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RESUMO

ANALISE COMPARATIVA DA CITOTOXICIDADE /N VITRO
DO IODOFORMIO E DO HIDROXIDO DE CALCIO

EMPREGANDO-SE DOIS VEICULOS DIFERENTES

A reacdo de fibroblastos NIH 373 Swiss as pastas de

iodoférmio e de hidréxido de calcio associados a dois veiculos diferentes foi
avaliada por meio de ensaios de viabilidade pela exclusdo de células
coradas pelo azul de Trypan. Com o objetivo de avaliar a resposta celular
imediata ao contato com essas pastas, na primeira etapa do estudo,
fibroblastos foram plaqueados na densidade de 2 x 10* células por placa de
Petri de 60mm de diametro. Apos 3 dias, culturas confluentes receberam
laminulas de vidro, pinceladas com as substancias a serem testadas. Como
controle foram utilizadas laminulas de vidro sem substancia. Apds 0, 6, 12 e
24 horas do contato inicial com a pasta, culturas controle e tratadas foram

tripsinizadas e as células foram contadas em camara de Neubauer. Na




segunda etapa do estudo, para verificar o efeito de tais substancias sobre o
crescimento e a proliferagdo celular, fibroblastos foram plaqueados na
densidade de 1 x 10* células por placa de Petri. Apés 4 horas, estas cuituras
receberam laminulas de vidro pinceladas com as substancias. Como
controle foram utilizadas laminulas de vidro sem substéncia. Apos 1, 3,5e 7
dias do contato inicial com a pasta, as culturas controle e tratadas foram
tripsinizadas e as células contadas em camara de Neubauer, fornecendo
dados para as curvas de crescimento e viabilidade celular. Os resultados
revelaram que, em curto prazo, ndo houve diferenga estatisticamente na
porcentagem de viabilidade celular entre os veiculos e entre os grupos
controle, hidroxido de calcio/carbowax e hidroxido de calcio/PEG 400. Por
sua vez, o iodoférmio associado aos mesmos veiculos, apés 24 horas,
causou a morte da maioria das células. A longo prazo, a viabilidade celular
do hidréoxido de calcio associado a qualquer dos veiculos foi semelhante
aquela do grupo controle. Relativo a proliferagdo celular, apés 7 dias, houve
estabilizacdo do numero de células viaveis para o hidréxido de caicio/PEG
400, porém, quando o veiculo utlizado foi o carbowax, as células
continuaram a proliferar semelhante ao grupo controle. O
iodoférmio/carbowax mostrou proliferagdo celular até o quinto dia,
mostrando baixo namero de células e a viabilidade celular caiu para 28,004
+ 6,48% apds 7 dias. O iodoférmio/PEG 400, a partir do terceiro dia, mostrou
inibicdo da proliferagdo celular e, apés 5 dias, a cultura praticamente nao
apresentava células viaveis (5,533 + 0,682%). Os resultados mostraram que,

independentemente do veiculo utilizado o hidréxido de calcio mostrou nao




ser citotoxico. Por outro lado, o iodoférmio apresentou diferentes niveis de
citotoxicidade. Quando associado ao carbowax, essa substancia
apresentou-se menos agressiva as ceélulas comparada ao iodoférmio

associado ao PEG 400.




1. INTRODUCAO

A etiologia dos processos patolégicos situados na regidao apical

estd associada, dentre outros fatores, aos microrganismos e suas toxinas
presentes no interior do canal radicular de dentes com polpa morta e sua
inter-relagdo com os meios bioldgicos de defesa presentes no periapice.
Dependendo do equilibrio que se estabelece entre eles, a patologia
periapical evoluird para a forma aguda ou crénica. Dessa forma, o
tratamento endodontico objetiva, por meio do preparo quimico-cirdrgico, a
limpeza, desinfec¢do € modelagem do canail radicular. Portanto, essa etapa
da terapia é fundamental na tentativa da eliminagdo dos microrganismos,
bem como de suas toxinas, permitindo que os elementos bioldgicos de
defesa atuem no sentido de reparar a leséo existente.

Assim sendo, frente a lesGes periapicais crbnicas, a
abordagem referente aos procedimentos a serem executados tem evoluido
num sentido conservador, aproveitando o fato de que a maioria das
alteragbes patoldgicas presentes nessa regido, regride com a terapia
endoddntica convencional. Contudo, fatores locais, tais como: bactérias

persistentes no canal radicular, procedimentos endodénticos incorretos,




instrumentos fraturados, obturagdes radiculares parciais e sobreobturagdes,
podem contribuir para o insucesso da terapia. Além disso, ndo poderiamos
deixar de salientar os fatores sistémicos, em geral associados a deficiéncias
imunolégicas.

No entanto, mesmo ap6s execu¢do dos recursos endodonticos
tradicionais algumas patologias apicais ndo regridem. Da analise da
literatura (Tronstad et al., 1990; Mdlven et al., 1991) péde-se observar que
areas de reabsorcdo externa da raiz, fruto de alteragbes inflamatdrias
preexistentes, podem acomodar diferentes espécies bacterianas que,
dependendo da populagdo e da sua adaptagdo, podem persistir nessa
regido, independentemente das reagbes de defesa do organismo. Este fato
pode ser decorrente dessa ser uma area de dificil acesso aos mecanismos
de defesa imunolégicos. Assim sendo, essas infecgbes ndo sdo atingidas
com a eficacia necessaria para sua completa regressao, quando do
tratamento endoddntico convencional, constituindo-se dessa maneira,
capitulo a parte, o qual denominamos hoje “lesdes refratarias”.

Para o tratamento dessas entidades, procedimentos devem ser
realizados, ndo se limitando apenas ao interior dos canais radiculares, mas,
valendo-se do uso de farmacos que exer¢am acao eficaz também na regiéao
apical, com o objetivo de favorecer a desinfecgdo e permitir a reparagao
periapical. Dentre os recursos clinicos empregados para esta terapéutica
destacam-se o iodoférmio e o hidréxido de calcio. Claro esta que o seu
emprego tem por finalidade complementar a acéo da desinfec¢do do canal

radicular e nao substituir as fases anteriores da terapia endodéntica.




No que se refere ao hidréxido de calcio, 0 mesmo pode ter seu
uso associado ao polietileno glicol, com o objetivo de facilitar suas
aplicagdes clinicas, sendo suas indicagbes sempre associadas as suas
propriedades bactericida, anti-inflamatéria e estimuladora da reparacgao.

Todavia quando da analise da literatura pertinente e dos
resultados clinicos obtidos, ha muito o iodoférmio tem seu uso aplicado na
Endodontia (Sarrazin, 1924; Sturridge, 1924; Walkhoff, 1928; Agostini, 1934,
Castagnola & Orlay, 1952; Iglesias et al., 1965; Maisto, 1965; Guedes-Pinto
et al., 1981). Suas indicacbes estdo associadas a presenga de grandes
areas de reabsorcées apicais, entretanto, apesar dos excelentes resultados
clinicos, existem divergéncias entre os autores quanto a sua utilizagdo.
Essas preocupagdes estdo baseadas na sua propriedade de liberar iodo e
este poder induzir algum tipo de reagdo adversa. Contudo, tal fato carece de
base cientifica, uma vez que ndo existem relatos na literatura, da ocorréncia
de reagdes de hipersensibilidade quando do uso desta substancia como
medicagao intracanal, nos Gitimos 150 anos. Claro esta que novos ensaios
com metodologias modernas devam ser realizados, no sentido de se
esclarecer o controvertido mecanismo de atuagdo desta droga. Essas
preocupagdes sdo reembasadas pelo alto sucesso clinico que a mesma
traduz.

A avaliagdo da biocompatibilidade dessas drogas € de suma
importancia, dado o fato de que elas sdo aplicadas na regido apical,
podendo apresentar um possivel efeito lesivo sobre as células vivas dessa

regido. A utilizacdo de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade



celular, constitui o primeiro passo para avaliagdo da compatibilidade
7 biolégica de uma substancia e, mesmo apresentando limitagdes, se forem
cuidadosamente interpretados, poderéo fornecer elementos importantes
; | para analise da biocompatibilidade dos diferentes materiais.

Baseados nesses dados resolvemos fazer uma analise
comparativa in vitro da citotoxicidade do iodoformio e do hidroxido de calcio

associados a dois veiculos diferentes.




2. REVISAO DA LITERATURA

O tratamento dos canais radiculares surgiu, inicialmente, com a
finalidade de aliviar a dor de origem dentaria, instituindo-se a extirpagao
pulpar como terapéutica para as pulpites. A partir de entdo, a endodontia era
praticada empiricamente, sem bases sélidas. Uma vez que ndo se sabia
ainda da importancia dos microrganismos em Endodontia, os mais variados
materiais eram empregados para o preenchimento da cavidade pulpar.

Quando tornou-se evidente a existéncia de microrganismos no
interior dos canais radiculares de dentes com polpas necrosadas, apos
trabaiho realizado por Miller (1894), o principal objetivo dos endodontistas foi
direcionado na busca incessante de uma medica¢do intracanal que fosse
capaz de destruir os microrganismos. No entanto, essas substancias eram,
na sua maioria, germicidas, porém, destituidas de seletividade. Portanto,
causavam maior ou menor destruicdo tanto sobre bactérias como sobre
células organicas, prejudicando o reparo periapical, 0 que levou os
pesquisadores a se interessarem pela analise das drogas e técnicas

utilizadas em Endodontia.




Foi entdo que iniciaram-se os estudos enfatizando a

importancia do preparo quimico-cirirgico para a obtengdo do
saneamento do canal radicular, o que levou os endodontistas a
reavaliarem a necessidade da medicacdo intracanal. Nessa ocasiao
surgiram os tratamentos endodénticos realizados em uma Unica sessao.
No entanto, a constatagdo de inimeros casos de insucesso obtidos apos a
terapia endodontica, favorecendo a manutengdo das lesGes periapicais,
determinaram a realizagdo de novos estudos com a intengdo de definir a
etiologia dessas lesfes persistentes.

Ao longo dos anos surgiram relatos conflitantes a respeito da
presenca e do papel dos microrganismos extra-radiculares. Assim sendo,
Boyle (1934) demonstrou, histologicamente, a presen¢a de amplo numero
de bacilos Gram-positivos no interior de ceélulas fagocitarias na porgao
central de um granuloma dental.

Por sua vez, Andreasen & Rud (1972) utilizando uma técnica
histobacteriolégica em |aminas obtidas de 66 bidpsias de lesGes apicais e
periapicais, observaram que, apenas em 2 casos, cujos apices radiculares
estiveram circundados por longo periodo por cistos infectados, o cemento
estava necrotico e invadido por bactérias. E, exceto em 3 casos, ndo
conseguiram  visualizar nenhuma bactéria no interior de granulomas
periapicais, mesmo que estes mostrassem inflamagcdo severa ao exame
histologico.

A importancia e o papel dos microrganismos na patogénese

das lesdes periapicais estdo bem estabelecidos. Nesse sentido, Mdlier et al.




(1981), avaliaram a relagdo entre o tecido pulpar necrosado e os tecidos
periapicais; estudaram a possibilidade de manter o tecido pulpar necrosado,
ndo infectado, no canal radicular durante um periodo de, no minimo, 6
meses: e, analisaram as principais alteragées na flora microbiana presente
no canal radicular por 6 meses, além da sua capacidade de induzir a
periodontite apical. Para o estudo as polpas de 78 dentes de 9 macacos
foram necrosadas assepticamente. Vinte e seis camaras pulpares foram
mantidas livres de bactérias por meio de selamento, enquanto 52 foram
infectadas pela flora indigena. Os resultados foram registrados clinica,
radiografica e microbiologicamente, no inicio do experimento e apés 6-7
meses. Os autores observaram que todos os canais radiculares inicialmente
nio infectados apresentavam-se estéreis nas amostras finais, indicando que
o risco de contaminagado (incluindo a hematégena) dos canais radiculares &
muito leve. Também foi mostrado que o tecido pulpar necrosado nao
infectado n&o induziu reacgdes inflamatérias nos tecidos apicais. Em
contraste, dentes com tecido pulpar infectado mostraram reagOes
inflamatérias radiograficamente. As espécies bacterianas mais encontradas
foram estreptococos anaerdbios facultativos, bastonetes coliformes e
anaerdbios obrigatérios. Nas amostras finais o ndmero de espécies
anaerobias obrigatorias aumentou. Alguns microrganismos que foram
isolados das amostras iniciais ndo foram detectados nas amostras finais e,
todos os dentes infectados, examinados histologicamente, mostraram fortes

reacgdes inflamatérias na regido periapical.
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Paiva & Antoniazzi (1993) relataram que estimulos sediados no

interior do canal radicular, quer seja toxinas microbianas, produtos tdxicos
oriundos da degradacdo do tecido vivo e a¢do téxica de certas substancias
quimicas, poderiam desencadear a reagao inflamatoria. Isso ocorreria toda
vez que esse estimulo ultrapassasse a capacidade de tolerancia fisiologica
dos tecidos que compdem o periapice. Os autores também relataram que
apés adequado tratamento endodéntico, com a remogdc da fonte de
infecgdo, a reparacéo periapical deveria ocorrer.

As tentativas de identificar microrganismos significantes para a
patogénese das lesbes periapicais eram falhas devido a contaminagao
bacteriana durante a coleta do material ou técnicas de culturas inadequadas.
Dessa forma, com o objetivo de estudar a flora endoddntica e periapical de
dentes humanos, ao microscopio de luz e eletronico, Ramachandran Nair
(1987) analisou 31 lesdes periapicais humanas (30 granulomas e 1 cisto
radicular) de dentes extraidos que nédo receberam tratamento endoddntico.
Os resultados mostraram que todos os dentes apresentavam bactérias em
seus canais radiculares, consistindo de cocos, bastonetes, organismos
filamentosos e espiroquetas. Mas, apenas 5 espécimes revelaram bactérias
no corpo das lesGes, sendo que tais iesdes eram agudas e sintomaticas.

A fim de verificar a presenga de bactérias, Tronstad et al.
(1987) examinaram 8 lesGes periapicais inflamatérias, assintomaticas, as
quais eram refratdrias 3 terapia endoddntica convencional. Desses 8
casos, 3 foram retratados sem sucesso e 5 ndo foram retratados devido a

presenca de pinos intra-radiculares. As lesGes periapicais foram removidas




cirurgicamente, sob condigdes assépticas, e as amostras bacterioldgicas
foram transportadas em meio de Mdller VMGA |l e processadas usando
técnica anaerdbia continua. Foi evidenciado crescimento bacteriano de
anaerobios nas amostras das 8 les6es. Em 2 lesbes observou-se
exclusivamente anaerocbios e em 5 lesdes predominavam anaerobios,
mostrando que os anaerdbios sdo capazes de sobreviver e manter um
processo infeccioso nos tecidos periapicais.

Utilizando técnica bacteriolégica anaerdbia, Bystrém et al.
(1987) mostraram que as bactérias de canais radiculares infectados eram
eliminadas antes da concluséo do tratamento endoddntico pela obturagéo do
canal. Nesses casos, apos 2-5 anos houve reparo das lesdes periapicais. A
maioria das 79 lesGes reparou completamente ou diminuiu de tamanho. Em
5 casos houve nenhuma ou apenas insignificante reducao no tamanho das
lesbes. Duas destas lesdes continham bactérias das espécies Actinomyces
ou Arachnia. Outro caso revelou fragmentos de dentina no tecido periapical.
Este estudo mostrou que, apesar do tratamento endoddntico, a nao
reparagdo de lesdes periapicais poderia ser devido, em alguns casos, ao
estabelecimento de bactérias fora do canal radicular, nos tecidos periapicais,
onde as bactérias sdo inacessiveis ao tratamento endoddntico convencional.

Com a finalidade de avaliar o contetdo bacteriano dos
granulomas periapicais, Iwu et al. (1990) realizaram um estudo, utilizando
técnica de amostragem e métodos de cultura de anaerébios. Dos 16
granulomas periapicais avaliados, 14 (88%) produziram crescimento positivo

quando homogeinizados e cultivados. Um total de 47 isolamentos foi obtido,
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incluindo 26 (55%) de anaerdbios facultativos e 21 (45%) de anaerdbios
estritos. Os organismos mais comumente cultivados foram as espécies
Verlonella (15%), Actinomyces naeslundii (11%), Streptococcus mifleri
(11%), Streptococcus sanguis (11%), Propionibacterium acnes (11%) e
Bacteroides (10%). A maioria dos organismos foi sensivel ou a amoxicilina,
clindamicina ou tetraciclina, enquanto apenas 45% foi sensivel ao
metronidazole. Os resultados tendem a apoiar a visdo de que
microganismos vidveis do tecido pulpar necrético difundem-se e colonizam
parte dos tecidos periapicais, invocando resposta inflamatoria crénica. E
possivel que as bactérias tenham sido introduzidas nos tecidos periapicais,
via canal radicular, uma vez que os pacientes investigados neste estudo
tinham recebido terapia endodéntica antes de serem submetidos a cirurgia.
Tronstad et al. (1990) examinaram, microscopicamente, a
superficie de apices radiculares de 10 dentes infectados, os quais foram
removidos cirurgicamente, sob condi¢des assépticas. Todos os dentes
apresentavam lesdo periapical que ndo regrediram apods tratamento
endoddntico prévio, sendo que 5 casos apresentavam-se com fistula. Quatro
pacientes foram retratados sem sucesso e seis pacientes ndo foram
retratados devido a presencga de pinos ou restauracdo protética extensa. A
lesdo foi exposta sob cirurgia parendodéntica asséptica, realizou-se uma
incisdo no centro da lesdo e amostras de bactérias foram colhidas utilizando-
se cones de papel. As amostras foram colocadas em tubos com meio de
Moller VMGA [ll e processadas usando técnicas aerébias e anaerébias.

Além disso, foi feita a apicectomia de cerca de 2 a 3mm das raizes, as quais
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foram fixadas em formalina a 10% tamponada e processada para estudo em
microscépio eletronico. Os resuitados revelaram a predominancia de
anaerobios em todas as amostras e a presen¢a de placa bacteriana em
diversas areas da raiz, dominada por cocos, bastonetes e organismos
filamentosos com cocos aderidos a sua superficie.

Tronstad et al. (1990) descreveram um caso onde ©
tratamento de um dente com periodontite apical assintomatica foi
insatisfatério, devido ao estabelecimento de infecgdo extra-radicular na leséo
periapical, que poderia ser apenas parcialmente influenciada pelo
tratamento antimicrobiano local e sistémico. A efetividade deste tratamento
foi monitorizada pela amostra microbiolégica do canal radicular, de um trato
fistuloso e diretamente da lesdo periapical. Os resultados mostraram que
predominaram bactérias anaerébias em todas as amostras e foram
fortemente sugestivos de infecgdo extra-radicular estabelecida. A
microscopia eletrdnica de varredura confirmou a presenca de placa
bacteriana na superficie do apice radicular removida ao final do tratamento
endoddntico e cirdrgico. Apés obturagdo, apicectomia e remo¢édo da lesdo
periapical houve o reparo com neoformagdo 6ssea na cavidade cirurgica
apos 6 meses.

Utilizando microscopia de luz e eletrdnica, Ramachandran Nair
et al. (1990) analisaram 9 lesbGes periapicais humanas assintomaticas
resistentes ao tratamento endodéntico. Os espécimes foram removidos por
bidpsia, em bloco, durante o tratamento cirtrgico dos dentes afetados. Os

casos que necessitaram cirurgia representaram-cerca de 10% de todos os
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casos que receberam tratamento endodéntico e obturagdes do canal
radicular num periodo de 7 anos. Os resultados revelaram que 6 das 9
biopsias apresentavam microrganismos na regido apical do canal radicular,

sendo que 4 continham uma ou mais espécies de bacterias e 2 revelaram

jeveduras. Dos 4 casos contendo bactérias, apenas em 1 essas puderam
ser visualizadas ao microscépio de luz. Nos outros 3 espécimes, a presenca
de bactérias sé foi confirmada apos repetidos exames da por¢do apical do
canal, pela técnica do corte seriado. Dos 3 casos onde microrganismos néo
foram encontrados, apenas um mostrou aspecto histopatolégico de
granuloma de células gigantes tipo corpo estranho. Estes achados sugerem
que, na maioria dos dentes humanos com canais radiculares obturados e
com lesBes periapicais resistentes ao tratamento, podem persisitir
microganismos, os quais desempenham um papel significante no insucesso
do tratamento endodéntico. Certas vezes, tais lesdfes podem tambem ser
mantidas pelas células gigantes tipo corpo estranho de respostas teciduais,
no periapice de dentes com canal radicular obturado.

Por meic do microscopio eletrénico de varredura, Mélven et al.
(1991) examinaram os 2 mm mais apicais dos canais radiculares, com o
objetivo de visualizar a flora apical de dentes infectados e com lesGes
periapicais. Foram observadas bactérias nessa area em 10 (83,3%) dos 12
casos. Os outros dois casos exibiram bactérias mais coronalmente, com
remanescentes teciduais entre as bactérias e o forame apical. Houve
predominancia de bactérias em forma de bastonetes, contudo, filamentos,

espiroquetas e cocos também foram vistos. Cocos e bastonetes, as vezes,
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formavam microcoldnias. Ocasionalmente, cocos foram vistos aderidos aos
filamentos formando estruturas semelhantes a espiga de milho. Depositos
lembrando placa bacteriana também foram encontrados dentro do canal
radicular. O trabalho demonstrou que o microscopio eletrénico de varredura
é util para estudar a topografia microbiana do canal radicular apical.

Reader et al. (1994) descreveram o tratamento de uma les&do
endodéntica refrataria, de onde o (nico microrganismo cultivado da area
periapical foi o Staphylococcus aureus (100%). Estes microrganismos sao
iméveis, anaerdbios facultativos Gram-positivos e sdo considerados a mais
severa de todas as bactérias ndc esporuladas, sendo capazes de
permanecer viaveis por longos periodos devido a resisténcia as alteragbes
de umidade e temperatura. A maioria dos S. aureus € capaz de desenvolver
resisténcia aos antimicrobianos rapidamente, incluindo a penicilina, pela
producdo da penicilinase (B-lactamase), a qual cliva o anel 3-lactamico
causando a hidrolise e destroi a atividade do antibidtico. Foi prescrito para o
caso “Augmentin’ (250mg) por ser um antibiético penicilinase resistente.
Este antibidtico contém 250mg de amoxicilina, que é um antibiético semi-
sintético com agdo bactericida contra Gram-positivo € Gram-negativo, porém
nao é resistente a agdo da n-lactamase, e 150mg de acido clavulanico, que
apresenta amplo espectro e é efetivo contra o S. aureus produtores de
B-lactamase e nao B-lactamase.

A constatacido da existéncia da placa bacteriana apical e sua
relagdo com a manutengdo das lesdes periapicais apos tratamento

endodéntico levou a necessidade de se buscar farmacos que fossem
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efetivos no combate a tais microrganismos. Esse medicamento seria
utilizado para um tratamento conservador, na tentativa de se evitar as
cirurgias parendoddnticas, tornando o procedimento endoddntico o menos
traumatico possivel ao paciente. O tratamento endodéntico convencional
apresenta a limitagdo de ndo permitir 0 acesso aos microrganismos
localizados fora do canal radicular. Portando, os recursos disponiveis
atualmente recaem sobre a busca de uma medicagao que seja efetiva no
combate aos microrganismos extra-radiculares.

Dentre os materiais utilizados como medicagdo intracanal,
podemos destacar as pastas reabsorviveis, ou séja, aquelas pastas que nao
tomam presa apds serem introduzidas no canal radicular e que sé&o
rapidamente removidas se extravasadas para a regido periapical. As pastas
reabsorviveis podem ser de dois tipos: pastas a base de iodoférmio e pastas

a base de hidréxido de calcio.
2.1 - lodoférmio

No que se refere ao iodoférmio, seu emprego em Endodontia
tem originado uma série de controvérsias com relagdo a sua capacidade
anti-séptica e de estimulagdo biolégica e muitas dlvidas sdo levantadas
quanto a sua utilizagdo como medicagéo intracanal.

O iodoférmio foi descoberto por Serullas (1829) e introduzido

na terapéutica por Bouchardat (1836) apud Velazquez (1955), tendo sido
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considerado anestésico (analogia quimica com o cloroformio), anti-sifilitico
(analogia com 0s iodetos) e anti-séptico (pefo componente iodo).

Devido ao seu odor penetrante, efeito toxico e fraca agdo anti-
séptica, De Terra (1896) recomendou a substituicdo do iodoférmio pelo
“Salubrol’, de composicdo quimica correspondente a do tetrabrometo,
enfatizando que o iodoférmio apenas paralisa o crescimento da bactéria, nao
sendo bactericida. No que diz respeito a possibilidade de desenvolver
reacdes adversas, afirma que as propriedades mais perigosas do iodoférmio
dependem do fato desta substéncia apresentar em sua composicao acima
de 96% de iodo, 0 gual freqlientemente ndo € eliminado do organismo por
um periodo consideravel, induzindo um efeito cumulativo temeroso, porém
que ndo ha perigo de envenenamento pelo iodoférmio visto que a
quantidade usada é muito pequena.

Quando utilizado como componente de material obturador do
canal radicular, Sarrazin (1924) observou que o iodoférmio associado a
guta-percha, resina e cloroférmio prevenia a infecgéo, provavelmente pelo
constante e lento desprendimento do iodo a temperatura ambiente.
Recomendou, entdo, o uso do iodoférmio na obturagdo do canal, nos casos
onde o canal foi devidamente limpo e o forame estivesse acessivel, a fim de
proteger o periapice contra a infec¢do e reduzir a inflamagéo por sua agao
anestésica.

