagdo
para registrar o dano celular € um dos meéetodos mais antigos e mais
comumente usados. A contagem celular direta é facil de realizar e pode ser
combinada com um corante vital a fim de excluir as células mortas. Schmalz'2s
(1994), ao realizar experimentos com linhagens de células permanentes e
células primarias (células da gengiva, célula do ligamento periodontal),

observaram uma tendéncia para as células primarias serem menos sensiveis
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que as linhagens de células permanentes. Porém, os principais efeitos
demonstrados nestes testes foram os mesmos, independente do tipo de

linhagem celular utilizado.

Stashenko et al.!*3, em 1994, estudaram 0 mecanismo da
patogénese das lesGes periapicais usando ratos como modelo experimental,
expondo a polpa cirurgicamente. Nestes modelos, lesbes periapicais
desenvolveram-se rapidamente entre zero e 15 dias (fase aguda) e mais
lentamente na fase crbénica. A microbiota Gram-negativa, semelhante em
humanos, foi rapidamente estabelecida. Nas lesdes periapicais encontraram
linfécitos T, neutrdéfilos, linfocitos B (células B), macréfagos e plasmécitos. Os
linfocitos T auxiliares (Th) predominaram durante a fase aguda, enquanto 0S
linfocitos T supressores (Ts) foram encontrados com maior freqliéncia na fase
cronica. A maior parte da atividade de reabsorcdo 0ssea foi mediada pela IL-
la. Prostaglandinas responderam por 19 a 15 % da atividade de reabsorcéo.
Células que expressam IL-1a foram identificadas na polpa ap6s o segundo dia
de exposicdo e, nos tecidos periapicais ap6s o sétimo dia de exposicéao.
Células que expressam TNF-a foram também detectadas, no entanto, células
que expressam IL-1b estavam ausentes. Finalmente a destruicdo 0ssea

periapical foi inibida em 60% pelo tratamento com o receptor antagonista da IL-

1 (IL-1ra).

Este estudo foi realizado por Vespa et al.l83, em 1994, para
determinar o papel de reagentes intermediarios do nitrogénio nas infeccdes por

Trypanossoma cruzi. In vitro, rea¢Ges antigeno-anticorpo obtidos durante a
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fase aguda de infecgdo, produziu elevada quantidade de 6xido nitrico (NO) que
foi correlacionada com a resisténcia ou suscetibilidade dos animais. In vivo, 0s
niveis de NOz' mais NOsno plasma durante a infeccdo foi maior nos ratos
C57BL/6 do que nos ratos BALBL/c. Os resultados mostraram que no
tratamento de C57BL/6 quando a sintese de oOxido nitrico (NO) foi inibida,
através de inibidores de NO sintase, houve aumento da parasitemia e
mortalidade. Finalmente concluiu-se que o S-nitroso-acetyl-penicillamine ¢é
capaz de matar o Trypanosoma “in vitro” na presenca de outras células,

sugerindo que o mediador NO mata T. cruzi.

Beltes et al.t3, em 1995, avaliaram in vitro a citotoxicidade de
trés cimentos endodonticos a base de hidréxido de calcio (Sealapex, CRCS e
Apexit) usando células L929 e BHK21/C13. Apbs 24 horas os cimentos foram
cobertos com a suspensdo celular, e a citotoxicidade determinada por uma
técnica quantitativa, mostrando que todos o0s cimentos apresentaram-se
citotoxicos. O Sealapex mostrou alta citotoxicidade. O CRCS foi menos tdxico

do que o Sealapex e mais toxico do que o Apexit.

Cassatella?s, em 1995, realizou uma pequena revisdo da
literatura pela controvérsia em relacdo a liberacdo ou ndo de citocinas pelos
neutréfilos polimorfonucleares (PMNs). E sabido que, linfocitos T, células
exterminadoras naturais (NK), mondcitos/macréfagos, sdo as principais células
produtoras de citocinas, no entanto, nos ultimos anos, trabalhos mostram que
0s PMNs também tem a capacidade de sintetizar e liberar citocinas

imunoreguladoras, como o TNF-a, IL-1b, receptor antagbnico para
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interleucina-1 (IL-1ra), IL-8 e fator transformador de crescimento beta-1 (TGF-
b:), além de outras. Sabemos que os PMNs sdo células de vida curta,
incapazes de proliferacdo ou de renovacdo. Assim, sua capacidade para
sintetizar citocinas imunomoduladoras pode ser visto como um fenémeno de
pequena significAncia fisiolégica. No entanto, trabalhos mostram que a
sobrevivéncia dos PMNs pode ser estendida pela exposigdo a microambientes
distintos envolvidos na infeccdo e imunidade. Neste cenario, 0os PMNs
poderiam ser considerados ndo somente um elemento central ativo na resposta
inflamatoria, mas também uma célula que, através da secre¢do de citocinas,

pode influenciar a dire¢do e evolugdo do processo imune.

Economides et al35, em 1995, avaliaram, in vivo, a
biocompatibilidade de dois cimentos a base de hidroxido de calcio (Sealapex e
CRCS), um a base de 6xido de zinco e eugenol (Roth 811) e foram observadas
nas amostras teciduais subcutédneas obtidas dos animais do grupo do CRCS e
Roth 811 (os dois cimentos contém zinco na sua composi¢do), uma infiltracdo
severa dos cimentos a base de 6xido e eugenol no grupo do CRCS e Roth 811
de infiltrado inflamatdrio crénico de células macrofagicas, linfécitos e

plasmocitos e no grupo do Sealapex um infiltrado de moderado a suave.

Gerosa et al.6, em 1995, avaliaram a citotoxicidade de 6
cimentos endoddénticos, AH26, Pulp Canal Sealer, Rocanal R2, Rocanal R3,
Bioseal e Endomethasone, em culturas de fibroblastos humanos obtidos da
regido dos terceiros molares. Os cimentos foram utilizados apds periodos de

uma e duas semanas de preparados, de acordo com as instru¢des dos
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fabricantes. Os testes foram realizados em periodos de 24, 48 e 72 horas. Os
resultados apresentaram o Pulp Canal Sealer como sendo de baixa toxicidade,
0 Endomethasone, Bioseal e Rocanal R3 de moderada, o Rocanal R2 e AH26
de alta toxicidade, que foi atribuida aos componentes O-fenilfenol do Rocanal
R2 e resina epoxi bisfenol do AH26 que supostamente liberam formaldeido
duranre o endurecimento do cimento, sendo esta, talvez a causa dessa

citotoxicidade.

Um modelo experimental, com a finalidade de verificar a
neoformacdo dssea e integracdo do cimento derivado da poliuretana de
mamona no preenchimento de falha dssea produzida, foi desenvolvido por
Ignacio® (1995). Foram utilizados coelhos machos, com idades variando entre
8-10 semanas de vida, pesando aproximadamente 2 Kg. Devido as
caracteristicas anatémicas dos 0ssos do antebrago do animal foram produzidas
falhas Osteoperiostais de 2,0 cm bilateralmente nos radios (correspondendo a
aproximadamente 30% do comprimento total do o0sso), que foram preenchidas
com cimento derivado do polimero de mamona. Os animais foram divididos em
quatro grupos, de acordo com o tempo de ser mortos de cada um em 2, 4, 8 e
16 semanas, fazendo-se o estudo radiolégico, macroscdpico e histologico em
cada tempo de observacdo. Um grupo controle composto por 6 animais, onde a
falha osteoperiostal de 2,0 cm bilateralmente era deixada sem preenchimento,
também foi estudado. Uma anélise dos resultados demonstrou que, apesar da
membrana inter-6ssea potente e de um forte sistema ligamentar que une 0s
dois ossos, todos o0s seguimentos do grupo controle tiveram perda do

alinhamento do membro (deslizamentos epifisarios e fraturas), ao contrario dos
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antebracos, onde a falha Ossea produzida foi preenchida com o cimento
derivado do polimero da mamona, que suportam bem as forcas mecéanicas
exercidas pela marcha normal. Radiograficamente, nos animais em que foi
implantado o cimento derivado do polimero da mamona houve, na quase
totalidade dos casos, unido solida das interfaces cimento/osso proximal e
distal. O osso neoformado, a partir das extremidades 6sseas proximal e distal,
praticamente uniu-se na regido central do enxerto nos periodos finais do
estudo. visualizando-se, em alguns casos, a formacdo de uma cortical 6ssea
delgada e eshoco de um canal medular. Histologicamente, ndo foi verificada a
presenca de células gigante de corpo estranho que pudesse indicar qualquer
grau de toxicidade do material. O processo de neoformacédo 6ssea foi gradual,
progressivo e organizado a partir das interfaces cimento/osso proximal e distal
em direcdo a regido central do material, iniciando-se por um processo
inflamatorio decorrente da agressdo produzida pelo ato cirdrgico, processo
estes que diminuiu paulatinamente. A formac&o fibroblastica foi substituida por
lamelas 6sseas ao longo do tempo, que praticamente uniram-se na regido
central do cimento no grupo de avaliagdo mais longo (16 semanas). Foi
também observada a formacdo de uma cortical fina e um neo-periésteo

cobrindo o tecido 6sseo neoformado.

Mittal et al®, em 1995, avaliaram histologicamente a
resposta tecidual frente a quatro cimentos obturadores de canais radiculares
(OZE, Tubliseal, Sealapex e Endoflas F.S.). Utilizaram 15 ratos albinos
adultos, nos quais foi injetado no tecido subcutaneo da regido dorsal, 0,1mL de

material espatulado. Os animais foram sacrificados 48 horas, 7, 14 dias, 1 e 3
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meses ap6s a injecdo subcutanea. Os resultados histoldgicos revelaram que
todos os cimentos causaram inflamacdo, a qual diminuiu com o decorrer do
periodo, exceto no caso do OZE, que aumentou no periodo de 48 horas até 7
dias, tendendo a seguir, a uma diminui¢do. O Sealapex quando comparado com
0s outros cimentos utilizados, foi o material que mostrou a menor reacdo
inflamatoéria, ocorrendo junto ao mesmo, uma reacdo inflamatéria moderada
somente até as 48 horas, a qual descreveu para suave nos demais periodos. O
OZE Tubliseal e o Endoflas FS foram severamente tdxicos nos periodos de 48
horas e 7 dias, tendo esta toxicidade diminuida gradualmente nos periodos
mais prolongados. Nenhuma reacdo inflamatoria foi observada aos 3 meses,

em todos 0s cimentos testados.

Um estudo para determinar se a producdo de oxido nitrico
(NO) pela ativacdo de culturas de macrofagos em niveis fisiologicos de
arginina, ou através do aumento na disponibilidade de arginina como substrato
para sintese de NO foi realizado por Norris et al.l93, em 1995. A geracdo de
NO pelos macréfagos é largamente responsavel pela morte do Trypanossma
cruzi. O aumento exdgeno de arginina ou citrulina resultou em significante
aumento da producdo de NO e da sua completa liberagcdo nos parasitas através
da atividade macrofagica. A citrulina foi substituida totalmente pela arginina no
suporte da produc¢do de NO e na atividade de destruicdo do Trypanossoma.
Estes resultados demonstraram que na expressdo e ativacdo do ciclo da
citrulina, NO séo liberados pelos macrdéfagos. Os niveis de arginina no plasma
sdo limitados em respeito a producdo de NO no sangue e da atividade de

destruicdo do Trypanossoma nestas células. Segundo os autores, o aumento
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dos niveis de substrato no plasma, em vez de arginina no sangue e biosintese
de NO, pode representar um meio de aumentar a atividade antimicrobiana “in

vivo”.

Silvat34, em 1995, realizou avaliagdo histolégica apoés
obturacdo de canais radiculares em dentes de cdes com vitalidade pulpar,
empregando quatro diferentes cimentos que contém hidréxido de calcio. Os
resultados, 180 dias ap6s a obturacdo, demonstraram que o cimento Sealapex
foi o que melhor permitiu a deposi¢cdo de tecido mineralizado, apicalmente,
sendo o Unico a apresentar selamento apical completo e com predominio de
infiltrado inflamatério ausente/suave. O CRCS apresentou predominantemente,
selamento parcial e infiltrado inflamatério moderado, € o Apexit e Sealer 26
ndo apresentaram selamento. A avaliacdo histopatoldgica da reagdo provocada
pelos cimentos apos injecdo em tecido subcutdneo de camundongos isogénicos
Balb/c, realizada no periodo de 2, 4, 8 e 16 dias, mostrou no periodo inicial,
intenso infiltrado de leucécitos polimorfonucleares nos quatro cimentos
estudados. A partir do oitavo dia foi observada intensa reducdo dessad células,
particularmente no Sealapex, que apresentou a maior diferenciacdo celular. Foi
realizado, ainda, o estudo da migracdo celular para a cavidade peritoneal de
camundongos Balb/c, nos periodos de 6 e 24 horas, 5, 15 e 30 dias. Os
resultados mostraram que nos periodos iniciais todos os cimentos induziram a
um aumento de neutré6filos, quando comparados ao controle, tendo o Sealapex
e CRCS apresentado menores valores, atingindo valores semelhantes ao
controle aod 5 dias. Finalmente, a anélise do pH e condutividade dos cimentos

nos periodos de zero, 1, 2, 4, 6 e 24 horas, 5, 15 e 30 dias, mostraram que 0
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cimento Sealapex, durante todos os periodos experimentais, foi o que
determinou maiores valores de pH, calcio total e de calcio i6nico, seguido do

CRCS, Apexit e Sealer 26.

Tani-Ishii et al.l4?, em 1995, verificaram a relacdo entre
citocinas responsaveis pela reabsorcdo dssea e a presenca das possiveis
células que as expressam. Citocinas relacionadas a reabsorcdo 6ssea, IL-1 e
TNF, tem sido relacionadas na patogénese de muitas doencas inflamatorias
cronicas, incluindo pulpites e periodontites apicais. Os autores identificaram
células que expressam IL-1a e TNF-a em polpas expostas infectadas e durante
0 desenvolvimento de lesGes periapicais em ratos. Detectaram por
imunohistoquimica, IL-la e TNF-a presentes no segundo dia tanto na
exposicdo pulpar quanto na regido periapical. O numero destas citocinas
aumentou no quarto dia na polpa e depois do trigésimo dia no periapice. As
células que expressam IL-1a e TNF-a foram identificadas como macréfagos e
fibroblastos com ocasionais marcadores para leuc6citos polimorfonucleares.
Entretanto, linfocitos ndo foram identificados. Portanto, o0s achados
demonstraram que as células que espressam estas citocinas (IL-1a e TNF-a)
estdo presentes imediatamente apds a exposicdo pulpar neste modelo de
estudo, com a forte hipdtese delas serem os mediadores chave da patogénese

pulpar e periapical, incluindo a destrui¢cdo 6ssea.

Avaliando a participagcdo dos linfocitos T na patogenesia
periapical, Tani-ishi et al.’50, em 1995, verificaram que nos camundongos

deficientes de células T, no periodo de 2 semanas, o tamanho da lesdo foi
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duas vezes maior que nos camundongos normais, sugerindo que essas lesdes
possuiam mais fatores de reabsor¢cdo d6ssea (PGE: IL-1 e TNF). Todos os
camundongos apresentaram abscessos periapicais, em duas semanas, sendo
difuso nos ratos normais e do tipo localizado nos deficientes. Logo a formacéo
da lesdo ndo requereu a presenca de células T. Nos camundongos normais, 0
tamanho da lesdo permaneceu inalterado da 6 a 82 semanas; enquanto nos
camundongos deficientes de células T a area da lesdo diminuiu na oitava
semana, involuindo para escara, enquanto nos camundongos normais, a lesdo
estava infiltrada com numerosos neutrofilos, macrofagos e linfocitos - tecido
granulomatoso. Os resultados deste trabalho sugerem que a progressdo da

lesdo requer modificacdo induzida pelas células T auxiliares.

Os mondcitos sdo células do sistema monocitico fagocitario,
proveniente da medula 0ssea, atingindo a corrente sangiinea sem estarem
completamente diferenciadas, ao atingirem os tecidos, amadurecem se
formando macréfagos. Os macrofagos fazem parte, juntamente com mastocitos,
neutrdéfilos, fibroblastos e linfécitos da resposta inflamatéria, resposta essa de
defesa do organismo que ocorre no tecido conjuntivo visando destruir, diluir e
isolar o agente agressor atraves da fagocitose. A fagocitose é uma das
importantes atividades dos macréfagos que tem a capacidade de sintetizar e
secretar enzimas e fatores reguladores da atividade de outras células como as
citocinas e fatores de crescimento. A liberacdo de linfocinas pelos linfocitos T
promove a ativacdo de macrdéfagos para sensibiliza-los contra antigenos de

organismos infectados (Cotran et al.32, 1996).
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Gerosa et al.*5, em 1996, avaliaram, in vitro, a citotoxicidade
de quatro marcas de eugenol ap6s sua diluicdo em solucdo de &lcool em varias
concentracdes, determinando, dessa forma, a maxima concentracdo ndo
citotoxica. A citotoxicidade do alcool foi determinada por uma curva de dose
responsavel na concentracdo entre 0,017M e 1,7M. O teste de citotoxicidade
do alcool mostrou que as células vivas permaneceram totalmente inalteradas
no grupo controle (células ndo expostas ao alcool). Véarias concentragfes
(0,015 a 947mM) para cada eugenol em alcool foram preparadas; 20nL (0,34M)
de alcool etilico foi adicionada para 1mL do meio de células. Os quatro
eugenois foram téxicos para os fibroblastos do ligamento periodontal. A marca
Sigma de eugenol numa solucdo alcodlica a <0,230mM foi ndo téxica. Eusol
ndo foi toxico e <0,030mM, o Bioseal ndo foi toxico a <0,470nM, e o Kerr a

<0,120mM.

Miller et al.?, em 1996, pesquisando imunocitoquimicamente
o infiltrado celular das lesBes periapicais humanas, obtidas cirurgicamente,
certificaram que nos granulomas, as citocinas IL-1b e IL-la, foram
identificadas no infiltrado neutrofilico em 92 e 93%, respectivamente. Ademais,
a estimulacdo destas células com LPS de Escherichia coli, forneceu
significativos niveis adicionais dessas citocinas, tanto nos supernadantes,
quanto nos lisados de células. Em vista do grande nimero de células nas
lesbes periapicais, positivas imunocitoquimicamente para IL-1b e IL-la, e
considerando o amplo espectro de atividade metabdlica, catalitica,
imunoldgica, fisiolégica e hematopoiética;, entendem que estas citocinas

desempenham importantes fungdes na evolucdo das lesdes periapicais.
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Schmalz et al.!2?, em 1996, avaliaram a citotoxicidade do
cimento fosfato de zinco, de cimentos a base de ion6mero de vidro (Ketac-Fil,
Ketac-Silver e \itrebond) e de um cimento a base de 6xido de zinco e eugenol,
tendo como controle negativo o silicone vinil atéxico e, como controle positivo,
uma solucdo aquosa de Fenol a 1,5%. Para a confeccdo do teste da barreira
dentinaria, utilizaram discos de dentina de 500mm de espessura, obtidos de
dentes bovinos anteriores, condicionados com acido citrico a 50%, por 30
segundos, em seu lado “pulpar". A seguir, os discos de dentina foram
autoclavados (Grupo A) ou desinfetados em etanol, por 15 minutos, e lavados
com solucdo salina (Grupo B). No lado "pulpar" dos discos de dentina, foram
semeadas células L929 e, no lado "cavitario" dos mesmos, foram colocados o0s
materiais a serem testados. Decorridas 24 horas, efetuou-se a contagem das
células viadveis, coradas com diacetato de fluoresceina. De acordo com o0s
resultados obtidos, o Vitrebond e o oOxido de zinco e eugenol foram os
materiais mais citotdxicos, sendo o Ketac-Fil e o Ketac-Silver menos citotéxico
que o Vitrebond. O cimento fosfato de zinco apresentou citotoxicidade
moderada. A desinfeccdo dos discos de dentina, em comparagdo a
autoclavagem, reduziu a citotoxicidade dos materiais. Os autores salientaram
que, devido a alta citotoxicidade observada com o 6xido de zinco e eugenol e
iondmero de vidro, contrastante com os resultados obtidos em pesquisas in
vivo, estudos adicionais devem ser efetuados utilizando a metodologia do teste

da barreira dentinéria.

Takayama et al.14 (1996), verificaram que o0s dentes

portadores de radiolucidez periapical apresentavam maior concentracdo de
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PGE; em relacdo aos sem lesdo periapical. Similarmente, a presenca de dor
espontanea ou sensibilidade a percussdo, foi positivamente correlacionada
com alta concentracdo de PGE:. No entanto, ndo houve significativa diferenca

entre a concentracdo de PGE; e o tamanho da leséo periapical.

Também macréfagos e linfocitos desempenham papel
essencial no mecanismo mediado por células envolvidas na inflamacdo crénica

(Trowbridge e Emiling®5?, 1996).

Almeida?, em 1997, avaliou histologicamente a resposta dos
tecidos apicais e periapicais de dentes de cdes, ap6s biopulpectomia e
obturacdo dos canais radiculares com os cimentos Ketac Endo, Fill Canal e AH
Plus. O cimento Ketac Endo foi avaliado apds 270 dias tendo como controle o
Fill Canal; o AH Plus foi avaliado ap6s 90 dias tendo também o Fill Canal como
controle. O Ketac Endo ndo apresentou selamento apical total em nenhum dos
casos, e nos casos de selamento parcial, o tecido conjuntivo intersticial
contido entre as paredes do selamento neoformado, apresentava infiltrado
inflamatério mononuclear suave/moderado, poucas fibras coldgenas, edema e
poucos cementoblastos junto a parede do selamento. Em contato com o
cimento obturador, havia necrose superficial e congestdo vascular. Nos casos
de auséncia de selamento, o tecido intersticial apresentava também areas de
necrose em contato com o material obturador, e moderado/severo infiltrado
inflamatdrio mononuclear que se estendia até o periapice. No grupo do Fill
Canal, ap6s 270 dias, nos casos de selamento parcial, o tecido intersticial

invaginado para o interior do canal radicular apresentava poucos fibroblastos e
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fibras colagenas e quando em contato com o material obturador, havia necrose
e infiltrado inflamatério moderado, constituido predominantemente por células
mononucleares. A regido periapical apresentava resposta inflamatéria de
intensidade moderada/severa, constituida por células mononucleares, edema,
poucos fibroblastos e fibras colagenas. No AH Plus ap6s 90 dias, nos casos de
selamento parcial, o tecido intersticial apresentava numerosos fibroblastos,
intensa presenca de fibras colagenas e auséncia de células inflamatorias,
exceto raros macrofagos, e as ramificacbes do delta apical apresentavam
tecido conjuntivo integro. O Fill Canal ap6s 90 dias na regido periapical
evidenciava resposta inflamatéria de intensidade moderada/severa, edema,

poucos fibroblastos e fibras colagenas dissociadas.

A liberacdo de TNF-a por mondcitos ap6s a exposicdo ao
hidroxido de célcio [Ca(OH2)] e LPS da Escherichia coli foi estudado por
Barthel et al.l%, em 1997. O LPS, é um componente da parede celular das
bactérias Gram-negativas anaerébias, e tem sido relacionado com a patogenia
da doenca periodontal, resultando da infec¢do do canal radicular. O hidroxido
de calcio tem se mostrado um medicamento ou curativo biologico, efetivo em
infeccdes deste nivel, reduzindo a microbiota dentro do canal; e tem sido
proposto que seu efeito terapéutico pode, também ser resultado da inativacao
direta do LPS. A proposta deste estudo foi analisar se o LPS da Escherichia
coli pode ser reduzido ou eliminado com o Ca(OH).. Quatro concentragdes de
LPS da Escherichia coli foram colocados em 1-1000mg/mL de &gua estéril e
cada uma com 25mg de Ca(OH). em agua estéril. O grupo controle ficou com

LPS e 4gua sem Ca(OH).. Os resultados indicaram que o Ca(OH)., é capaz de



Revisig da |literatura 67

eliminar o efeito téxico do LPS da Escherichia coli e estimular a produ¢do de

TNF-a pelos mondcitos.

O primeiro e Gnico trabalho de pesquisa no campo
odontoldgico, encontrado na literatura, foi desenvolvido por Costa et als3!
(1997) que testaram a biocompatibilidade da poliuretana de mamona colocada
em tubos de polietileno, que foram implantados no dorso de ratos por periodos
de observacao de 7, 15, 30 e 60 dias. O material foi comparado com o 6xido de
zinco e eugenol (OZE). Aos 7 e 15 dias a poliuretana promoveu moderada
reacdo inflamatoria com predominio de células mononucleares, novos vasos
sanglineos e degradacdo de coldgeno. Esses eventos histopatoldgicos foram
menos relevantes para o OZE. Com o decorrer dos periodos, foi notada
regressdo dos eventos inflamatorios e reparacdo junto a abertura dos tubos.
Aos 30 e 60 dias, um tecido fibroso denso envolvia o tubo de polietileno, sendo
que para ambos materiais, o0 tecido conjuntivo adjacente apresentava
caracteristicas histolégicas de normalidade. O OZE foi menos irritante que a
poliuretana quando implantado, porém 0s materiais apresentaram

biocompatibilidade aceitavel.

Geurtsen e Leyhausen4’, em 1997, pensando em minimizar a
incidéncia de efeitos colaterais e/ou sistémicos, sugeriram que a
biocompatibilidade de todos materiais obturadores de canais radiculares,
deveria ser investigada por varios testes in vitro e in vivo antes da sua
aplicacao clinica. Os testes in vitro incluem mutagenicidade, citotoxicidade e

efeitos antibacterianos. Trabalhos tem mostrado que cimentos a base de dxido
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de zinco e eugenol contém paraformaldeido (N2 e Endométhasone), mostrando
uma forte atividade antibacteriana, porém sédo freqlientemente mutagénicos.
Cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol sdo classificados como sendo
altamente/severamente citotéxicos, contrario aqueles a base de hidroxido de
calcio (Sealapex e Apexit), que apresentam boa ou
excelentecitocompatibilidade. Estes resultados foram confirmados por

numerosos trabalhos histoldgicos in vivo.

Os macrofagos constituem a segunda maior populagdo celular
do sistema imune. Eles se originam na medula 0ssea como monocitos
sanglineos e, ap6s migracdo e maturacdo, vao para o0s tecidos como
macréfagos maduros. Os macréfagos podem ser ativados por uma variedade de
estimulos e suas principais fung¢des incluem a fagocitose de particulas
estranhas, apresentacdo de antigenos e produgdo de citocinas (IL-6, TNF-a,
IL-1, IL-12) e compostos intermediarios do nitrogénio (NO) e do oxigénio
(H202). Deste modo, os macréfagos podem participar de ambas respostas
imunes, inata e adaptativa. Os macrdéfagos exercem a maior funcdo na defesa
do hospedeiro contra infec¢des e formacdo de tumores. De particular interesse,
0 NO e HO; produzidos pelos macréfagos atuam destruindo ou inibindo o
crescimento de bactérias, fungos, parasitas e células tumorais. O termo
macrofago ativado é amplamente utilizado para designar o aumento de suas
atividades biolégicas. Muitos parametros, tais como aderéncia, fagocitose,
atividade bactericida e caracteristicas bioquimicas podem se tomados como
indicativos do grau de ativacdo destas células. O Oxido Nitrico é produzido

pela inducdo da enzima 6xido nitrico sintase nas células imunes em resposta a
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citocinas, tais como TNF-a, IFN-ge IL-2 (Janeway e Traves®2, 1997).

Kharmandayan’ (1997) estudou através de implantes em 0Sso
de coelho, a interface entre 0 0sso e 0 pino de poliuretana, durante o processo
de reparacdo do tecido nos tempos de observacdo de 1, 30, 60, 120, 180 e 360
dias de poOs-operatdrio, utilizando microscopia de luz e eletrbnica de varredura.
Os resultados revelaram que no primeiro dia de pdés-operatério, a parede do
canal de implante do pino estava revestida por smear layer, conseqiente a
acdo da broca. Os grupos de 30, 60, 120 dias e po6s-operatdrio, mostraram a
formacdo de tecido colageno denso envolvendo a superficie do pino. Pequenas
irregularidades de superficie dos implantes foram notadas nestes grupos,
revelando a adesdo do coladgeno a superficie da resina, o que provocou uma
reparacdo na interface osso/pino. As trabéculas 6sseas adjacentes revelaram
uma disposicdo irregular tanto em cortes histolégicos, como nos aspectos
tridimensionais em imagens obtidas através da microscopia eletronica de
varredura. A orientacdo de fibras colagenas era notada nitidamente envolvendo
a superficie do pino. Nos grupos de 180 e 360 dias de pos-operatorio, houve
uma formacdo de fibras colagenas de disposicdo ordenada. Os aspectos
histol6gicos revelaram a presenca de um tecido conjuntivo denso constituindo
a interface osso/pino. O implante de poliuretana foi acompanhado de uma
neoformacdo 6ssea bem evidente, na porcdo préxima a superficie que se
estendeu até a profundidade do canal. Além disso, os dados obtidos revelaram
diferencas apenas de aspectos estruturais decorrentes da reparagao do tecido,
nas fases examinadas, mais intensas no grupo de 360 dias de pds-operatério e

com pinos com carbonato de calcio.
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Leonardo et al.85, em 1997, analisaram a biocompatibilidade
de cimentos obturadores de canais radiculares. Foram utilizados 80 raizes de
pré-molares de cdes com vitalidade pulpar. Apés preparo biomecanico o0s
dentes foram obturados alternadamente com guta-percha e o0s cimentos
Sealapex, CRCS, Sealer 26 e Apexit. Ap6s 180 dias os cdes foram
sacrificados, as pegas anatémicas removidas e submetidas a histotécnica. A
analise microscdpica evidenciou que o Sealapex permitiu um maior nimero de
mineralizacbes apicais e auséncia de infiltrado inflamatério apical. O
selamento observado com o CRCS foi parcial e notou-se pequeno infiltrado
inflamatorio. apical. O selamento observado com o CRCS foi parcial e notou-se
pequeno infiltrado inflamatério. Nenhum selamento apical com tecido
mineralizado foi observado no uso do Apexit e Sealer 26, com infiltrado

inflamatdrio severo no Apexit e leve no Sealer 26.

Leonardo®”, em 1997, avaliou em cultura de macréfagos em
periodos de 1, 12, 24, 48 e 72 horas, a citotoxicidade de cinco cimentos
endodonticos: Sealapex, Sealer 26, Apexit, CRCS e Fill Canal. Foram
avaliadas as alteracdes morfolégicas e a liberacdo de perdxido de hidrogénio
(H202). Quanto as alteragdes morfologicas, todos os cimentos foram tdxicos,
Numa ordem crescente de toxicidade, foram mais agressivos que o controle o
Fill Canal, CRCS, Sealer 26, Apexit e Sealapex. Quanto a liberacdo de H.0, a
ordem crescente de toxicidade foi Sealer 26, Fill Canal, Apexit, Sealapex e
CRCS. Quando um cimento obturador de canais radiculares, entra em contacto
com o tecido conjuntivo periapical, promoverd a estimulacdo e ativacdo dos

macréfagos, para a realizacdo da fagocitose. Os reagentes intermediarios do
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oxigénio (peroxido de hidrogénio) e os reagentes intermediarios do nitrogénio
(6xido nitrico) (provenientes da atividade fagocitaria) sdo indicativos de

citotoxicidade.

Rasquiniz, em 1997, fez avaliagdo histopatoldgica da
repara¢do apical e periapical em dentes de cdes portadores de lesdo periapical
cronica, experimentalmente induzida, ap6s tratamento de canais radiculares e
obturacdo com os cimentos Sealapex, Sealer 26, Apexit e Fill Canal. Foram
utilizados 80 canais radiculares portadores de necrose pulpar e reagdo
periapical cronica. Decorridos 270 dias da obturagdo, os animais foram
sacrificados. Ap6s o processamento histolégico os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina e pelo tricrébmico de Mallory. A analise microscopica dos
cortes evidenciou ser o Sealapex biologicamente compativel, e a resposta
tecidual em ordem crescente de severidade foi a seguinte: Sealer 26, Fill Canal

e Apexit.

Em 1997, Roslindo et al.l2’, estudaram experimentalmente
germes dentarios de primeiros molares inferiores, de fetos de camundongos
com 17 dias,cultivados in vitro durante 6 dias juntamente com resina
poliuretana vegetal. Os germes dentarios foram incubados em meio de cultura
em estufa com atmosfera umidificada, com 5% de CO. a 37°C. A resina
poliuretana vegetal elaborada a partir do 6leo de mamona foi testada
isoladamente ou acrescida de 50% de carbonato de cdlcio. A resina poliuretana
vegetal, avaliada isoladamente ou acrescida de carbonato de céalcio, mostrou-

se compativel com o desenvolvimento dos germes dentarios quando cultivados
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in vitro, sugerindo a nédo liberagdo de substancias tdxicas para o meio de

cultura.

Segura et al.’33 em 1997, estudaram o efeito do hidréxido de
calcio na capacidade de adesdo dos macrofagos ao substrato na resposta
inflamatoria. Apds a estimulagdo, os macrdéfagos eram recolhidos da cavidade
abdominal de ratos Wistar e resuspensos em meio RPMI 1640-C. A andlise da
capacidade de aderéncia ao substrato foi feita em tubos eppendorf apds 15
minutos de incubacdo a 37°C, com tensdo de 5% CO,, e 100% de umidade
atmosférica. Os resultados mostraram que o hidroxido de célcio diminuiu a
capacidade de aderéncia dos macréfagos ao substrato dependendo da dose e
do tempo. Os autores concluiram que devido a influéncia do hidréxido de célcio
na adesdo, primeiro passo no processo de fagocitose, ha uma reducdo da
reacdo inflamatéria dos tecidos periapicais, além disso, este efeito € capaz de
explicar a fase final da capacidade do hidroxido de calcio em induzir a

mineralizacao.