Sturridge (1924) relatou que, ja4 em 1884, era pratica comum
aos dentistas, a introducdo de creosoto de faia ou &cido carbolico

associados ao iodoférmio, nos canais radicularés de dentes despulpados.
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Além disso, o iodoférmio apresentava as propriedades de ser obtido a partir
do iodo e ser faciimente dissolvido em acidos graxos, tais como aqueles
encontrados em tecidos sépticos, liberando iodo. O autor também relatou
que 0s produtos da atividade bacteriana sao oxidados pelo iodoformio, o
qual inibe o crescimento das bactérias. Portanto, atribuiu os resultados
satisfatorios do tratamento endodéntico ao iodoférmio.

Em contrapartida, Camargo (1926) requisitou que o iodoférmio
fosse banido da Odontologia peias seguintes razbes: odor forte e
desagradavel; efeitos totalmente nulos; por causar alteragdo da cor dos
dentes; e pelo fraco poder anti-séptico, ndo tendo efeito bactericida sobre os
microrganismos de secre¢oes purulentas (Staphylococcus e Streptococcus).
Além disso, o iodoférmio se decompde em iodo, acido iodidrico e carbono,
podendo levar a rapida intoxicacdo, com os seguintes sintomas: inapeténcia,
cefaléia e insénia, ou a grave intoxicagdo, com perturbacgdes digestivas e
nervosas (insdnias, alucinagdes, delirios). Em ambos os casos, notou-se
aumento da pulsagdo de 130 a 140, sem variagao de temperatura.

Walkhoff (1928) apud Pucci (1945) utilizou a pasta “Kri”
reabsorvivel, que tinha na sua composigao o iodoférmio. Essa pasta obteve
grande popularidade na Endodontia e, quando extravasada no periapice, era
rapidamente reabsorvida, induzindo forte resposta do tecido de granulagéo
acelerando o reparo.

Segundo Thoms (1930), o triiodometano (CHl3), iodoférmio ou
friiodeto de formol, se forma pela agdo do iodo sobre o alcool etilico aguoso

na presenca de alcalis causticos ou carbonatos alcalinos. O iodoférmio é
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obtido da seguinte forma: dissolve-se duas partes de carbonato sédico
cristalizado em oito partes de agua. Adiciona-se uma parte de alcool etilico a
90°C, aquece-se em banho-maria a 70°C e, paulatinamente, vai se
acrescentando uma parte de iodo pulverizado. Ao esfriar o liquido, o
iodoférmio se separa em cristais, 0s quais sdo filtrados com pouca agua fria,
secando a temperatura ambiente em papel absorvente. Comercialmente, o
iodoférmio é obtido por eletrélise de uma solugéo hidroalcodlica de iodeto de
potassio e carbonato potassico. O iodoférmio forma peguenos cristais,
amarelos e brilhantes, que se fundem a 119-120°C, evapora & temperatura
ambiente e se volatiliza com o vapor d'agua. Quando empregado como anti-
séptico tépico, a dose maxima unica deve ser de 0,2g e a dose maxima
diaria de 0,69g.

Agostini (1934) relatou que o iodoférmio havia sido
descartado da terapia do canal radicular como obsoleto, porém ele
observou que certos dentes desvitalizados, cujos canais tinham sido
previamente preenchidos com iodoférmio (fato notado pelo odor
caracteristico) estavam livres de sintomas patolégicos e com area periapical
normal ac exame radiografico. Ao contrario, dentes néo vitais que n&do foram
tratados com iodoférmio e com obturagées deficientes, apresentavam-se, na
maioria dos casos, com sinais clinicos de infecgdo e muitos com leséo
periapical assintomatica. Acreditando que o iodoférmio apresentava uma
acentuada acio inibitéria sobre o crescimento bacteriano ou sobre suas
toxinas, tornou-se adepto ao iodoférmio, indicando-o0 em casos de canais

curvos, atrésicos e inacessiveis. No entanto,” o autor relatou nao saber
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determinar se o valor terapéutico desta droga seria devido ao seu grande
poder absorvente na presenca de umidade ou a sua propriedade de liberar
iodo livre.

Prinz & Rickert (1941) afirmaram que as propriedades
ligeiramente irritantes do iodoférmio estimulam a proliferacdo celular e
reduzem a capacidade de migracdo de leucocitos. Quando grandes
quantidades dessa substancia s&@o rapidamente absorvidas, produzem
intoxicacdo, porem, quando bem administrada (dose media: 4,0g) as
intoxicagbes raramente estdo presentes. Os autores também afirmaram
que o iodoférmio, por si sé, ndo possui propriedades anti-sépticas, apesar de
seu elevado teor de iodo (96%). E faciimente decomposto, quando
dissolvido em alcool, éter ou gorduras liberando iodo nascente. As
secregbes de feridas purulentas que contém grandes guantidades de
substancias adiposas dissolvem o iodoférmio, especialmente na auséncia de
oxigénio. O iodo, em estado nascente, age como um potente anti-septico.
Certas bactérias (bacilo do tétano, bacilo da tuberculose, etc) sao
rapidamente destruidas pelo iodoférmio. Os produtos da atividade
bacteriana sdo oxidados pelo iodoférmio, tendo portanto atividade
desodorizante. Sua utilizagdo em Odontologia é bastante discutida. Alguns
acreditam ser um excelente anti-séptico no tratamento de gangrenas
pulpares, porém outros o condenam absolutamente. Com a finalidade de
diminuir o odor desagradavel alguns componentes, como o timol e 0 mentol,
tém sido adicionados. Apesar de remover o odor, a sua composi¢do sofre

alteracdo destruindo amplamente a sua ag¢ao terapéutica.
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Biolcati et al. (1942) apud Iglesias et al. (1965) relataram dois
casos de tratamento endodéntico de dentes infectados, sobreobturados com
pasta reabsorvivel (iodoférmio, glicerina e paramonoclorofenol canforado) e
cones de guta-percha. O estudo histopatolégico do primeiro caso
demonstrou redugcdo do granuloma periapical primitivo por aposigéo
sucessiva de osso neoformado em sua parede, porém destacaram que o
granuloma n&o reparou totalmente, ficando uma massa de dois milimetros
de didmetro nao ossificada. Todavia, essa massa apresentava-se ainda
muito infiltrada com plasmdécitos, porém sem exsudato purulento. O outro
caso mostrou a fagocitose da guta-percha dos cones de obturagdo por
macrofagos.

De acordo com Pucci (1945) o iodoférmio se apresenta sob a
forma de cristais hexagonais brilhantes, de cor amarelo-limdo, odor
penetrante persistente e de sabor desagradavel. O iodoférmio & pouco
soltivel em agua (1:10.000), soltvel em dlcool (1:60), porém é mais soluvel
em odleo de oliva (1:34), muito soluvel em éter (1:7,5) e especialmente
sollvel em acidos graxos. Frente a substancia organica em desintegracéo €
pouco estavel e de facil decomposigdo. O autor relatou que o alto contetdo
de iodo (96%) no iodoférmio, sua instabilidade quimica e sua facil dissolugéo
nas substancias graxas, explicam o fato de que, apesar de ndo possuir
propriedades anti-sépticas, quando o iodoférmio entra em contato com as
secre¢des ou junto com areas infectadas, ocorre a liberagdo de iodo. Este
age como detergente, desinfetante e desodorizante, devido ao poder redutor

do iodo sobre as secre¢bes bacterianas e a capacidade de oxidagéo do
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fodoférmio. O autor afirmou que o iodoférmio estimula as granuiagdes pela
influéncia especifica do iodo sobre o desenvolvimento celular e possui efeito
ligeiramente anestésico. O contato da pasta iodoformada com as lesdes
periapicais estimula a regenerag3o tissular, ao ser facilmente decomposta e
reabsorvida. Por ser radiopaco é possivel comprovar, radiograficamente, o
grau de penetragdo do iodoférmio nos tecidos periapicais patolégicos,
controlando sua reabsorgg@o periddica e benéfica.

Giovacchini (1947) apud Aydos & Milano (1984) comprovou
que o iodoférmio n&o é irritante e € bem tolerado pelos tecidos, ou seja, é
biocompativel, ndo danificando a célula viva. Manifesta ainda que a escola
suica considera que o iodoférmio favorece a formacdo de tecido de
granulagdo. O autor relatou que o valor anti-séptico do iodoférmio foi muito
discutido e seu mecanismo de a¢do ainda ndo foi bem elucidado. Foi
demonstrado, entretanto, que o iodoférmio ndo € germicida, porém sua
presenga parece diminuir ou anular os efeitos das substincias tdxicas
resultantes da decomposi¢do da albumina. Menciona ainda que o seu efeito
anti-séptico in vitro € nulo, enquanto que in vivo, em feridas fechadas,
privadas do oxigénio do ar, o iodofoérmio limita a agdo das bactérias.

Engel (1950) apud lglesias et al. (1965) efetuou um estudo
seguindo o método de Walkhoff em 18 dentes com granulqma, com um
periodo de observagio de 6,5 anos. Em 17 casos houve identidade entre os
resultados radiograficos e histologicos. Em 15 casos pdde-se comprovar a
cicatrizagdo apical por aposi¢cao de cemento no apice e no conduto radicular

até o fechamento do forame. Uma aposigdo 6ssea levou a redugdo do
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periodonto até sua espessura normai, exceto em ‘alguns casos, onde a
reducido foi menor.

O estudo clinico utilizando iodofc’armio mais citado na literatura
foi realizado por Castagnola (1950) apud Nichols (1984), que apresentou 73-
80% dé sucesso utilizando a pasta de Walkhoff. Embora estes resultados
nio tenham sido tdo impressionantes quanto agueles de estudos iniciais
nos quais pastas ndo reabsorviveis foram usadas, o autor chamou atencao
ao fato que esses tratamentos foram realizados por estudantes. Segundo o
autor, o.iodoférmio € uma substancia facilmente reabsorvivel e a remogao
da pasta de Walkhoff ocorre apenas pela a¢fo das células teciduais, fato

importante no caso de ser extravasado além do apice.

Castagnola & Orlay (1952) relataram que o tratamento com a
pasta de Walkhoff &€ um método usado na Escola Dental de Zirich, com alto
indice de sucesso. Essa pasta consiste de iodoférmio esterilizado associado
a uma mistura de paraclorofenol-canfora-mentol. Segundo os autores, o
iodoformio @ um otimo veiculo para tais drogas, por ser radiopaco, nac
irritante, ndo contratil, ndo solGvel, rapidamente reabsorvivel, aderindo bem
as paredes dq canal. Quanto ao poder desinfetante do iodoférmio, parece

que nao ha Iiberagéo-de iodo quando em contato com os tecidos vivos. A
Unica contra-indicacéio seria a alergia ao iodo, uma condig¢éo que afeta uma
pequena porcentagem da populagdo. Para exéminar o poder bactericida e a
estabilidade das pastas obturadoras de canal radicular foram feitos testes
sobre diferentes culturas bacterianas. O poder bactericida foi medido pelo

diametro do halo de inibicdo de crescimento ao redor das pastas. Os testes

3
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mostraram que o melhor resultado foi obtido com a pasta de Walkhoff (Kri 1),
produzida pela Pharmachemie Zirich; a seguir, a melhor foi a pasta original
de Walkhoff, com uma perda de apenas 20% do poder bactericida num
periodo de 10 anos. Todas as pastas atuaram mais fortemente sobre os
- estafilococos e leveduras. Foram analisados 1000 casos de gangrena
| pulpar tratados com curativos de clorofenol e obturados com pasta de
jodoférmio e, em 68% dos casos obteve-se resultados perfeitos. Em 78%
. dos casos pdde-se encontrar melhoras e, nas maos de um profissional habil
e experiente, a porcentagem de sucesso seria muito maior. Em 35 casos de
~ gangrena pulpar e destruicdo periapical obteve-se resultados perfeitos
praticamente em todos. Um achado importante € que a reabsor¢do da
pasta da regido apical do canal radicular € um sinal de sucesso e n&o um
sinal de obturag¢do radicular incompleta.

Velazquez (1955) reporta que o iodoférmio libera iodo pela
acdo dos seguintes agentes: calor; agentes oxidantes; radiagdes actinicas;
oxidases e catalases dos tecidos, onde reside, provavelmente, uma parte da
acdo anti-séptica do iodoférmio nos tecidos. Ha individuos com sensibilidade
a essa substancia, apresentando sintomas téxicos frente a doses menores:
cuténeos (eritemas; vesiculas), nervosos e mentais (intranquilidade psiquica,
melancolia, alucinagées, delirio, depressdo, podendo terminar em coma e
morte). O autor aconselhou, nesses casos, que se remova o excesso de
iodoférmio aplicado, administre-se alcalinos (bicarbonato) e se provoque a

diurese (liquidos, leite) como medidas favoraveis para a desintoxicagéo.
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Segundo Goransson (1957) apud Nichols (1984), a introdugéo

de iodoférmio no canal radicular pode levar a um aumento no nivel de iodo
sanguineo, por isso, pastas de iodoformio ndo deveriam ser usadas em
pacientes sensiveis ao iodo.

Solimann (1957) afirmou que o iodoférmio foi praticamente
abandonado devido suas desvantagens, especialmente o odor persistente.
O iodoférmio esta sujeito a desenvolver irritagdo em individuos susceptiveis,
produzindo eczemas, mesmo quando empregado em pequenas
quantidades. Pode causar severo envenenamento quando aplicado sobre
uma grande area ou quando injetado. Os sintomas sdo diurese, nausea,
anorexia, fadiga e sonoléncia, dor de cabega, confusdo, apatia ou
irritabilidade, alucinagdes, diminuicdo dos reflexos, leves confusbes e
paralisia. O antidoto & o bicarbonato de sddio. Por si s6 o iodoférmio &
praticamente insollvel e provavelmente inativo, porém, em contatc com os
tecidos ou seus extratos e, particularmente, com tecidos doentes e com
bactérias, libera iodo tdo lentamente que os efeitos sdo leves, mas de algum
modo anti-séptico para as bactérias e estimulante para as células. Seca as
secregbes das feridas e € moderadamente hemostatico e analgésico.
Hayashi (1958) usou para o tratamento de canal de dentes de
cdes, pastas contendo iodoférmio e obteve os seguintes resultados:
formacdo de pdélipo cicatricial intracanal; encapsulamento do material
obturador extravasado pela proliferagdo de tecido conjuntivo fibroso e tecido
ostedide; fechamento natural das ramificagbes e forame apical por tecido

cementéide ou ostedide; reparo da inflamagdo apical inicial por tecido
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conjuntivo fibroso; e reparo por regeneragé@o ativa do osso alveolar. Além
disso, o processo de reparo da regido periapical do dente decicuo apés o
tratamento do canal radicular infectado foi, morfologicamente, o mesmo
daquele que ocorre com os dentes permanentes.

De acordo com Juge (1959), as pastas reabsorviveis
ndo deveriam interferir no processo de cura natural, ou seja, o fechamento
do forame apical pela aposi¢cao de cemento e dentina. Essas pastas eram
indicadas em todos os casos onde havia o risco do material obturador
ultrapassar o apice. O autor concordou apenas com as pastas iodoformadas
de Walkhoff e de hidroxido de caicio (tipo “Calxyl”). Apds breve revisdo das
propriedades dos principais produtos, alguma consideracao foi feita sobre os
controles clinico, radiografico e histolégico realizados. As pastas
iodoformadas eram indicadas para obturagdc de canais previamente
infectados, com ou sem lesdc periapical. O autor afirmou que, segundo
Walkhoff, o iodoférmio ndo é irritante, & reabsorvivel, paralisa secregbes,
tem agao anti-séptica de longa duragio até ser reabsorvido e € bem tolerado
pelos tecidos periapicais, produzindo fechamento fisiolégico do apice.
Quando ha falhas no preenchimento do apice com a pasta, por contragdo ou
reabsor¢do, ocorrem resultados desfavoraveis, devido a criagdo de um
espago morto, o qual ndo possui mecanismo de defesa contra a infecgdo. O
hidroxido de calcio, por sua vez, seria mais Gtil para obturagcdo apos
pulpectomia ou pulpotomia, apés ou sem desvitalizagdo. O autor

recomendou que as pastas fossem colocadas por meio de uma espiral de

lentulo.
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Litter (1964) afirmou que somente o iodo elementar & ativo do

ponto de vista anti-séptico e os sais (iodetos) séo inativos. O iodo elementar
é um dos germicidas mais potentes; sua acdo & muito rapida, mas se
combina e é inativado facilmente pela matéria orgénica. Em contato com
soro, sangue ou tecidos, precipita proteinas e se transforma parcialmente
em iodetos inativos. O autor relata que segundo Reddish (1957) o iodo
destréi bactérias sem acao seletiva, incluindo esporos, amebas e virus. O
mecanismo de acgdo germicida ndo estd bem esclarecido; provavelmente o
jodo se combina com as proteinas bacterianas, precipitando-as; também
poderia atuar de forma semelhante ao cloro, por oxidagédo e iodizagdo dos
elementos do protoplasma, mas nao estd demonstrado. A solubilidade é
uma condicdo necessdria para agdo anti-séptica. Muitos compostos foram
introduzidos com a finalidade de liberar iodo elementar, no entanto, somente
o iodoférmio realiza tal liberagdo. Referente ao iodoférmio, afirma que este
praticamente ndo possui efeitos anti-sépticos, acorde Garrod (1940), no
entanto, ao entrar em contato com os tecidos libera iodo elementar, porém
em quantidade tao pequena e tdo lentamente que na pratica carece de agado
anti-séptica. Além disso, o0 iodo também €& um potente fungicida, matando
diversas espécies de Monilia, Torula, Epidermophyton e Trichophyton. O
iodo possui efeitos irritantes sobre a pele e mucosas, provocando na pele,
eritema e vesiculas e, nas mucosas, inclusive efeitos corrosivos. Quando em
baixas concentragdes, o iodo, ndo tem grande toxicidade sobre os tecidos. O
iodoférmio é absorvido quando aplicado a feridas extensas e excretado pela

urina, na forma de iodeto. Relativo a intoxicagdo, o iodoférmio produz
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depressdo do sistema nervoso central, consistindo de sonoléncia, cefaléia,
nauseas, hiporeflexia, podendo levar ao coma e morte. O tratamento deve
ser sintomatico, sendo utilizado analépticos.

Nos casos de lesGes periapicais extensas, Capurro (1964)
apud Maisto (1975) observou que uma pequena sobreobturagao, de 0,5 a
1,0 mm? de superficie, favorece a zona periapical 8 macrofagia e a atividade
fibroblastica tendendo a lograr a reparagéo.

Held (1964) afirmou que o iodoférmio ndo exerce agao direta
sobre os germes, mas um efeito sobre os tecidos ou sobre o liquido celular,
atenuando as condigdes de crescimento dos germes. Além disso, as
defesas locais sdo aumentadas, devido o iodoférmio inibir a formagédo de
gases, pelos microrganismos, facilitando as reages de defesa naturais. 0
autor relatou ainda, que os resultados favoraveis obtidos com a pasta de
Walkhoff seriam, essencialmente, a estimulagido da formagdo de tecido de
granulagcdo e a neoformagdo de tecido ésseo. No entanto, o iodoférmio
poderia produzir intoxicagdo varidvel levando a sintomatologias como:
inapeténcia, cefaléia, insénia, alucinagéo, delirio, depressdo, anorexia,
vOmitos, taquicardia e mesmo a morte.

Posteriormente, Maisto (1965) apresentou uma pasta a base
de iodoférmio com a seguinte composicdo: oxido de zinco puro (14g),
iodoférmio (42g); timol (2g); clorofenol canforado (3cc); lanolina (0,50g),
recomendando, em casos de lesdes periapicais extensas, a sobreobturagdo
desta pasta. Nesse caso, segundo o autor, deveria ser utilizada uma espiral

de Lentulo em baixa rotagdo (500 rotagdes por minuto) sem atravessar o
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forame apical, evitando-se o extravasamento abundante, que demoraria a
reabsorver e retardaria a cicatrizagado final. Essa pasta se reabsorve
lentamente na zona periapical e dentro do conduto, se desdobrando em iodo
em estado nascente ao contato com o tecido periapical e, alem disso,
estimula a zona periapical a formar um novo tecido de granulagdo o
qual contribui posteriormente com a reparagdo Ossea, permitindo o
fechamento do forame apical com cemento. E uma pasta fortemente anti-
séptica (agdo do clorofenol canforado), podendo produzir irfitagdo e dor na
zona periapical durante alguns dias. A a¢do anti-séptica persiste dentro do
conduto por um tempo prolongado (agao do timol).

A fim de estudar a reparagao apical apds tratamento de dentes
com gangrena pulpar e complicagdo periapical, Iglesias et al. (1965)
apresentaram cinco casos tratados com a mesma técnica, na qual a area
apical foi cirurgicamente excisada e estudada microscopicamente. Todos os
dentes foram tratados em uma sessao da seguinte forma: apés o preparo do
canal os mesmos foram obturados com duas pastas anti-sépticas: uma
rapidamente reabsorvivel, constituida de iodoférmio puro, glicerina e
paramonoclorofenol canforado, a qual era extruida para o periapice, e outra,
lentamente reabsorvivel, formada por éxido de zinco (30g), iodoférmio (10g)
e timol (1g), utilizando o mesmo veiculo que o da pasta anterior, € que era
usada para preencher o canal. Esse procedimento visava evitar a
reabsorcdo da pasta dentro do canal radicular. A obturacdo foi
complementada com cones de guta-percha pela técnica da condensacgéo

lateral. O controle radiografico a distancia revelou apreciavel diminuigéo ou
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desaparecimento da zona radioliucida periapical. Observou-se tambeéem,
reabsorcdo da pasta de obturagdo extravasada. Histologicamente, verificou-
se neoformacdo ¢ssea e desaparecimento da pasta obturadora, inclusive
dentro do conduto radicular, até atingir, em alguns casos, o cone de guta-
percha. A pasta anti-septica foi substituida por tecido conjuntivo
invaginado, com persisténcia, as vezes, de focos infiltrativos crénicos. Os
achados clinicos e radiograficos foram comparados com os dados
histopatolégicos obtidos e verificou-se que embora o reparo clinico e
histolégico, aparentemente, tenha ocorrido, persistiram fatores na vizinhancga
do apice retardando o processo reparativo.

Com a finalidade de observar o comportamento dos tecidos
periapicais as pastas reabsorviveis, Maisto & Erausquin (1965) realizaram
um estudo utilizando 90 ratos, os quais receberam tratamento endoddntico
na raiz do primeiro molar inferior esquerdo e posterior obturagao com trés
tipos de pastas reabsorviveis a base de iodoformio: (1) Pasta lentamente
reabsorvivel (6xido de zinco, 14g; iodoférmio, 42g; timol, 2g; clorofenol
canforado, 3ml; lanolina, 0,5g), (2) Pasta rapidamente reabsorvivel
(iodoférmio; partes iguais de clorofenol canforado e glicerina); e, (3) Pasta
rapidamente reabsorvivel de iodoférmio e hidréxido de calcio (partes iguais
de iodoférmio e hidréxido de calcio; em solugdo aquosa de metilcelulose a
3%). Apos periodos de 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60 e 90 dias, os animais foram
sacrificados. A observagdo histologica permitiu concluir que as pastas
testadas determinavam a presenga, nos tecidos periapicais, de um infiltrado

predominantemente de polimorfonucleares, ‘que tendeu a regredir
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tornar-se linfocitario apés varias semanas; o material sobreobturado foi
reabsorvido rapidamente, enquanto, o tecido periodontal se invaginou
mais lentamente no conduto, bastante vascularizado e com numerosos
macrofagos, reabsorvendo parcialmente a pasta. Essa reabsorcdo é feita
principalmente por macrofagos, mas tambem parece haver uma participagao
dos polimorfonucleares; o fechamento do conduto s¢ foi observado em
animais muito jovens. Os ratos tratados aos 60 dias apresentaram, algumas
vezes, depositos de cemento que reduziam a luz do conduto, sem obter o
fechamento completo; ndo foi possivel observar diferengas na reagao dos
tecidos periapicais frente a cada uma das 3 pastas utilizadas; & provavel que
a necrose do cemento e as reabsorgdes radiculares, muito frequentes,
sejam devido a injuria pela técnica operatoria e néo pelas caracteristicas das
pastas testadas; e que, o tipo de reagdo tecidual do rato parece ser muito
semelhante ao observado no homem e no cdo. As diferengas essenciais sao
determinadas pelo tamanho das distintas estruturas, muito mais reduzido no
maxilar do rato, assim como pela curta vida deste animal, que nédo permite o
estudo de processos de longa duragao.

Muruzabal et al. (1966) estudaram, histologicamente, 109
canais radiculares da raiz mesial do primeiro molar inferior de ratos, os quais
foram sobreobturados com diversos materiais, dentre os quais a pasta
iodoformada de Walkhoff. Observaram que, quando o material
sobreobturado era duro e compacto, os tecidos circundantes tendiam a
encapsula-lo. Contudo, uma zona de tecido conjuntivo frouxo, contendo

muitos macréfagos, freqientemente se formava entre a capsula e o material
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obturador. Por outro lado, quando o material ndo era tao compacto, como a
pasta de iodoférmio, sofreu desintegragdo provocando uma reagao tecidual
mais intensa e foi mais rapidamente reabsorvido. Quando o excesso de
material preenchia totalmente o espago periapical havia necrose do 0sso.
Houve reabsor¢do do osso necrético e do material sobreobturado, tanto do
ligamento periodontal como da medula 6ssea vermelha adjacente. O
material em contato com a medula dssea tornou-se encapsulado mais
lentamente do que aguele em contato com o ligamento periodontal e a
reabsorcdo foi mais lenta. Um achado fregiente foi a reabsorgéo total da
porcdo apical da raiz, deixando o material obturador do canal radicular em
contato direto com o ligamento periodontal apical, levando a reabsorgao
secundaria do material obturador. Quando a reabsorgdo radicular deixou o
material sobreobturado em contato direto com a membrana periodontal, a
reacdo tecidual variou de acordo com a natureza do material. Enquanto o
6xido de zinco e eugenol induziu uma leve reagdo inflamatéria e foi
reabsorvido mais lentamente, as pastas reabsorviveis provocaram um maior
infitrado de leucécitos polimorfonucleares e foram rapidamente
reabsorvidas.

Erausquin et al. (1966) estudaram, microscopicamente, 48
sobreobturagdes de canal radicular com diferentes materiais na raiz mesial
do primeiro molar inferior de rato, apresentando areas necréticas do
ligamento periodontal, a fim de determinar a causa desses disturbios.
Diversos materiais foram estudados dentre os quais, 6xido de zinco e

eugenol e pasta iodoformada de Walkhoff. Quando o material sobreobturado
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ocupou O espago periodontal apical, observou-se quase constantemente,
necrose da area adjacente ao ligamento periodontal lateral. A injegéo
vascular de tinta da India mostrou que os vasos do ligamento periodontal
originam-se no reticulo do fundo alveolar. A necrose do ligamento
periodontal provocou a necrose do cemento adjacente e do osso alveolar. A
regeneragdo do ligamento periodontal foi rapida e completou apés 7 dias;
ao contrario, a reabsor¢do e regeneragdo do osso e cemento reqguereu
um maior periodo de tempo. Segundo os autores, a necrose do ligamento
periodontal, em casos de sobreobturagéo, pode ter sido correlacionada a
um infarto devido a obstrugdo dos vasos na area apical.

Utilizando implantes de tubos de polietileno, contendo diversos
materiais obturadores, no tecido subcutaneo de coelhos, Friend & Browne
(1968) observaram que a pasta “Kri 1” produziu intensa reagéo inflamatoéria
dentro de 2 a 4 dias, com uma acentuada necrose tecidual, circundada por
leucocitos polimorfonucleares. Células inflamatérias iniciaram a migragdo
para o lumen do tubo e o tecido necrético nas extremidades do tubo foi
lentamente removido, de modo que apdés 4 semanas reparou
completamente. Nesse estagio, leucocitos polimorfonucleares e macréfagos
preencheram todo o comprimento do tubo. Em 2 espécimes implantados por
3 meses ou mais, tecido fibroso contendo grupos de macréfagos
preenchidos com granulos do material, ocupou todo o ldmen. Nos
espécimes remanescentes, o material foi reabsorvido e um coagulo
eosinofilico preencheu o limen. As extremidades dos tubos foram cobertas

com um tecido fibroso livre de células inflamatérias. Concluiram que, apesar
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da acentuada irritagdo produzida iniciaimente pela pasta “Kri 1", a mesma
parece ser bem tolerada pelos tecidos periapicais.

Por sua vez, Bell (1969) estudou o efeito da pasta “Kri 1" e
seus constituintes sobre o crescimento do tecido conjuntivo, e a taxa de
formacdo dssea em uma cavidade 6ssea. Para o estudo foram utilizados
féemurs de ratos Wistar doadores, onde foram criadas cavidades dsseas
padronizadas. Para manter as concentragdes relativas do veiculo e do
iodoformio  utiizou-se, como veiculo, o polietiieno glicol, que & uma
substancia inerte. Os tubos foram implantados e apés 4, 14 e 28 dias os
animais foram sacrificados e 0s espécimes preparados para avaliagao
histologica. Os resultados mostraram que a pasta "Kri 1" retardou a
formacéo de tecido conjuntivo e impediu a formagao de novo o0sso ao
longo de 28 dias. O veiculo da pasta “Kri 1" pareceu retardar a maturagéo
do tecido conjuntivo e diminuir a reabsor¢do ¢ssea. Comparando-se ©
polietileno glicol com o polietileno glicol associado ao iodoférmio, parece que
o iodoférmio retardou a formagao de tecido conjuntivo e osso. De acordo
com o autor, a presenga do polietileno glicol pareceu acelerar a remogao da
pasta “Kri 1” pelo fluido tecidual.

A fim de investigar o comportamento de diferentes pastas de
iodoférmio reabsorviveis e a resposta dos tecidos periapicais, Erausquin &
Muruzabal (1969) realizaram um estudo em molares de rato. As pastas
foram colocadas na raiz mesial do primeiro molar inferior em 315 ratos
Wistar. Os animais foram sacrificados de 1 a 90 dias apés o tratamento.

Baseados nos achados histolégicos, os autores concluiram que a taxa de
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reabsorgdo das diferentes pastas ndo foi uniforme. A pasta de Maisto,
contendo maior quantidade de oxido de zinco e a pasta de Palazzi,
reabsorveram mais lentamente. Houve uma grande diferenca na velocidade
de reabsorcdo nos espécimes em que a mesma pasta foi empregada. A
reacdo do tecido periapical a sobreobturagdo com pastas reabsorviveis foi
mais suave que aquela causada pelos cimentos de canal radicular. Contudo,
o tecido recém-formado dentro do canal frequentemente mostrou uma
reagdo inflamatéria resultando, ocasionalmente, em granulomas periapicais
e/ou abscessos. Os melhores resultados foram obtidos quando a absorgao
da pasta foi prevenida ou pela obstrugdo do forame por remanescentes
dentina-polpa ou por precipitagdo de calcio na pasta. No entanto,
encontraram que o desaparecimento da pasta do canal ndo era sindnimo de
um resultado satisfatorio, visto que o tecido que invadiu o canal, as vezes,
estava inflamado.

Realizando estudo em dentes de cdes, Barker & Lockett (1971)
demonstraram que a pasta de iodoférmio “Kri’, que se extravasava nos
apices, era mais rapidamente eliminada da regido periapical e do canal
apical, sendo o tecido de granulagdo substituido por tecido conjuntivo
sauddvel, ac passo que ao extravasar o 6xido de zinco e eugenol, este nao
era reabsorvido, causando uma reagdo do tipo corpo estranho. A pasta
desapareceu ndo apenas da regido periapical, mas também do proprio canal
radicular, ocorrendo posterior invaginagdo de tecido para dentro do mesmo.
Ocasionalmente, este processo pode ocorrer por toda a extensdo do canal

radicular. Para retardar sua rapida reabsor¢do adicionaram diferentes
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quantidades de oOxido de zinco, o gual & inerte. Também notaram que a
invaginagdo de tecido era limitada em extensdc e nem sempre alcangava o
nivel da pasta residual. Assim poderia resultar num espago destituido de
material obturador e tecido vital. Para retardar sua rapida reabsor¢éo os
autores aconselharam que se utilizasse, nos 2/3 coronarios do canal, guta-
percha ou um cimento mais duro, a fim de conter a pasta. Concluiram que a
reabsorgdo da pasta “‘Kri” era devida a combinagcdo de fagocitose e
drenagem direta para os nédulos linfaticos associados.

Maisto (1975) relatou que as pastas anti-sépticas a base de
iodoférmio e clorofenol canforado-mentol ou glicerina sdo rapidamente
reabsorviveis na zona periapical. O iodoférmio & acentuadamente radiopaco,
se volatiliza lentamente em contato com o ar e a temperatura ambiente e,
mais rapidamente, a uma temperatura constante de 37°C. Por sua vez, a
pasta anti-séptica a base de iodoférmio, com uma parte de dxido de zinco e
eugenol para cada trés partes de iodoférmio, é lentamente reabsorvivel na
zona periapical e praticamente ndo se reabsorve dentro do conduto. Além
disso, se agregado a outros anti-sépticos é perfeitamente tolerado no
periapice, ainda que em grandes sobreobturagdes. Seu valor como anti-
séptico é muito relativo, mas sdo bem conhecidas as reparagdes de
extensas lesdes periapicais posteriormente a sua aplicagdo. O iodof6rmio
libera iodo em estado nascente ao entrar em contato com o tecido periapical,
estimula a formagdo de novo tecido de granulagdo que contribui,
posteriormente, para a reparacdo Ossea. Atua em melhores condigoes

privado de oxigénio, em meio alcalino. A sua dgdo, estimulante e benefica
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ou téxica e necrotizante, depende da quantidade e concentragéo das
drogas, assim como, especialmente, da sua velocidade de reabsorgéo.
Vojinovi¢ & Srnié (1975) realizaram estudo a fim de comparar a
resposta histolégica dos tecidos apicais e a complementagdo da formagao
apical a dois materiais obturadores: pasta de iodoférmio-Chlumsky (solugédo
de fenol, canfora e alcool absoluto) e pasta de hidroxido de calcio. Foram
usados dentes permanentes de 6 cdes jovens, com rizogénese incompleta.
Apds anestesia geral, foi realizada a extirpagdo pulpar em dois pré-molares
adjacentes em cada cdo. Um dos dentes foi preenchido com pasta de
iodoférmio-Chlumsky e o outro com pasta de hidréxido de calcio. Os dentes
foram selados com amalgama. Estudos histologicos realizados aos dois e
sete meses e meio levaram as seguintes conclusdes: maior quantidade de
material caicificado foi encontrado naqueles canais obturados com pasta de
hidréxido de calcioc puro do que naqueles obturados com pasta de
iodoformio. Portanto, o fechamento apical de dentes com rizogénese
incompleta pareceu ser mais rapido na presenga de hidréxido de caicio; o
tipo de pasta usado teve pouca influéncia na estrutura do tecido caicificado
que oclui o amplo forame de dentes com rizogénese incompleta. Entretanto,
o modo de fechamento era muito mais completo na presenga de hidroxido
de calcio; a pasta de iodoférmio foi irritante, provocando acentuada reagao
inflamatéria nos tecidos adjacentes, necessitando um periodo maior para a
reparagdo; e, o hidréxido de calcio ndo produziu reagéo inflamatoria e sim

uma pronunciada barreira calcificada.
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Segundo Castagnola & Wirz (1976) a pasta de iodoférmio in
vitro ndo possui propriedades bactericidas e in vivo existem divergéncias
quanto a sua agdo bactericida. Além disso, apresenta as seguintes
propriedades negativas: (a) E reabsorvido dentro do canal e, muitas vezes,
invagina tecido de granulagdo para o canal, (b) Como nao toma presa, ndo
propicia um 6timo selamento hermético do canal, resultando na possibilidade
de reinfecgdo; (c) Sabor desagradavel; (d) Pode, raras vezes, desencadear
idiossincrasia. Por outro lado, a pasta de iodoférmio tem como propriedades
positivas: (a) Estimula a formacgéo de tecido de granulag&o; (b) Diminui a
secregao apical; (c) E muito radiopaco; (d) E de facil manipulagédo; (e)
Facilmente reabsorvido - importante se & extravasado além do apice. As
indicagdes para o uso da pasta de iodoférmio estavam limitadas as
seguintes situagdes: (a) extirpagdo da polpa, ndo devendo ser usada como
material obturador de canal definitive; preferindo-se pastas de 6xido de zinco
associado ao iodoférmio; (b) tratamento da polpa gangrenosa, onde apos
preparo quimico-mecanico do canal, 0 mesmo é preenchido com a pasta de
iodoférmio com leve extrusdo e, na presenca de granuloma apical, a leséo
deve ser preenchida com a pasta; (c) apés a criagdo de uma fistula artificial,
a zona osteitica deve ser preenchida com a pasta; (d) canal gangrenoso em
pacientes jovens, promovendo o reparo de lesdes periapicais e formagao
radicular; (e) tratamento preparatério para apicectomia; (f} tratamento
preparatério para implante endodéntico.

Bazerque (1976) relatou que o iodoférmio se apresenta como

um sélido que forma cristais hexagonais, amarelos, de odor caracteristico,
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forte e persistente. E volatil e por agdo do calor desprende vapores de iodo.
Sua acgdo deve-se a liberagdo de iodo, ja que o contém em proporgéo de
96% aproximadamente. Para que se produza este desprendimento o
iodoférmio deve estar em contato com os liquidos organicos e essa
liberagdo ocorre lentamente. Por isso, sua agéo anti-séptica é fraca, porém
persistente. Além disso, € um analgésico suave quando se aplica sobre
mucosas ou feridas abertas. Estas propriedades fizeram com que o
jodoférmio fosse usado em Odontologia, para o tamponamento de feridas
6sseas, na forma de gaze iodoformada e, especialmente, para a obturagdo
de condutos. Tem sido utilizado em contato com a polpa ou no interior dos
canais radiculares devido a tolerancia dos tecidos e sua pouca ag&o irritante,
mesmo em sobreobturagées amplas. Ha uma grande variedade de pastas a
base de iodoférmio e clorofenol. Agregados com o 6xido de zinco ddo mais
- radiopacidade, diminuindo a concentragdo dos elementos mais ativos e
tornando as pastas mais lentamente reabsorviveis. Também pode ser
~ misturada ao hidroxido de calcio, o qual coadjuva com a agao anti-séptica e
- tem uma agéo cdustica limitada, proporcionando um meio alcalino e de alta
| concentragdo de calcio, que favorece a calcificagao.

As vantagens do iodoférmic em Endodontia, segundo
Semeraro (1978) referem-se ao fato de que os canais radiculares
~ apresentam condi¢des favoraveis a liberagdo do iodo contido na pasta: o
¢anal nao tem luminosidade; a temperatura do corpo oferece condi¢cbes para
- Sua decomposicdo; ha exsudatos derivados de matérias necréticas

iremoviveis pela instrumentagdo, com os quais o iodoférmio entra em
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contato e libera iodo (Pucci, 1945), esse iodo penetrara nos tubulos
dentinarios, mesmo quando associado em pasta sendo utilizados veiculos
de baixa tensdo superficial, que facilitam sua penetracio nos tubulos; dentro
do canal isento de oxigénio do ar, em ambiente alcalino, parece atuar em
condicoes ideais. Assim & um anti-séptico que pode ser usado em casos de
pulpectomia e polpa morta; por sua indiferenca frente aos tecidos vivos é
indicado em lesdes periapicais graves (Pucci, 1945).

Na area da Odontopediatria, o iodoférmio tem sido utilizado
com sucesso. Assim sendo, Guedes-Pinto et al. (1981) propuseram uma
mudan¢a na metodologia do preparo do canal de dentes deciduos com
polpa mortificada. No novo método, apés o preparo do canal, utilizando-se
como substancias quimicas auxiliares, o “Endo-PTC” e solugdo de Dakin, os
canais eram obturados com uma mistura de partes iguais de iodoférmio,
paramonocliorofenol e “rifocort”; base de guta-percha na camara; selamento
da cavidade. Os resultados mostraram um alto indice de sucesso (45 casos)
com esta técnica, com apenas um caso de insucesso. Os dentes que
apresentavam fistula tiveram, apés uma semana, regressdo espontanea da
fistula. Nenhum caso apresentou dor pés-operatéria, talvez devido a
presenc¢a do corticosteréide na férmula do “rifocort”, que possui efeito anti-
inflamatério e controla a reagdo flogistica (Paiva & Alvares, 1979). Além
disso, o carbowax (veiculo do “Endo-PTC"”) € um produto graxo com
atividade detergente, totalmente soltivel em agua e com efeito de proteg¢éo
tecidual, diminuindo a atividade irritante das drogas anti-sépticas (Lane &

Blank, 1946). Radiograficamente, observou-se que quando houve
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extravasamento da pasta, esta foi reabsorvida em mais ou menos 30 dias
ap6s a conclusdo do tratamento e era sempre seguida de neoformagao
ossea. Apos um periodo de 6 meses ocorria a reparagao ossea. Dentes que
apresentavam mobilidade, apés 7 a 15 dias voltavam ao normal. Finalmente,
em 2 anos de proserva¢ao nao houve recidiva em nenhum caso.

Rifkin (1982) enfatizou o uso de uma pasta reabsorvivel de
iodoformio em vez do Oxido de zinco e eugenol, baseado nos excelentes
achados clinicos e radiograficos relatados em estudo prévio (Rifkin, 1980).
Em todos os casos os canais foram obturados com pasta “Kri". No presente
estudo, a curto prazo (um ano) e a longo prazo (3,5 anos), observaram que,
radiograficamente, houve redugdo da radiocluscéncia na furca, em mais de
86% dos casos, indicando uma paralisagdo da inflamagao. Além disso, o
excesso de pasta extruida foi reabsorvida dentro de uma a duas semanas.
Parece que um procedimento de pulpectomia usando a pasta “Kri" € um
tratamento promissor a curto e longo prazo de dentes deciduos ndo vitais ou
com abscessos.

Segundo Nichols (1984), a expressdo material obturador
reabsorvivel é geralmente usada para indicar uma pasta que ndo endurece
apds ser introduzida no canal radicular, sendo rapidamente removida se
forgada para a regido periapical; a pasta também pode ser removida do
interior do canal radicular. No entanto, o desaparecimento desse material da
regido periapical € um processo lento e, normaimente, ndo continua para

dentro do canal. Além disso, embora alguns pesquisadores afirmem que a

-
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pasta de iodoférmio estimula os tecidos periapicais e acelera a regeneragao
ossea, nenhuma evidéncia parece apoiar isto.

Aydos & Milano (1984) estudaram o uso do iodoférmio em
Endodontia baseados na revista da literatura. Os trés principais topicos
investigados, relacionados a substancia foram a radiopacidade, a
capacidade anti-séptica e a possibilidade de estimulag&o bioldgica, levando
ao reparo do tecido apical. Concluiram que o iodoférmio confere
radiopacidade a pastas do tipo hidroxido de calcio, originaimente
radioltcidas; ndo possui agdo antibacteriana in vitro e ha divergéncia entre
os autores quanto a agdo antimicrobiana in vivo; e, a capacidade de
estimulagdo biologica do iodoférmio, pela falta de investigagdes sé pode ser
considerada como uma hipétese.

Michel (1984) estudou a reagdo do tecido conjuntivo
subcutaneo de camundongos submetidos a agdo da pasta obturadora de
canais de dentes deciduos com polpa mortificada, proposta por Guedes-
Pinto et al. (1981), em diferentes tempos experimentais. Os resultados
mostraram, desde os periodos iniciais, resposta inflamatéria bastante
discreta, com predominancia de células mononucleares desde o terceiro dia.
Aos 7 dias, j& eram observados alguns macréfagos contendo no seu
citoplasma material interpretado como sendo o injetado. Aos 14 dias, esse
quadro se repete com varios macréfagos em intimo contato com o material.
J& aos 28 dias, o material encontrou-se em menor quantidade que nos
periodos anteriores e 0 niUmero de macréfagos com material no seu interior

era grande. A partir dai, a atividade macrofagica’ diminuiu, com o material
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ocupando area bem menor, até que, aos 90 dias, com excegéo de um unico
animal, ndo apareceram mais vestigios da pasta e o tecido conjuntivo
subcutaneo do animal exibiu caracteristicas de normalidade. O autor
acredita que a baixa intensidade da reagdo inflamatéria se deveu a presenga
do corticosterdide na pasta obturadora. Além disso, a boa tolerancia a pasta
pareceu dever-se ao propilenoglicol (veiculo do “rifocort”) que, por possuir
baixa toxicidade & muito empregado como veiculo em logbes, pomadas e
cosméticos (Bazerque, 1976). A atividade macrofagica intensa pareceu ser
devida ao iodoférmio, pela grande facilidade com que € reabsorvido (Maisto
& Erausquin, 1965). O autor concluiu que a pasta testada mostrou-se bem
tolerada pelos tecidos, o que ficou caracterizado pela discreta reagao
inflamatdria causada no tecido conjuntivo subcutaneo do camundongo. A
pasta foi totalmente reabsorvida, na maioria dos casos, aos 90 dias,
voitando o tecido conjuntive subcutaneo do camundongo a apresentar
caracteristicas de normalidade.

Garcia-Godoy (1987) avaliaram a efetividade de uma pasta de
iodoformio (pasta “Kri 1) no tratamento de canal radicular de dentes
deciduos infectados. Os canais, apoés limpos e preparados, foram
preenchidos com a pasta “Kri 1”. A cada 6 meses foram feitos exames
clinicos e radiograficos do tratamento de canal radicular. Observou-se que a
pasta de iodoférmio & um efetivo material obturador para dentes deciduos
infectados e que reabsorve das areas periapicais e da furca pelos
macréfagos em uma a duas semanas. Outra vantagem da pasta “Kri” é que

permanece no estado pastoso e nunca endurece para formar uma massa
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dura, facilitando sua remogéo, se necessario. Uma desvantagem observada
pelo autor foi a coloragdo amarelo-castanho na coroa dos dentes,
aconselhando limpar a cdmara pulpar ap6és inser¢éao da pasta.

Chedid (1988) comparou, histologicamente, a a¢do da pasta
obturadora preconizada por Guedes-Pinto et al. (1981) e do formocresol,
ambos usados ap0s pulpotomias em molares de rato de linhagem Wistar. Os
animais foram divididos em quatro grupos, onde cada grupo era estudado
em um tempo experimental, ou seja, 3, 7, 14 e 28 dias apds procedimento
operatorio. Os ratos tratados com formocresol apresentaram, ao longo do
experimento, trés areas histologicas basicas: area de necrose, que pode ou
ndo evoluir com o tempo; area inflamatéria, cuja extensdo variou de acordo
com o tempo do experimento; e, tecido pulpar normal. Por sua vez, os
espécimes tratados com a pasta apresentaram-se com sinais histologicos
favoraveis e, mesmo que ocorresse reac¢do inflamatéria inicial, ao final do
experimento o tecido remanescente se apresentou normal e houve completa
obliteragdo da entrada dos condutos através de ponte dentinaria.

Holan & Fuks (1993) realizaram um estudo a fim de comparar o
sucesso do tratamento endoddntico de molares deciduos ndo Vvitais
utilizando o cimento de éxido de zinco e eugenol (ZOE) ou a pasta “Kri".
Foram realizados preparo com limas, irrigagdo com solugdo salina, sendo
que, dos 78 molares deciduos necroticos, 34 foram obturados com ZOE e 44
com uma pasta contendo iodoférmio (pasta “Kri”), as quais foram
introduzidas no canal radicular com espiral de Lentulo em baixa rotag&o. Os

dentes foram controlados, clinica e radiograficamente, para avaliar o
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sucesso do tratamento, durante um periodo que variou de 12 a 48 meses ou
mais. O tratamento foi julgado satisfatério quando preencheu os seguintes
critérios clinicos: (1) auséncia de mobilidade anormal; (2) auséncia de
sensibilidade a percussao; (3) tecido mole, sem edema, sem rubor ou fistula;
e, radiogréficos: (1) patologia pré-operatoria inter-radicular efou
radioluscéncias resolvidas e nenhuma radioluscéncia patolégica nova
desenvolvida pods-operatoriamente; (2) reabsorgdo radicular externa
patologica eliminada. Dos resultados observou-se que o ZOE apresentou
65% de sucesso, enquanto a pasta “Kri” obteve 84% de sucesso, diferenga
esta estatisticamente significante (P<0,05), provavelmente devido a pasta
“Kri” ter agao bactericida e capacidade de penetrar os tecidos, controlando a
infeccdo nas paredes dentinarias. Quanto a sobreobturagéo, a pasta ZOE
levou ao insucesso em 59% dos casos, a0 passo que a pasta “Kri", apenas
21% (P<0,02). Quando ocorreu subobturagdo, houve uma propor¢dc de
insucesso de 17% para o0 ZOE e 14% para a pasta “Kri". Os autores
acreditam que os efeitos da extrusdo de ZOE além do apice radicular deve
iniciar uma reagdo do tipo corpo estranho devido ao efeito irritante do
material. Além disso, a reabsor¢do de ZOE pode ser demorada, porém
neste estudo ndo ocorreu retencdo de ZOE. Baseado neste estudo os
autores justificaram recomendar a pasta “Kri’ como material obturador
radicular para molares deciduos no vitais.

Callskan & Pigkin (1993) apresentaram o relato de um caso
onde a extrusdo de pasta de iodoférmio, para o interior do canal mandibular,

desenvolveu reabsorgdo interna de um dente adjacente, embora se saiba
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que a etiologia desta patologia ndo estd totalmente identificada. Como
conseqiiéncia a extrusdo pode ocorrer, também, dano ao nervo mandibular,
parestesia (perda da sensibilidade) na mucosa e pele do {abio inferior, sendo
que, quanto mais reabsorvivel o material, maior sera a probabilidade de
sobrevivéncia do nervo e, neste caso, a reabsor¢do da pasta de iodoférmio
extruida no canal mandibular, ocorreu em 45 dias, persistindo porém, a
parestesia e rubor local por um longo tempo. Além disso, a pressdo indireta
causada pela reagao inflamatéria poderia desempenhar um papel maior na
intensificagdo dos sintomas clinicos. De acordo com exames clinicos e
radiograficos feitos ap6s 7 anos, o dente estava clinicamente assintomatico,
vital e a reabsorgéo interna controlada sem tratamento.

Thomas et al. (1994) descreveram uma técnica simples e
efetiva para o tratamento endodoéntico de 36 dentes deciduos em sessao
Onica, utilizando a pasta de iodoférmio, com a finalidade de preservar o
dente deciduo com envolvimento pulpar e eliminar a infecgdo. Os canais
foram preenchidos com pasta de iodoférmio, éxido de zinco e agua
destilada, sendo que nenhum paciente sentiu dor pés-tratamento. Os
resultados mostraram que em 6 casos a fistula desapareceu mostrando as
excelentes propriedades reparativas da pasta de iodoférmio e concluiram
que a pasta de iodoférmio € um material obturador de canal adequado para

tratamento de sess&o Unica de deciduos com infecgdo crénica da polpa.
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2.2 - Hidroxido de Calcio:

Hermann (1920) apud Castagnola (1956) publicou um trabalho
onde apresentou uma pasta a base de hidréxido de calcio e solugao
fisiolégica (“Calxyl’), como revestimento biolégico de polpas expostas,
relatando a boa tolerancia tecidual aliada a sua agdo bactericida, atribuindo-
se estas propriedades ao seu contetido de ions hidroxila e ao pH fortemente
alcalino, em torno de 12,0.