Silva et al.’35, em 1997, avaliaram a resposta inflamatoria do
Sealapex, CRCS, Apexit e Sealer 26 em tecido subcutdneo e cavidade
peritoneal de ratos Balb/C. A resposta inflamatéria em subcutaneos foi
avaliada ap6s 2, 4, 8 e 16 dias. Intensa neutrofilia foi vista em resposta a
todos os cimentos durante os periodos iniciais. Houve diferencas entre eles
relacionadas a presenca de necrose e o nimero de células inflamatérias. Na
fase intermediaria marcada pela diferenciacdo celular do sistema fagocitico

mononucleado em macrofagos, células epitelidides e células gigantes
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multinucleadas foram observadas com o Sealapex. Esta resposta foi menos
intensa que o CRCS e Apexit. Necrose do tecido foi observada somente na
interface tecido cimento e somente durante o periodo inicial com o Sealapex,
mas foi visto ao longo do experimento com todos 0s outros cimentos. Na
cavidade peritoneal dos animais, foram injetados, solugbes contendo os
cimentos e cinco ratos de cada grupo foram sacrificados ap6s 6, 24 hors e 5 e
15 dias. Durante os periodos iniciais (6 e 24 horas), houve uma migracdo
intensiva de leucdcitos polimorfonucleares para a cavidade peritoneal, em
resposta para todos o0s cimentos comparada ao controle. Esta migracdo foi
mais intensa para o Sealer 26 e Apexit. Um aumento do nimero de células
mononucleares foi observado depois de 6 e 24 horas e 5 dias para todos 0s
cimentos, e nenhuma diferencga foi observada em relagdo ao controle depois de

15 dias.

Vajrabhaya e Sithisarn'®l, em 1997, avaliaram a citotoxicidade
de seis cimentos obturadores de canal radicular (Apexit, AH26, MU Sealer,
ROCANAL 2, ROCANAL 3, Endométhasone) em culturas monolineares e
multilineares de fibroblastos de ratos. As culturas foram mantidas a 37°C, com
tensdo de 5% de CO,, e 100% de umidade, em meio de Eagle suplementado
com 10% de soro fetal bovino e antibidticos. As concentracdes eram de 5x105
células nas culturas monolineares, e 1x10% células nas culturas multilineares.
Os cimentos eram incubados por quatro horas junto as células, em seguida
feita a andlise através da liberacdo de 5!Cr. Os resultados mostraram que o
ROCANAL 3, ROCANAL 2, Endométhasone e o MU Sealer ndo apresentaram

diferenca estatistica entre eles, porém estes materiais foram mais toxicos que
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0 AH26 e o Apexit. Comparando-se as culturas monolineares e multilineares

ndo houve diferencga estatistica entre a porcentagem de células viaveis.

Vajrabhaya et al.l®2, em 1997, compararam dois métodos de
avaliacdo da citotoxicidade em seis cimentos (MU-Mahidol Universit, ROCANAL
2, ROCANAL 3, Apexit, Endométhasone e AH26). Foram utilizados os métodos
de coloracdo com sulforodamina B e liberacdo de cromo radioativo (*!Cr), em
culturas de células monolineares (5x105) de ratos. Ap6s a incubacdo a 37°C,
com tensdo de 5% de CO: por 24 horas na presenca dos cimentos, as células
eram coradas pela sulforodamina B, e feita a leitura através de um
espectrofotbmetro com um filtro de 540nm para determinar a quantidade de
células viaveis, em seguida, foi realizado o teste de liberacdo de 5!Cr. Os
resultados mostraram que através da coloracdo com a sulforodamina B apenas
0 Apexit ndo foi citotoxico, ja através do método de liberagdo de 5:Cr, nenhum
cimento mostrou-se citotéxico, deixando claro que os dois métodos séo

capazes de produzir resultados diferentes.

Bratel et al.!®, em 1998, fizeram um estudo in vitro para
verificar o efeito de componentes de cimentos endodontico na funcdo do
sistema imune com relacdo a um tipo de alteragdo de hipersensibilidade.
Extratos dos cimentos AH26, Apexit, Endométhasone e cimento de Grossman,
foram preparados para serem usados em culturas de células. Os testes
mostraram que os cimentos AH26 e Endométhasone levaram a uma forte
reducdo na proliferacdo celular de linfocitos T. O cimento de Grossman em

altas concentragdes também diminuiu a divisao celular.
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A ativacdo dos macrofagos e linfocitos produz uma série de
alteracdes morfofuncionais, como exemplo capacidade fagocitica, bactericida e
citotoxicas aumentadas. Macrofagos peritoneais de ratas, como modelo celular
"in vitro" sdo de facil obtencdo para experimentar respostas celulares frente a
pastas e cimentos endodbnticos, auxiliando a investigacdo da
biocompatibilidade destes materiais especialmente sobre seus efeitos na

resposta inflamatdria e imune (Egea e Rubio-Manzanares3¢, 1998).

Frascino4® (1998) também desenvolvou modelo experimental
com a finalidade de avaliar a viabilidade da utilizacdo de implante de resina
poliuretana vegetal na reparacdo de falhas dsseas na calota craniana de
coelhos, analisando os fendmenos de osteoconducdo, osteogénese,
osteoinducdo, incorporacdo e osteopromog¢ao. Foram produzidas falhas 6sseas
com 4&rea média de 1,5 cm?2 de espessura total, desperiostizadas
bilateralmente, que estavam afastadas cerca de 3 mm da linha médio craniana.
Oito animais formaram o grupo controle, onde as falhas foram deixadas sem
preendhimento e 18 tiveram as falhas dsseas preenchidas com um implante de
resina poliuretana, por tempos de observacédo de 2, 6, 12, 18 e 24 semanas. As
avaliagcbes macroscopicas, radiolégicas e histolégicas ndo mostraram
reparacdo dos defeitos por neoformacdo 6ssea em nenhum dos animais do
grupo controle. As falhas 6sseas eram ocupadas por tecido cicatricial, com
formacdo de uma membrana fibrosa no local. Os animais que receberam a
poliuretana apresentaram, a partir de 6 semanas, neoformacdo d@ssea,
reparando o defeito em suas por¢Oes periféricas. A partir desse periodo,

observou-se uma fragmentacdo irregular e progressiva da resina implantada,
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acompanhada de deslocamento de seus fragmentos nos casos mais tardios,
permitindo a ocorréncia de osteogénese e osteocondugcdo, com 0SSO
neoformado, reparando satisfatoriamente as falhas produzidas. Este processo
foi também favorecido pela ocorréncia de osteopromocdo, com implantes
exercendo um "efeito membrana" nos leitos de implantagdo. Em apenas um
animal, com 24 semanas, ndo foram observadas neoformacdo Ossea e
fragmentacdo de resina. N&do foi observada atividade fagocitaria com o0s
implantes, ndo sendo incorporados até 24 semanas de observacdo, embora se
tenha considerado a possibilidade da ocorréncia de degradagao metabdlica dos
implantes, por mecanismo ainda desconhecido. N&o foram observados
fendmenos téxicos ou reacionais, secundarios a presenca dos implantes. Nao

foram observadas propriedades osteoindutivas nos implantes.

Em 1998, Fuentefria et al.#?, desenvolveram um modelo
experimental, com o objetivo de avaliar, através de microscopia Optica, as
reacOes teciduais frente ao implante intra-4ssea do polimero da mamona em
tibia de ratos. Trabalhou-se com ratos Norvegicus wistar, com
aproximadamente um ano de idade e pesando 340g, em média. Os animais
foram divididos em trés grupos de ratos, denominados de A, B e C, sendo cada
grupo subdividido em dois subgrupos, teste e controle, de acordo com o tempo
de observacao: Al e A2 - 21 dias; B1 e B2 - 14 dias e Cl1 e C2 - 7 dias. Todas
as pecas operatérias foram radiografadas e processadas pela técnica
histolégica corrente, £ndo os cortes corados por hematoxilina e eosina. Os
achados histologicos demonstraram que o uso da poliuretana vegetal, como

material de implante, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
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em relacdo aos respectivos controles. A auséncia de abscessos e reagdo de
corpo estranho possibilitam considerar estes fatores como indicativos de
biocompatibilidade do material. O inicio de osteogénese foi mais precoce nas
amostras tratadas com poliuretana vegetal, com avaliagdo estatistica positiva,
em relacdo as respectivas amostras-controle, no subgrupo C2. Os resultados

obtidos recomendam a continuacdo das pesquisas com esse material.

Geurtsen et al4, em 1998, avaliaram a citotoxicidade de
quatro cimentos obturadores de canais radiculares (AH26, Apexit, Sealapex e
N2) e guta-percha, em células 3T3 e cultura primaria de fibroblastos do
ligamento periodontal humano, pela determinacdo da proliferacdo destas
células por meio de fluorcromo. Observaram que nenhuma alteragdo celular
significativamente foi induzida pela guta-percha e Apexit, enquanto varios
extratos de AH26 e Sealapex causaram moderada ou severa inibicdo do
crescimento destas células. Dano celular severo foi observado por todos o0s
extratos de N2, com diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos

demais cimentos.

Kolokouris et al.’¢, em 1998, verificaram no tecido conjuntivo
subcutaneo de 44 camundongos fémeas Wistar, a biocompatibilidade de dois
cimentos obturadores de canais radiculares, o Apexit a base de hidroxido de
calcio, e o Pulp Canal Sealer a base de Oxido de zinco e eugenol. Estes
cimentos, devidamente manipulados, foram inseridos em tubos de teflon para
entdo serem implantados no dorso dos animais. Os implantes foram removidos

depois de 5, 15, 60 e 120 dias, fixados e preparados para avaliacdo



Revisio da |literatura 78

microscopica. Observaram uma severa reagdo inflamatoria com extensdes
necroticas para o Apexit no quinto e décimo quinto dias, porém a intensidade
desta reagdo diminuiu no sexagésimo dia chegando a um nivel minimo no
septuagésimo vigésimo dia, caracterizado pela presenca de tecido conjuntivo
com poucos macrofagos. Resultados semelhantes ocorreram com o Pulp Canal
Sealer, onde verificaram uma reacdo inflamatdéria nos periodos finais pouco

maior do que ocorreu com o Apexit.

O TNF-a, liberado por macrofagos perante agentes irritantes,
é uma das mais importantes citocinas pré-inflamatérias, atuando no inicio da
resposta imune e regulando a cascata de citocinas durante a resposta
inflamatdria, estd envolvido em eventos locais e sistémicos, continuos a

inflamacédo (Markhatadze?®!, 1998).

Ransjé et al.l?2l, em 1998, realizaram um estudo sobre a
bradicinina e trombina que sinergicamente potencializaram a IL-1 e 0 TNF-a na
biossintese prostandide induzida em fibroblastos pulpares de dentes humanos,

quando potencializam agentes irritantes em ac6es sobre os macrdfagos.

Tanomaru Filho et al.'’t, em 1998, avaliaram o efeito de
cimentos obturadores de canais radiculares na reparacao apical e periapical de
dentes de cdes com necro pulpar e reacdo periapical crénica. Foram utilizados
33 pré-molares de 3 cdes nos quais, ap6s anestesia, foram realizadas a
abertura coronaria e a remocdo do tecido pulpar. Durante sete dias, 0s canais

radiculares permaneceram expostos ao meio bucal para efeito de
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contaminacdo. Decorrido esse periodo, as cavidades oclusais foram seladas
com cimento a base de dxido de zinco e eugenol e a cada 15 dias foi realizada
uma tomada radiografica para constatacdo da formagdo de lesdo periapical.
Apo6s a formacdo da lesdo, o tratamento endoddéntico foi realizado através da
técnica classica de instrumentagdo utilizando o hipoclorito de sodio a 5,25%
como solucdo irrigadora. O comprimento real de trabalho foi estabelecido a
2mm aquém do &pice radiografico. Apés o preparo biomecanico 0s canais
radiculares foram preenchidos com solucdo de EDTA a 14,3%, agitada com
uma lima tipo K durante 3 minutos. A seguir, um curativo de demora a base de
hidroxido de célcio (pasta Calen-PMCC) foi levado no interior dos canais
radiculares, permanecendo por 7 dias. Ap6s este periodo, o curativo foi
removido e os canais radiculares obturados com o cimento Sealapex (Grupo I)
e Fill Canal (Grupo Ill). Os animais foram sacrificados ap6s 270 dias, e as
pecas anatdmicas removidas e submetidas a histotécnica. Os resultados
obtidos com o grupo do Sealapex, foram significativamente melhor em termos
de reparo histopatoldégico, quando comparados com o grupo do Fill Canal.
Selamentos parciais foram mais freqiientes no grupo do Sealapex (73,7%), do
que no grupo do Fill Canal (7,1%). Nos casos de contato do material obturador
com os tecidos periapicais, o Fill Canal provocou um severo infiltrado
inflamatério, ao contrdrio do Sealapex, mostrando intensa atividade

macroféagica e formacdo de areas mineralizadas proximas a ele.

Ersev et al.38, em 1999, avaliaram a citotoxicidade (células
L929) e mutagenicidade (teste Ames) de varios cimentos endoddnticos in vitro.

A atividade antimicrobiana de cimentos endoddnticos que contém substancias
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como o paraformaldeido, eugenol e timol, ajudam a destruir algumas bactérias
remanescentes. Por outro lado, severa toxicidade de um cimento endoddntico
pode levar a danos teciduais. O cimento a base de resina, AH26, causou
severa irritagdo nos periodos iniciais de observacdo, entretanto, reacdes leves
foram relatadas ap6s longo tempo de observagcdo. Cimentos a base de
hidroxido de célcio mostraram leve para moderada irritacdo tecidual. No teste
de mutagenicidade (Teste de Ames), o cimento a base de resina AH26 mostrou

potencial genotéxico, o qual foi atribuido a um componente da férmula, o

diglicidil éter bisfenol-A.

Guigand et al.52, em 1999, avaliaram a citocompatibilidade de
trés cimentos endoddnticos (a base de 6xido de zinco e eugenol, a base de
hidroxido de célcio e a base de 6xido de célcio). Utilizaram uma linhagem de
fibroblastos de camundongos (NIH3T3), usando um sistema que simulasse
condigOes in vivo, onde o material dos cimentos permanecia no meio de cultura
contendo os fibroblastos, separados por uma membrana de policarbonato. A
biocompatibilidade foi avaliada 24, 72 e 168 horas ap6s o contato, e 0S
resultados obtidos envolveram o teste de citotoxicidade colorimétrico, a
microscopia eletrénica de varredura e a citometria continua. O presente estudo
demonstrou que cimentos a base de 6xido de célcio sdo tdo biocompativeis
quanto a maioria dos cimentos a base de hidroxido de calcio. Uma maior
citotoxicidade foi encontrada para o cimento a base de o6xido de zinco e
eugenol. No entanto, estes testes "in vitro", constituem somente o primeiro

passo e ndo uma reproducdo precisa das condi¢fes "in vivo".
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Kawashima e Stashenko®, em 1999, verificaram a relacdo
entre a reabsorcdo 0ssea e citocinas reguladoras na inflamacdo periapical
induzida em camundongos. A destruicdo d6ssea periapical precoce mediada
pela IL-la em camundongos é conhecida. A producdo e acdo da IL-la é
modulada por uma rede de citocinas, as quais sdo produzidas por linfocitos T
auxiliares tipo g (Thl) e tipo 2 (Th2), e células residentes do tecido conjuntivo.
Este estudo observou a cinética da expressdo de dez citocinas em lesOes
periapicais induzidas em camundongos. Os resultados indicaram que a rede de
citocinas € ativada no periapice em resposta a infeccdo bacteriana, e que as
reacOes pré-inflamatérias moduladas pelos linfécitos Thl, podem predominar

durante a destruicdo 6ssea periapical.

Leonardo et al.t3, em 1999, avaliaram a liberacdo de
formaldeido por quatro cimentos endodénticos, pois a literatura mostra que
alguns cimentos como o Endométhasone e o N2, que contém formaldeido,
podem causar necrose tecidual e inflamagdo, embora lentamente ocorre a
reparacdo. Outros cimentos como o AH26, ndo contém formaldeido na férmula,
mas através de uma reacdo quimica ap6s misturado (envolvendo dois
componentes: resina bisfenol A e hexametilenotetramina), ocorre a liberagao
de formaldeido. Neste trabalho foi utilizado um espectofotdémetro para verificar
a liberagdo de formaldeido dos cimentos Endomethasone, AH26, AH Plus e Top
Seal. Os autores observaram que o AH Plus e o Top Seal liberaram um minimo

de formaldeido, estatisticamente insignificante quando comparado aos demais.

Leonardo et al.84, em 1999, avaliaram a resposta tecidual de
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um cimento endoddntico & base de resina epoxi, o AH Plus, o qual foi
comparado ao Fill Canal (a base de 6xido de zinco e eugenol). Trinta e quatro
pré-molares de cdes foram usados. Depois da instrumentacdo, 0s canais
radiculares foram obturados com guta-percha e com o0s cimentos citados,
utilizando a técnica da condensacdo lateral. Ap6s todos os procedimentos
histoldgicos, ndo observaram celulas inflamatorias nem areas de necrose
associadas ao cimento AH Plus. Formacdo de tecido duro apicalmente ao
material foi observado em 14 espécies. J& o Fill Canal apresentou uma
resposta inflamatéria de intensidade moderada na regido periapical,

principalmente adjacente ao material.

A producdo moderada de citocinas, HO; e NO induzida por
bactérias laticas utilizadas na dieta pode apresentar um efeito benéfico na
manuten¢do do balango imunoldgico e aumento da resisténcia a infec¢des, sem
a inducdo de efeitos secundarios que ocorrem em tratamentos terapéuticos
com citocinas. Todavia, pode-se notar que altas concentra¢gdes de TNF-a, H.0:
e NO causam caquexia, agressdo tecidual, coagulagcdo intravascular
disseminada e choque. Portanto, o controle desses mediadores in vivo é muito
importante, sendo que uma das vias de controle se d& através de estudos

experimentais (Park et al.107, 1999).

Pascont®s, em 1999, comparou a biocompatibilidade do
polimero de mamona [Poliol (P)] com os cimentos AH26 (A), Dentinol (D), Kerr
Sealer (K) e Sealapex (S), utilizando os testes iniciais de citotoxicidade os

secundarios de implante subcutdneo e implante intra-6sseo em cobaias,
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recomendados prlos documentos da FDI e ADA/ANSI de numero 7405 de 1997.
O método "in vitro" foi o de liberagdo de crémio radioativo em cultura de
células L929. Os materiais foram experimentados por 4 e 24 horas,
recentemente preparados (frescos), 24 e 60 horas ap6s a presa. As células,
sem contato com o material, serviram como controle da liberacdo esponténea.
A analise estatistica dos resultados mostrou diferengas significantes entre os
materiais, os quais foram classificados, por ordem decrescente de toxicidade,
em: 4 horas, fresco: K, A, D, S, P; 24 e 60 horas, presa: K, S, P, A, D; 24
horas, fresco: A, D, S, K, P; 24 horas, presa: K, D, S, P, A e 60 horas, presa:
K, S, P, A, D. Para o implante subcutdneo foram utilizadas 45 cobaias, as
quais receberam quatro implantes dorsais com o mesmo material. A parede
externa do tubo serviu como controle. Para o implante intra-6sseo, 84 cobaias
receberam um implante de cada lado da sinfase da mandibula. Corpos vazios e
a parede externa do corpo serviram como controle. Apos 30, 60 e 90 dias, 0s
animais foram mortos e 0s espécimes processados para exame histolégico de
rotina. Os resultados mostraram que todos os materiais, com excecdo do
Poliol, apresentaram reacgdo inflamatoria que variava de moderada a severa em
todos os tempos de observacdo, nos dois testes utilizados. Esses resultados
permitiram concluir que, de acordo com os critérios da FDI e ADA/ANSI, o
PoliolO foi considerado um material biocompativel, apresentando condi¢ées

bioldgicas para sua utilizacdo como material de obturacdo de canal.

Puricelli et al.120, em 1999, realizaram um estudo onde
analisaram o comportamento do polimero poliuretano da mamona implantado

em leito subperiéstico em angulos mandibulares de ratos. Vinte Rattus
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novergicus (var. Albinus rodentia mammalia, cepa Wispar) foram divididos em
quatro grupos de cinco animais. O polimero poliuretano da mamona, com
adicdo de carbonato de calcio, foi implantado no bordo inferior da mandibula
dos mesmos. Em cada grupo, um animal correspondeu ao controle, tendo sido
submetido a cirurgiaa sem a colocagdo do implante. Os animais foram
sacrificados apo6s 15, 30, 60 e 90 dias pds-operatérios. Ao exame histoldgico,
em cortes corados com hematoxilina e eosina (HE), observou-se a estabilidade
do implante, a auséncia significativa de reacdo inflamatdria, a formacdo de
capsula fibrosa circunjacente ao implante e neoformacdo 6ssea. Segundo as
condi¢des experimentais, concluimos que o polimero poliuretano da mamona,
implantado em leito subperiostico, ndo desencadeou reac¢do inflamatéria tardia
significativa, tendo levado ao desenvolvimento de capsula fbrosa circunscrita,

com evolugdo para neoformacdo Ossea. Sinais de rejeicdo, exposicdo ou

expulsdo do implante ndo foram observados.

Citocinas sdo mediadores quimicos sollveis sintetizados e
liberados por linfocitos e células do sistema fagocitario que desempenham
papel importante na comunicacdo intercelular e em processos patofisioldgicos.
Sao responsaveis pela modulacdo da inflamagdo e imunidade, regulando o
crescimento e citodiferenciacdo de leucdcitos e células ndo leucocitarias. Tais
citocinas, geralmente o fator de necrose tumoral (TNF), Interferon (IFN), fator
de crescimento epitelial (EGF), interleucinas (IL), fatores estimuladores de
colénia (CSF), atuam pela ligagdo e receptores especificos na membrana
celular, estabelecendo uma cascata de eventos que levam a inducdo, ao

N

favorecimento ou a inibicdo de inGmeros genes citocina-regulados no nucleo
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genético celulart®, Especificamente para esta investigacdo, analisou-se a
liberacdo da citocina TNF-a, que possui efeito estimulante no crescimento de
fioroblastos, apresenta atividade citotoxica pela inducdo dos reagentes
intermediarios do oxigénio (NO) e (H:0:), ndo apenas nos macrofagos e
polimorfonucleares, mas também em células cancerigenas, € quimiotatico para
neutrofilos, adjuvante na proliferacdo e citodiferenciacdo de células b
humanas, interferindo no processo de citodiferenciagdo, proliferacdo celular e
atua em sinergia com a interleucina-1 (IL-1), na ativacdo osteoclastica,
associados a liberagdo de prostaglandina-E;. Dependendo da quantidade
liberada, pode ter efeito deletério ao meio, com aumento de metabolismo
celular e perpetuagdo do processo inflamatério quando liberada em grandes
quantidades, ou efeitos que favorecem o processo de isolamento do corpo
estranho, citodiferenciando fibroblastos, exacerbando a sintese proteica e
colagénica, o que caracteriza reparo pos-obturacdo com formacdo de capsula
fiborosa ou em tecido mineralizado, que impede o contato de células
leucocitarias com o corpo estranho. Além das citocinas, para a obtencdo de
energia, e conseqientemente fagocitose, as mitocéndrias dos macréfagos em
contato com os cimentos sofrem "explosdo oxidativa" liberando HO., e pela
ativacdo da "membrana celular" o elemento liberado é o 6xido nitrico (NO). Sua
fungdo é remover antigenos particulados, processar, apresentar o antigeno as
células T (linfocitos T), desencadeando a resposta imune. As citocinas séo
"proteinas" secretadas por células da imunidade inata e adaptativa. Elas sdo
produzidas em resposta a microrganismos e outros antigenos, e diferentes
citocinas estimulam diversas respostas de células envolvidas na imunidade e

na inflamacdo. Na fase de ativacdo da resposta imune, as "citocinas"
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estimulam o crescimento e a diferenciacdo de "linfocitos", e nas fases efetoras
da imunidade inata e adaptativa, elas ativam diferentes células efetoras para
eliminar microrganismos e outros antigenos. As citocinas também estimulam o
desenvolvimento de células hematopoitéticas. Na medicina, as citocinas sdo
importantes agentes terapéuticos ou sdo considerados como alvos para
antagonistas especificos em numerosas doencas imunes e inflamatdrias.
Dentre as citocinas, o IFN-g é uma proteina homodimérica produzida por
células TH1 CD4+, e células T CD8+. O IFN-g é a citocina liberada pelos
linfocitos T e células NK que ativam o macrdfago, destruindo microrganismos
fagocitados. O IFN-g ativa macrofagos e estes macrofagos ativados sao
capazes de produzir TNF-a, IL-6, IL-12, radicais livres de oxigénio e Oxido

nitrico. (Roitt et al.126, 1999).

Em 1999, Tavano et al.'52, avaliaram a densidade radiogréafica
(niveis de cinza da imagem radiografica), em 3 grupos de coelhos por periodo
(15, 30, 90 e 120 dias), realizando-se defeitos nas tibias dos mesmos, nos
quais implantamos polimero derivado da mamona em uma tibia; e preservamos
a outra apenas com o defeito, em cada animal, como controle. Os animais
foram sacrificados em diferentes periodos e obtidas imagens radiograficas
digitais das pecas através da placa de imagem sensibilizada por um aparelho
de raios X convencional que foi lida pelo escaner a laser do sistema Digora
(Soredex - Finland) utilizando um computador IBM-PC compativel. Avaliamos
através deste programa de imagem (Digora for Windows 5.1) a densidade
radiografica das areas teste e controle em diferentes periodos e comparamos

com a radiopacidade subjetiva obtida das radiografias convencionais,
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concluindo que a imagem digital oferece boas condices de visualizacdo para
realizacdo da interpretacdo radiografica. A analise da densidade radiogréafica
digital demonstrou a evolucdo e o retardo do processo de reparo, tal como
ocorre na avaliagdo subjetiva da imagem radiografica, mas permite ao
profissional a obtencdo de dados numéricos para analisar objetivamente a

evolucdo do reparo 6sseo.

Teixeira et al.’s3, em 1999, estudaram a neoformacdo 6ssea
basal da mandibula de 40 ratos ap6s preparo de um defeito 6sseo obtido com
fresa cilindro-conica e preenchimento 6sseo de 20 ratos do grupo experimental
com poliuretano vegeral sem CaCOs. Os demais 20 ratos, representando o
grupo controle, ndo receberam nenhum tratamento. Decorridos 15, 25, 40 e 60
dias ap6s a cirurgia, os animais foram sacrificados e suas mandibulas
removidas e coradas com hematoxilina e eosina para o estudo morfolégico sob
microscopia Optica comum. Os resultados demonstram grande aceitagdo
organica a resina. Inicialmente, realizou-se a confeccdo de dois defeitos
6sseos em cada tibia. No lado direito, um defeito foi implantado com polimero
de mamona (grupo PM) e o outro com cimento 6sseo (grupo CO). No lado
esquerdo, um defeito foi implantado com resina acrilica termicamente ativada
(grupo RATA) e o outro foi preenchido apenas por coagulo sanglineo (grupo
Controle). Decorridos 30 dias, 60 e 90 dias, trés coelhos de cada grupo foram
sacrificados. As pecgas contendo os defeitos 6sseos foram removidas em bloco,
fixadas em formol a 10 por cento, processadas e submetidas as analises
macroscopica e microscopica através da microscopia de luz. O polimero de

mamona, a resina acrilica termicamente ativada e o cimento 6sseo foram bem
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tolerados pelos tecidos hospedeiros.

Garcia e Rangel*, em 2000, avaliaram o processo de reparo
6sseo em defeitos cirurgicos realizados na parede anterior do seio maxilar
apos osteotomia e colocacdo de implantes de polietileno poroso de alta
densidade - Medpor, poliuretana de mamona (Ricinus communis) e matriz
6ssea desmineralizada bovina. Foram empregados 8 macacos pregos (Cebus
apella). As andlises foram feitas ap6s 145 dias de implantacdo através de
avaliagbes histoldgicas e histométricas utilizando método de microscopia
Optica computadorizada - Imagelab 98. Os resultados mostraram que o0 reparo
6sseo se estabeleceu em 77,24 por cento da superficie de contato com a
matriz dssea bovina, 41,31 por cento com o Medpor e 28,24 por cento do
polimero de mamona. Houve prevaléncia de neoformacdo conjuntiva (58,5 por
cento) no grupo sem implantagcdes. Como conclusdes finais podemos afirmar
que o melhor comportamento histomorfolégico foi da matriz 6ssea bovina,
seguida do polietileno poroso de alta densidade - Medpor e da poliuretana de
mamona (Ricinus communis), o qual respondeu com intensa fibrose e

moderado infiltrado inflamatério cronico tardio.

Metzger®s, em 2000, numa revisdo sobre a presenca dos
macréfagos nas lesGes periapicais, considerou-os a principal fonte das
citocinas interleucina-1 beta (IL-1b), interleucina-1 alfa (IL-l1a) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais contribuem para a inicia¢do e regulacdo
do processo inflamatério, ativando células ou para acdo destrutiva como 0s

osteoclastos relacionados a reabsor¢cdo 6ssea ou regulando o processo de
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reparo pela ativacdo dos fibroblastos elevando assim a sintese de coladgeno

produzido por estas células.

A liberagdo do TNF-a em cultura de macrdéfagos peritoneais
de camundongos na presenca de cimentos endodonticos em diferentes
concentragdes, 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL foi avaliada por Perassiio,
em 2000. Foram experimentados o Sealapex, Endométhasone e seus
respectivos componentes. Os resultados mostraram que o hidroxido de calcio
nao liberou ou liberou baixas unidades de TNF-a, j& o 6xido de zinco e eugenol

estimulou a liberagéo de altas quantidades.

Rasquint24, em 2000, avaliou a citotoxicidade dos cimentos
endodénticos, Sealapex, Sealer 26, Top Seal, Pro Canal e Endométhasone.
Sob um leitor de ELISA foram avaliadas as liberacbes de Oxido Nitrico e
Peroxido de Hidrogénio, por cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos em contato com solugcdes de cimentos, nas concentragdes de 9 e
18 mg/mL. Para o autor, os resultados permitiram observar maiores liberagfes
de NO com os cimentos Top Seal, Sealer 26 e Endométhasone, em qualquer
uma das concentracdes. Entre os cimentos Sealapex e Pro Canal, com as
menores liberagdes de NO, parece ndo haver qualquer diferenga significativa
dentro das ooncentragbes. Entretanto, na concentracdo de 9 mg/mL todos os
cimentos apresentaram liberacdes bem menores do que na concentracdo de 18

mg/mL.

Calixto et al2!, em 2001, realizaram um trabalho onde os
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objetivos foram: 1) testar a biocompatibilidade de uma resina natural, derivada
do 6leo de mamona, implantada na cavidade de extragao dental de ratos, e
2) estudar a possivel interferéncia do material na cronologia do reparo
alveolar. O material (AUG-EX, Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos Ltda.,
Araraquara - SP) foi implantado. Portanto, concluimos que a poliuretana
derivada do Oleo da manona apresentou um comportamento favoravel a

biocompatibilidade.

Cavalieri et al.?7, em 2001, realizaram um estudo comparativo
das respostas teciduais apés a implantagdo de polimero de mamona, cimento
6sseo e resina acrilica termicamente ativada em defeitos 6sseos cirurgicos
confeccionados nas tibias de coelhos, mediante andalises macroscdpicas
através da microscopia de luz. Foram utilizados nove coelhos adultos com peso
médio de aproximadamente quatro quilos e divididos em quatro grupos:
Polimero de Mamona (PM), Cimento Osseo (CO), Resina Acrilica termicamente
Ativada (RATA) e Controle, ndo ocorrendo formacdo de cdapsula, tampouco

migracdo local de células inflamatorias.

As células que expressam as moléculas classe Il do Complexo
de Histocompatibilidade Principal, sdo reconhecidas como capazes de atuarem
como apresentadoras de antigenos. Estas células desempenham funcéo
essencial na inducdo de resposta imune dependente de linfécitos T, pois,
reconhecem, processam e apresentam os antigenos aos linfécitos T CD4+.
Assim, no estudo de Kaneko et al.55 (2001), lesbes periapicais foram induzidas

em ratos Wistar, mediante exposicdo pulpar ao meio bucal. A presenca de
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células expressando MHC Il foi avaliada pela coloracdo pela imunoperoxidade,
utilizando o anticorpo monoclonal 0X6+ e a ultraestrutura destas células
analisadas pelo microscopio eletronico. Essas células foram classificadas em
dois grandes grupos, macrofagos e células dendriticas. As células dendriticas
foram as mais freqiientes nas lesfes periapicais. Alguns linfécitos e
plasmocitos também apresentaram alguma reatividade. As células macrofagos
e células dendriticas OX6+ apresentavam um contato célula-a-célula com
linfécitos. Portanto, as células apresentadoras de antigenos desempenham

crucial participacdo no desenvolvimento das lesdes periapicais.

Em trabalho de Kim et al.”2 (2001), estudos prévios mostraram
que a substancia P (SP) causa vasodilatacdo na polpa dental. O objetivo deste
estudo foi avaliar se o SP trabalha através do caminho do Oxido Nitrico (NO)
por influéncia do escoamento sangliineo pulpar, e para permitir o conhecimento
do mecanismo intracelular do SP na fisiologia pulpovascular. Uma mistura de
polpas dentais frescas extraidas de dentes de 5 bovinos foram usadas. Apo6s a
maceracdo pulpar, SP, L-Name e nitropussiato de sddio (SNP), foram
adicionadas ao tecido pulpar. Ap6s incubacdo por um periodo de 1, 2, 3 ou 4
horas a 37°C e 100% de umidade amostras teciduais foram centrifugadas e o
nitrato foi quantificado através de método da Quimioluminescéncia. Os dados
foram analisados por mdultiplas comparagdes estatisticas, empregando-se o
teste de ANOVA. Nas concentragdes de 0,25, 50 e 100 mg/mL de SP, produziu
claramente doses dependentes de Oxido Nitrico para cada nivel de SO (P <
0,05). Adicionando-se, para cada concentracdo de SP, a sintese de NO foi

efetivamente bloqueada pelo L-Name (95 a 99%). N6s concluimos entretanto
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que SP's promove a estimulagdo da producdo de NO no endotétio de maneira
independente, isto € a L-Name ndo tem efeito de inibi¢do na producdo de NO
pelo SP. Estes resultados provam a evidéncia que o aparecimento de NO é

envolvido na teoria do mecanismo de funcdo da vasodilata¢do do SP.