No entanto, o hidréxido de célcio somente veio a ser estudado,
histologicamente, quando Rhoner (1940) apud Maisto & Erausquin (1965)
realizou o controle de 8 tratamentos em dentes humanos, apés a extirpagao
da polpa sob anestesia e obturagdo dos condutos com Calxyl. Em 6 casos
encontrou tecidos periodontais saudaveis com aposigdo de cemento na zona
apical e no conduto. Em outros 10 casos em que a pulpectomia e obturagédo
do conduto se realizou apds a desvitalizagdo pulpar com tribxido de
arsénico, 7 mostraram periodonto normal, 2 mostraram uma leve inflamagéo
com formagdo cementaria e 1 caso com grande inflamagdo sem
neoformac¢do de cemento.

Utilizando canais radiculares experimentalmente infectados, de
dentes de cdes, Matsumiya & Kitamura (1960) realizaram um estudo
histopatolégico e histobacteriolégico, com a finalidade de avaliar a
capacidade antibacteriana e a condigdo dos tecidos periapicais, apos o
emprego de quatro desinfetantes tipicos (fenol canforado, eugenol,

penicilina-G-procaina e terramicina) e posterior preenchimento com
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hidroxido de célcio. A agdo esterilizante dos anti-sépticos foi apenas
superficial e tempordria, atingindo apenas a camada superficial das paredes
do canal radicular, sendo quase impossivel exterminar bactérias nas partes
mais profundas, ou seja, nas ramificagbes apicais, lacunas de cemento e
tubulos dentinarios. Mesmo assim, a inflamag&o apical repara antes da
completa eliminagédo das bactérias nas partes mais profundas dos tecidos do
canal radicular. E, a medida que a inflamagdo repara, as bactérias
remanescentes diminuem gradualmente pela falta de suprimento. Segundo
os autores, uma ampliacdo suficiente e limpeza adequada do canal radicular
sd0 necessarias para reduzir a infeccdo bacteriana e permitir a acdo da
medicagdo. Além do preparo adequado, um material obturador que promova
o reparo é essencial para preencher o canal. O preenchimento com a pasta
de hidroxido de calcio provou ser efetivo, uma vez que observou-se o
‘- desaparecimento progressivo de bactérias nos canais radiculares,
acelerando o processo de reparo dos tecidos periapicais.

Heithersay (1970) desenvolveu estudo sobre a aplicagédo
clinica do hidroxido de célcio no tratamento de dentes despulpados,
mostrando que esta substancia pode ser usada para estimular o reparo
periapical de lesdes extensas, no controle do exsudato periapical e
reabsor¢do apical e para induzir a formagdo radicular em dentes
- despulpados com rizogénese incompleta. Foi observado que, apos a terapia
endoddntica conservativa, o reparo 6sseo periapical ocorreu, revelando néo
. haver necessidade de tratamento cirdrgico complementar. O autor relatou

~ Que o efeito do hidroxido de calcio no controle do exsudato periapical pode
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ser atribuido a redugdo da permeabilidade capilar pelos ions calcio. No
tratamento de lesdes periapicais extensas, recomendou que o canal fosse
preenchido com hidréxido de calcio e controlado radiograficamente a cada
trés meses e, ao haver a reparagao, substitui-lo por um material obturador
mais estavel.

Fisher (1972) avaliou o efeito de uma pasta aquosa de
hidroxido de calcio colocada sobre a dentina cariada em dentes
permanentes, a fim de determinar a viabilidade dos microrganismos. Os
resultados mostraram que microrganismos viaveis ndo foram encontrados
em dentina cariosa previamente infectada de dentes permanentes vitais,
quando expostos a uma pasta de hidréxido de calcio puro e agua, por um
periodo de 6 meses.

A fim de selecionar uma substancia que desse ao hidréxido de
célcio a cor, a fluidez e a radiopacidade necessaria para que o0 mesmo
fosse visualizado radiograficamente e que n&o contivesse substancia
irritante, Andrade (1973) testou varias substancias junto com o hidroxido de
cdlcio, para verificar qual delas corrigiria esses inconvenientes. As
substancias foram divididas nos seguintes grupos: (1) hidréxido de célcio e
propilenoglicol; (2) hidroxido de calcio, 6xido de zinco e propilenoglicol; (3)
hidréxido de calcio, sub-carbonato de bismuto e propilenoglicol; (4) cones de
guta-percha; (5) hidréxido de calcio, iodoférmio e propilenoglicol; (6) cone de
prata. Os resultados mostraram que a pasta de hidréxido de calcio,
subcarbonato de bismuto e propilenoglicol foi a que satisfez melhor os

requisitos de radiopacidade, fluidez e cor. O autor aconselhou o uso desta
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pasta nos casos de biopulpectomias em dentes de adulto ou de jovem com
rizogénese incompleta. Por sua vez, a pasta de Maisto, com iodoférmio,
deveria ser utilizada nos casos de necrose pulpar e rizogénese incompleta.
Analisando o emprego do hidréxido de calcio em uma base de
metilcelulose, Heithersay (1975) recomendou e justificou o uso do hidréxido
de calcio como curativo em onze condigdes patolégicas: (1) controle de
exsudato periapical; (2) lesdes periapicais extensas;(3) curativo de rotina na
terapia endoddntica; (4) curativo intracanal prolongado; (5) controle de
reabsorcdo inflamatéria apical; (6) reabsorcdo radicular inflamatéria externa
apés trauma dental (luxacdo ou reimplante), (7) controle da reabsorgao
radicular interna na regido apical; (8) controle de defeitos de reabsorgéo
interna/externa; (9) manuseio de perfuragdes iatrogénicas; (10) tratamento
de fraturas radiculares horizontais; e, (11) formagado do apice em dentes
despulpados com rizogénese incompleta. Os possiveis mecanismos de acao
foram discutidos: o efeito do pH do hidroxido de calcio sobre o tecido
inflamado e bactérias; o possivel papel dos ions caicio sobre os capilares e
0 envolvimento de sistemas enzimaticos calcio-dependente no processo de
calcificagdo. O pH alcalino (12.2) pode ter varios efeitos. Como o processo
de inflamag&o envolve uma reagao acida, o hidroxido de célcio poderia atuar
como um tampéao local, resultando em efeito favoravel sobre o reparo ésseo.
Por sua vez, o alto pH poderia explicar seu forte poder bactericida.
Geraimente, microrganismos ndo podem sobreviver a um pH de 95 e
apenas raros microrganismos podem sobreviver a um pH igual a 11,0 ou

maior. Sua agdo pode ser puramente pelo efeito irritante de um alcali forte,
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com células na area imediata sendo destruidas e as células mais distantes
sendo estimuladas a responder com calcificagdo. Os ions calcio podem
resultar na formacgdo de tecido duro por exercer uma agéo positiva sobre 0s
novos capilares do tecido de granulagéo. A alta concentragdo de ions calcio
resultaria em menor permeabilidade das junc¢des capilares e contragdo dos
esfincteres pré-capilares, resultando em menor fluxo plasmatico. Isto seria
importante no controle do exsudato periapical e, provavelmente, favoreceria
uma resposta de calcificagdo no tecido envolvido. A matriz colagena poderia
ser o principal fator na calcificagdo e os ions calcio poderiam estar
relacionados as reagdes enzimaticas na sintese de colageno. Uma enzima
envolvida nos processos de produgdo de energia é a pirofosfatase, a qual &
jon calcio-dependente. O pirofosfato € irreversivelmente alterado para
ortofosfato pela pirofosfatase. Se a presenga de uma alta concentragéo de
fon calcio aumenta a agdo da pirofosfatase, deveria deduzir-se que também
aumentaria a utilizagdo de energia e favoreceria os mecanismos de defesa e
reparo. O uso desse material nas situagdes clinicas apresentadas pelo autor
simplificaria o tratamento e favoreceria o reparo do tecido conjuntivo.

Maisto (1975) relatou que o hidréxido de calcio € um pé fino,
branco e inodoro, o qual se obtém por calcinagdo do carbonato de caicio.
Sua solubilidade é de 1,2g por litro de agua a 25°C e diminui com o aumento
da temperatura. Seu pH fortemente alcalino é de 12,8. Dissolvendo-o em
a4gua até a saturagdo e filtrando-o se obtém a agua de cal, que é
transparente. Quando ha excesso de hidroxido de calcio em suspensao na

agua, se forma um liquido leitoso e espesso, chamado leite de cal.
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Eliminando-se a gquantidade necessaria de agua ou agregando-se mais
hidroxido de célcio se consegue uma pasta da consisténcia apropriada para
uso endoddntico. Em contato prolongado com o CO; do ar ou agua, o
hidréxido de calcio sofre carbonatacéao, inativando-o, pela perda de sua agao
intensamente alcalina. A sua agdo bactericida esta limitada a zona de
contato com as bactérias ou tecido infectado, uma vez que a bactéria nao
sobrevive em pH tdo elevado. O hidroxido de calcio provoca hemdlise e
coagula as albuminas na zona superficial do tecido pulpar, sobre o qual for
aplicado, necrosando-o. Abaixc dessa zona necrética, a polpa cicatriza
formando nova camada de dentina.

Segundo Bazerque (1976) o hidroxido de calcio é ligeiramente
soltivel em agua (1:630) e insoltvel em alcool. O célcio € um metal alcalino-
terroso e, portanto, muito ativo, por isso ndc se encontra livre na natureza. A
maior propor¢cdo se encontra como carbonato de calcio, principalmente na
pedra calcarea, giz e marmore de onde sdo extraidos os compostos de
calcio. O hidroxido de calcio € uma substancia caustica e, como tal, produz
necrose dos tecidos sobre os quais atua, por diferentes mecanismos. Os
alcalinos desnaturam as proteinas e as solubilizam, causando uma cicatriz
do tipo brando e sua agac é menos limitada, devendo graduar-se seu efeito
pela concentragdo na agua do veiculo, de acordo com a capacidade tampao
dos tecidos. Para exerger agdo caustica, o hidréxido de calcio deve estar
mais concentrado, geralmente em proporgdo maior que 5%. Assim, deve

ser usado em forma de suspensdes ou preparados de consisténcia pastosa.
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Apesar de apresentar excelentes propriedades, o hidroxido de
calcio, segundo Leonardo et al. (1976), deixa muito a desejar em relagao as
suas propriedades fisico-quimicas pelas seguintes caracteristicas: ser
radiolucido; ser permeavel aos fluidos teciduais, sendo rapidamente
reabsorvido na regido periapical e solubilizado no interior do canal radicular;
ndo possuir viscosidade e aderéncia, ter pouco escoamento, tornando dificil
sua colocagao no interior do canal radicular e em contato com o coto pulpar
ou com os tecidos periapicais. Assim sendo, salientam que a agregacao de
outras substancias ao hidroxido de calcio tem a finalidade de: manter o
estado pastoso da associagdo; possibilitar seu armazenamento; oferecer
um bom escoamento, manter o pH préximo de 12; apresentar
radiopacidade satisfatéria, permitir condices clinicas de uso; ndo alterar
suas excelentes qualidades biol6gicas.

Utilizando solugbes de hidroxido de calcio em diferentes
concentragbes, Ferreira et al. (1978) realizaram estudos in vifro, para avaliar
seu poder bactericida e bacteriostatico sobre os microrganismos existentes
no interior dos canais radiculares, oriundos de polpas necrosadas. A seguir
realizaram pesquisa /n vivo utilizando, como curativo de demora, uma
solu¢do de hidréxido de cdlcio a 10%, em dentes despulpados previamente
instrumentados e irrigados alternadamente com soro fisiolégico. Os
resultados mostraram que o hidroxido de calcio a 5%, quando aplicado por
5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, apresentou testes bacteriolégicos positivos; a
10%, somente no periodo de 30 minutos o hidréxido de calcio revelou-se

ativo, conferindo resuitados negativos; e, quando utilizado a 20%, todas as
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culturas foram negativas apés 30 minutos. Concluiram que a concentragao
de hidroxido de céicio é inversamente proporcional ao tempo de contato
'-eom os microrganismos € que, nos estudos in vivo, nao foi verificada
resposta inflamatoria em termos de sintomatologia.

Vernieks & Messer (1978) realizaram tratamento endoddntico
de 78 dentes nao vitais com lesGes periapicais, com o proposito de
investigar a2 agdo do hidroxido de calcio (“Pulpdent’ - hidroxido de calcio
associado a metilcelulose) quando utilizado como curativo de demora, antes
. da obturacéo final. Os resultados mostraram que 66,7% revelou progressao
. de cura ou foram totalmente reparadas dentro de 12 meses da colocagéo da
pasta de hidréxido de calcio. Num periodo de 18 meses, 79,5% repararam
f ou mostraram progressdo de cura e apenas 3 casos foram considerados
insucesso necessitando de tratamento cirurgico complementar. Concluiram
. que esta técnica estimula a formagdo de uma base apical firme, a qual
melhora o prognostico da obturagao final do canal radicular.

Com a finalidade de avaliar o reparo periapical apoés
~ instrumentagdo dos canais radiculares, Holland et al. (1979) realizaram um
estudo, em dentes de cdes. Os canais foram divididos em dois grupos e
instrumentados 2mm além dos apices, até as limas de numero 40 (grupo |) e
80 (grupo I1). Apés irrigagdo com solugdo salina e secagem com pontas de
papel absorvente, os canais receberam um curativo com solugdo de
corticosterdide-antibidtico por uma semana. Na segunda sessdo foram
preenchidos com uma pasta de hidréxido de calcio e agua destilada, com o

cuidado de n3o forgar o material além dos apices. Apés 90 dias, os animais
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- foram sacrificados e as pegas processadas para analise histolégica. Os
resultados  foram  melhores no grupo onde os canais  foram
instrumentados até a lima numero 80, apesar de se esperar um maior
--trauma nos tecidos periapicais desse grupo. Isso pode ser devido a melhor
adaptacéo do hidréxido de calcio no coto pulpar, limpeza mais efetiva do
canal e com o diametro aumentado do forame apical, o curativo controlaria
melhor a reacdo inflamatdria provocada pelo trauma. O fechamento parcial
ou invaginagdo de tecido conjuntivo nos canais principais foi observado nos
dois grupos. Esse fechamento geralmente ocorreu nos casos de
sobreobtura¢do com hidroxido de calcio, a qual é mais frequente no caso de
apices mais amplos. Ndo foram observadas lesGes patoldgicas quando os
canais foram sobreinstrumentados.

Utilizando dentes despulpados de cdes, Holland et al. (1979)
investigaram o aspecto histolégico do efeito do hidréxido de caicio no
tratamento destes dentes, afirmando que este estimula o reparo dos tecidos
periapicais e pode ser melhorado pela adicédo de certas substancias, como o
paramonoclorofenol canforado que mostrou menor grau de reabsorgdo por
ser um veiculo oleoso e, portanto, insoltivel em agua. Quando o hidroxido de
célcio foi misturado a agua destilada foi mais facilmente reabsorvido. Pdde-
se concluir que a composi¢gdo da pasta de hidréxido de caicio pode
influenciar o grau de absor¢do, podendo permitir a invaginagéo de tecido no
forame apical.

Holland et al. (1981) realizaram estudo comparativo e a longo

prazo, da reagéo tecidual provocada por agentes agressores especialmente,
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materiais de obturagdo, assim como a velocidade de reabsor¢cdo de seu
excesso. Foram empregados nesse estudo, dentes anteriores e pré-molares
7 de cinco caes adultos, jovens e sem raca definida. Em cada periodo
- experimental foram sobreobturadas 5 raizes com um dos materiais: cimento
de oxido de zinco e eugenol, cimento de Grossman, pasta anti-seéptica de
Maisto, hidréxido de calcio associado a agua destilada e hidréxido de cailcio
associado ao iodoférmio (partes iguais) e agua destilada. Os materiais foram
. levados ao interior dos canais com espirais de lentulo, procurando-se obter
uma pequena sobreobturagdo. Complementou-se a obturagdo com um cone
~ de guta-percha previamente ajustado ao conduto, levando até as
proximidades do tergo apical. Os animais foram sacrificados com obtengéo
- das pecas histolégicas aos 7, 15, 30, 120 e 180 dias poés-operatorio.
- Observou-se que com o uso do hidroxido de caicio puro ou associado ao
iodoférmio, houve depésito de cemento na superficie dos cotos pulpares dos
pequenos condutos que compdem o delta apical, preservando sua
vitalidade. Com os outros materiais obturadores observou-se necrose de
grande parte desses cotos pulpares. Concluiram que: (1) a maioria dos
casos, incluindo os do grupo controle (sobreinstrumentados sem obturar),
mostraram rea¢do tecidual com infiltrado inflamatério tipo crénico,
macréfagos e células gigantes tipo corpo estranho. Observou-se reabsorgdo
0ssea e cementaria em graus variados. Nos periodos mais prolongados
houve tendéncia a reparagdo, com neoformagdo cementaria a nivel do apice
radicular nos trés materiais usados (hidroxido de calcio, hidréxido de cdlcio

associado ao iodoférmio, pasta anti-séptica de Maisto). Em dois casos do
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controle houve depésito parcial de cemento. O cimento de Grossman e
oxido de zinco e eugenol, aos 180 dias, ndo permitiram o deposito de novo
cemento com abundante infiltrado crénico na zona periapical. Apenas duas
das 140 raizes, um obturada com hidréxido de calcio e a outra com hidroxido
de calcio-iodoférmio, aos 180 dias, levou ao fechamento bioldégico completo
do apice radicular. Estes materiais foram os que provocaram menor dano ao
tecido conjuntivo periapical; (2) além do poder irritante e da presenca de
corpo estranho, exercida por cada um dos materiais utilizados, observou-se
diferenca na velocidade de reabsorgdo: a eliminagcdo mais rapida ou mais
lenta do material obturador manteve relagéo direta com a rapidez ou lentidao
da neoformagdo cementaria; (3) obstaculos para a rapida reparagao: a
pulpectomia em dente sdo, o traumatismo provocado pelo preparo cirargico
e a agao direta do material obturador sobre o tecido conjuntivo periapical,
(4) é preciso tempo mais prolongado para conhecer a reagdo a distancia da
injuria provocada.

Anthony et al. (1982) avaliaram e compararam o pH de uma
pasta produzida pela mistura de pé de hidréxido de calcio com trés veiculos
diferentes: cresatina (metacresilacetato), paramonoclorofenol canforado ou
solugdo salina. Ao misturar hidroxido de calcio com a cresatina ha produgéo
de cresilato de célcio e acido acético. Este se dissocia liberando ions
hidrogénio, diminuindo o pH. A associagdo hidroxido de calcio e
paramonoclorofenol canforado produz paraclorofenolato de calcio, que € um
sal. Em solugdo com a agua, o sal adquire e incorpora o ion hidrogénio ao

paraclorofenol, 0 que da um excesso de ions hidroxila na agua. Esse
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excesso tende a aumentar o pH. Nenhuma das pastas produziu um pH
maior que 9,6. O osteoclasto, em sua fungdo reabsortiva, atua em meio
acido. O pH acido favorece o estado ionizado do ion calcio. A adigdo de um
material alcalino a este fluido extracelular, teoricamente, favoreceria a
reducdo da atividade reabsortiva, devido ao efeito reduzido do acido latico e
hidrolases acidas. O meio alcalino também favoreceria a formagédo de
calcificagdo. O mecanismo de agdo da pasta de hidroxido de célcio poderia
ser parcialmente dependente do seu alto pH. Os resultados deste estudo
indicaram que o pH mais elevado foi obtido quando o paramonoclorofenol
canforado ou a solugdo salina foram usados como veiculos e o pH mais
baixo foi obtido com a cresatina. Segundo os autores, devido ao alto
potencial de irritagdo do paramonoclorofenol canforado, a solugédo salina
seria uma escolha légica para misturar com o pé de hidréxido de calcio e ser
utilizado como pasta obturadora temporaria.

Di Fiore et al. (1983) testaram o efeito antibacteriano de pastas
de hidréxido de cdicio com quatro veiculos diferentes: paramonoclorofenol
canforado, acetato de metacresila, metilcelulose e agua. Culturas de
Strepfococcus sanguis (anaerdbio facultativo, Gram-positivo) foram
reconstituidas em laboratério e colocadas em placas de agar sangue. Cinco
cilindros com 10 mm de comprimento por 8 mm de didmetro foram
colocados nas placas e receberam as pastas com os diferentes veiculos e
foram selados com “Cavit”. O cilindro controle recebeu apenas o “Cavit’. As
placas foram entdo incubadas anaerobicamente e os halos de inibigdo

medidos nos intervalos de 2, 4, 6 e 8 dias. Os resultados mostraram que as
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pastas de hidroxido de calcio com agua destilada e o “Pulpdent” (hidréxido
de calcio em metilcelulose) e o controle ndo apresentaram halo de inibig&o.
Tal fato apenas foi evidenciado nas pastas com o paramonoclorofenol
canforado e acetato de metacresila, os quais diminuiram com o tempo,
sendo que a menor redugdo ocorreu com a pasta contendo o
paramonoclorofenol canforado. Os autores concluiram que essas duas
pastas sdo capazes de difusdo e, portanto, de expandir o seu efeito
antibacteriano.

Stevens & Grossman (1983) ressaltam que o hidroxido de
calcio estava sendo usado em razdo do seu alto pH (12,2). Visto que os
microrganismos comumente isolados de canais radiculares ndo deveriam
ser capazes de crescer nesse meio, os autores realizaram um estudo para
determinar o potencial antimicrobiano do hidréxido de caicioc como
medicacdo intracanal. Concluiram que o hidréxido de calcio, em solugéo, ou
lama de cal ou como pasta (“Pulpdent”) nao foi tao efetivo na destrui¢do de
Streptococcus faecalis em dentes de gato ou in vitro, quando comparado
com o paramonoclorofenol.

Para verificar a influéncia do veiculo oleoso ou aquoso sobre o
processo de reparo dos tecidos periapicais, apds tratamento endoddntico
com hidréxido de calcio, Holland et al. (1983) realizaram estudo em dentes
de cdes com vitalidade pulpar e os resultados histolégicos foram analisados
apés 90 dias. Observaram que houve selamento bioiégico do forame apical
através da deposicdo de tecido duro quando se utilizou o veiculo oleoso

(“Lipidiol”), ao passo que com o veiculo aquoso (“Telebrix”), os achados
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histolégicos revelaram reabsorgdo do material obturador e a invaginagdo,
para dentro do canal radicular, de tecido conjuntivo com infiltrado
inflamatério crénico. Segundo os autores, talvez, o “Lipidiol”, por n&o ser
soluvel em agua, dificultou ou impediu a fagocitose e dissolugdo do material
melhorando as propriedades do hidréxido de calcio. Provavelmente o veiculo
oleoso transforma o hidréxido de calcio em um material menos soluvel nos
fluidos orgéanicos na regido periapical, dificultando sua reabsorgéo.
Bystrom et al. (1985) investigaram clinicamente o efeito
bactericida do hidroxido de célcio, fenol canforado e paramonociorofencl
canforado, como curativo intracanal, apos tratamento endoddntico de 65
dentes unirradiculares com lesdes periapicais. Amostras bacterianas foram
tomadas apds o preparo do canal radicular por meio de pontas de papel
absorvente e transferidas para um tubo contendo o meio PYG (“peptone
yeast glucose”). Apés um més, para os canais preenchidos com hidréxido de
célcio, e duas semanas mais tarde, para aqueles contendo os dois outros
medicamentos, 0s canais foram irrigados com solugdo salina e realizada a
coleta das amostras. Todas as amostras foram cuitivadas sob condi¢des de
anaerobiose e o numero de bactérias determinado. Foi observado que
ap6s utilizar como curativo de demora uma pasta de hidroxido de caicio
(“Calasept”), obteve-se cultura positiva somente em 1 dos 35 canais
radiculares tratados. Apés o uso do paramonoclorofenol canforado ou fenol
canforado como curativo, obteve-se colheita de bactérias de 10 dos 30
canais tratados. As bactérias isoladas eram predominantemente Gram-

positivas e anaerobias. Os resultados indicaram-que a pasta de hidroxido de
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calcio teve um maior efeito antibacteriano no canal radicular do que o fenol
canforado e o paramonoclorofenol canforado. Concluiram que a pasta de
hidréxido de calcio como curativo, em canais radiculares cuidadosamente
instrumentados e irrigados, elimina as bactérias tio eficientemente, que o
tratamento endoddntico de canais radiculares infectados pode ser
completado em duas sessdes.

Safavi et al. (1985) compararam os efeitos antimicrobianos do
hidréxido de calcio com os do iodo-iodeto de potassio, utilizando culturas
obtidas de canais radiculares apos o completo preparo e antes da obturagao
do canal. Os resultados mostraram menor nuimero de culturas positivas
quando o hidroxido de calcio foi utilizado, atingindo 77,4% de culturas
negativas. Concluiram que o hidroxido de calcio deveria ser levado em
considerag&o para uso rotineiro como medicagéo intracanal em Endodontia.