O objetivo do estudo de Tai et al.146, em 2001, foi determinar
a citocompatibilidade de trés diferentes extratos de cimento de canais
radiculares e para comparar a citotoxicidade responsavel destes materiais em
2 tipos diferentes de fibroblastos primarios de humanos oral (derivados da
gengiva e da mucosa bucal) e uma célula linha permanente de hamster (V79
células). A citotoxicidade foi avaliada usando um método ou meio do M.T.T., ou
seja, reducdo do brometo de tetrazodlio. Os resultados mostraram que oS
cimentos obturadores de canais radiculares, AH Plus, Canals e N; foram
citotoxicos para as culturas priméarias de fibroblastos oral humano e para as
células V79. Foi achado que N, foi 0o mais citotéxico dos cimentos de canais
radiculares entre aqueles cujos foram experimentados em todas as culturas. A
citotoxicidade decresceu ou diminuiu, em uma ordem de N > AH Plus =
Canals. A sensibilidade da citotoxicidade depende dos materiais

experimentados e do sistema de cultura de células utilizados.

Em 2002, Bonini et al.l® estudaram a poliuretana derivada do
6leo da mamona para substituir o tecido 6sseo, considerando-se que ela tem
demonstrado ser um material biocompativel e barato. O objetivo do presente
trabalho foi estudar o tipo, intensidade e duracdo da resposta inflamatoria

induzida por esta poliuretana. A suspensdo do material na forma calcificada foi
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testada em camundongos isogénicos C57/BL/6. Por meio de microscopia de luz
observou-se a migracdo de leucocitos na cavidade peritoneal da suspensédo, a
qual revelou, inicialmente, o crescimento e predominio do nUmero de
neutrofilos, e subseqliente ao decréscimo destes, o predominio dos
mononucleares. E, embora no pulm&o e no tecido subcuténeo, ap6s as injecdes
endovenosa e subcutanea, a cinética de leucocitos tenha sido semelhante a
essa, no ultimo, observamos a diferenciacdo morfolégica de macréfagos e o
desenvolvimento de granuloma do tipo corpo estranho, portanto concluimos
que a Poliuretana derivada do 6leo da mamona, apresentou um

comoportamento favoravel a biocompatibilidade.

Com o surgimento de inGmeros cimentos endodonticos e
considerando a literatura sobre agressdo tecidual provocada pelo
extravasamento de cimentos obturadores de canais radiculares para o
periapice, prop0s-se avaliar, por meio de teste edemogénico, a
biocompatibilidade tecidual dos cimentos Endométhasone, Sealapex, Sealer
Plus e Sealer 26. O teste edemogénico quantifica o edema frente ao material
analisado, verificando entre os cimentos experimentados aquele que apresenta
menor resposta tecidual, uma vez que a quantificacdo do edema, um dos
primeiros eventos da inflamacdo, permite uma comparacdo da
biocompatibilidade tecidual entre eles. Utilizaram 48 ratos machos (Wistar),
distribuidos em grupos de seis para cada tempo pés-operatdrio para cada um
dos cimentos, que ap6s a espatulacdo foram imediatamente injetados no tecido
conjuntivo subcutaneo da regido dorsal dos animais. Cada cimento foi avaliado

em tempos pos-operatorios de trés e seis horas. Baseando-se nos resultados
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obtidos com auxilio de um espectrofotbmetro, pode-se concluir que houve
maior quantidade de edema no tempo p6s-operatério de trés horas em todos o0s
cimentos, o Endométhasone e o Sealer Plus apresentaram reacdo inflamatdria
inicial acentuada, mas que diminuiu com o tempo, e, 0 Sealapex e o Sealer 26
foram os mais biocompativeis com os tecidos que apresentarem menor indice
de exsudato inflamatorio, quando comparados com o Endométhasone e Sealer

Plus (AU) (Canova et al.z3, 2002).

De acordo com Huang et al.5%, 2002, os resultados mostraram
que os componentes dos cimentos compostos resinosos, cimentos compostos a
base de 6xido de zinco e eugenol, e cimento composto a base de hidréxido de
calcio foram citotoxico para células primarias do ligamento periodontal,
culturas e células V79. O cimento a base de hidroxido de calcio (Sealapex) foi
0 que apresentou a menor citotoxicidade entre 0s cimentos experimentados em
ambas as culturas. A citotoxicidade apresentou-se em uma ordem decrescente
de N; > Endométhasone > AH26 > AH Plus > Canals > Sealapex. Assim os
autores concluem que inicialmente o uso de cimentos a base de Ca(OH), como
material obturador de canais radiculares pode resultar em uma resposta mais
favordvel aos tecidos periradiculares, embora a sensibilidade citotoxica
depende dos materiais a serem experimentados e do sistema celular de
culturas usados, devendo passar por outros estagios ou niveis de
experimentagdo. O objetivo deste estudo foi determinar a citotoxicidade de trés
diferentes tipos de cimentos de canais radiculares em células do ligamento
periodontal humano e um cimento em linhagem de ceélulas de hamster V79.

Foram utilizadas sete amostras de dois cimentos compostos resinosos, AH26 e
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AH Plus, trés cimentos compostos de Oxido de zinco e eugenol (Canals,
Endométhasone e N, e um cimento composto a base de hidroxido de célcio, o
Sealapex foram colocados em meio de cultura por 1, 2, 3 e 7 dias. A
citotoxicidade foi avaliada utilizando um meio através da reducdo do Brometo
de Tetrazdlio nas células humanas primarias do ligamento periodontal, e nas

células do V79 derivado dos hamster chineses.

Jiang e Schilders® (2002), avaliaram a resposta de mondcitos
e de células osteoblasticas de camundongos aos produtos celulares oriundos
de Streptococcus mutans e Porphyromonas endodontalis. Verificaram que o0s
produtos bacterianos induziram em igual intensidade a producdo de proteinas
quimiotaticas para mondcitos (MCP-1) e para neutrofilos (MIP-2). Interferon-j
foi estimulado apenas por Streptococcus mutans que também produziu maior
quantidade de TNF-am IL-6 e IL-1b. No entanto, as células ostoblasticas foram
mais sensiveis a Porphyromonas endodontalis quanto a producdo de IL-6, IL-
1b e (MCP-1), mas sem producdo MIP-2, TNF-a e IFN-j . Verificaram também
que Streptococcus mutans via ativacdo de mondcitos, é um potente estimulador

das células osteoblasticas, por meio de mediadores soluveis.

Apoés este estudo, em 2002, Schwarze et al.t3!, determinaram
a citotoxicidade de diversos tipos de cimentos do canal radicular "in vitro"
sobre o periodo de 1 ano, usando um modelo novo do teste. As raizes de
dentes de humanos foram extraidas e preenchidas com o N, o Apexit, 0
Roekoseal, AH Plus, o Ketac Endo, o Endométhasone, e um cones de guta-

percha. Além disso, as raizes foram preenchidas com a guta-percha/N;
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lateralmente condensada. Os dentes preenchidos com um cone de guta-percha
somente eram controles. Todos o0s espécimes foram  extraidos
consecutivamente com &gua destilada por um periodo total de 1 ano. Os
extratos foram investigados para a citotoxicidade por fibroblastos 3T3 e
fibroblastos do ligamento periodontal humano. Os resultados foram analisados
estatisticamente com teste de Dunnett's (p < 0.05). Os efeitos citotoxicos
pronunciados foram causados somente por extratos de N: em ambas as
culturas das células (p < 0.05). Além disso, as alteragbes citotoxicas
estatisticamente  significantes  foram induzidas pelas amostras de
Endométhasone de 10 semanas (p < 0.05). Todos os outros materiais

investigados nédo alteraram significativamente o metabolismo das células.

Schwarze et all32, em 2002, avaliaram a compatibilidade
celular de cinco cimentos endoddnticos nas primeiras 24 horas ap0s mistura-
los. Os espécimes do N, do Endométhasone, do Apexit, AH Plus e do Ketac
Endo foram extraidos com células de meio de cultura 0, 1, 5 e 24 apoés
misturar. As amostras foram testadas para a citotoxicidade com células 3T3 e
fibroblastos do ligamento periodontal humanos usando um ensaio XTT. Os
dados foram analisados por meio dos testes de Dunnett's (p < 0,05) para
encontrar diferencas estatisticas. Os extratos do N; inibiram completamente o
metabolismo da célula (p < 0,05). Os efeitos similares foram provocados pelas
primeiras trés amostras de Endométhasone, mas o extrato das 24-h
significativamente irritou mais células (p < 0,05). A citotoxicidade severa foi
observada em todos os extratos de Ketac Endo (p < 0,05). Uma inibicdo

signigicativa da atividade mitocondrial foi induzida pelo primeiro (3T3) ou
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primeiro e segunda amostra (fibroblastos do ligamento periodontal) do AH Plus
(p < 0.05). As subseqiientes amostras destes cimentos endoddntico e todos 0s

extratos de Apexit ndo revelaram nenhum potencial de citotoxicidade.

De acordo com Carlos et al.24, 2003, o papel componente da
parede celular na resposta imune ao Sporothrix schencckii ndo é conhecida. O
efeito dos componentes da parede celular e 0 exoantigeno obtido do Sporothrix
schenckii na interacdo macrdéfagos e fungos foi analisada com relacdo ao NO
(6xido nitrico) e Fator de Necrose Tumoral-a. Os componentes lipidicos da
parede celular desenvolve um importante papel na patogenicidade das micoses
e foi encontrado para inibir o processo da fagocitose e para induzir alta
liberacbes de NO e TNF-a em culturas de macrofagos no presente estudo.
Estes resultados é muito interessante porque € o primeiro relato sobre um

componente do fungo S. schenckii que apresenta esta atividade.

Chierice?® (2003), do grupo de Quimica Analitica e Tecnologia
de Polimeros da Universidade de S&o Paulo, campus S&do Carlos, em 1984,
desenvolveu um novo poliol derivado de polimero da mamona fornecendo
algumas informagdes sobre o material. "A mamona (Ricinus comunis, da classe
da Dicotiledénea, Ordem Genareaces e familia Euforbaceaes) constitui um
vegetal tipico de clima tropical e, o Brasil, devido as suas caracteristicas
climaticas e por sua grande extensdo territorial, apresenta-se como uma das
grandes reservas mundiais desse produto. A mamona possui um grande
potencial 6leoquimico, podendo garantir o fornecimento de polimeros e pre-

polimeros a partir de &cidos graxos em larga escala. O 6leo de mamona,
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também conhecido como 06leo de ricino, € um produto de ordem vegetal
contendo, em sua composicdo, de 81 a 96% de triglicerideo do &cido
ricinoléico, podendo ser considerado um poliol natural por conter 3 radicais

hidroxilas passiveis de serem utilizados na sintese de poliuretanas.

O objetivo deste estudo foi comparar a citotoxicidade de
cimentos obturadores de canal radicular a base de fosfato de célcio (selador
de raiz Apatita (ARS) Tipo I, I, 1ll) com outros quatro seladores endoddnticos
(selador de canal pulpar EWT, AH Plus, Sealapex, Ketac Endo). Os extratos
seladores foram obtidos em meios de cultura apds a mistura dos cimentos
durante os sete seguintes periodos: 1 h (0 -1h),8h (1 h-8h),24h(8h-24
h), 48 h (24 h - 48 h), 1 semana (48 h - 1 semana), 2 semanas (1 - 2 semanas),
4 semanas (2 - 4 semanas). Fibroblastos L929 de rato foram expostos a cada
extrato cimento e os efeitos citotoxicos foram avaliados usando o metodo
M.T.T. e a andlise neutra vermelha (NR). Os resultados foram analisados
estatisticamente através do teste Kruskal-Wallis, Friedman's 2-way ANOVA. Os
tipos ARS |, I, Ill mostraram citotoxicidade muito baixa em todos os periodos
de observacdo em ambas as analises. Nao houve diferencga significante entre a
citotoxicidade dos tipos ARS I, Il, Ill em cada intervalo de tempo (p>0,05). Os
tipos AH Plus e Ketac Endo induziram uma citotoxicidade severa inicial, mas
uma baixa citotoxicidade apés 8 h (AH Plus) e apds 24 h (Ketac Endo). O
cimento de canal pulpar EWT e 0 Sealapex mostraram uma citotoxicidade longa
que durou até 4 semanas. Na maioria dos casos, os efeitos citotdxicos de cada
amostra dos cimentos mostraram padrdes semelhantes entre a anélise M.T.T. e

a anélise NR. Estes achados indicam que o Tipo ARS I, II, Ill sdo materiais
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muito biocompativeis e os cimentos de canal radicular & base de fosfato de

célcio precisam de mais avaliacdo e desenvolvimento (Kin et al.’3, 2003).

De acordo com Zhang et al.l® 2003, prévios estudos tem
mostrado que MTAD (uma mistura de isémero de tetraciclina, um acido e um
detergente) é um efetivo irrigante antibacteriano na irrigacdo final dos canais
radiculares, para remover o "smear layer" para superficie proveniente da
instrumentacdo dos canais radiculares. Neste trabalho, foi observada a
citotoxicidade do MTDA comparada com os irrigantes usados comumente e
medicagbes. Fibroblastos L929, foram cultivados o seu crescimento em placas
de cultura e foram colocados em contato com varias concentracfes dos
medicamentos e solugOes irrigantes experimentadas. A citotoxicidade desses
materiais foram avaliadas 24 horas apds a microtracdo usando o método do
M.T.T. tetrazoOlio médias e desvios da estandardizacdo de absorbancia foram
calculados para cada grupo e analisado estatisticamente para determinar a
presenca ou auséncia de diferengas significantes entre as médias. Valores de
doses inibitérias a 50% foram calculadas, ordenadas e analisadas
estatisticamente usando um indicador de intervalo mediano. Baseados em
nossos resultados foi observado que MTDA € menos citotdxico que o eugenol,
do que H:0:. a 3%, pasta de Ca(OH)., que NaOCl a 5,25%, Peridex, e 0 EDTA,
e mais citotdxico do que 2,63%, 1,3% e 0,66% de NaOCl. Dessa maneira a
questdo de resultados "in vitro" destes experimentos precisam ser melhores
estudados e serve como uma etapa ou “ferramenta" para avaliacdo na
"biocompatibilidade” de materiais experimentados em outros niveis de

pesquisa. Estudos clinicos futuros sdo necessarios para determinar a sua
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aplicacdo com seguranca e eficAcia do MTAD como solucdo irrigadora final

para remocao do "smear layer" e para desinfeccdo dos canais radiculares.

Gutiérrezs* (2004), ap6s a adequagao de concentracdes de
citotoxicidade de quatro cimentos testados pelo método de Mosmanniot,
avaliou-se as mesmas quanto a liberacdo de NO em culturas de macrdéfagos
peritoneais de camundongos. Concluiu-se, entdo que as concentragdes
endoddnticas que liberaram NO foram respectivamente, o Endométhasone,
seguido do EndoRez, Balsamo do Peru e de Polimero da Mamona. Estes niveis
de liberacdo de NO estdo bem abaixo em relacdo a citotoxicidade do controle
positivo LPS, e muito préximos do controle negativo utilizado, o PEG

(Polietilenoglicol 400).
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Proposicao

Avaliar a liberacdo de Perdxido de Hidrogénio e Oxido Nitrico
em células do exsudato peritoneal de camundongos "Swiss" machos. Para tanto
inicialmente serdo testadas varias concentracdes dos diferentes cimentos
quanto a citotoxicidade, e posteriormente realizados o0s testes para
determinacdo de Peroxido de Hidrogénio e Oxido Nitrico em culturas de

macrofagos peritoneais de camundongos "swiss" machos.
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Material e método

- Comité de Etica em Pesquisa

Este projeto foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal - CEEA da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, reunido em 16 de junho de 2003, tendo sido aprovado em 24 de
junho de 2003, através do Oficio CEEA-FOAr ne 21/2003 e seu relatorio final

ser apresentado em marco de 2004.

= Cimentos endodonticos

Foram utilizados 0s seguintes cimentos endoddnticos:
EndoFill (Dentsply), Sealapex (Kerr) e o cimento experimental da resina
poliuretana derivada da mamona o PolifilO acrescido de o6xido de zinco
(S.S.White) como agente radiopacificador, obtidos através da adi¢cdo de
polietileno glicol 400, na cncentracdo de 9 mg/mL e 18 mg/mL (Perassi et
al.111),

As obtencBes das solucdes foram feitas apés fracionamento e
pulverizagdo dos cimentos pds-presa, pesados em uma balanca de precisdo
(Metler AJ150, da Metler-Toledo AG, USA) em um sonificador (Sonic e
Materials, Vibra Cell"), e posteriormente diluidos em polietilenogliclol 400 e
esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C. A partir destas
concentracdes se realizaram diversas diluicoes em RPMI 1640-Completo,

avaliando-se assim sua citotoxicidade em culturas de macréfagos peritoneais

" Sonic & Materials Inc. Danbury, CT. USA
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(Mosmannt0t, 1983).

- Preparo dos cimentos endodonticos

Os cimentos experimentados foram espatulados de acordo

com as normas dos fabricante e da seguinte forma, com excecéo do PolifilO:

Cimento Sealapex: por ser cimento do tipo pasta/pasta (base e
catalisador), foram colocados em partes iguais (6 cm) de pasta de base e
de pasta catalisadora sobre uma placa de vidro, e com auxilio de uma
espatula metalica ne 24, incorporou-se um ao outro até obter-se uma
mistura homogénea. As placas contendo o cimento ja preparado foram
armazenadas por 48 horas em cubas metalicas, deixando-se as tampas
entreabertas. Junto as placas, dentro das cubas foram colocadas gases
umedecidas com &agua destilada, mantendo a umidade relativa do ar e

também como adjuvante na presa do material.

Endofill: por ser cimento do tipo po6/liquido, utilizou-se a proporcéo
recomendada, em uma quantidade aproximada de 2,8 g de p6 para 1 mL de
liquido (Leal?™, 1966) sendo que a mistura foi espatulada vigorosamente
com uma espatula metélica n2 24 por toda a placa de vidro, triturando-se 0s
cristais do p6, até atingirmos consisténcia clinica ideal e homogénea, ao
ponto que ao levantar-se a espdatula com cimento formava-se um fio com
altura aproximada de 2 cm sem que houvesse o0 seu rompimento. A placa
contendo o cimento ja preparado foi armazenada por 48 horas em uma cuba

metdalica, deixando-se a tampa entreaberta. Junto a placa, dentro da cuba
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foram colocadas compressas de gazes umedecidas com &gua destilada,
mantendo a umidade relativa do ar e também como adjuvante na presa do

material.

Cimento Experimental PolifilO: Seringa A - mistura compreende 80 gotas
de Poliol = 1 mL de Poliol com 2,75 gramas de 6xido de zinco. Seringa B -
pré-polimero = 80 gotas. A mistura foi espatulada vigorosamente com uma
espatula metalica ne 24 por toda a placa de vidro, triturando-se os cristais
do p6 do OZ, por um tempo de trabalho de 10 minutos, até atingirmos
consisténcia clinica ideal e homogénea, ao ponto que ao levantar-se a
espatula com cimento formava-se um fio com altura aproximada de 2 cm
sem que houvesse o seu rompimento. A placa contendo o cimento ja
preparado foi armazenada por 48 horas em uma cuba metalica, deixando-se
a tampa entreaberta. Junto a placa, dentro da cuba foram colocadas
compressas de gazes umedecidas com agua destilada, mantendo a umidade
relativa do ar e também como adjuvante na presa do materiall!l, Esta

técnica preconizada de acordo com orientacdo de Bonetti Filho".

Animais

Foram utilizados 20 camundongos "Swiss" machos, pesando

entre 18 e 25 gramas, do Biotério Central da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara-UNESP. Estes animais foram mantidos em

gaiolas individuais, com condicfes estaveis de ambiente (23 + 2°C, 56 + 2% de

umidade relativa do ar), recebendo racdo balanceada e agua “ad libitum”. A

" Comunicacéo pessoal, 2004.
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morte dos animais foi realizada separadamente, para todos os experimentos,
por profusdo anestésica, nas gaiolas, através da droga Hidrato de Cloral a
10%, utilizando uma sobredose de 0,7mg/mL para cada 100g de peso por
animal. Estes procedimentos baseiam-se nas orientacdes do "Manual sobre el

cuidado y uso de los animales de experimentacion” (Olfert et al.1%4, 1998).

= Obtencdo das células do exsudato peritoneal

Os animais foram previamente inoculados por via
intraperitoneal com 3,0mL de Tioglicolato de sodio (DIFCO) a 3% para
estimulacdo e ativacdo dos macréfagos. Apos 3 a 4 dias os camundongos
foram mortos como descrito anteriormente. Cada camundongo foi colocado em
um suporte onde ficaram imobilizadas pela patas com o abdémen voltado para
cima. Apos a anti-sepsia do campo operatorio com alcool iodado a 0,3%, fez-se
um corte com uma tesoura de ponta fina, tamanho 14 cm (Quinelato-Brasil),
esterilizadas, de comprimento aproximadamente de 2 cm e depois a pele é
distendida suavemente com auxilio de duas pincas também esterilizadas
(Quinelato-Brasil). Exposto o peritoneo inoculou-se 5,0 mL de solucdo PBS
(solucdo salina tamponada de fosfatos, pH 7,2) estéril, realizando suave
massagem manual no peritbneo com algodao esterilizado.

As células foram colhidas do peritbneo com seringas
descartaveis estéreis (B.D.PlastipakO), centrifugadas e lavadas trés vezes
com PBS e dispensadas em tubo conico estéril para o preparo da suspensao
celular. Apds a ultima lavagem das células do exsudato peritoneal e depois de
centrifugado por 3 a 4 vezes a 2000 RPM por minuto em centrifuga (FANEM), a

suspensdo celular foi ressuspensa em 1 mL de meio de cultura RPMI 1640-
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Completo (Sigma) sendo removidos 10 nL da suspensdo contendo as células e
acrescentado 90 ni de Liquido de Lazarus levando para a contagem do nimero
de células em Camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) e

ajustada a concentracgdo ideal para cada teste.

= MT.T. - tetrazolio - Avaliagdo da Viabilidade Celular dos

Macrofagos

Foi preparada uma solucdo estoque de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazo6lio) (Sigma cod. M- 2128) a 5 mg/mL, em
PBS, estocada no escuro a 4°C, esterilizada em membrana tipo Millipore 0,22m
no momento do uso a 1/5 mg/mL e diluida em meio RPMI 1640-Completo sem
soro fetal bovino. Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método
baseado na capacidade que tém as células vidveis tem de clivar o anel
tetrazdlico presente no M.T.T. (brometo de 3-4, 5-dimetiltiaol-2-il) - 2, 5-difenil-
tetrazolio) pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria
ativa, formando cristais de formazana (Mosmant°t, 1983).

A suspensdo de células peritoneais utilizada foi ajustada a
concentracdo de 5x106 células/mL em meio de cultura RPMI 1640-Completo
(Mosmannt0t  1983). Foram adicionadas varias concentracdes dos diferentes
cimentos sobre as ceélulas. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa
a 37°C com tensdo constante de 5% de CO,. Apo6s esse periodo, foram
adicionados sobre a cultura celular 100 mL de uma solugdo de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolico (M.T.T.) (Across Organics) diluido
em tampdo de PBS (1 mg/mL). Apo6s incubacdo de mais 3 horas, a 37°C,

descarta-se os sobrenadantes, vertendo-se a placa em papel absorvente e nas



Material e nmétodoo 107

células ou tapete celular aderente coloca-se 100 ni de &lcool 2
propanolol/"wells" (Mallinckrodt, Xalostoc, México). Ap6s 10 minutos para
estabilizagdo da reacdo e também para que a quantidade de a&lcool 2-
propanolol usada possa solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura
procedeu-se a espectrorotometro UV/visivel a 540nm com filtro de referéncia a

620nm (Mosmanntot, 1983).

= (Quantificacdo  dos  compostos intermediarios  do

nitrogénio e oxigénio

= Determinacdo da producdo de Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico, quantificado pelo acumulo de nitrito em meio
de cultura, foi medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de
Griess com NaNO; como padrdo (Green et al.5°, 1982). As culturas celulares
obtidas dos animais foram acrescentados os diferentes cimentos endoddnticos.
A suspenséo celular foi ajustada a 5x10¢ celulas/mL em meio de RPMI 1640-
Completo (Sigma), penicilina, estreptomicina, glutamina, ZME e soro fetal
bovino e foram distribuidos 100 nlL dessa suspensdo celular em pacas de
cultura de 96 cavidades estéreis (Corning Inc.). Em algumas cavidades da
placa de cultura, foram adicionados 100 ni da solugdo de LPS obtido da
Escherichia coli OZE:B6 (Difco) a 10 ng/mL como agente estimulante (controle
positivo). Em outras cavidades/"wells", foram adicionados 100 nmi de meio
RPMI 1640-Completo a suspensdo celular, como controle de células (controle

negativo) e em outras ainda 100 mi das diferentes concentracfes dos cimentos
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estudados sendo incubada. A placa assim constituida foi incubada por 24 horas
em estufa a 37°C com tensdo constante de CO. (5%). Ap6s a incubacdo, foram
retiradas aliquotas de 50 nmL de cada amostra, passadas para uma outra placa
e adicionados mais 50 ni/cavidade de reagente de Griess, constituido de 0,1%
de N-1-naphthyl-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solugcdo de &cido
fosforico a 2,5%. Apds 10 minutos a temperatura ambiente, as placas foram
lidas em espectrofotometro UV/Visivel de microplacas (Multiskan Ascent,
Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) com filtro de 540nm. As
concentragdes de NO liberadas foram calculadas a partir de uma curva padréo
previamente estabelecida com concentracdes molares conhecidas de nitrito de
sodio em meio RPMI 1640-Completo (Sigma). Os testes foram realizados em
triplicata de 5 animais diferentes e os valores foram expressos em micromoles

de NO/5x10°5 células.

= Determinacéo de liberacao de Perdxido de Hidrogénio (H,0,)

A produgdo de H.0, foi determinada segundo o método
descrito por Pick e Keisaritt®, em 1980, e adaptado por Pick e Mizel*16, em
1981. Os animais foram mortos conforme descrito anteriormente. A suspenséao
celular foi ajustada a 2x10° células/mL e ressuspensa ao volume em solugdo
completa de vermelho de fenol, contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de tampéo
fosfato de potéssio, pH 7,0; 5,5 mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho de fenol
e peroxidase de raiz forte, tipo Il (0,01 mg/mL, SIGMA). Aliquotas de 100 ni
dessa suspensdo celular foram transferidas para microplacas de 96 cavidades.
Em algumas cavidades da placa foram adicionados 50 nmiL de uma solucéo a 5

mg/mL de Zimosan A (de Saccharomyces cerevisae, SIGMA Chem. Co., St.
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Louis, MO) em tamp&o vermelho de fenol, e em outras cavidades foram feitos
controle de células (controle negativo), contendo somente a suspensao celular
em solugdo completa de vermelho de fenol e, em outras cavidades ainda foram
acrescentados os diferentes cimentos endoddnticos. As placas foram
incubadas por 60 minutos em estufa a 37°C com 5% de CO; sendo a reacdo
interrompida com a adicdo de 50 mi/cavidade de NaOH 5N (Sigma). Os
resultados foram expressos em "nanomols" de H202 / 2x10° células, a partir de
uma curva padrdo previamente estabelecida, constituida de concentragdes

molares conhecidas de H:0. em tampé&o vermelho de fenol.

- Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi feita por intermédio do
programa estatistico Graph Pad Instat aplicando-se analise de varidncia com
determinacdo do nivel de significAncia para p<0,05, através de comparagdes

multiplas pelo teste de Tuckey.
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Resultado

Endofill

Os resultados obtidos no teste de viabilidade das células do

exsudato peritoneal em presenca do cimento Endofill nas concentra¢des de 140
m/mL, 70 mM/mL, 35 mM/mL e 17 m/mL esta representado na Figura 1A.

A maior viabilidade foi constatada na concentracdo de 70
m/mL quando comparada com os respectivos controles, p < 0,05.

A maior liberagdo de NO na presenca desse cimento (Figura
1B) foi observada na concentracdo de 35 m/mL, com diferenca
estatisticamente significativa quando comparada com a concentragdo de 140
m/mL, com p < 0,05.

A concentracdo de 140 m/mL do cimento apresentou maior

liberacdo de H.O. com diferenga estatisticamente significativa com p < 0,001,
quando comparada com as outras respectivas concentragdes (Figura e Tabela

1C).
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Figura 1A - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss
diferentes concentragfes
células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca de Endofill
nas concentracdes de 140 ngy/mL, 70 ng/mL, 35 nmg/mL e 17 ng/mL, ou

machos em presenga de

somente meio RPMI
0,10% de PEG

respectivamente como controle.

1640-Completo contendo 0,78%,

Os

expressos em percentual, como média + desvio padrdo.

Tabela 1A - Média e

desvio

padrao

presenca de diferentes concentracdes do cimento Endofill

do Endofill. As

0,39%, 0,19% e
resultados foram

dos valores de viabilidade celular (%) em

Viabilidade Celular - Endofill

TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Endofill 140 ny 5 10.500 +3.109
Endofill 70 ny 5 99.000 +4.468
Endofill 35 ny 5 81.750 + 7.500
Endofill 17 ny 5 86.500 +2.240
LPS 5 69.750 +4.785
Poli 0,78% 5 95.750 +4.250
Poli 0,39% 5 78.500 +6.764
Poli 0,19% 5 80.250 +8.230
Poli 0,098% 5 91.250 +3.591
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Figura 1B - Producdo de oxido nitrico por células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos em presenca de diferentes
concentracfes de Endofill. As células do exsudato peritoneal foram
cultivadas em presenca de Endofill nas concentracBes de 140 ng/mL,
70 nmg/mL, 35 ng/mL e 17 ny/mL, ou somente meio RPMI 1640-
Completo contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG
respectivamente como controle. As concentragbes de nitrito foram
determinadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida
com concentracdes molares conhecidas de nitrito de sodio (NaNO2) e
0s resultados expressos em mmols de nitrito/5x105células, como média
+ desvio padréo.
Tabela 1B - Médias e desvio padrdo dos valores de liberagdo de o6xido nitrico em
presenca de diferentes concentra¢des de Endofill
Producdo de NO - Endofill
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Endofill 140 ng 5 6.686 +2.918
Endofill 70 ny 5 7.176 +3.603
Endofill 35 ny 5 11.900 +1.129
Endofill 17 ny 5 0.3880 +2.081
LPS 5 43.345 +8.398
Poli 0,78% 5 0.2340 +0.5871
Poli 0,39% 5 0.2700 +0.5971
Poli 0,19% 5 0.1720 +0.4925
Poli 0,098% 5 0.1640 +0.4273
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Figura 1C - Producdo de perdéxido de hidrogénio por células do exsudato
peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentragbes de Endofill. As células do exsudato
peritoneal foram cultivadas em presenca de Endofill nas concentracdes
de 140 ng/mL, 70 ng/mL, 35 ngy/mL e 17 ngy/mL, ou somente meio RPMI
1640-Completo contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG
respectivamente como controle. A concentracdo de H»02 foi determinada
através de uma reta padrdo previamente estabelecida, como média %
desvio padrdo.
Tabela 1C - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de peroxido de
hidrogénio em presenca de diferentes concentracBes de Sealapex
Perdxido de Hidrogénio - Endofill
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Endofill 140 ngy 5 11.672 +3.220
Endofill 70 ng 5 5.872 +1.900
Endofill 35 ng 5 3.426 +1.149
Endofill 17 ng 5 2.658 +1.107
Zimosan 5 115.30 + 6.456
Poli 0,78% 5 0.8800 +0.8099
Poli 0,39% 5 0.7400 +0.5793
Poli 0,19% 5 0.9920 + 0.6565
Poli 0,098% 5 0.8260 +0.5060
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Polimero de Mamona (Polifil)

O teste da viabilidade das células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos na presenca do polimero de mamona nas
concentracdes de 35 mi/mL e 17m/mL, apresentaram as maiores viabilidades,
ndo apresentando diferengas estatisticamente significativas entre as
concentracdes e seus respectivos controles.

Foi observado um aumento significativo de NO na
concentracdo de 17 m/mL (Figura 2B), comparando com as outras
concentracOes testadas, p < 0,001. Assim, a concentracdo de 17 m/mL foi
considerada ideal pelos resultados apresentados nos testes de viabilidade
celular (Figura 2A) e liberagdo de NO.

A concentracdo de 140 nmi/mL apresentou maior liberacdo de
H202, com p < 0,05 comparando-se com 70 m/mL e 35 mi/mL e p< 0,001

comparando com 17 m/mL.
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Figura 2A - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos
Swiss machos em presenca de diferentes concentracbes do Polifil.
As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenga de
Mamona nas concentraces de 140 ngy/mL, 70 ng/mL, 35 ng/mL e 17
ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-Completo contendo 0,78%, 0,39%,
0,19% e 0,10% de PEG respectivamente como controle. Os resultados
foram expressos em percentual, como média + desvio padrdo.
Tabela 2A - Médias e desvio padrdo dos valores de viabilidade celular (%) em
presenca de diferentes concentracdes do cimento de Polifil
Viabilidade Celular - Polifil
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Polifil 140 ny 5 18.600 +4.722
Polifil 70 ngy 5 17.000 +4.690
Polifil 35 ngy 5 85.200 +3.059
Polifil 17 gy 5 92.000 +7.464
LPS 5 80.200 +2.130
Poli 0,78% 5 84.200 +6.223
Poli 0,39% 5 88.400 +6.149
Poli 0,19% 5 83.600 +2.744
Poli 0,098% 5 81.000 +3.990
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Figura 2B - Producdo de d&xido nitrico por células do exsudato peritoneal de

camundongos  Swiss machos em presenga de diferentes
concentracdes de Polifil. As células do exsudato peritoneal foram
cultivadas em presenca de Polifil nas concentragbes de 140 ng/mL, 70
ng/mL, 35 nmg/mL e 17 ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-Completo
contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG respectivamente como
controle. As concentracBes de nitrito foram determinadas através de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragcdes molares
conhecidas de nitrito de sddio (NaNOz) e os resultados expressos em
nmols de nitrito/5x105 células,como média + desvio padréo.