Lopes et al. (1986) realizaram um trabalho a fim de discutir o
mecanismo de dissociagdo ibnica do hidréxido de calcio, quando associado
ao azeite de oliva, assim como seu provavel mecanismo de agdo e
analisaram os resultados clinico-radiograficos obtidos com o emprego desta
associacdo nas seguintes situagdes: (1) curativo de demora em lesdes
periapicais extensas; (2) reimplantes; (3) rizogénese incompleta; (4) fraturas
radiculares; (5) perfuragbes radiculares; e, (6) reabsor¢do radicular.
Concluiram que o azeite de oliva confere & pasta de hidroxido de calcio uma
dissolugdo lenta de ions célcio e hidroxila, favorecendo o mecanismo de

reparagao e evitando-se constantes renovagdes do hidréxido de céicio.
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Quackenbush (1986) realizou trabatho in vitro verificando a
agdo do monoclorofenol, iodo-iodeto de potassio e hidréxido de calcio sobre
bactérias anaerdbias. Frente aos resultados obtidos, afirmou que o hidréxido
de calcio é mais efetivo contra bactérias anaerdbias facuitativas
(Streptococcus sanguis) e anaerobias estritas (Peptostreptococcus sp)
enquanto os outros dois medicamentos nédo sdo efetivos contra as bactérias
anaerdbias.

Segundo Vazquez (1987) o pH fortemente alcalino do hidroxido
de calcio produz um meio favoravel a remineralizagdo da dentina, pois neste
meio alcalino a enzima fosfatase libera ativamente a fosfatase inorgénica do
sangue, permitindo posterior precipitacdo de fosfato de calcio. Existem
também controvérsias sobre qual seria o elemento que estimula a
calcificagido: segundo alguns autores, os ions cdicio sdo os responsaveis por
esta estimulagéo; outros citam o pH como fator determinante para que haja
reparacdo dentinaria; e outros afirmam que a concentragdo de ions hidroxila
seria o fator decisivo nas trocas iniciais. A alta concentracdo de ions calcio
diminui a permeabilidade capilar e, em consequéncia, tém poder anti-
exsudativo, com o que favorece a reparagdo e diminui a dor pos-operatoria.
Além disso, o pH fortemente aicalino produz agdo bactericida local, matando
as bactérias por contato, ja que a vida bacteriana é incompativel com um pH
tao elevado.

Com o objetivo de avaliar a eficacia do tratamento endodéntico
de dentes sem vitalidade pulpar sobre o reparo de lesdes periapicais,

Bystrom et al. (1987) realizaram estudo utilizando técnica anaer6bia. Setenta
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e nove dentes unirradiculares foram divididos em trés grupos e tratados da
seguinte maneira: grupo | (11 dentes) foi instrumentado e irrigado com
solugdo salina em 4 sessdes, ndo recebendo nenhuma medicagido. Os
dentes que mostraram resultado microbiolégico negativo foram obturados.
Sete déntes onde bactérias persistiram apds esse tratamento receberam
medicacgao intracanal de pasta de hidréxido de célcio por 1 ou 2 meses. A
obturacdo dos condutos somente foi realizada apés exame microbiolégico
negativo. O grupo Il (42 dentes) que foi instrumentado e irrigado com
solugdo de hipoclorito de sédioc a 0,5% e 5% e combinados com solugdo de
acido ‘etileno diamino tetracético a 15% (EDTA), tambem nac recebeu
nenhum medicamento intracanal entre as sessdes. Destes, bactérias foram
eliminadas de 32 canais radicutares, sendo que em 7 deles, a obturagao foi
realizada sem a utilizagdo de medicagdo e, em 25 dentes, a pasta de
hidréxido de calcio foi necessaria pelo periodo de 1 més. Em 10 canais,
onde as bactérias persistiram, foi necessario o emprego da medicacado por
até 2 meses. O grupo lil incluiu 26 canais que tinham sido instrumentados
com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5 e 5% e medicados com hidroxido
de caicio apés a primeira sessido. A medicag¢do foi removida apés 1 més e a
coleta microbiolégica foi realizada. Os canais foram secos e selados com
cimento de éxido de zinco e eugenol sem medicagado. A préxima sessdo foi
realizada entre 2 e 4 dias apds, para nova éoleta microbiolégicé, quando
entdo os canais receberam nova medicacdo de hidroxido de calcio e foram
selados, sucessivamente, até que nenhuma bactéria pudesse ser isolada,

procedendo-se a obturagdo dos condutos. O acompanhamento foi feito até 6




62

e 12 meses apés a obturagdc e, novamente, um ano apods. Sete dentes
necessitaram de intervengdo cirurgica e desses, 6 foram examinados
histologicamente, demonstrando a presenca de Actinomyces israelli,
Actinomyces naeslundii e Arachnia propionica. Das 79 lesdes, cujos
didmetros variavam entre 1 e 12 mm, 67 repararam completamente. Na
maioria dos casos, o tamanho das lesdes diminuiu para 2 mm ou menos
dentro de 2 anos, independente do tamanho inicial, mas em 7 casos nao
houve o reparo completo nesse periodo. Apenas 5 lesdes mostraram
pequena ou nenhuma diminuigdo no tamanho e foram submetidas a cirurgia.
As lesbes remanescentes nao reparadas, segundo os autores, eram
decorrentes do estabelecimento de infecgdo extra-radicular.

Cohen & Lasfargues (1988) realizaram estudo para examinar o
grau de carbonatagdo do hidréxido de calcio usando métodos quimicos
quantitativos para determinar as alteragdes do material causadas pelas
suas condi¢gdes, manipulagdo e seu envelhecimento antes do uso.
Verificaram que, durante as primeiras horas, a carbonatagao do p6 seco de
hidréxido de calcio, mesmo quando mantido exposto ao ar, foi
completamente insignificante. E, mesmo o fato do hidréxido de calcio em po
ser armazenado em um frasco tampado, o qual era deixado aberto
periodicamente por curtos periodos de tempo, ndo afetou sua pureza.
Assim, o hidroxido de calcio como usado na clinica permanece n&o
carbonatado e ativo por um longo periodo de tempo. Por outro lado, quando
0 hidréxido de calcio foi deixado por um longo periodo de tempo em um

frasco aberto, a carbonatagdo atingiu 30% apés t més, no entanto, o pH das
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suspensdes deste material permaneceu o mesmo (12,5). O hidréxido de
calcio permanece ativo mesmo atingindo 30% de carbonatagéo,
preservando suas propriedades. Observaram que o valor do pH de uma
suspensdo de hidroxido de cdicio ndao alterou com o aumento no conteudo
de carbonato do pd, mesmo atingindo 30%, e o hidréxido de calcio
permaneceu ativo preservando as suas propriedades anti-inflamatéria, anti-
exsudativa e bactericida. Afirmam ainda que €& pouco provavel haver a
carbonatagdo do hidroxido de calcio quando este encontra-se em situagéao
anaerobia, dentro do canal, como uma obturagdo temporaria e bem selada.
Portanto, a formacgédo de carbonato em condigdes de rotina ndo parece ser
responsavel pela variagdo as vezes observada nos resultados clinicos.
Provavelmente, a dissolugdo e perda de atividade do material pode ser
devido ao estado ecoldgico do canal e os fatores que podem influenciar a
eficacia da medicacdo podem ser os fluidos teciduais, sangue e exsudato
inflamatorio.

O reparo de lesbes periapicais extensas também foi estudado
por Sahli (1988), por meio de avaliagdo clinica e radiografica do tratamento
de canais radiculares sobreobturados intencionalmente com hidréxido de
calcio em trinta e sete dentes com grandes lesdes periapicais (7 mm de
didmetro ou mais). Os canais radiculares foram preparados, irrigados e
preenchidos com pasta de hidroxido de cdlcio composta de hidroxido de
célcio (2,5 g), sulfato de bario (2,5 g), colofénia (0,05 g) e polietilenc glicol
400 (0,05 g). O medicamento permaneceu no interior dos canais radiculares

por 15 dias, quando realizou-se a obturagdo com guta-percha e cimento. A
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observacao dos resultados foi efetuada quando decorridos 6 meses, 1
ano e 3 anos e constatou-se evolugdo favoravel em 31 dentes (83,78%),
enfatizando que a agdo antibacteriana do hidroxido de calcio contribuiu
para a desinfeccdo da zona apical, favorecendo o processo de reparo.

Ranta et al. (1988) relataram o sucesso obtido na eliminagdo
de Pseudomonas aeruginosa presente em infecgdo no canal radicular de
dente humano, refrataria ao tratamento endoddntico, com persisténcia de
exsudato apods varias sessbOes de preparo dos canais e emprego de
diferentes solugdes irrigadoras. Apods realizado o isolamento absoluto, a anti-
sepsia do campo operatério e acesso, o canal foi irrigado com soro
fisiologico e a amostra bacteriolégica obtida por meio de cones de papel
absorvente e inoculada em placa de agar sangue. A Pseudomonas
aeruginosa foi isolada em placas que cresceram em aerobiose e em 5% de
CO, em cultura pura. As placas em anaercbiose ndo mostraram
crescimento. O canal foi instrumentado até o instrumento 80, irrigado com
etanol a 70% por alguns minutos, seguido de irrigagdo com soro fisiolégico,
secagem, preenchimento com pasta a base de hidroxido de calcio e
selamento com “Cavit®. Apos 6, 10 e 30 dias, o canal era irrigado
novamente com soro fisiolégico, as paredes instrumentadas com lima 80 e
nova coleta microbiologica obtida, permanecendo o hidréxido de calcio como
curativo intracanal. Nenhuma das amostras revelou crescimento bacteriano
com os sintomas desaparecendo logo apds a primeira sessdo de curativo
intracanal. Uma vez obturado, radiografias de controle foram tomadas 1 e 3

anos apos, permanecendo o dente assintomatico e nenhuma alteragéo foi
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observada. Concluiram que o pH minimo do hidroxido de calcio para matar a
P. aeruginosa foi acima de 10 e a infecgdo do canal por esse microrganismo
pode ser tratada satisfatoriamente com adequado preparo gquimico-mecanico
e medicacgao local.

Hasselgren et al. (1988) utilizaram 70 pecas de tecido muscular
de suinos, com o intuito de avaliar, in vitro, os efeitos do hidréxido de calcio
e da solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5%, isolados ou em associagéo,
sobre a dissolugao de tecido necrético. As pegas foram divididas em grupos
de 10 cada, de modo que, no grupo 1, as pe¢as eram armazenadas em 20
ml de pasta de hidroxido de célcio e agua; nos grupos 2 e 3, armazenados
em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%, sendo que no grupo 2, a mesma
solugdo foi mantida e, no grupo 3, a solugdo era renovada a cada 30
minutos até a completa dissolu¢do da pec¢a. Nos grupos 4, 5 e 6, as pecas
foram colocadas em 20 mi de pasta com hidréxido de calcio e agua e, apds
30 minutos no grupo 4, 24 horas no grupo 5 e 7 dias no grupo 6, eram
transferidas para uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%. No grupo 7,
as pecas foram armazenadas em 20 ml de solugdo salina isoténica. Todas
as pegas foram secas em papel filtro e pesadas apos 30, 60 e 90 minutos,
10 e 24 horas. Completado esse tempo, 0 experimento prosseguiu por mais
12 dias até que todo o tecido fosse dissolvido. Os autores observaram que a
acdo dissolvente de tecido do hidréoxido de calcio € semelhante a do
hipoclorito de sédio, porém, menos intensa, e que a presenga prolongada do
hidroxido de calcio no canal radicular, onde desempenharia um efeito

terapéutico continuo, pode amplamente compensar esse fato. Verificaram
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também, que o efeito dissolvente do hipoclorito de sodio a 0.5% foi
aumentado pelo pré-tratamento com hidroxido de calcio.

Com o objetivo de observar qual a porcentagem de éxito que
poderia ser obtida apdés o tratamento de dentes humanos com lesdes
periapicais, Souza et al. (1989) realizaram um estudo seguindo a técnica de
tratamento com hidréxido de calcio definida em pesquisas anteriores em
dentes de cdo e macacos. Apés o preparo, 50 canais radiculares foram
preenchidos com pasta a base de hidréxido de calcio, procurando-se sempre
realizar uma pequena sobreobturagdo. Vinte e cinco dentes foram
medicados com hidroxido de calcio associado a agua destilada e vinte e
cinco dentes com hidroxido de cdlcio associado ao paramonoclorofenol
canforado e glicerina. Apés 2 semanas foi feita a troca da pasta de
hidroxido de calcio, a qual foi repetida apds intervalos de, no minimo, 30
e, no maximo, 60 dias, ocasido em que eram feitas tomadas radiograficas
para comparagdo com as radiografias iniciais. Nas trocas evitou-se o
extravasamento da pasta. Quando a imagem da a&rea radiollicida
desaparecia ou ficava reduzida a um simples espessamento do ligamento
periodontal apical, a pasta de hidroxido de calcio era removida e os canais
radiculares obturados. Os resultados obtidos foram semelhantes para as
duas pastas. Dos 50 casos, em 47 (94%) ocorreu desaparecimento da area
radiolicida. Dentre estes, 44 casos exibiram reparagdo completa apés um
Periodo de 4 a 12 meses. N&o foi possivel correlacionar o tamanho da lesdo
com o periodo gasto na sua reparagdo. Em 3 casos de lesbes com o

didmetro maior que 10 mm, a diminuigdo da lesdo para um simples
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espessamento do ligamento periodontal apical s6 ocorreu apés 1 ano do
inicio do tratamento. Apenas em 3 casos (6%) as lesdes periapicais
mostraram-se  irreversiveis ao  tratamento instituido, o qual foi
complementado cirurgicamente. Concluiram que a obturagdo temporaria de
canais radiculares com hidroxido de calcio, cujos dentes eram portadores de
rarefagdo periapical, conduz a uma elevada porcentagem de reparo
clinico-radiografico.

Haapasalo (1989) investigou a bacteriologia de infec¢des de 62
canais radiculares de dentes humanos, com especial atengdo para a
ocorréncia, papel e taxonomia das espécies Bacteroides. Todos dentes
eram unirradiculares com lesdo periapical, os quais foram submetidos a
coleta bacteriana antes do tratamento e apds o preenchimento do canal
radicular com hidroxido de calcio. Os quarenta e dois pacientes,
selecionados ac acasog, foram divididos em trés grupos que receberam:
(1) nenhum antibiético; (2) penicilina V (650mg x 3) por 7 dias; (3) penicilina
V por 12 semanas. Ndo houve diferenga entre os trés grupos no reparo da
lesédo periapical ap6s 1 ano, fato este que sugere ser desnecessario o uso
de antibidtico no inicio do tratamento, mas importante nos casos de
persisténcia da infecgdo. Os resultados mostraram que as infecgbes eram
mistas, exceto uma, dominadas com freqiiéncia, por bactérias anaerébias e
facultativas e, em apenas 4 casos, por bactérias facultativas. A eficacia do
hidréxido de calcio foi comprovada por meio de amostras bacteriologicas
tomadas apds 1 semana de sua permanéncia no canal radicular. A grande

maioria dos Bacteroides foi sensivel a penicilina, com apenas duas cepas
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resistentes (Bacteroides buccae e Bacteroides denticola). Apos o periodo de
1 ano, 50 casos mostraram reparagdo completa, 11 casos reparagdo parcial
e, em apenas 1 caso, ndo houve sinais de reparo.

Tronstad et al. (1990) realizaram a monitorizagdo de um
retratamento endodéntico de dente humano, com diagnéstico de periodontite
apical assintomatica, cujo tratamento havia sido realizado 1 ano antes e o
acompanhamento maostrou aumento da lesdo. Optaram por retratar o canal
radicular com a colocagdo de pasta de hidréxido de calcio por um periodo
minimo de 3 meses, com troca apds 3 semanas, objetivando maximizar a
agao antimicrobiana do tratamento. Apds 3 meses, 0 exame radiografico
mostrou que nédo havia qualquer alteragcdo na regido periapical, confirmando
tratar-se de infecgdo extra-radicular. O plano de tratamento foi mudado para
obturagdo e apicectomia com remogéo cirirgica da lesdo periapical. Antes
da intervengdo cirurgica, outros medicamentos intracanais foram utilizados
no intuito de debelar a infecgdo, tomando-se amostras microbioldgicas do
canal radicular e do trato fistuloso. Como o tratamento antimicrobiano local
ndo foi efetivo, instituiu-se antibioticoterapia sistémica com penicilina e
penicilina V (500mg x 4) por 21 dias. Como a fistula ndo regrediu e
suspeitando-se da presencga de anaerobios Gram-negativos, administrou-se
metronidazole (500mg x 4) por 10 dias. Ainda assim a fistula persistiu e foi
realizada a cirurgia periapical e obturagdo com guta-percha e cimento de
Grossman, tomando-se amostras microbiologicas da fistula e da leséo
periapical. Os resultados das analises microbiolégicas revelaram que apos a

permanéncia do hidréxido de cdicio no canal radicular, por um periodo de
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cento e onze dias, nenhuma bactéria foi isolada. Removendo-se o hidroxido
de calcio e selando-se o canal radicular vazio por mais 11 dias, 6 espéecies
bacterianas foram isoladas. A seguir, o medicamento foi novamente
colocado no canal radicular por 21 dias e a coleta microbiana nao revelou
crescimento bacteriano. Novamente deixando o canal vazio por 14 dias
verificaram mudancgas na flora presente. Os resultados confirmaram que o
hidroxido de calcio efetivamente elimina as bactérias presentes no canal
radicular e que este € reinfectado pelo crescimento bacteriano na lesao
periapical se deixado vazio. O resultado de amostras tomadas diretamente
da lesao revelaram que das 6 espécies identificadas inicialmente, quatro
foram eliminadas pelo tratamento local e sistémico e apenas duas espécies
persistiram, Streptococcus sp e Peptostreptococcus sp, ambos sensiveis a
penicilina, justamente aquelas encontradas no trato fistuloso. O exame
microscopico da lesdo mostrou tratar-se de um granuloma apical e o reparo
ocorreu normalmente apdés 6 meses.

Holland et al. (1990) desenvolveram um trabalho para observar
se o acréscimo de iodoférmio ac sealapex determinaria alguma alteragéo no
processo de reparo dos tecidos periapicais de dentes de cdes apds a
pulpectomia, sobreinstrumentagéo e obturagdo de canal com esse material
em duas proporgoes diferentes. Foram usadas 30 raizes de dentes de cées,
divididas nos seguintes grupos experimentais: Grupo | (10 raizes),
obturados com sealapex; Grupo Il (10 raizes), obturados com “Sealapex”
associado a 30mg de iodoférmio; Grupo lll (10 raizes), obturados com

sealapex associado a 112mg de iodoférmio. Apés 6 meses os animais
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foram sacrificados e as pecas removidas para estudo. Os resultados
mostraram que a baixa incidéncia de selamentos biolégicos completos
deveu-se a técnica do tratamento executada: sessdo unica. O acréscimo do
iodoformio ao "Sealapex”, em pequena ou em grande quantidade, nédo
modifica as suas propriedades biolégicas, do ponto de vista morfolégico.
Diante dos resultados passaram a usar o acréscimo do iodoférmio
rotineiramente, na proporgao: 1/3 da pasta (=150mg de “Sealapex’) para 30
mg do iodoformio (1/6 do peso da mistura final). Concluiram que o
“Sealapex” estimula o fechamento apical por deposicdo de cemento e a
adicdo de iodoférmio ndo altera sua propriedade biolégica.

Stuart et al. (1991) compararam a efetividade
antimicrobiana do hidréxido de calcio, paramonoclorofenol canforado e
formocresol. Noventa dentes humanos unirradiculares extraidos tiveram
seus canais radiculares instrumentados até a lima de nimero 50 e foram
inoculados com Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus e Bacteroides
gingivalis ou Bacteroides fragilis. Apés o emprego dos medicamentos
estudados, os mesmos foram selados e incubados por 1 hora, quando entéo
o conteudo dos canais radiculares foi analisado quanto ao numero de
bactérias viaveis e comparado com dentes inoculados que ndo receberam a
medicagdo. A andlise dos resultados mostrou que todos os medicamentos
exibiram atividade antimicrobiana contra as bactérias inoculadas,
apresentando percentuais redutores entre 64,3% e 100%. Maior efetividade

contra o Streptococcus mutans e os Bacteroides foi obtida com o “Puipdent”
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e a pasta de hidroxido de calcio tendo como veiculo o soro fisiolégico, do
gue para o paramonociorofenol canforado e o formocresol.

Com a finalidade de avaliar o efeito antibacteriano do hidréxido
de calcio como medicagdo intracanal, em fungdo do tempo necessario para
atingir o efeito desejado, Sjogren et al. (1991), selecionaram 30 dentes
humanos unirradiculares com polpas necrosadas e lesdo periapical,
submetendo-os ao preparo do canal radicular e preenchimento com pasta de
hidroxido de calcio. Em 12 canais radiculares, a medicagéo foi deixada no
canal por um periodo de 10 minutos e, em 18 canais, por 7 dias. Amostras
microbiolégicas foram tomadas dos canais radiculares antes e apés o
preparo dos canais radiculares para determinar a populagdo microbiana
presente. Apos aplicagdo do hidréxido de calcio por 10 minutos ou 7 dias
uma terceira amostra foi obtida. Os canais foram selados com cimento de
oxido de zinco e eugenol e deixados vazios por 1 semana (12 casos) e 5
semanas (18 casos), obtendo-se uma quarta e ultima amostra. Os
resultados mostraram que bactérias estavam presentes em todas as 30
amostras iniciais. Ap6s o preparo, haviam bactérias em 6 dos 12 canais que
iriam receber a medicagao de hidroxido de calcio por 10 minutos e em 9 dos
18 canais nos quais o medicamento permaneceria por 7 dias. Nesses 18
canais, nenhuma bactéria foi isolada nas amostras tomadas imediatamente
apés a remocao do hidroxido de calcio nem nas amostras finais, 5 semanas
mais tarde, onde permaneceram sem o medicamento. Nos 12 dentes onde
a medicacdo foi colocada por 10 minutos, as bactérias persistiram em 6

canais, mostrando-se ineficiente, sendo que 13 das 14 espécies isoladas
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apos sua utilizacdo eram anaerébias e, dentre elas, o anaerébio facultativo
Enterococcus faecalis, presente na coleta inicial de 3 casos tratados com o
hidréxido de calcio por 7 dias, ndo sobrevivendo ao preparo em dois casos
e, no terceiro, eliminada apoés o curativo. Os autores concluem que o
hidroxido de calcio € uma medicagdo eficiente para complementar a
desinfec¢do de canais radiculares desde que permanega por periodo nao
inferior a 7 dias.

Lage-Marques et al. (1992) realizaram estudo in vitro da ag¢ado
antimicrobiana do hidréxido de calcio, em fungdo da sua utilizagdo e
importancia na desinfec¢do dos canais radiculares dos dentes com polpa
mortificada. O hidréxido de calcio foi testado na forma pastosa e em solugéo,
em contato direto com as cepas microbianas. O experimento mostrou que
em baixas concentragbes o hidroxido de calcio ndo apresentou agao
antibacteriana, na forma de solugdo, e que o efeito bactericida somente foi
observado quando em concentra¢des elevadas, enquanto que, na forma
pastosa, a agdo antimicrobiana ficou vinculada a superficie de contato com
as cepas testadas.

Sabendo que as lesdes periapicais refratarias ao tratamento
endoddntico convencional sdo produzidas por bactérias anaerébias ou sédo
dominadas por anaerébios, Georgopoulou et al. (1993) estudaram a
efetividade do hidroxido de calcio e paramonoclorofenol sobre bactérias
anaerdbias do canal radicular, em intervalos de tempo de 5, 15, 30 e 60
minutos. Os testes revelaram que o hidréxido de calcio foi significativamente

mais efetivo que o paramonoclorofenol contra o numero total de
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anaerobios. Além disso, foi provado ser altamente efetivo contra alguns
microrganismos relacionados a sintomas clinicos severos, tais como B.
melaninogenicus e P. gingivalis, bem como contra Actinomyces sp.

Para comparar os efeitos de duas pastas de hidroxido de calcio
preparadas com veiculos diferentes, Leonardo et al. (1993) avaliaram,
histologicamente, a resposta do tecido periapical de dentes de cdes, com
rizogénese incompleta e lesdes periapicais. Um grupo de dentes sem
curativo intracanal foi usado como controle. Apds indugdo da les@o
periapical, os canais radiculares foram instrumentados e preenchidos com
uma das pastas (“Calen” e “Calasept”), sendo renovados mensalmente por
90 dias. Ao final do periodo de observagdo (3 meses), os animais foram
sacrificados, as pecas removidas e preparadas para analise histopatolégica.
Ambas as pastas de hidroxido de calcio induziram o selamento apical e
reparo da regido, mas a pasta “Calen” produziu melhores resuitados que o
“Calasept”. O tecido mineralizado foi predominantemente do tipo cementodide
apés o uso de ambas as pastas, mas o infiltrado inflamatério foi
significativamente menos intenso com a pasta “Calen”. No grupo controle, a
auséncia de curativo no canal radicular impediu o processo de reparo
periapical e ndo produziu fechamento apical. Os autores salientam que ©
polietilenoglicol 400, veiculo do “Calen”, devido ao seu alto peso molecular,
confere menor solubilidade ao hidréxido de célcio que a agua destilada, de
modo que a pasta pode liberar ions calcio em menor proporgdo que a pasta
“Calasept”, cujo veiculo aquoso causa dissociagdo idnica mais rapida e

maior solubilidade da pasta, especialmente quando em contato com os
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tecidos periapicais, o que poderia explicar a resposta inflamatéria mais
severa com a pasta “Calasept”.

Safavi & Nichols (1993) estudaram os efeitos do hidréxido de
caicio sobre os lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, os quais
desempenham um papel significante no processo de reabsor¢gdo éssea em
casos de periodontite apical. O tratamento do LPS com hidréxido de caicio
mostrou liberar elevadas quantidades de acidos graxos. Concluiram que o
hidréxido de cdlcio hidrolisou os lipidios do LPS bacteriano, resultando na
liberagdo de acidos graxos livres de hidroxido. Este resultado sugeriu que a
degradagéo do LPS mediada pelo hidréxido de célcio poderia ser uma razéo
importante para os efeitos benéficos obtidos com o uso do hidroxido de
calcio na clinica endodéntica.

A liberagdo ibnica da pasta de hidroxido de calcio é
determinada pelo veiculo utilizado, orientando sua rapida ou lenta
reabsorgdo. Assim sendo, Lage-Marques et al. (1994) analisaram in vitro a
dissolugdo de algumas pastas a base de hidroxido de calcio, avaliando a
concentragdo idnica de ions hidroxila em relagdo ao tempo de estabilizagao,
caracterizado pela saturagdo da solugdo. Com base nos achados
experimentais, verificaram que o dleo de oliva conferiu a pasta pouca
solubilidade e baixa concentragdo de ions hidroxila, apesar da rapida
saturagdo da solucdo. A agua destilada possibilitou um maior indice de
concentragdo ibnica entre todas as amostras, porém o tempo de
estabilizacdo foi alto (270 minutos). Com o soro fisiolégico, o pH e a

concentraggo idnica atingiram niveis altos em tempo bastante superior (480
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minutos), comprometendo a relagdo concentragdo/tempo. Por sua vez, o
PEG 400, apesar de hidrossoluvel, apresentou comportamento semelhante
ao dos oleos, com dissociagdo lenta (1260 minutos), devido ao seu alto peso
molecular, porém com niveis altos de concentragao idnica. Os autores
concluiram que, quando veiculado em anestésico, a estabilizagdo do pH do
hidréxido de calcio foi alcangada em menor tempo e os menores indices de
pH e concentragao de hidroxila foram obtidos quando o veiculo utilizado foi o
6leo de oliva.

Safavi & Nichols (1994) investigaram se o tratamento do
lipopolissacarfdeo (LPS) com hidroxido de calcio alteraria sua agéo
biolégica, medida pela secregdo de prostaglandina E: (PGE;) do mondcito
humano. Culturas de mondcitos foram estimulados com LPS ou com LPS
tratado pelo hidréxido de calcio e os sobrenadantes das culturas foram
analisados quanto ao contetdo de PGE,. Foram identificadas PGE> nos
sobrenadantes de mondcitos estimulados pelo LPS, mas ndo naqueles
estimulados com LPS tratado pelo hidréxido de calcio. Concluiram que o
tratamento com hidroxido de calcio pode alterar as propriedades biolégicas
do LPS bacteriano, inativando-o, perdendo seus efeitos toxicos.

Com o intuito de avaliar a influéncia do grau de ampliagéo
apical e aplicagdo de hidréxido de céacio por uma semana sobre a infecgao
do canal radicular, Yared & Dagher (1994) realizaram um trabaiho onde
utilizaram sessenta incisivos centrais superiores de humanos, com lesao
periapical assintomatica, sem edema ou presenga de fistula. Foi realizada a

cirurgia de acesso e obtida amostragem inicial da populagdo bacteriana do
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canali radicular (amostra 1). Apos determinar o comprimento de trabalho os
canais foram preparados até o instrumento 25 (30 dentes) e até o 40 (30
dentes). O escalonamento foi realizado até o instrumento 60 e brocas de
Gates-Glidden numeros 1, 2, 3 e 4. Entdo, nova amostra foi obtida apds
essa etapa (amostra 2). O canal radicular foi preenchido com pasta de
hidroxido de calcio em solugdo aquosa e foi realizada uma tomada
radiografica. A cavidade foi selada com cimento de éxido de zinco e eugenol
e, apés 1 semana, o hidréxido de calcio foi removido e foi tomada nova
amostra microbiolégica (amostra 3). Todas as amostras iniciais registraram
crescimento bacteriano. Durante o tratamento, houve redugdo significativa
no numero de bactérias entre as amostras 1 e 2 e amostras 2 e 3. Na Uitima
coleta houve grande redugdo no crescimento bacteriano em ambos os
grupos. Nao houve diferenga significativa entre os dentes preparados até o
instrumento 25 e 40. A presencga de microrganismos detectaveis ao término
do preparo do canal radicular confirmaram o conceito de que apenas a
limpeza e a modelagem do canal radicular ndo sdo suficientes para torna-lo
livre de bactérias. A aplicagdo intracanal de hidroxido de caicio por uma
semana eliminou eficientemente as bactérias do canal radicular.
Wakabayashi et al. (1994) realizaram estudo histopatologico
em coelhos, utilizando-se de microscépio eletrénico de varredura e raio X
microanalisador (EDX), com a finalidade de avaliar o potencial de aiguns
cimentos de canal radicular contendo hidréxido de calcio, na indugdo de
calcificacéo distrofica (barreira caicificada) em tecido conjuntivo. Os

resultados demonstraram que houve diferenca entre os quatro cimentos
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contendo hidréxido de calcio, do ponto de vista de sua capacidade de induzir
calcificagdo distréfica no tecido conjuntivo vascular, sendo reclassificadas
ndo pelo seu constituinte e sim pelo potencial indutor de calcificagdo. O
“Sealapex” e o “Calvital” (hidréxido de calcio e iodoférmio) apresentaram
reacdo semelhante aquela produzida pela pasta de hidréxido de calcio e
solugdo salina, formando rapidamente uma precipitagdo de fosfato de calcio
no conjuntivo, induzindo calcificagdo. A irritagdo produzida por estes dois
cimentos inicialmente foi atribuida a outros componentes além do hidroxido
de calcio, como por exemplo, o iodoférmio no calvital, porém a irritagao foi
eliminada apdés 4 semanas e assim foram considerados cimentos
verdadeiros contendo hidroxido de calcio. Porém, o “Dentalis KEZ” (6xido de
zinco, hidréxido de calcio e eugenol) ndo induz precipitacdo de calcificagao
distréfica apesar do hidroxido de calcio, talvez devido ao eugenol. A
toxicidade do “Canals” foi atribuida ao eugenol livre. Os cimentos “New A”
(hidréxido de calcio e acido graxo) e “New B” (6xido de zinco e acido graxo)
foram desenvolvidos para eliminar a citotoxicidade do eugenol, o qual foi
substituido por acidos graxos e néo tiveram quase nenhum potencial de
irritagdo, porém sua rapida desintegracdo nos tecidos poderiam representar
um problema clinico se o material &€ usado como cimento de canal radicular.
Utilizando microscopia eletrénica de varredura, Wakabayashi et
al. (1995) avaliaram o efeito dissolvente da pasta de hidréxido de célcio
sobre a camada odontoblastica e a pré-dentina remanescente na parede do
canal radicular apés a remog¢ao do tecido pulpar. Os espécimes do grupo de

1 semana foram armazenados por 7 dias em pasta de hidroxido de calcio e
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solucdo salina, sob condigdes de 100% de umidade e 37°C. Os espécimes
do grupo de 4 semanas foram armazenados por 28 dias da mesma maneira,
porém foram lavados e substituidos por nova pasta toda semana. As
paredes do canal radicular destes espécimes foram comparadas ao
microscopio eletrénico de varredura. Os resultados mostraram que a pasta
de hidroxido de calcio dissolveu a camada odontoblastica apds 1 semana de
curativo e que os debris foram removidos por limpeza ultrasdnica. No
entanto, a pré-dentina nao foi afetada e os processos odontoblasticos
permaneceram intactos apos 1 semana, embora a superficie estivesse
erodida no grupo de 4 semanas. Essa agdo limitada do hidréxido de calcio
parece ser devido ao seguinte mecanismo: a solubilidade do pé de hidréxido
de calcio em agua é muito pequena (0,16g/100 g de agua a 20°C) e a
quantidade de ions hidroxila dissociados & pouca, embora a pasta apresente
alto pH. Assim que a pasta dissolve os tecidos moles, os ions hidroxila sdo
consumidos e as substancias neutralizadas acumulam na parede do canal
impedindo a transferéncia de novos ions hidroxila. Os autores concluiram
que a pasta de hidroxido de caicio dissolveu a camada de células
odontoblasticas, mas ndo teve efeito sobre a pré-dentina. Portanto, tal pasta
teria eficacia clinica para limpeza e desinfeccdo se todo o canal for
preenchido com a mesma.

Tem sido sugerido que o principal beneficio do uso do
hidroxido de calcio como medicamento intracanal seria seu efeito
bactericida, devido seu pH alto (12,5). Assim sendo, Fuss et al. (1996)

estudaram o efeito in vitro da exposigcdo ao CO;, por 30 dias, sobre o pH de
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diversas pastas de hidréxido de calcio nos canais radiculares. Sessenta e
dois dentes humanos unirradiculares foram preparados endodonticamente
utilizando limas tipo K acima do ntimero 60. Os dentes foram separados ao
acaso em 6 grupos e os canais preenchidos com uma das substancias:
“Calxyl”, “Hydrocalcium”, ou uma pasta feita de pé de hidroxido de caicio
com agua destilada, para-monoclorofenol canforado, solugdo anestesica
local ou “Solvidont”. A abertura coronaria foi selada e os dentes foram
colocados individualmente em frascos contendo 10ml de agua destilada.
Cinco frascos de cada grupo foram expostos ao ar a temperatura ambiente,
enquanto os outros cinco frascos foram expostos aoc CO; em ambiente
fechado. O pH da pasta no canal radicular foi medido apés 30 dias. N&o
houve alteracéo significante no pH (média 13,11) das pastas colocadas nos
dentes antes e apos exposi¢do ao ar, enquanto o pH das pastas nos dentes
expostos ao CO; foi significantemente reduzido (meédia 12,54). Nao houve
diferenca estatistica significante no pH entre as seis preparagdes. Apds 30
dias de exposi¢do ac CO,, elas ainda mantinham um pH bactericida dentro
do canal radicular.

Sydney (1996) realizou estudo com o objetivo de identificar a
presenga de bactérias anaerébias nos canais radiculares de dentes
portadores de polpa necrética e lesdo periapical, sem comunicagao com a
cavidade oral, ap6s o preparo e emprego ou ndo de medicagdo intracanal
com pasta de hidréxido de cdlcio veiculada em soro fisiolégico. Foram
utilizados vinte dentes humanos, anteriores superiores, os quais foram

divididos em dois grupos. No grupo |, a populagéo microbiana foi coletada
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para identificacdo e os canais radiculares instrumentados e selados sem
nenhum medicamento, pelo periodo de 1 e 6 semanas, quando novas
amostras foram coletadas. Nos dentes do grupo Il, apos a identificacdo da
populagdo microbiana, os canais radiculares foram instrumentados e
receberam medicag¢do intracanal & base de hidroxido de calcio e soro
fisiolégico, permanecendo por um periodo de 1 e 6 semanas. Ao término de
cada periodo, a pasta era removida do interior dos canais radiculares, os
quais eram selados vazios por 7 dias e, novas coletas microbianas eram
tomadas. Para cada dente foram realizadas trés coletas, totalizando 60
amostras microbianas. Os resultados mostraram que o hidroxido de calcio
promoveu uma reducdo de 77,8% na populagdo microbiana apés sua
permanéncia por 1 semana e, apés o periodo de 6 semanas, em apenas um
caso, uma bactéria foi identificada, o Enterococcus faecalis, um coco
facultativo Gram-positivo. Concluiu-se que havia a necessidade da
manutengdo da medicagdo intracanal com pasta de hidroxido de calcio por
um periodo maior de tempo, para que a inativagdo enzimatica das bactérias

anaerobias Gram-positivas seja realmente irreversivel.

2.3. Veiculos:

As pastas a base de iodoférmio e hidréxido de calcio tém sido
preparadas utilizando-se os mais variados veiculos. A utilizagdo de um
veiculo & necessaria para facilitar a insergdo da substancia no interior do

canal radicular e seu escoamento para a regido apical. Segundo Lane &
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Blank (1946) a acdo fisico-quimica de um material terapéutico depende
primariamente do veiculo que pode ser um elemento importante na agéo
desse material.

Stewart & Gautieri (1962) salientaram que os carbowax sao
polietileno glicéis sélidos [HOCH2(CH.OCH;)CH2OH:]. As propriedades
fisicas destas ceras sdo influenciadas pelo seu peso molecular. As de menor
peso molecular (1500 kD - quilo-dalton) apresentam a mesma consisténcia
da vaselina e as de peso molecular 4000 kD sdo tdo duras como a cera de
abelha. Como podem misturar-se entre si & possivel obter um veiculo na
consisténcia desejada. Estes compostos tém varias propriedades
satisfatérias: sdo completamente sollveis em agua; fundem a temperatura
do corpo; ndo desidratam; sdo resistentes a fungos e estaveis
indefinidamente. Além disso, uma das propriedades mais importantes reside
em sua capacidade de dissolver certas drogas e proporcionar solugles
homogéneas. Segundo o autor o polietiieno glicol 1500 kD ndo produziu
reacdo inflamatéria no olho de coelho mesmo apés 3 a 4 horas de
observagao.

Muitas substancias, tais como materiais obturadores de canal,
ndo sdo sollveis no meio comumente usado para o cultivo celular. A
investigacdo do efeito téxico de materiais obturadores de canal radicular
sobre células in vitro, portanto, requer a solubilizagdo dos materiais. O
“Tween 80%” & um monooleato polioxietileno sorbitol, um éster do glicol, e foi
estudado com relagdo a sua conveniéncia como emulsificador e

solubilizador de materiais obturadores de canal para estudos in vitro do
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efeito de tais substancias sobre células humanas. Para examinar o efeito
téxico do “Tween 80% in vitro e determinar a concentragdo adequada do
fluido para solubilizagdo de materiais obturadores de canal radicular,
Spangberg (1969c) realizou um estudo utilizando celulas Hel a e fibroblastos
humanos. O “Tween 80% foi adicionado ao meio de cultura nas
concentracdes de 2%, 1%, 0,5% e 0,1% (v/v), o que resultou na
concentragdo final no meio de cultura de 0,57%, 0,29%, 0,14% e 0,03%
(viv). Os fibroblastos provaram ser mais sensiveis ao “Tween 80% do que as
células HeLa. Os resultados mostraram que em estudos in vitro de
substancias que necessitam de emulsificadores e solubilizadores, a adigao
de Tween 80® numa concentragao final de 0,03% (v/v) pode ser usado sem
afetar o numero de células e a freqiiéncia de mitoses. No metodo aqui
descrito 0,1% (v/v) de “Tween 80% na solugdo teste provou ser suficiente
para emulsificagdo e solubilizagdo de substancias obturadoras de canal
radicular.

Bell (1969) relatou que, de acordo com os fabricantes, o
polietileno glicol possui as seguintes propriedades: & solluvel em agua e
muitos solventes organicos; tem um ponto de fusdo de 38°C a 41°C; é
estavel; e, tem baixa toxicidade. O autor, realizando implantes em ratos da
linhagem Wistar, observou que o potietileno glicol retardou a formagao de
tecido conjuntivo e osso, quando comparado com o grupo onde foi feito o
implante preenchido com sangue.

Segundo Bazerque (1976) o polietileno glicol ou polioxietileno

glicol € um éster do glicol e pode apresentar peso molecular variando de 150
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kD a mais de 10.000 kD , de acordo com o grau de polimerizagdo. Podem
apresentar-se na forma liquida, semi-sdlida ou solida. Tem a propriedade de
ser solivel em agua e servir como veiculo em pomadas que permitem a
incorporagdo de medicamentos hidrossoluveis, faciimente removiveis em
agua. Os mais usados em Odontologia sdo o PEG 400 kD, o PEG 1500 kD e
o PEG 4000 kD. O PEG 400 kD se apresenta como um liquido viscoso,
incolor, transparente; é soluvel em agua, alcool e acetona, sendo utilizado
em cremes e logdes para a pele e o cabelo, e também como veiculo de
pomadas e supositérios. Por sua vez, o PEG 1500 kD e sdlido, branco
amarelado; é soluvel em agua e alcool e um importante veiculo de pomadas
hidrossoluveis. Ja o PEG 4000 kD se apresenta como um soélido amorfo,
duro, com o aspecto e consisténcia da parafina, inodoro, de coloragéo
branco leitoso; € sollivel em agua e alcool e € utilizado como o anterior para
dar distintas consisténcias ao veiculo das pomadas lavaveis.

Giro et al. (1994), afirmaram que o PEG 400 kD & um veiculo
hidrossoluvel, com peso molecular relativamente alto, o que dificulta a

dispersdo do hidroxido de célcio, mantendo-o por mais tempo na area

desejada.

2.4. Estudos in vitro:

O estudo in vitro utilizando técnicas de cultura de céluias é

importante para a padronizagdo biolégica de materiais dentarios, permitindo
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melhor controle das condigdes experimentais. Desde entdo essas técnicas
tém sido empregadas para estudar o efeito citotoxico de materiais dentarios.

Menegaux et al. (1934) apud Kawahara et al. (1968) relatam
que o primeiro estudo in vitro sobre materiais implantados foi realizado no
campo ortopédico. Por sua vez, na area odontoldgica estudos in vitro foram
realizados por Kawahara et al. (1955) e Grant (1955) apud Kawahara et al.
(1968), para avaliar a citotoxicidade de varios materiais dentarios, tais como,
metais, ligas, resinas sintéticas, cimentos dentarios, materiais obturadores
de canal e materiais de capeamento pulpar utilizando cultura de células.

O dano celular pode ser observado pela morfologia celular,
efeitos de membrana, atividade celular e indice de proliferagdo. Assim,
Bergman (1959) apud Spangberg (1969a) introduziu o método de contagemr
de células e de mitoses para avaliagdo do dano celular, onde a suspensdo
celular e a solugdo teste sdo misturadas em uma cimara de cultura
consistindo de um anel de vidro fixada a uma lamina. Apéds fixagdo e
coloragdo da cultura as células e mitoses séo contadas.

Por sua vez, Guess et al. (1965) apud Schmalz (1994)
relataram que efeitos de membrana poderiam ser demonstrados pelo
vermelho neutro, o qual & armazenado em células viaveis e liberado no meio
circundante apoés dano celular, porém, a avaliagdo do dano celular por esse
método & subjetiva.

Posteriormente, para avaliagdo da citotoxicidade do material,
Spangberg (1973) introduziu o método da mensurag¢do da liberagdo de um

isétopo radioativo incorporado no interior das céiulas (cromo radioativo -
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S'Cr), baseado no dano celular apés contato direto material-célula. A
liberagdo de marcadores radioativos de células-alvo € usada para avaliagao
quantitativa do dano celular. Ap6s a exposi¢cdo a materiais tdxicos, ocorrera
dano celular e a liberagdo de DNA marcado pode ser medida para indicar o
dano celular. Esse método tem sido amplamente utilizado como teste de
avaliagdo para muitos materiais dentarios e provou ser util para comparar
a citotoxicidade de materiais obturadores endodénticos, sendo um método
rapido, altamente sensivel, que possibilita adequado contato material-célula
e permite quantificagéo objetiva do dano celular com boa precisao.

A Federagdo Dentaria Internacional (1980) recomendou que a
avaliacdo da toxicidade de materiais dentarios fosse feita segundo niveis
biologicos: testes iniciais, testes secundarios e, finalmente, testes de uso.
Dessa forma, o numero de testes e de animais necessarios para os testes
de uso poderiam ser limitados, pela avaliagao preliminar de dados dos testes
iniciais. Dentre os testes iniciais mencionou os seguintes testes de
citotoxicidade in vitro: método da liberagdao de cromo radioativo, método do
filtro “Millipore” e teste do revestimento com agar.

De acordo com Schmalz (1981) apud Schmalz (1994), outros
métodos baseiaram-se na exclusdo do corante (azul de Trypan), o qual
penetra nas células mortas, que possuem lesdo da membrana celular,
enquanto isso ndo ocorre nas ceélulas vivas, que apresentam membrana
integra.

Segundo Pollard (1990), a determinacdo do numero celular

poderia ser realizada usando um contador de particulas eletrénico ou por um
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hemocitdmetro. O primeiro € mais preciso e pode ser usado para contar
baixas concentragbes de células (aproximadamente 10° 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 exclus&o do corante azul de Trypan, pode ser usado para
estimar a  viabilidade celular. Para a contagem as células sé&o
ressuspendidas e uma gota da suspensdo celular € adicionada aos dois
lados do hemocitdmetro. Cada quadrado da uma area de 1 mm? e uma
profundidade de 0,1 mm, isto &, o volume de 10™ ml. Para determinar a
viabilidade celular, antes de colocar as células no hemocitdmetro, elas
podem ser diluidas em azul de Trypan. O nimero de células que nédo se
coraram, ou seja, que apresentaram a membrana intacta, pode ser
determinado.

Baserga (1990) relatou que células em cultura podem crescer
por aumento no tamanho da céluia ou por aumento no nimero de células. A
contagem do numero de células em uma placa de Petri nos diz quanto a
populagdo celular cresceu, porem nao informa se as células estdo ou nio
proliferando. Se desejamos determinar o efeito de qualquer alteragcdo no
meio de cultura sobre a proliferagdo celular, isto & sua capacidade de
estimuiar ou inibir a divisdo celular, o método melhor e mais simples é contar
0 numero de células antes e apés o tratamento, com intervalos de 24 horas,
se possivel. O melhor parametro para indicar se uma populagéo celular esta

ou n&do crescendo é contar o numero de células por placa de cultura.
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Ciapetti et al. (1996) afirmaram que embora os métodos que
empregam a incorporagdo de nucleotideos sejam sensiveis, apresentam
algumas desvantagens, tais como: perigo de manuseio dos marcadores
radioativos, uso de sala e equipamentos especificos, bem como a geragéo
de residuos radioativos.

Embora de valor limitado, a cultura de células pode ser um
instrumento valioso na elucidagdo do mecanismo de biocompatibilidade de
materiais dentarios. A maioria dos materiais dentarios tem uma composi¢ao
quimica complexa e diferentes constituintes podem ser liberados dos
materiais nas dareas circundantes. Ao investigar o mecanismo da resposta
biolégica a tais materiais € necessario, conforme Leirskar & Helgeland
(1981), avaliar os efeitos bicldégicos das substancias liberadas
separadamente e em combinagdo, a interagdo destas substancias com o
meio biolégico e os efeitos sinérgicos ou antagénicos de combinagdes destes
constituintes. Aparentemente, um grupo de métodos é necesséario para
avaliar estes vérios aspectos. Nenhum experimento isolado pode dar a
resposta final aos mecanismos da resposta biolégica a materiais dentarios.

De acordo com Mjér et al. (1985) a citotoxicidade de materiais
dentérios in vitro foi avaliada por meio de medidas de crescimento celular,
alteragbes na permeabilidade da membrana, alteragbes metabdlicas ou
alteragOes citopaticas. Alguns métodos avaliam a citotoxicidade por dois ou
mais desses parametros. Trés testes utilizados para avaliar a citotoxicidade
sdo baseados em, alteragbes na permeabilidade da membrana (teste do

revestimento com dagar; teste da liberagcdo de 51Cr) e em alteragdes
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metabdlicas combinadas com um corante celular e microscépio (teste do filtro
Millipore). O método da liberagio do *'Cr, além de uma é&rea de trabalho
estéril e incubadora com controle de ar, umidade e temperatura, requer um
espectrometro gama ou um contador de cintilagdo liquida e um sistema de
distribuigdo de residuos radioativos. Se a substancia teste tem a capacidade
de precipitar proteinas, esse método pode indicar um resultado falso, dando
uma baixa liberagao de *'Cr. No método do revestimento com agar o material
é colocado em contato direto com o agar que reveste uma monocamada
celular, a qual & corada com vermelho neutro vital. Ao ocorrer lise celular,
registra-se um “indice de resposta’ baseado no tamanho da difusdo pela
zona descolorida e a porcentagem das células lisadas dentro das zonas. O
método do filtro Millipore registra de acordo com um escore baseado na
intensidade da coloragdo da zona e o didmetro ou extensdo das areas
afetadas, classificando o material como ndo téxico, levemente téxico,
moderadamente toxico e severamente toxico.

Spangberg & Pascon (1988) avaliaram a importdncia do
preparo do material ao estudar a citotoxicidade de sete cimentos
endoddnticos comumente usados para obturagdo do canal radicular como
material sélido ou em solugdo. Utilizaram trés métodos diferentes para
preparar os materiais em mistura fluida: (1) emuisificagdo em “Tween 807;
(2) dissolugdo em etanol 95% e emulsificacdo em “Tween 80”; (3) dissolugdo
em cloroférmio e emulsificagéo em “Tween 80”. A propor¢éo foi de 240mg do
material para 1,0 ml do solvente. Para os experimentos, o material dissolvido

foi misturado com meio de cultura em uma concentracdo estoque de
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4.000ug/ml de material. As solugdes estoque foram, por sua vez, diluidas em
meio de cultura em menor concentragdo para os experimentos. As solugbes
foram filtradas em uma membrana de filtro com poros de 0,22um para
eliminar as particulas solidas. Os resultados indicaram que a forma de
preparo do material &€ de extrema importancia quando se utiliza metodologia
in vitro. O ideal € preparar o material exatamente na forma a ser usada. No
caso de cimentos endoddnticos, a pasta misturada € a forma adequada. O
material solido /in vivo entrara em contato direto com o tecido circundante
onde pode haver ingestdo direta do material dentro das células
macrofagicas, por meio de varios processos digestivos. Isso ndo pode ser
simulado durante a avaliag@o in vitro. Concluem que os experimentos in vitro
e in vivo s6 podem ser comparados quando as condi¢gdes de cultura e
preparo do material sdo semelhantes. O uso de materiais solubilizados
através de preparo artificial ndo ddo respostas adequadas em relagdo a
citotoxicidade. Tais preparagbes podem ser uteis ao se estudar os
componentes dos materiais ou 0s mecanismos de toxicidade.