Tabela 2B - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de oOxido nitrico em
presenca de diferentes concentracdes de Polifil
Producdo de NO - Polifil
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Polifil 140 ny 5 3.106 + 1.406
Polifil 70 gy 5 2.840 +1.251
Polifil 35 gy 5 4.746 +3.676
Polifil 17 gy 5 12.452 +2.991
LPS 5 46.622 + 4.844
Poli 0,78% 5 0.8080 +0.5019
Poli 0,39% 5 0.6440 +0.6410
Poli 0,19% 5 0.5320 +0.6715
Poli 0,098% 5 0.432 +0.6484
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Figura 2C - Producdo de peréxido de hidrogénio por células do exsudato
peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentracdes de Polifil. As células do exsudato peritoneal
foram cultivadas em presenca de Polifil nas concentragfes de 140
ng/mL, 70 ng/mL, 35 ny/mL e 17 ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-
Completo contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG
respectivamente como controle. A concentracdo de H202 foi determinada
através de uma reta padrdo previamente estabelecida ,como média *
desvio padréo.

Tabela 2C Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de peroxido de
hidrogénio em presenca de diferentes concentragfes de Polifil

Peroxido de Hidrogénio - Polifil
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO

Polifil 140 ny 5 13.954 + 7.857

Polifil 70 ngy 5 10.458 +1.360

Polifil 35 gy 5 7.802 +1.143

Polifil 17 gy 5 3.650 +1.738

Zimosan 5 115.40 +9.720

Poli 0,78% 5 0.2600 +0.2778

Poli 0,39% 5 0.4420 +0.3361

Poli 0,19% 5 0.4620 + 0.3355

Poli 0,098% 5 0.6580 +0.3879
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Sealapex

A viabilidade das células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos em presenca do cimento Sealapex foi empregado

com a finalidade de verificar a condi¢do celular nas concentragfes de 140
m/mL, 70 m/mL, 35 m/mL e 17 m/mL representada na Figura 3A.

Nas células tratadas com a concentracdo de 70 m/mL,
observou- se a maior viabilidade sem diferenga estatisticamente significativa

quando comparada com seu respectivo controle ( p > 0,05).

Quanto a producdo de oOxido nitrico, Figura 3B, houve maior
liberacdo em presenca do sealapex na concentracdo de 140 m/mL,
estatisticamente significativa quando comparada as outras concentragdes
testadas desse composto, com p < 0,001.

O teste de peroxido de hidrogénio (H2.0. ), apresentou maior
liberacdo na concentracdo de 140 mi/mL, p < 0,01, comparando com as

concentracdes de 35 m/mL e 17 m/mL (Figura e Tabela 3C).
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Figura 3A - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos
Swiss machos em presenca de diferentes concentragdes do
Sealapex. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Sealapex nas concentra¢des de 140 ng/mL, 70 ng/mL, 35
mg/mL e 17 ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-Completo contendo
0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG respectivamente como controle.
Os resultados foram expressos em percentual, como média *= desvio
padrédo.
Tabela 3A - Médias e desvio padrdo dos valores de viabilidade celular (%) em
presenca de diferentes concentracfes do Sealapex
Viabilidade Celular - Sealapex
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Sealapex 140 ng 5 57.250 +9.589
Sealapex 70 ng 5 70.750 +6.641
Sealapex 35 ny 5 75.000 +7.301
Sealapex 17 ny 5 79.250 +9.956
LPS 5 58.750 +9.430
Poli 0,78% 5 86.250 +8.500
Poli 0,39% 5 85.000 + 8.565
Poli 0,19% 5 92.750 +7.274
Poli 0,098% 5 92.250 +8.180
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LPS

o0xido nitrico por células do exsudato peritoneal de
Swiss

de diferentes

concentracdes de Sealapex. As células do exsudato peritoneal foram
cultivadas em presenca de Sealapex nas concentra¢bes de 140 ng/mL,
70 ng/mL, 35 ngy/mL e 17 ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-Completo
contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG respectivamente como

controle.
uma

As concentra¢Bes de nitrito

foram determinadas através de
reta padrdo previamente estabelecida com concentracdes molares

conhecidas de nitrito de sddio (NaNOz) e os resultados expressos em
mmols de nitrito/5x105 células, como média + desvio padréo.

Tabela 3B - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de oxido
presenca de diferentes concentragfes de Sealapex

nitrico em

Producdo de NO - Sealapex

TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Sealapex 140 ny 5 2.452 +2.918
Sealapex 70 ny 5 0.9300 +3.603
Sealapex 35 ny 5 0.3080 +1.129
Sealapex 17 ny 5 0.1520 +2.081
LPS 5 47.264 + 8.398
Poli 0,78% 5 0.6800 +0.6851
Poli 0,39% 5 0.4240 +0.6072
Poli 0,19% 5 0.2920 +0.3925
Poli 0,098% 5 0.3125 +0.4574
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Figura 3C Produgdo de peroxido de hidrogénio por células do exsudato
peritoneal de camundongos Swiss machos em presenga de
diferentes concentracdes de Sealapex. As células do exsudato
peritoneal  foram  cultivadas em  presenca de Sealapex nas
concentracdes de 140 ng/mL, 70 ny/mL, 35 ng/mL e 17 ny/mL, ou
somente meio RPMI contendo 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG
respectivamente  como  controle. A concentragdo de H20> foi
determinada através de uma reta padrdo previamente estabelecida,
como média * desvio padrao.
Tabela 3 - Médias e desvio padrdo dos valores de liberagdo de peréxido de
hidrogénio em presenca de diferentes concentracdes de Sealapex
Per6xido de Hidrogénio - Sealapex
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Sealapex 140 ny 5 10.398 +2.362
Sealapex 70 ny 5 6.672 +1.495
Sealapex 35 ny 5 3.774 +1.149
Sealapex 17 ny 5 2.894 +1.810
Zimosan 5 115.30 + 6.456
Poli 0,78% 5 0.526 +0.255
Poli 0,39% 5 0.124 +0.103
Poli 0,19% 5 0.098 +0.0993
Poli 0,098% 5 0.776 +0.2130
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Determinacdo da Producdo de Oxido Nitrico

Estabelecidas as concentragcdes de cada um dos cimentos
testados, foi feita a dosagem de NO liberado pelas culturas celulares em
presenca das amostras LPS (controle positivo) e de somente meio RPMI-C e
polietilenoglicol (PEG) com controle de células da reagdo de Griess.

Os resultados obtidos estdo representados na tabela e
Figura 5.

A producdo de NO pelas células estimuladas pelos cimentos
comparadas as células estimuladas com LPS, mostrou uma producdo de NO

estatisticamente maior para o LPS, com p < 0,001.
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Figura 4 Produgdo de Oxido nitrico por células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos em presenca de diferentes cimentos.
As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca de
Endofill, Polifil, Sealapex e LPS (controle positivo) nas concentragfes
de 140 ng/mL, 17 ny/mL, 140 ng/mL e 17 ng/mL, ou somente meio
RPMI 1640-Completo contendo 0,19%, 0,10% e 0,78% de PEG como
controle. As concentracBes de nitrito foram determinadas através de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentracfes molares
conhecidas de nitrito de sédio (NaNOz) e os resultados expressos em
nmols de nitrito/5x105 células,como média + desvio padréo.
Tabela 4 Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de Oxido nitrico em
presenca de diferentes concentragfes dos cimentos testados
Oxido Nitrico - Cimentos
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
Endofill 35 ng 5 11.900 +1.129
Polifil 17 g 5 12.452 +2.991
Sealapex 140 ny 5 2.452 +2.918
LPS 5 43,696 +5,6163
Poli 0,19% 5 0,604 +0,1848
Poli 0,098% 5 0,292 +0,1164
Poli 0,78% 5 0,172 +0,1173
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Liberacdo de H,0,

O teste de liberacdo de peroxido de hidrogénio foi realizado
utilizando culturas celulares em presenca de Zimosan (controle positivo) e
somente meio RPMI-C e polietilenoglicol como controle de células na reacao.
Segundo os resultados obtidos e representados na tabela e Figura 6 , as
células estimuladas com Zimosan mostraram uma maior liberacdo de peroxido
de hidrogénio comparada com as células estimuladas pelos cimentos, com

p < 0,001,
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Figura 5 - Producdo de per6xido de hidrogénio por células do exsudato
peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de diferentes
cimentos. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca do Polifill, Endofill, Sealapex e Zimozan (como controle
positivo) nas concentracdo 140 ng/mL, ou somente meio RPMI 1640-
Completo contendo 0,78% de PEG como controle. A concentracdo de
H20, foi determinada através de wuma reta padrdo previamente
estabelecida ,como média + desvio padrédo.

Tabela 5 - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de perdxido de
hidrogénio em presenca de diferentes concentragbes dos cimentos
testados

Peréxido de Hidrogénio - Cimentos
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO

Endofill 140 ng 5 11.672 +3.220

Polifil 140 ny 5 13.954 + 7.857

Sealapex 140 ny 5 10,398 + 2,362

LPS 5 111,608 +1,66464

Poli 0,78% 5 0,154 +0,09813

Poli 0,78% 5 0,652 +0,2008

Poli 0,78% 5 0,526 + 0,2555
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Viabilidade Celular e Concentragéo Celular - Constatacéo

Observando o teste de viabilidade celular, foi verificada a
incompatibilidade de resultados quando comparados com os teste de liberacéo
de 6xido nitrico e H.0,. Por esse motivo, foi realizado a determinacdo de NO e
Perdoxido de Hidrogénio em concentragbes celulares variaveis, para posterior
comparagao com os resultados apresentados na viabilidade celular.

O ajuste celular para a realizagdo do teste do NO é de 5x10¢
células. Nesse ajuste, pode- se observar a maior liberagcdo do mediador.

Observando a concentracdo de 1x 106 células, foi verificado uma
concentracdo de NO estatisticamente significativa quando comparada com seu
respectivo controle negativo (p < 0,01) e com o ajuste ideal de 5x106 células
(p <0,001).

Portanto a Figura 6, demonstra que em uma concentragdo 5 vezes
menor, a liberagdo de NO atinge 62,6 nmmol de nitrito, comparando com 83,4
nmol de nitrito na concentracao ideal.

Na determinacdo da liberacdo do Peréxido de Hidrogénio, a
concentracdo celular ideal para a reacdo € de 2 x 105 células. Observando as
concentracdes celulares de 2x10¢ e 5x105 (Figura 7), ndo houve diferenca

significativa quando comparadas com a concentracao de 2x10° células.
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Figura 6 - Producdo de Oxido nitrico por células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos em diferentes ajustes celulares em
presenca de LPS.
Tabela 6 Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de Oxido nitrico em
presenca de LPS
Concentragcdes de NO - LPS
TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
5x106 células 5 83.400 + 10.065
RPMI-C 5 0.6560 +0.6282
1x106 células 5 62.600 +5.727
RPMI-C 5 0.4320 +0.4202
5x10° células 5 26.600 +2.881
RPMI-C 5 0.2480 +0.2590
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Figura 7 - Producéo de perdxido de hidrogénio por células do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss machos em diferentes ajustes celulares em
presen¢a de Zimosan.

Tabela 7 - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de perdxido de
hidrogénio em presen¢a de Zimosan

Concentracgdes de Perdxido de Hidrogénio - Zimosan

TESTES PONTOS MEDIA DESVIO PADRAO
2x106 células 5 160.75 + 8.756
RPMI-C 5 0.2925 +0.2334
2x105 células 5 174.50 +9.434
RPMI-C 5 0.2350 +0.1967
5x105 células 5 144.25 +10.569
RPMI-C 5 0.3025 +0.2497
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Discussao

Como se trata de avaliagdo em niveis primarios de pesquisa,

acreditamos ser pertinente uma discussao detalhada da metodologia.

Testes de Citotoxicidade sdo freglientemente utilizados na
pesquisa em Odontologia para avaliar a Citotoxicidade relativa e, assim,
investigar os efeitos de materiais sobre as células. Permitem a pesquisa
quantitativa para sobrevivéncia e proliferacdo celular (Baumgartner et al.’2,
1984). Sao importantes para a avaliacdo dos aspectos da seguranca e eficacia
dos materiais experimentados quanto a exposi¢do aos tecidos e ao seu contato
(Harrison®s, 1984; Koulauzidou et al.’8, 1999).

Trabalhos aplicados em cultivo celular de monocamadas
celulares, por leitura em espectrofotometro, tém demonstrado ser um recurso
eficiente. Visam a medir a sobrevivéncia ou proliferacdo celular, demonstrando
rapidez e precisdo. E um método automatizado que possibilita a manipulacio
de um grande numero de amostras com alto grau de precisdo, proporcionando
uma adicional vantagem: a de se trabalhar os resultados com processadores
computadorizados. Estes testes medem o numero de atividades de células
vivas ao fim da pesquisa, sendo também de facil reprodugdo (Gillies et al.*,
1986; Margis et al.®?, 1989; Mosmann?0t, 1983).

Os testes "in vitro" sdo muito Gteis para a compreensao dos
efeitos biolégicos basicos dos materiais dentarios. Mas eles podem ser
limitados, no que diz respeito a habilidade de simularem condigbes clinicas.

Pode ser irreal transferir achados "in vitro" para situag¢des clinicas. Contudo,
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uma interpretagdo comparativa destes dados nos fornece valiosa informacgdo do
potencial geral de citotoxicidade dos materiais tratados, como relatado pelos
autores Kinomoto et al.”# (2001) e Koulaouzidou et al.”® (1999).

Quando se avalia a relacdo material/hospedeiro deve-se ter
bem definidos o0s conceitos de Biocompatibilidade e Citotoxicidade.
Biocompatibilidade é a habilidade que um material tem em reagir com o
organismo numa aplicacdo especificas?.94110,126,165,

Assim um mesmo material pode comportar-se de distintas
maneiras, dependendo do "sitio" onde é aplicado. Por exemplo o OZE que é
componente base de um dos cimentos experimentados, quando aplicado em um
preparo cavitario de dentina de média profundidade, ndo provoca agresséo
alguma ao tecido conjuntivo pulpar, podendo ser mantido nesta cavidade "ad
eternum" sem nenhum problema para o0 organismo, portanto €
biocompativel36.87.110.113 J§ este mesmo material quando aplicado diretamente
em um tecido pulpar, promove através da liberagdo lenta e gradual do Eugenol
uma irritacdo de pequena intensidade, mas que perpetua 0 processo
inflamatorio, enquanto houver o contato, sendo também biocompativel porém
no surgimento de outro material onde néo haja essa perpetuacdo do processo
inflamatadrio, seja substituido3+9,

Quando um material entra em contato com o tecido conjuntivo,
rapidamente é reconhecido. As células responsaveis por este reconhecimento
sdo o0s macréfagos e linfocitos’2’. E o "Complexo Geénico de
Histocompatibilidade", presente nestas células que reconhece tudo o que é do
organismo e tudo o que é estranho a este. Alguns materiais quando inseridos

no tecido conjuntivo, ndo sdo reconhecidos como estranhos, e passam
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despercebidos ao "Complexo Génico de Histocompatibilidade"s26287, A estes
materias damos o nome de inécuos. No entanto raros sdo estes materiais, e
ainda nao se desenvolveu um cimento obturador com estas caracteristicas.

De outra maneira o contato do material com macréfagos e ou
linfocitos permite o reconhecimento do mesmo como "estranho". A partir dai
varios fenbmenos imunopatolégicos podem ocorrer3z69.160, Quando um cimento
obturador de canais radiculares entra em contato com macrofagos é
reconhecido como estranho. A partir desse reconhecimento todas as fases da
fagocitose se desenvolve ou seja a porgdo Fc e C3b do complexo cimento-
proteina aderem-se a porcdo Fc y R e CRI do macrofago determinando
reconhecimento e acoplamento326987, Apgs estes fendmenos desencadeiam-se
o englobamento da particula pelo macréfago e a partir deste ponto a
degranulacdo de enzimas que tentam fragmentar o "corpo estranho" (material
obturador)32.69.161 Dependendo do grau de “estranheza" deste material
podemos ter diferentes niveis de excitagdo da membrana celular, que libera
diferentes quantidades de NO quanto mais for estimulado3z69, Dependendo
também do grau de "estranheza" mais energia € necessario para que 0
macrofago englobe, degranule e fragmente o corpo estranho (material
obturador). Quanto mais for estranho maior energia serd necesséria, e as
mitocéndrias através da "explosdo oxidativa" produzem variados niveis de ATP.
Quanto mais ATP produzido, maior a quantidade de H,0; liberado15.116,

Quando se avalia citotoxicidade deve-se ter em mente que a
mesma €& um sub-conjunto da Biocompatibilidade®’110.156.159  Quando
analisamos a Biocompatibilidade sabemos como o tecido conjuntivo reage

frente ao contato com um material estranho e as repercussfes que este
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contato produz, ou perpetuando o processo inflamatorio em seus diferentes
niveis ou permitindo o processo de reparo. Quando avaliamos a citotoxicidade
verificamos a reacdo organica de um material em contato com um grupo
especifico de células®”.110, Cada reacdo organica pode ser interpretada
independentemente e a andlise da integridade dessas reacfes nos permite ter
um conhecimento mais especificado do material avaliado25.169.170,

De acordo com o que ja foi citado notamos a importancia do
macréfago na avaliacdo tanto da Biocompatibilidade quanto da
Citotoxicidade®”.110.138, Essa é a razao da nossa escolha, quanto a "célula-

alyp"36.95,124,133

As duas reacgOes por n6s estudadas foram liberacdo de NO e

H20287,115,116,154.

O NO é liberado a partir da seguinte reacao:

L-arginina <1 N-hidroxi - L-arginina <X L-citrulina + oxido nitrico (NO)
Ca+2 02

Tal liberacdo ocorre em funcdo da ativacdo da membrana
celular24.25.60,100,103,106 - Quanto mais toxico (estranho) for o material obturador,
maior serd a liberagdo de N(Q100.103,106,

O contato material/macrofagos, na estimulacdo da membrana
celular, ocorre oxida¢cdo do substrato celular com produgcdo de anions
superdxido (O») e perdxido de hidrogénio. Tanto o Oy quanto o HO; sdo
provenientes da "explosdo oxidativa" mitocondrialt15.116,

O NO é um radical livre que apresenta importante papel na
Patologia e Fisiologia Humana. Ele é formado a partir do aminoacido L

arginina. A conversdo de L-arginina para NO é especifica, considerando que
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analogos da L-arginina, incluindo seu enantiémetro com configuracdo D né&o
funciona como substrato?4:100,103,106,

O NO intermedeia as reacdes de relaxamento e constric¢cdo
vasculart0.103.106 | jherado em grandes quantidades potencializa o processo
inflamatorio, além da acdo relaxante vascular, o NO inibe a agregacgdo
plaquetaria e € citoprotetor, sendo liberado por macro6fagos como parte do
metabolismo antimicrobiano, juntamente com O e H:0.. Na reagdo
inflamatéria aguda a interacdo NO/prostaglandina € inibida com a diminuicdo
do teor de NO, reduzindo o0 acimulo de leucécitos e edema vascularto0.103,106,

O NO liberado a partir da ativagdo da membrana macrofagica
atua diretamente no relaxamento dos vasos sangliineos. Quanto mais relaxado
estd o vaso, maior a sua permeabilidade, permitindo a saida de mediadores
quimicos e células que perpetuam o processo inflamatorio32.158,

J& um material estranho e com variados niveis de toxicidade
promovem uma “explosdo oxidativa"15.116.126 pecessaria para a fagocitose.
Quanto mais toxico é o material maior a "explosdo oxidativa"s2158.159 ¢
subsequentemente maior a liberagdo de perdxido de hidrogénio.

A reacdo de liberagdo de H,0; é:

20, + NADPH <XI 20, + NADP* + H* X1 20, + 2H* <XI H;0, + Q115116

O perd6xido de hidrogénio além de ser um indicativo do nivel
de citotoxicidade atua também como agente bactericida para bactérias
anaerdbias estritas.

Tanto o NO quanto o H:0: se permitem corar. Ao NO aderem-

se particulas do corante cromogénico que é o Reagente de Griesss®. Ao H,0:
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adere-se o corante de Peroxidase de Raiz Forte!!5116, Esses dois marcadores
permitem que variados niveis de marcadores colorimétricos indiquem as
variadas concentragdes de NO e H,O. presentes em um meio, detectados por
um leitor de Elisa com filtros especificos para espectros colorimétricos, que
tem como parametro as dosagens para NO e H,0,50.100,103,106,

Desde o0 nosso primeiro trabalho de avaliacdo de
citotoxicidade de cimentos endoddnticos em culturas de macrofagos, uma
preocupacgdo pertinente foi a concentracdo e a solubilidade dos cimentos.

Com relagdo a solubilidade, para eliminarmos o maior nimero
de varidveis que pudesse interferir nos resultados, resolvemos deixar todos os
cimentos com 0 mesmo grau de solubilidade.

Sonicando todos os cimentos separadamente e incluindo-os
em solucdo de polietileno glicol 400 e RPMI 1640-Completo previamente
testada em cultura de macrofagos, onde ndo se verifica liberacdo alguma de
NO e H0.. A concentragdo utilizada desde o primeiro trabalho de pesquisa,
por nés investigando esse papel teve inicio em 18 mg/mL e suas respectivas
fracBes. Até a aceitacdo de um primeiro trabalho nosso com essa metodologia
na literatura correlata, esses foram 0s nossos parametros de concentragdo. A
partir do ano de 2003 desenvolvido por Gutierrez5* passam a utilizar um
modelo de experimentacdo mais apropriado, utilizando para isso, na
determinacdo da correta concentracdo, o teste M.T.T.101.168 Tgal teste utiliza o
sal tetrazélico de M.T.T., para desenvolver um ensaio quantitativo colorimétrico
da proliferacdo e viabilidade das células de mamiferosi®l, Esta baseado na
capacidade que tém as celulas viaveis de clivar o anel tetrazélico presente no

M.T.T., pela acdo de enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias
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ativa, formando cristais de formazanal®l. Assim na determinacdo da
concentragdo adequada de cada cimento, cada teste avaliou a viabilidade
celular das células do exsudato peritoneal de camundongos "Swiss" machos,
mantidas em cultura e a produgdo de NO e H20: por estas células em presenca
de diferentes concentragdes, de cada cimento testado!t124, Como previamente
citado a determinacdo da viabilidade celular foi realizada utilizando-se a
técnica descrita por Mosmannttt (1983) baseado na propriedade que tem as
células viaveis em clivar o anel tetrazdlico presente no M.T.T. (brometo de 3-4-
5 dimetiltiazol-2-il) - 2-5-difenil-tetrazdlio) pela acdo de enzimas mitocondriais
ativastot,

A determinacdo da liberagdo de H.0., foi feita utilizando-se a
técnica descrita por Pick e Keisaritts, em 1980, nos sobrenadantes das
culturas de células do exsudato peritoneal. Também utilizando o0s
sobrenadantes das culturas de células do exsudato peritoneal, determinou-se a
liberacdo de NO, utilizando-se a técnica de Green et al.5,

Molnar®, 1967, leva em consideracdo que para 0S cimentos a
base de OZE, outras investigacfes devam ser feitas, como exemplo, o
processo de fabricacdo do Oxido de zinco, tamanho de suas particulas,
absorgdo pelo o6leo, velocidade de incorporagdo e dispersdo do Eugenol na
manipulagdo manual, uniformidade nas formas das particulas, superficie
homogénea das mesmas e também o Eugenol irritante s6 na quantidade de 5%
livre, depois de tomado presa o cimento, a sua afinidade pelas camadas de
lipideos da membrana celular das culturas de macréfagos, dai esse cimento em
baixas concentracdes poderia provavelmente diminuir sua citotoxicidade em

relacdo quando em contato celular.
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Torabinejad et al.’s5, relata em que cimentos a base de OZE,
contendo na sua formulacdo compostos a base de subcarbonato de bismuto
sdo altamente agressivos aos tecidos células e células de defesa, o que pode
ter provavelmente ocorrido também nesta metodologia onde concentracdes
endoddnticas mais altas terem provocado aumento de citotoxicidade, em
alguns resultados.

Pesquisas adicionais sdo necessarias para assegurar que 0S
efeitos de tais materiais experimentados, sejam  completamente
compreendidos. E preciso ainda considerar que existem limitagdes quando as
informacdes cientificas sdo obtidas através do sistema de modelo de cultivo
celular e os riscos de extrapolar os resultados para a clinica. Dessa forma,
trabalhos visando as suas avaliacBes em outros niveis de pesquisal®* e 0s

seus resultados devem ser cuidadosamente extrapolados, para uma situacédo

"in Vivo"s9.99,128,137,146,156
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Conclusao

NO - em termos de producdo média de Oxido Nitrico, segundo o teste de
Tuckey ao nivel de 5% de significancia, os cimentos analisados podem ser
colocados na seguinte ordem crescente: Sealapex < Endofill = Polifil < LPS,
respectivamente nas concentragdes de 140ng/mL, 35ng/mL, 17ng/mL e
17ngy/mL do controle positivo LPS.

Perdoxido de Hidrogénio - Em relacdo a liberagdo de H,0, ndo hé
evidéncia que os cimentos analisados, nas concentracdes de 140ng/mL,
tenham efeitos estatisticamente diferentes pelo teste de Tuckey ao nivel de
5% de significancia. Entretanto, as médias de liberacdo de H.0: das
concentragbes dos respectivos cimentos analisados sdo cerca de cinco
vezes menores que a média de liberagdo do controle positivo Zimosan - A.
Portanto, dependendo da utilidade dos cimentos endoddnticos e de seu
modo a ser utilizado (considerando solventes, misturas, etc.) os resultados
devem ser considerados significativos como primeiros estudos e o0s
respectivos resultados aqui obtidos sdo necessarios posteriores
metodologias dependentes da finalidade para uso do material.

Foram também utilizadas variacdes de concentracdes celulares para o NO e
para o Peroxido de Hidrogénio, onde foi constatada que as menores

viabilidades podem liberar significativas quantidades de NO e H,0..
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Apéndice

As formulas dos cimentos, segundo o fabricante sao:

SEALAPEXO

(Sybron Kerr IndUstria e Comércio Ltda. - Guarulhos, Brasil)

BASE
OXIA0 T8 CAICIO vttt ettt ettt et 54,0%
Benzeno butil sulfanilamida ..o e e e 32,0%
OXIB0 € ZINCO oivivivieeeieiicccee ettt 14,0%
AQUA AESHIATA ..ot 0,01%
CATALIZADOR

SUIALO A€ DATNTO ieiiiieii e 54,0%
Resina de salicilato de Metila ..ocoeeeeieeee e 32,0%
Salicilato de ESODITIOl ... 14,0%
SIlICA PUIVETIZAGA .vvviieeiiiiii et 0,01%
DiOXIA0 A€ TIEANIO .oivviiiiiiiie e 1,0%

PIOMENTO oo e 1,0%



Apéndi ce 163

ENDOFILLO

(Herpo Produtos Dentérios Ltda. - Petropolis, RJ, Brasil)

PO
ProtoXido d€ ZINCO Pr@. weviiieeiiiieiiie e 40,5¢
Resina hidrogrenada (Staybelite) ......cccciiiiiiiii 289
Subcarbonato de DISMULO ....coiiiiiiiii e 169
SUIfAto de DA .ooiiiiii e 159
Borato de SO0 anidro P.a. .oooiveeiiieeiiieeiiiee e 0,59
LiQUIDO
EUGENOL e 5¢cm3

0180 d€ aMENAOAS GOCES .rvvrereeeereeeeeeeereeeeeee e e e e e e e et e e e e ete e e eeeee e e e e eee e, lcms3
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POLIFILO

(Cimento de resina poliuretana derivada da Polifil)

(Poliquil Araraquara - Polimeros Quimicos Ltda. - Araraquara, SP, Brasil)

PASTA - Seringa A
POl e 1mL

OXIA0 B8 ZINCO .ottt 2,75¢

Pré-POlMEr0 oo 1mL (80 gotas)



Apéndi ce 165

Os meios de cultura utilizados foram:

Mei10 RPMI 1640-COMPLETO
(Sigma-Adldrich Co., USA)

Com L-Glutamina e sem Bicarbonato de sddio
2 b - mercaptoelanol a 2 x 10-°M
Penicilina 100 U/mL
a-glutamina 2 mM

5% de soro fetal bovino (Cutilab)
Produto n2 R-6504

Armazenado a 2-8°C

SOLUCAO TAMPONADA DE FOSFATOS - P.B.S.
(Sigma-Adldrich Co., USA)
Sem cloreto de calcio
Produto ne D-5773

Armazenado a 2-8°C
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SOLUCAO TAMPAO FOSFATO DE POTASSI0O PH 7,0

9,7 mL do tampdo fosfato

0,2 mL de vermelho de fenol
0,1 mL de peroxidase raiz forte
140 mO de NacCl

5,5mQ de dextrose

REAGENTE DE GRIESS
1,0g - sulfanilamida (Sigma)
0,1g - N (2 naftil) etilenodiamina (Sigma)
2,59 - acido ortofosforico (Merck)
Completar o volume de 100mL com agua deionizada e guardar na geladeira em
um frasco escuro.
SOLUCAO DA LAZARUS
Violeta de Genciana (p0) 1% - 2mL

Acido acético glacial - 3mL
H20 destilada g.s.p. - 100mL
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RPMI 1640-CoMPLETO (MEIO DE CULTURA)

(FONTE NUTRICIONAL)

(Roswell Park Memorial Institute)

COMPONENTES

L-arginine (Free Base)
L-Aspargine (Anhydrous)
L-Aspartic Acid
L-Cystine.2HCI
L-Glutamic Acid
L-Glutamine

Glycine

L-Histidine (Free Base)
Hydroxyl-L-Proline
L-Isoleucine

L-Leucine

L-Lysine.HCL
L-Methionine
L-Phenylalanine
L-Proline

L-Serine

T-Threonine
L-Tryptophan
L-Tirosine.2Na.2H-0
L-Valine

Biotin

Choline Chloride

Folic Acid

myo-Inositol
Niacinamide
D-Panthothenic Acid Hemicalcium
PABA

Pyridoxine.HCI
Riboflavin
Thiamine.HCI

Vitamin B,

Calcium Nitrate.4H,0
Magnesium Sulfate (Anhydrous)
Potassium Chloride
Sodium Chloride
Sodium Phosphate Dibasic (Anhydrous)
D-Glucose
Glutathiane.Reduced
Phenol Red.Na

g/L

0,2

0,05
0,02
0,0652
0,02

0,3

0,01
0,015
0,02
0,05
0,05
0,04
0,015
0,015
0,02
0,03
0,02
0,005
0,02883
0,02
0,0002
0,003
0,001
0,035
0,001
0,00025
0,001
0,001
0,002
0,001
0,000005
0,1
0,04884
0,4

6,0

0,8

2,0
0,001
0,0053
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS, SIMBOLOS E

FORMULAS QUIMICAS

°C - Graus Centigrados

CO: - Dioxido de Carbono

ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay
H.0; - Peroxido de hidrogénio

LPS - Lipopolissacarideo da Scherichia coli
NaOH - Hidroxido de sodio 1M

NaNO; - Nitrito de so6dio

ng - nanogramas

nmoles - nanomoles

NO - Oxido Nitrico

PBS - solugdo tampéo salina-fosfato

SD - Desvio padréo

nmmoles - micromoles

Zimosan A - Parede celular do Saccharomyces cerevisae
ng/mL - microgramas por mL
- Tioglicolato de s6dio a 3% (DIFCO)

- RPMI 1640-Completo
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FORMULA DO TRIGLICERIDEO DO ACIDO RICINOLEICO?

OH 0]
Y2 Y&
CHj3-CHz-CHz-CH2-CH-CHz - CH - CHz - HC = CH -CHz-CH-CH-CH-CH-CHz-CH, - C - O - CH;

Ye
OH 0]

% %
CH3-CH;-CH;,-CH2-CH3-CH, - CH - CH, - HC = CH -CH3-CH,-CH2-CH,-CH,-CH2-CH, - C - O - CH

Ya
OH 0

ez Y&

CHa-CHz-CHz-CH-CHz-CHz - CH - CHz - HC = CH -CHz-CHa-CH,-CHp-CHz-CHz-CH, - C - O - CH,
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SILVA, P.T. Avaliacdo da citotoxicidade de cimentos endoddnticos em relacgéo
aos reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio em culturas de macrofagos
peritoneais de camundongos. 2004. 171 f. Tese (Doutorado em Endodontia) -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

RESUMO

Analisou-se a citotoxicidade dos seguintes cimentos: Endofill, Sealapex e
Polifil, quanto a liberacdo de o6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio
(H20:) em culturas de macréfagos peritoneais de camundongos e também
utilizamos um método de analise colorimétrica usando M.T.T. Concluiu-se que
as consideracdes presentes apds os resultados, discussdao e constatacdo oS
cimentos que apresentaram o menor nivel de citotoxicidade foi o Endofill,
seguido da equivaléncia de liberacdo de Polifil e Sealapex, embora todos foram
menos citotoxicos que o Grupo Controle Zimosan-A para H.0, e o LPS para o

NO.

Palavras-chave: Sobrevivéncia celular; 6xido nitrico; per6xido de hidrogénio;
citotoxicidade celular anticorpo-dependente; materiais restauradores do canal

radicular.
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SILVA, P.T. Citotoxicity evaluation of endodontical cements regarding the
oxygen and nitrogen intermediate reactives in peritoneais macrophages media
of mice. 2004. 171 f. Tese (Doutorado em Endodontia) - Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

ABSTRACT

It was analyzed the citotoxicity of the following cements Endofill, Sealapex, and
Poliol regarding the nitric oxide (NO) release and the hydrogen peroxide (H202)
in the peritoneais macrophages medium of mice in different concentrations and
we have also analyzed a colorimetric method using the M.T.T. It was concluded
from the considerations which were present in the results, discussion, and
verification that the cement which presented the lowest citotoxicity level was
the Sealapex followed by the Polifil and the Endofill, although all of them were
less citotoxic than the Zimosan-A control group for H,O, and the LPS for the

NO.

Keywords: Cell survical; nitric oxide; hydrogen peroxide; antibody-dependent

cell cytotoxicity; root canal filling materials.
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