Freshney (1990) relatou que os ensaios com cultura de células
podem ser divididos em duas classes: (1) Resposta imediata ou de curto-
prazo, tal como alteragdo na permeabilidade da membrana ou perturbacédo
de uma via metabdlica; e, (2) Sobrevivéncia a longo-prazo, geralmente
medida pela retengcdo da capacidade de auto-renovagdo ou sobrevivéncia
em estado alterado, como por exemplo, transformag@o maligna. Os ensaios
de curta duragdo séo usados para medir a proporgdo de células viaveis apds

um procedimento traumatico. A maioria dos testes de viabilidade baseiam-se
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no rompimento da integridade da membrana, determinado pela penetragdo
de um corante ao qual a célula normalmente & impermeavel (por exemplo,
azul de Trypan, eritrosina, nigrosina), ou a liberagdo de um corante ou
isétopo normaimente retido pelas celulas viaveis (por exemplo, diacetato de
fluoresceina ou cromo radioativo). Por sua vez, os testes a longo-prazo
geralmente sdo usados para demonstrar a capacidade metabdlica ou
proliferativa das células apds influéncia tdxica, cujo objetivo € medir a
sobrevivéncia. A capacidade de sobrevivéncia das células a uma injuria
toxica tem sido a base da maioria dos testes de citotoxicidade, uma vez gque
a sobrevivéncia implica na retenggo da capacidade regenerativa da célula.

Com relagéo ao tipo celular a ser utilizado no experimento,
Browne & Tias (1979) revisaram o tema da dependéncia celular sobre o
resultado da citotoxicidade in vitro. Segundo o autor, muitos aspectos dos
testes in vitro sdo relevantes para a simulagdo do uso clinico de materiais
dentarios, especialmente: o tipo de célula usado, o estado fisico do material,
método de contato material-célula e 0 método de avaliagéo da citotoxicidade.
Apesar de ter sido arglido que os estudos de citotoxicidade deveriam ser
realizados usando células homoélogas ao 6rgéo-alvo in vivo, concluiram que o
tipo de linhagem celular experimental empregada ndo era um fator decisivo
na determinagdo da toxicidade de um material.

Schmalz (1981) apud Schmalz (1994) afirmou que dois tipos de
células sdo usados: linhagens de células permanentes derivadas de colegdes
tipo cultura (ou de fontes comerciais) ou linhagem de células primarias,

derivadas de “explant’ e estabelecidas em cada laboratério individual. O
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autor relatou que a escolha do método de registro deve ser baseada na
informagédo desejada. Inicialmente, métodos mais simples, baseados nos
efeitos de membrana ou no indice de proliferagdo celular deveriam ser
usados. Posteriormente, se houver necessidade de informagbes mais
detalhadas relativas ao mecanismo de agdo tdéxica, métodos mais
sofisticados baseados na atividade celular deveriam ser usados. O autor
mencionou que © uso do indice de proliferagéo para registrar o dano celular
é um dos métodos 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.

Ao realizarem experimentos com linhagens de células
permanentes e células primarias (células da gengiva, células do ligamento
periodontal), Schmalz & Sharaf (1988) apud Schmalz (1994) observaram
uma tendéncia para as celulas primarias serem menos sensiveis que as
linhagens de células permanentes. Porém, os principais efeitos
demonstrados neste teste foram os mesmos, independente do tipo de
linhagem celular usado.

Eiskjaer & Arenholt-Bindslev (1994) avaliaram a sensibilidade
relativa de células humanas transformadas e primarias, expostas a
alteragbes citotdxicas idénticas. A toxicidade relativa do formaldeido, o
qual é liberado de materiais dentarios, foi estudada em culturas de epitélio
oral humano (HE), fibroblastos pulpares de dentes humanos (HPF) e células
HelLa. Dois dias apds o estabelecimento as culturas foram expostas por 24

horas a diluicdes graduadas do formaldeido. A citotoxicidade foi avaliada
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pela contagem de células e ensaios colorimétricos NR (ingestéo de
vermetho neutro) e MTT (teste tetrazdlio). As relagbes dose-resposta
revelaram que as células Hela foram mais susceptiveis a alteragdo
citotoxica do que as células HE e HPF. Além disso, concentragcdes mais
baixas do formaldeido causaram mais danc aocs lisossomos do que as
mitocondrias. Este estudo demonstrou que o tipo celular e os parametros de
toxicidade podem influenciar os dados obtidos dos estudos de toxicidade
celular.

Kawahara et al. (1968) relataram que €& mais importante
padronizar a area de superficie ativa da peca teste que entrara em contato
com o meio de cultura do que padronizar o peso do material usado. Para
conseguir essa padronizagao foi utilizado um tubo de polietileno de 0,6mm de
diametro. Diversos materiais obturadores de canal radicular foram testados,
dentre eles, o hidroxido de calcio. Uma peca teste contendo pasta de
hidroxido de calcio foi destruida no meio e as particulas do hidroxido de
calcio se dispersaram, alterando o pH de neutro para 9,8. Ndo foram
observados crescimento celular excessivo nem proliferagdo celular. As
células foram inicialmente perturbadas a nivel de membrana e mostraram
formacdo de vesiculas citoplasméticas grandes, 20 minutos apds a
aplicacdo da pasta de hidroxido de calcio e 24 horas apds a sua
manipulagdo, devido a destruigdo parcial ou permeabilidade anormal de uma
parte local da membrana celular e, finalmente, sinais de degeneragéo e
desintegragdo celular. Os autores concluiram que a pasta de hidroxido de

célcio altera o pH do meio para alcalino e as células mostram vesiculas
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citoplasmaticas e degeneragdo. Além disso, a citotoxicidade de materiais
dentarios diminuiu com o passar do tempo apds o preparo da substancia,
especiaimente em materiais que tomam presa, tais como, cimentos
dentarios, materiais obturadores de canal radicular, materiais de
capeamento pulpar e plasticos.

Para esclarecer o efeito in vitro de componentes sollveis em
agua, de diversos materiais obturadores de canal radicular, sobre a
multiplicagcdo e contagem de células He La, Spangberg (1969b) realizou um
estudo. Dentre os materiais estudados foram avaliadas duas pastas de
hidréxido de célcio: “Calxyi blue” e hidroxido de caicio associado a solugéo
salina. Os materiais foram preparados e colocados em tubos de vidro de
0,25ml, com diametro da boca do cilindro de vidro de 17,7mm. Esses tubos
foram submersos em meio de cultura. Apos 1 e 10 dias a 37°C e 5% de COx,
os tubos foram removidos do meio. O extrato obtido foi congelado e
armazenado a -100°C. As células foram cultivadas, tripsinizadas e
suspendidas de forma detalhada em um artigo prévio (Spangberg, 1969a).
Um anel de vidro unido a uma laminula com vaselina foi utilizado como
camara de cultura, onde 0,2ml da solugao teste foi misturado com 0,5ml de
suspensdo celular (1,5 x 10* células/ml). Apés 5 horas a 37°C, o anel de
vidro foi removido e a laminula foi lavada em um solugdo de Parker 199
aquecida (37°C). As células aderidas a lamina de vidro foram cultivadas por
18 horas. Ao final do crescimento foram fixadas e coradas, contando-se as
células e as mitoses. O numero médic de células por campo de visdo e o

nimero de mitoses foram calculados a partir das contagens registradas em
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20 campos de visdo por [amina. O numero médio de células por campo no
grupo experimental e o numero de mitoses por 100 células foram
determinados. Os resultados mostraram que para 1 e 10 dias de difusdo, a
pasta de hidréxido de calcio e o “Calxyl” liberaram tanta substancia téxica
que essas composi¢des tiveram de ser diluidas a 25% da sua concentragdo
original, para evitar a inibicdo do crescimento celular. Também nestes
experimentos a diminuigdo da frequéncia mitética foi associada com a
diminui¢do na contagem celular. A pasta de hidroxido de calcio associada a
solugdo salina e o “Calxyl” ndo diluidas inibiram completamente o
crescimento celular.

Spangberg (1969d) avaliou o efeito de materiais obturadores
de canal radicular, solubilizados e emulsificados em misturas fluidas, sobre o
efeito inibitério do crescimento de células HeLa. Mesmo concentragdes
muito baixas das misturas foram suficientes para inibir o crescimento das
células. Para o hidroxido de cdlcio, cloropercha e “AH26", a menor
concentracdo  inibitéria que inibiu o crescimento celular foi 0,1%
(peso/volume). Além disso, observou-se que o hidroxido de calcio foi o
primeiro a perder a agdo inibitéria de mitoses. O efeito inibitdrio mais forte
sobre o© numero de células por campo de visdo foi registrado para a
cloropercha seguida pelo hidréxido de calcio. O efeito inibitério sobre o
crescimento celular pode ser devido, em parte, ao aito pH e alto contetido de

ions calcio da cultura teste, que podem impedir a aderéncia das células ao

vidro.
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Spangberg (1969e) realizou investigacdo para comparar ¢ efeito
toxico de materiais obturadores de canal radicular sobre células Hela e
fibroblastos de pele humana in vitro e, também, verificar em qual fase da
mistura fluida localizam-se os componentes mais toxicos, apos
emulsificagdo e solubilizagdo dos materiais com “Tween 80%. Os resultados
mostraram leve tendéncia dos fibroblastos serem menos sensiveis ao efeito
téxico que as células HeLa. O efeito inibitério do crescimento cessou quando
as solugdes teste foram diluidas a uma concentragdo abaixo da
concentragdo inibitéria minima. A concentragdo da pasta de hidroxido de
calcio que inibiu completamente o crescimento de células Hela e
fibroblastos foi de 6,4%. Quando esse material foi testado em cuituras na
forma de mistura fluida filtrada,a concentragao inibitoria total foi de 0,1%. A
filtragdo da mistura teste com remogdo de particulas maiores que 1u de
diametro, tornou o material menos téxico e reduziu seu efeito inibitorio sobre
o crescimento de células conforme relato de Spangberg (1969d), exceto
para o “N2” e “Riebler”. Isso sugere que a toxicidade da maioria dos materiais
obturadores de canal radicular reside em agentes toxicos unidos as
substancias ndo sollveis em agua.

Com o intuito de avaliar o efeito téxico de materiais
restauradores, cimentos dentarios e outros materiais terapéuticos,
Tronstad & Wennberg (1980) desenvolveram um método in vitro que permitiu
a quantificagdo macroscopica da resposta celular. Com esse método,
filtros tipo “Millipore” foram colocados sobre o fundo de placas de cultura e

uma monocamada celular foi estabelecida sobre esses filtros. Ao final do
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periodo de incubagdo, o meio de cultura foi substituido por um meio
contendo 1,5% de Bacto-agar e deixado solidificar. Depois o filtro e o
revestimento com agar foram destacados gentilmente do disco, girados de
cabega para baixo e recolocados na placa de cultura. Dessa forma, a
monocamada celular repousa sobre 0 agar com o fitro por cima. Os
materiais a serem testados foram inseridos em laminulas de vidro, com
didametro de 7mm, colocados sobre o filtro e a placa é incubada por 2 horas.
Entdo, os espécimes foram removidos e o filtro com as células aderidas
gentiimente soltos da camada de agar. As células aderidas ao filtro foram
incubadas para demonstragdo citoquimica da atividade da succinato
desidrogenase para avaliar um possivel dano celular. Se um material tivesse
efeito sobre as células, uma diminui¢do na coloragao das células na area de
contato material-céiula representaria uma diminuigdo da atividade enzimatica
e, uma zona ndo corada na area de contato do filtro indicaria uma completa
inibicdo da atividade enzimatica. Dentre os materiais terapéuticos foi testado
o 6xido de zinco e eugenol e uma pasta de hidréxido de célcio em solugdo
salina isoténica em consisténcia cremosa. Os materiais foram testados apés
o preparo imediato e apds periodos de 5, 15 e 60 minutos e 24 horas. Foi
atribuido um indice com escores de 0 a 3 para graduar a resposta celular. O
escore 0 indicou nenhuma influéncia sobre as células; escore 1 denotou
reduzida coloragdo na area de contato material-célula; escore 2 significou
zona né&o corada com didmetro menor que 12mm, e, escore 3 representou
zona n&o corada com didmetro maior ou igual a 12mm. Os resultados

mostraram que a pasta de hidréxido de caicio em solugdo salina produziu
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escores 2 e 3 em todos os periodos, indicando um efeito toxico forte e
duradouro. Os autores concluiram que esses resultados pareceram dar uma
boa indicacdo quanto a natureza desse material. A pasta de hidroxido de
calcio em solugdo salina tem um pH de 12,5 e efeito necrotizante em contato
com o tecido pulpar quando usado como agente capeador, portanto,
deveria ser esperado que apresentasse um efeito tdxico in vitro.

Utilizando cultivo celular obtido a partir de polpas dentarias
humanas Das (1981) testou diversos materiais, dentre eles, pé de hidréxido
de célcio acondicionado em tubos estéreis de vidro. Foi usada a camara de
Rose com os materiais-teste pela facilidade de manter o material em
posicdo, bem como de realizar fotografias, por um periodo de 48 horas.
Observou-se uma zona avermelhada ao redor do tubo com hidréxido de
célcio. Nas primeiras horas as células nessa drea permaneceram esféricas,
enquanto o resto da camara mostrou células aderidas. Apos 24 horas, a
zona avermelhada desapareceu e as células na area apresentaram
aspecto e crescimento normal. O autor concluiu que a compatibilidade do
hidroxido de calcio em cultura de fibroblastos pulpares ocorreu, uma vez que
as células cresceram abundantemente ao redor do capilar contendo tal
substancia. Além disso, o pH inicialmente alcalino pareceu nao ter qualquer
efeito nocivo sobre a proliferagcao celular.

Hanks et al. (1983) avaliaram o efeito, in vitro, de quatro
medicamentos contendo hidréxido de calcio, utilizados para capeamento
pulpar, para saber se exerceriam algum efeito sobre a sintese proteica e de

DNA e, também determinar se os componentes do soro desempenhariam
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algum papel na estimulagédo da sintese proteica por estes materiais. Foram
utilizadas subculturas de fibroblastos pulpares humanos e de macacos. Os
seguintes materiais foram testados: “New Improved Dycal®“ "Hydrex®”, “Life™
e “Calasept™”. Enquanto a sintese proteica, bem como a sintese de DNA
foram deprimidas pelo “Dycal®, “Hydrex®™ e “Calasept™, a taxa da sintese
proteica em cuitura de células humanas, na presenga do ‘Life®™ aumentou
atingindo os niveis do controle, guando o meio foi trocado diariamente, mas
foi deprimida quando 0 meio ndo era trocado. Isso sugere que as proteinas
séricas desempenham um papel protetor para os tecidos pulpares sob
condi¢des inflamatérias, pelo menos no caso do “Life®, permitindo aos
odontoblastos se diferenciarem e produzirem matriz dentinaria sem
interferéncia dos componentes téxicos ou da alcalinidade excessiva.

A fim de avaliar o efeito do hidréxido de calcio sobre a divisdo
celular pela mensuragdo da sintese de DNA dos fibroblastos pulpares em
cultura de células, Torneck et al. (1983) realizaram um estudo. Devido a
baixa solubilidade em agua, 0,0121g de hidréxido de calcio foi dissolvido em
10ml de agua destilada a 23°C. O sobrenadante foi filtrado estéril e a
concentragéo de ions calcio foi de 0,1137g/ml. A solugéo foi misturada com o
meio de cultura para tentar estabelecer contato uniforme com todas as
células na placa de cultura e assegurar que o volume da solugdo usado ndo
alteraria o pH do meio de forma a afetar adversamente o crescimento
celular. O efeito da solugdo de hidréxido de calcio (0,001137g/ml) sobre a
sintese de DNA de fibroblastos pulpares de porco foi avaliada medindo-se a

incorporagdo de timidina triciada. Os resuitados indicaram que a adigéo de
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0,025m| de solugado aquosa de hidroxido de calcio ao meio de cultura levou
a8 uma maior incorporagdo do marcador radioativo pelos fibroblastos
pulpares. Esse efeito ndo foi tdo evidente quando 0,050mi de solugdo de
hidréxido de célcio foi usado. Parece, portanto, que a presen¢a de certas
concentragbes de hidroxido de calcio sdo mitogénicas para os fibroblastos
pulpares, enquanto outras ndo sio.

Zmener & Cabrini (1987) analisaram os efeitos adversos de trés
materiais a base de hidréxido de calcio sobre o comportamento de uma
populagdo celular mista de mondcitos sanguineos e linfécitos. As células
foram mantidas ou em contato direto ou proximo as amostras teste de
“Sealapex’, “CRCS" e "Dycal*. Os efeitos adversos destes materiais
aumentaram nessa ordem e as diferengas observadas entre cada material e
seu respectivo controle, bem como entre os préprios materiais foram
estatisticamente significantes. Segundo o autor, estes resultados poderiam
ser atribuidos a possiveis diferengas na capacidade dos ions calcio e
hidroxila sairem das amostras de cada material, produzindo diferentes niveis
de alcalinidade no meio de cultura, tornando-o um meio adverso para as
células cultivadas. O “Dycal“ pode produzir um forte meio alcalino. Além
disso, pode ser que outros componentes do material endurecido e ndo o
hidréxido de calcio possam exibir algum grau de toxicidade. Por sua vez, o
“CRCS" contém eugenol e eucaliptol, o que poderia explicar os fortes efeitos
adversos do “CRCS" quando comparado ao “Sealapex‘. De acordo com os

resultados desse trabalho, parece que os graus de inibi¢do de adeséao celular

correlacionaram-se com a toxicidade. Como as células foram mantidas em
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contato com os materiais por apenas 1 hora, os autores sugeriram que
fossem realizados estudos mais extensos para esclarecer o comportamento
celular ao contato com materiais a base de hidréxido de célcio.

Quando o hidréxido de célcio ou a hidroxiapatita sdo usados
como agente capeador pulpar, in vivo, observa-se uma ponte de dentina
reparativa. No entanto, enquanto novo tecido é formado diretamente sob a
hidroxiapatita, abaixo do hidréxido de caicio aparece uma area necrética. As
diferentes reagdes pulpares a esses dois agentes capeadores desencadeiam
diferentes respostas celulares. Baseados nesse ponto de vista, Alliot-Licht et
al. (1994) realizaram estudo, com o objetivo de analisar, in vitro, ©
comportamento de fibroblastos pulpares humanos em contato com pod de
hidroxiapatita pura e comparar com os efeitos do hidroxido de calcio. Apés
isolamento e selegdo dos fibroblastos pulpares humanos, in vitro, as células
foram caracterizadas quanto a sua morfologia, sua alta atividade especifica
da fosfatase alcalina e a sintese de fibronectina e colagenos tipo | e Ill. A fim
de evitar a interferéncia com a adeséao celular e difusdo, o hidréxido de célcio
ou hidroxiapatita foi colocado sobre fibroblastos pulpares humanos aderidos,
0os quais foram semeados 4 horas antes. As células foram incubadas na
presenga ou de hidroxiapatita (1,0 mg/ml) ou de hidréxido de caicio (0,8
mg/mi). Com o hidréxido de céicio as células exibiram alteragbes dramaticas
na morfologia, sintese de DNA, atividade da fosfatase alcalina e sintese de
proteina, concordando com a necrose observada in vivo. Com a
hidroxiapatita observou-se atividade fagocitaria dos fibroblastos pulpares em

dire¢do as particulas de hidroxiapatita (<10 um). Como conseqiiéncia da
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fagocitose, a sintese de DNA foi afetada. Esse efeito inibitdrio do
crescimento celular pela hidroxiapatita nao foi devido ao dano celuiar, como
demonstrado pelo aumento na incorporagdo de prolina e lisina triciadas pelas
células indicando estimulagdo da atividade metabdlica. A atividade da
fosfatase alcalina € um pré-requisito para a diferenciagdo celular. A
hidroxiapatita produziu um efeito inibitério sobre a atividade da fosfatase
alcalina, sugerindo que os fibroblastos pulpares ndo estavam em estado de
diferenciagdo. Concluindo, comparado aos efeitos do hidroxido de calcio
sobre fibroblastos pulpares humanos, estes dados sdo consistentes com a
biocompatibilidade da hidroxiapatita, descrita previamente in vivo e comprova
a ocorréncia da resposta bioldgica produzida por este biomaterial sintético.
Sabendo que a adesdo e o crescimento celular, aiém da
capacidade de divisdo celular (viabilidade celular) sdo fung¢des de vital
importdncia ao reparo de feridas, Lengheden (1994) estudou o
comportamento de fibroblastos, in vitro, em diferentes concentragdes de
calcio e niveis de pH. Fibroblastos embrionarios de pulmdo humano
(fibroblastos HEDL) e fibroblastos do ligamento periodontal (fibroblastos
PDL) foram cultivados em meio de cultura em niveis de pH fixos variando de
7.2 e 8.4, e concentragdes fixas de calcio variando entre < 100 uM e 20 mM,
na tentativa de simular os efeitos do hidroxido de calcio sobre as fungdes
celulares vitais, tais como adesdo e crescimento. Fibroblastos PDL
pareceram ser mais susceptiveis a alteragdes no pH e concentragdo de
célcio do que os fibroblastos HEDL. Em niveis de pH acima de 7.8, tanto a

adesdo como o crescimento diminuiram significativamente. As alteragbes na
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concentragdo de calcio e no pH influenciaram mais o crescimento do que a
adeséo celular.

Referente a avaliagdo da toxicidade de pastas & base de
iodoférmio in vitro, observa-se na literatura que sédo escassos os trabalhos
realizados.

Com o intuito de determinar a reagido tecidual, a toxicidade
celular, as propriedades bactericidas e a tolerancia tecidual a dez cimentos
de canal radicular comumente usados, Rappaport et al. (1964) realizaram um
trabalho. Para o estudo da toxicidade celular foram cultivadas células Hela
em meio de Eagle. Os materiais foram colocados sobre as células em
diferentes concentragbes e as culturas foram examinadas, ao microscopio,
apos 5 minutos, 1 hora, 12, 24, 48, 72 e 96 horas para evidenciar
degeneragdo téxica. Os materiais foram classificados partindo do mais para
o menos tdxico. Para todos os cimentos a concentragdo de 2% foi tdxica.
Nenhum composto foi toxico quando diluido além de 0,2%. Para o cimento
“Mynol”, que contém iodoférmio na sua composigéo, além de 6xido de zinco,
subnitrato de bismuto e resina, veiculados em eugenol, creosoto e timol, a
toxicidade diminuiu dentro da variagdo média dos materiais testados. Na
diluicdo a 0,5% houve perda da toxicidade, sendo téxico nas concentragOes
de 1 e 2%.

Bae et al. (1987) realizaram estudo sobre a toxicidade do
iodoférmio utilizando cultura de fibroblastos V79, originadas de hamster
chinés, com a finalidade de verificar se havia inibigdo da proliferagdo celular,

morfologia, indice de sobrevivéncia e inibigido da sintese de DNA e RNA. O
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jodoféormio em pod foi dissolvido em di-metil-sulfoxido (DMSO) na
concentragdo de 60mg de iodoférmio/mi. Essa solugao foi diluida em meio
essencial minimo de Eagle. Os resultados mostraram que o crescimento das
células foi levemente reduzido pelo tratamento com o iodoférmic a 30 ng/mi
por 24 e 48 horas. Nenhum efeito inibitério na sobrevivéncia celular foi
observado em culturas tratadas com 10 a 30 pg/ml por 2 a 24 horas. No
entanto, o tratamento com iodoférmio a 100ug/ml por 2, 6, 12 ou 24 horas
produziu uma sobrevivéncia celular de 86,9 + 13,3%, 32,2 + 8,0%, 4,5 +
2,5% ou 0% de culturas ndo tratadas, respectivamente. A exposigdo das
células em 10 a 100 pg/ml por 2 horas resultou em inibicdo da sintese
proteica e de DNA e RNA.

Com a finalidade de comparar os efeitos antimicrobiano e
citotoxico da pasta “Kri 1°, um material obturador de dentes deciduos a base
de iodoférmio, com o o6xido de zinco e eugenol (OZE), Wright et al. (1994)
realizaram estudo utilizando técnicas in vitro. A avaliagdo antimicrobiana foi
feita através da medida das zonas de inibicdo do Streptococcus faecalis em
meio de agar-sangue. Por sua vez, a avaliagdo da citotoxicidade envolveu
experimentos de contato direto do medicamento com a célula por 4 e 24h,
usando medicamentos recém-preparados e apds tomar presa e, também,
experimentos de contato indireto medicamento-célula com 24 horas de
duragdo, usando medicamentos frescos e ap6s tomar presa. Os resultados
mostraram que o 6xido de zinco produziu maior zona de inibigdo bacteriana
que a pasta “‘Kri 1%, contrastando com outros estudos, talvez devido a

quantidade aumentada de eugenol incorporado ‘ao Oxido de zinco para se
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aproximar da consisténcia da pasta “Kri 1*. Nos experimentos do contato
indireto, a citotoxicidade do OZE diminuiu a niveis do controle apds apenas 1
dia do endurecimento, enquanto foi maior para a pasta “Kri 1. Os
resultados sugeriram que o OZE tem menor citotoxicidade, embora o contato
prolongado, medicamento-célula possa resultar em ambos medicamentos
apresentarem alta citotoxicidade. Quando colocada em contato direto com
as células a pasta “Kri 1" foi, no minimo, tdo citotdéxica quanto o éxido de
zinco e eugenol e, ao contato indireto, a pasta “Kri 1" foi mais téxica que o
oxido de zinco e eugenol.

Preocupados em avaliar o efeito de uma pasta composta de
iodoférmio e carbowax, Daniel et al. (1996) realizaram estudo empregando
cultura de células. Para tal estudo foram utilizados fibroblastos 3T3
NIH/SWISS. Trés dias ap6s o plagueamento, culturas confluentes receberam
laminulas de vidro pinceladas com 0,02g da pasta. Apds 0, 6, 12 e 24 horas
do contato inicial com a pasta, as células controle e tratadas foram
tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer, fornecendo dados para a
curva de viabilidade celular. Os resultados mostraram que ndo houve
alteragéo do numero de células e viabilidade celular até 12 horas. Apds esse
periodo, a viabilidade das células tratadas diminuiu drasticamente e, em 24
horas, praticamente todas as células morreram. Concluiu-se que até 12
horas o iodoférmio mostrou-se biocompativel, no entanto, apds ser
metabolizado, provavelmente ocorreu a liberagdo de algum componente

téxico para as células, matando-as em 24 horas.
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Com a finalidade de avaliar o efeito citotdxico da pasta de
Guedes-Pinto, a qual contém iodoférmio na sua composicdo, Santos et al.
(1996) utilizaram ensaios de viabilidade pela exclusdo de células coradas
pelo azul de trypan. Para realizagdo do estudo, fibroblastos NIH 3T3 SWISS
foram plaqueados na densidade de 2 x 10* por placa de Petri de 60mm de
diametro. Dois dias apds o plagueamento, culturas confluentes receberam
laminulas de vidro contendo 0,06g da pasta Guedes-Pinto. Como controle
negativo foram testadas laminulas de vidro sem medicamento. Apés 0, 4, 8 e
12 horas do contato com a pasta, as células foram contadas em camaras de
Neubauer, fornecendo dados para a viabilidade celular. Também foi
executada a mesma metodologia em fibroblastos de polpa obtidos de cultura
primaria de polpa. Os resultados indicaram que a viabilidade celular ocorreu
até 12 horas apés o contato com a pasta e, apds esse periodo, observou-se
morte celular, 0 que sugere ser por alguma substancia liberada.

Estabelecida a importancia do cultivo celular como metodologia
de pesquisa cientifica, bem como a necessidade de ser realizada uma
avaliagdo da reacgdo celular ao contato com materiais dentarios, nos
propusemos a realizar um estudo in vitro, com a finalidade de avaliarmos a
acdo do iodoférmio e do hidréxido de célcio quando associado a dois
veiculos diferentes, sobre cultura de fibroblastos 3T3 (NIH/SWISS), oriundos

de embrices de camundongos.




3. PROPOSICAO

Diante do exposto, nos propusemos a realizar uma avaliagdo
comparativa da citotoxicidade do iodoférmio e do hidréxido de calcio,
associados a dois veiculos diferentes: o polietileno glicol 400 na forma pura
(liguido) e o carbowax (creme), bem como dos veiculos isoladamente,
utilizando-se ensaios de viabilidade pela exclusdo de células coradas pelo
azul de Trypan. O objetivo do estudo foi comparar tanto a agdo imediata

quanto a agdo tardia dessas drogas sobre fibroblastos NIH 3T3 Swiss.




4. MATERIAL E METODOS

Foi utilizada a linhagem celular NIH-3T3 Swiss, fibroblastos
originados de embrides de camundongos, linhagem celular continua de
células com alta inibigdo de contato (ATCC CRL 1658). Todos os

procedimentos experimentais foram realizados sob capela de fluxo laminar.

4.1 - Material:

% Capela de fluxo laminar (VECO - Campinas, SP, Brasil)
< Tubo criogénico (Sigma)

<+ Banho-maria a 37°C (Fanem, SP)

< Di-metil-sulféxido - DMSO(Sigma)

<+ Dulbecco’s modified Eagle Medium(DMEM) (Sigma)

% Centrifuga Excelsa Baby |, modelo 206 (Fanem, SP)

*% Frasco plastico de cultivo celular - 25 cm? (Costar)

¢ Soro fetal bovino (Sigma)

% Solugdo antibidtica/antimicética (Sigma)
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% Incubadora com controle de temperatura/presséo (Forma
Scientific)

% Microscopio invertido de fase (Axiovert 25 - ZEISS)

< Pipetas de vidro graduadas (Costar)

% Pipetas Pasteur (Costar)

% Solugao tampao fosfato-salina sem calcio e sem magnésio
(PBSA) (Sigma)

< Solugéo de tripsina 0,25% (Sigma)

¢ Tubo de ensaio (Costar)

¢ Azul de Trypan a 0,4% (Sigma)

=+ Camara de Neubauer (Baxter)

+ Placas de Petri (60 mm de diametro) (Costar)

<% Laminulas de vidro (15 mm de didmetro) (Costar)

<% lodoférmio (Botica ao Vead'ouro Ltda., Sao Paulo)

¢ Hidrdxido de calcio P.A.(Pré-analise) (Botica ao Vead'ouro
Ltda., Sédo Paulo)

% Polietileno glicol 400 (PEG 400) (Botica ao Vead'ouro Ltda.,
Séao Paulo)

% Carbowax (36ml de PEG 400 + 31,59 de PEG 4000) (Botica
ao Vead'ouro Ltda., Sdo Paulo)

- Balanga analitica de precisdo (OHAUS)

 Placa de vidro para manipulagdo de cimentos dentarios

¢ Espétula para manipulagdo de cimentos dentérios
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4.2 - Métodos:

4.2.1 - Cultivo celular e determinagdo do numero de células

existentes no frasco original

Um tubo criogénico contendo as células congeladas foi
descongelado rapidamente (60 segundos) em banho de agua a 37°C. Para
remover a substancia crioprotetora (di-metil-sulféxido - DMSO), o contetdo
da ampola foi transferido para um tubo de ensaio contendo 10ml de meio de
cultura e centrifugado a 300g durante 5 minutos, & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido e o precipitado de células, resultante da
centrifugagao, foi ressuspendido em 1,0ml de meio de cultura fresco e entéo,
transferido para um frasco plastico de cultivo celular de 25cm’ de area
cultivavel, contendo 5ml de meio de cultura fresco. O meio de cultura
utilizado foi o Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), contendo 10% de
soro fetal bovino e 1% de solugéo antibiética-antimicética.

As células foram mantidas em estufa a 37°C, numa atmosfera
contendo 95% de ar e 5% de CO,. A monitorizag&o do crescimento celular foi
feita a cada 24 horas, utilizando-se microscépio invertido de fase. O
subcultivo foi feito quando a monocamada celular tornou-se subconfluente.
Para tal, o meio do frasco foi aspirado e a monocamada celular lavada duas
vezes com uma solugéo tampéo fosfato-salina sem calcio e sem magneésio
(PBSA), pH 7.2. A seguir, as células foram separadas com 2,0ml de uma

solugdo de tripsina 0,25%, durante 1 minuto, a 37°C. A tripsina foi ent&o
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inativada com 5,0ml de meio de cultura contendo soro fetal bovino e as
células em suspenséo transferidas para um tubo de ensaio e centrifugadas a
300g durante 5 minutos, & temperatura ambiente. O sobrenadante foi
removido e o precipitado de células resultante da centrifugagdo foi
ressuspendido em 1,0ml de DMEM fresco. Para a perpetuagao da linhagem
celular, fragbes dessa suspensdo de células foram subcultivadas em novos
frascos, procedimento que deu origem a novas passagens da cultura. Para a
determinagdo do numero de células existentes no frasco original os
precipitados foram ressuspendidos em 1,0ml de PBSA e, 0,1ml dessa
suspensao celular foi dispensado em um tubo de ensaio, sendo adicionado
0,8ml de PBSA e 0,1ml de azul de Trypan a 0,4%, um corante para células
n&o vitais. Posteriormente, algumas gotas dessa mistura foram transferidas
para um hemocitdmetro ou cAmara de Neubauer (Figura 1) que, a seguir, foi
levado ao microscopio invertido de fase para a realizagdo da contagem do
numero de ceélulas. As células coradas em azul representam as células
mortas, enquanto as células ndo coradas sdo as células viaveis (Figura 2).
Entdo, a suspensdo celular restante (0,9mi) foi centrifugada.
Novamente, o sobrenadante foi aspirado e o precipitado de células
resultante da centrifugagéo foi ressuspendido em 1,0mi de meio de cultura
(DMEM) fresco. Dependendo do numero de células existentes no frasco
original foi adicionado a essa suspensdo uma determinada quantidade de
DMEM, de modo que obtivéssemos 1 x 10* células em cada 0,1ml. Tal
suspensdo de células foi entdo novamente cultivada em placas de Petri de

60mm de didmetro, onde as ceélulas aderiram e cresceram. Para a
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manutencdo da viabilidade das células a troca dos meios de cultivo dos

frascos e das placas de Petri foi feita a cada dois ou trés dias.

=

2.

Figura 1 - Fotografia do hemocitémetro ou camara de Neubauer utilizada para contagem do
nimero de células viaveis e mortas. Detalhe de uma das camaras (%) onde é
gotejada a suspensao celular (seta)

0 }g"
Y , = .wﬁv'-"'
Figura 2 - Fotografia do hemocitdmetro visto ao microscopio invertido de fase. Detalhe de
uma célula morta (M) corada em azul e de uma célula viavel (V) ndo corada.
Cada camara contém 25 quadrados ((1). Dentro de cada quadrado contamos e

registramos o nimero de células vivas e mortas, para posterior realizagdo das
curvas de crescimento e de viabilidade celular (x100)




112

4.2.2 - Grupos experimentais:

Resposta celular imediata ou de curto prazo

Grupo | - Controle( laminula de vidro sem substancia)
Grupo Il - Carbowax

Grupo lll - Polietileno glicol 400 (PEG 400)

Grupo IV - lodoférmio + Carbowax

Grupo V - lodoférmio + Polietileno glicol 400

Grupo VI - Hidréxido de célcio P.A.(Pré-andlise) + Carbowax

Grupo VII - Hidréxido de calcio P.A. + Polietileno glicol 400

Sobrevivéncia celular a longo prazo

Grupo | - Controle | (sem laminula de vidro e sem substéancia)
Grupo Il - Controle Il (laminula de vidro sem substéancia)
Grupo lll - Carbowax

Grupo IV - Palietileno glicol 400

Grupo V - lodoférmio + Carbowax

Grupo VI - lodoférmio + Polietileno glicol 400

Grupo VIl - Hidréxido de calcio P.A.(Pro-analise) + Carbowax

Grupo VIII - Hidréxido de calcio P.A. + Polietileno glicol 400
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4.2.3 - Preparo das substéncias:

As substancias sob a forma de pé e creme foram pesadas em
balanga analitica de precisé@o, enquanto o veiculo foi mensurado utilizando-se
uma pipeta de vidro estéril com capacidade de 1,0ml. A seguir as pastas
foram manipuladas em uma placa de vidro estérii de acordo com as

seguintes proporgdes relacionadas a seguir:

lodoférmio + Polietileno glicol 400

o o 0] i R ——— 025¢g

- Polietileno glicol 400 ............. 0,1 mi
lodoférmio + Carbowax

- lodoformio .......ccooeoeviiiiiiii 025¢g

-Carbowax ..........c.ceeii . 0,50¢g
Hidroxido de célcio + Polietileno glicol 400

- Hidréxido de calcio ............... 0,25¢g

- Polietileno glicol 400 ............. 0,2 ml
Hidréxido de célcio + carbowax

- Hidréxido de calcio ............... 0,25¢g

-Carbowax ............ccccoveeee, 0,50¢g
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4. 2.4 - Resposta celular imediata ou de curto prazo

Para realizagdo desta fase do experimento, as células crescidas
nos frascos foram tripsinizadas e contadas para determinagdo do niimero de
células existente no frasco original, conforme anteriormente descrito. A
suspensédo celular restante foi novamente centrifugada e resuspendida em
1,0ml de meio novo e plaqueadas numa densidade de 2 x 10* células em
placas de Petri de 60mm de didmetro, contendo 5,0ml de meio de cultura.
Apds o periodo de 72 horas, culturas confluentes receberam laminulas de
vidro de 15mm contendo 0,02g da substancia a ser testada (Figura 3) e as
culturas controles receberam laminulas de vidro sem material. A face da
laminula contendo a substéncia foi colocada em contato direto com as
células. Entao, 0, 6, 12 e 24 horas apds o contato com as substancias, as
células de 3 placas de Petri, para cada periodo experimental, foram
tripsinizadas e contadas em camaras de Neubauer, utilizando-se o
microscopio invertido de fase, perfazendo um total de 12 placas de Petri por
substancia testada.

Ao final de 24 horas do experimento foram realizadas curvas de
porcentagem de viabilidade celular em fungdo do tempo experimental, que

foram comparadas por meio de analise estatistica.
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Figura 3 - Fotografia de placas de Petri onde fibroblastos foram cultivados em meio de
cultura (DMEM). Detalhe de laminulas de vidro contendo a substancia testada
(setas)

4.2.5 - Sobrevivéncia celular a longo prazo

Para o desenvolvimento desta etapa do estudo, fibroblastos
NIH-3T3 Swiss, originados dos frascos, foram plaqueados em numero de
1x10* células por placa de Petri de 60mm de didmetro. Entéo, 4 horas apds
o plaqueamento, laminulas de vidro de 15mm de didmetro, contendo
0,02g da substancia a ser testada, foram colocadas sobre as células,
enquanto as culturas controles receberam somente laminulas de vidro. Apés

1, 3, 5 e 7 dias do contato com as substancias, as células foram

tripsinizadas e contadas em camaras de Neubauer, utilizando-se o
microscopio invertido de fase, perfazendo um total de 3 placas de Petri por

periodo experimental (Freshney, 1990).
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Ao final dos 7 dias do experimento foram realizadas curvas de
crescimento e de porcentagem de viabilidade celular em fungéo do tempo, as

quais foram comparadas através de meétodo estatistico.

4.2.6 - Contagem celular dos experimentos

Para a separagdo das células, as placas de cultura foram
submetidas a tripsinizagdo, individualmente, e as células em suspenséo
foram centrifugadas por 5 minutos com uma pressdo de 300g. O precipitado
de células foi ressuspenso em 1,0ml de PBSA. Uma aliquota de 0,1ml dessa
suspenséo de células foi dispensada em um tubo de ensaio, ao qual foi
adicionado 0,8ml de PBSA e 0,1ml de azul de Trypan a 0,4%. Ambas as
camaras de um hemocitometro (Figura 1) receberam algumas gotas dessa
suspensdo celular, as quais foram contadas sob microscopio invertido de
fase. O namero de células vivas e o numero de células mortas foi registrado
(Figura 2) para posterior utilizacdo nas equagdes matematicas descritas a
seguir.

O numero total de células originarias das placas de Petri foi

obtido através da seguinte eq. (1):

N9 de células = N2total de células contadas x Diluigdo x 10°

N2 de quadrados usados para contagem 1

Somente as células mortas apareceram coradas em azul. A
exclusdo dessas células da contagem geral serviu para a determinagéo do

nimero de células viaveis e da porcentagem de viabilidade celular.
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O numero total de células viaveis foi obtido através da mesma

eq. (2) somente excluindo as células mortas:

N2 de células vidveis = n?total de células contadas (ndo coradas) x Diluiggo x 10*

n® de quadrados usados para contagem (2)

O percentual de viabilidade da populagéo celular foi obtido pela

Form. (1) a seguir (Freshney, 1990):

Numero total de células vidveis x 100
NUmero total de células (1)

4.2.7 - Anélise estatistica
Os pontos das curvas de crescimento e de viabilidade celular
representam a média + o erro da média da contagem de 3 placas de Petri,
para cada periodo experimental. Os dados obtidos foram comparados
através de teste estatistico de analise de variancia e complementado pelo
teste de Tukey para comparagéo entre médias (GMC Basic Software, versdo
7.1). As diferengas estatisticas foram consideradas significantes ao nivel de

5% (p < 0,05).




5. RESULTADOS

Para uma melhor compreenséo, os resultados foram divididos
em 3 partes: (A) Resposta celular imediata ou de curto prazo - nesta fase foi
possivel avaliar a reagdo dos fibroblastos ao contato com as substéncias,
nos periodos experimentais de 0, 6, 12 e 24 horas, a qual foi representada
graficamente por curvas de viabilidade celular, expressas em porcentagem
de viabilidade em fungéo do tempo; (B) Sobrevivéncia celular a longo prazo -
nesta etapa, foram realizadas curvas de crescimento que representam,
graficamente, o numero absoluto de células viaveis, nos periodos
experimentais de 1, 3, 5 e 7 dias; (C) Sobrevivéncia celular a longo prazo -
finalmente, foram realizadas curvas de Vviabilidade celular, as quais
representam, graficamente, a porcentagem de viabilidade, nos periodos
experimentais de 1, 3, 5 e 7 dias.

Os dados originais obtidos para os experimentos da parte A
(Tabela A do apéndice) forneceram uma homogeinidade da amostra e,
portanto, uma curva de distribuicdo normal (Anexo A-1), permitindo a
realizacdo do teste estatistico paramétrico de analise de variéncia (Anexo

A-1) e teste de Tukey (Anexos A-1 e A-2) para verificar a significancia das
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variaveis em estudo. A comparagdo das diferengas entre as medias das
porcentagens de viabilidade celular, para o fator de variagdo: interacédo
(tempo x medicagao), segundo a mesma medicagao, nos diferentes tempos
experimentais encontra-se no Anexo A-3.
Os dados originais obtidos com os experimentos da parte B (Tabela B
do Apéndice) forneceram um curva de distribuicdo ndo normal (Anexo B-1),
razao pela qual foi realizada uma transformacdo dos dados para logaritmos
dos dados + 1 (log dados + 1) (Anexo B-1), a fim de se obter uma
homogeinidade da amostra e curva com distribuicdo normal e, portanto, um
resultado da analise estatistica mais preciso, ao verificarmos a significancia
das variaveis em estudo. Os dados transformados encontram-se na Tabela
D do apéndice. Neste caso também foi aplicado o teste estatistico de analise
de variancia (Anexo B-1) , complementado pelo teste de Tukey (Anexo B-2).'
A comparagdo das diferengas entre as médias dos valores transformados
dos numeros de celulas viaveis, para o fator de variagcdo: interagdo (tempo x
medicagdo), segundo a mesma medicagdo, nos diferentes tempos
experimentais encontra-se no Anexo B-3.
Os dados originais obtidos para o experimentos da parte C
(Tabela C do Apéndice) forneceram uma curva de distribuicdo normal
(Anexo C-1), razao pela qual foi realizado um teste estatistico paramétrico de
andlise de variancia (Anexo C-1) e teste de Tukey (Anexos C-1 a 2) para

verificar a significAncia das varidveis em estudo. A comparagdo das

diferencas entre as médias das porcentagens de viabilidade celular, para o
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fator de variacdo: interagdo (tempo x medicagéo), segundo a mesma

medicacao, nos diferentes tempos experimentais encontra-se no Anexo C-3.

PARTE A - Resposta celular imediata ou de curto prazo

Os valores correspondentes a meédia e erro da média das
porcentagens de viabilidade celular para o fator de variagdo: interagdo
(tempo x medicagdo), segundo os tempos experimentais, estdo descritos na
Tabela 5.1. A partir destes dados foram construidos os graficos das curvas

de viabilidade celular (Figuras 4, 5, 12, 13 e 14).

TABELA 5.1 - Valores da média e erro da média correspondentes a porcentagem
de viabilidade celular, distribuidos de acordo com os tempos experimentais, obtidos
com o experimento de curto prazo

Periodo 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas

Média | Erro da | Média | Erro da | Média | Erro da | Média | Erro da

Grupo Média Meédia Média Média
Gl 90,051 1,544 | 89,548 1642 90,038 1945 | 91,090 1,245

GHi 90,370 3,460 [ 90699 0,711 {89,092 0,772 | 81,099 6,616

Gl 90,284 1,421 | 88727 0394 |87,209 0,366 |86186 3,763

GIvV 91,898 0,739 | 88580 0,857 | 88,159 0,516 | 39599 1,630

GV 89686 1,585 | 88540 0,274 |82438 1943 |18,037 0,950

GVI 90,810 3,237 | 90686 3699 |89,396 2357 |89,132 2,566

GVl 88,700 1,039 |86,113 3,174 | 87,710 1,255 | 90,814 0,966

O grafico da figura 4 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aocs grupos

controle (Gl), carbowax (Gll) e PEG 400 (Gil), nos diferentes tempos
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experimentais. Analisando a Tabela 5.2, observa-se que ndo ha diferenga

estatistica significante em nenhum tempo experimental entre esses grupos.

100
I ”
90 -
I
8
8 80 - J_ —LF— Gl (Controle - laminula)
El
S —<— Gl (Carbowax)
3
g 70 —O— Gl (PEG 400)
E
=
>
60 -
50 L T L T
0 6 12 24

Tempo (horas)

Figura 4 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungdo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gl, Gll e Gl (resposta celular imediata ou
de curto prazo)

Tabela 5.2 - Comparagéo das diferencas entre as médias das porcentagens de
viabilidade celular, para o experimento de curto prazo, segundo os diferentes
tempos experimentais, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de Psy, - Valor
critico de Tukey = 12,60596.

0 HORA 12 HORAS | 24 HORAS

Gréaficos Diferenga | y = | Diferenga | oy = | Diferenga | oy = | Diferenga | y =
3 entre entre entre entre

Grupo \ médias | 9% | medias | °% | médias | 5% | médias | °%

Gl x Gl 0,319 ns 1,151 ns 0,946 ns 9,991 ns
Figura4 | Gl x Gll | 0,233 ns 0,821 ns 2,828 ns 4904 ns
Gll x Gll] 0,086 ns 1,972 ns 1,883 ns 5087 ns
Gl x GIV] 1847 ns 0,958 ns 1,879 ns | 51,491 s
Figura5 | Gl x GV | 0,365 ns 1,008 ns 7600 ns | 73,053 s
GIV x GV] 2212 ns 0,050 ns 5721 ns | 21,562 s
Gl x GVI| 0,759 ns 1,138 ns 0,642 ns 1,958 ns
Figura12 | Gl x GVII| 1,351 ns 3,435 ns 2,328 ns 0,276 ns
GVixGvIl| 2110 ns 4572 ns 1,686 ns 1,682 ns
Figura 13 | GIV x GVI 1,088 ns 2,096 ns 1,237 ns | 49,533 s
Figura14 | GV xGVII| 0,986 ns 2427 ns | 5272 ns | 72,777 s

ns - ndo significante s - significante
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O gréafico da Figura 5 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos Gl
(controle), GIV (iodoférmio + carbowax) e GV (iodoférmio + PEG 400),
expressa em porcentagem de viabilidade, nos diferentes tempos
experimentais. Na Tabela 5.2 observa-se que ndo ha diferenga estatistica
significante nos periodos de 0, 6 e 12 horas (Figuras 6, 7). No entanto, apos
24 horas (Figuras 8 a 11) do contato das células com a medicagdo observa-
se diferenca estatistica significante entre os grupos: Gl x GIV, Gl x GV e GIV

x GV.

100
80 |
g
B 60 - —{— Gl (Controle - laminula)
=
3 —O0—— GIV (lodoférmio + Carbowax)
)
3 404 —O0— GV (lodoférmio + PEG 400)
=
S
20
0 T 1 i T
0 6 12 24
Tempo (horas)

Figura 5 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungdo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gl, GIV e GV (resposta celular imediata ou

de curto prazo)
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Figura 6 - Cultura de fibroblastos 3T3 confluente (0 hora - lodoférmio + PEG 400); células
fusiformes e que, independentemente da droga ou veiculo utilizado, apresentou

aspecto arredondado, muitas se soltando do substrato. Esse aspecto foi
observado apés 12 horas nos grupos GIV (iodoférmio + carbowax), GV
(iodoférmio + PEG 400), GVI (hidroxido de célcio + carbowax) e GVII (hidroxido
de calcio + PEG 400) (x100) '
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Figura 8 - Cultura em regides mais afastadas da laminula com a droga (24 horas). Podemos
observar a permanéncia de algumas células de aspecto fusiforme (F) ainda
aderidas ao substrato, de permeio a varios células arredondadas, mortas (A) que
estéo se soltando (grupo GIV - iodoférmio + carbowax) (x200)

Figura 9 - Cultura em regides mais afastadas da laminula com a droga (24 horas). Todas as
células arredondadas, a maioria solta do substrato, mortas (grupo GV -
iodoférmio + PEG 400) (x200) '
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Figura 10 - Aspecto observado, apés 24 horas, nos grupos GVI (hidréxido de calcio +
carbowax) e GVII (hidréxido de calcio + PEG 400), mostrando a recuperagao
das células perdidas com o preenchimento do halo de inibigdo com células

vitais de aspecto fusiforme (setas) (x200)

¥ o R
’

Figura 11 - Aspecto observado, apés 24 horas, nos grupos GVI (hidréxido de calcio +
carbowax) e GVII (hidréxido de célcio + PEG 400). A distancia da laminula, as
células continuam de aspecto fusiforme e confluentes, mesmo perto de

fragmentos da pasta (setas) (x100)
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O gréfico da Figura 12 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos Gl
(controle), GVI (hidréxido de calcio + carbowax) e GVII (hidréxido de calcio +
PEG 400), nos diferentes tempos experimentais. Observa-se que ndo ha
diferenga estatistica significante em nenhum periodo experimental (Figuras
10 e 11), 0 que pode ser visto em detalhes na Tabela 5.2.

100
€ 904
’g 1 —{— GI (Controle - laminula)
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= 80 -
3
5

70

Tempo (horas)

Figura 12 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungéo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gl, GVI e GVII (resposta celular imediata
ou de curto prazo)
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O gréfico da Figura 13 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos IV
(iodoférmio + carbowax) e VI (hidroxido de calcio), nos diferentes tempos
experimentais. Constatou-se que até o periodo de 12 horas (Figura 7), ndo
ha diferenca estatistica significante. Porém, no periodo de 24 horas observa-
se diferenca estatistica significante entre os grupos IV (Figura 8) e VI

(Figuras 10 e 11), como observa-se na Tabela 5.2.

100
90
80 -

70 4 —LO—  GIV (lodoférmio + Carbowax)

60 - © GVI (Hid. Célcio + Carbowax)

50 4

Viabilidade Celular (%)

40 -
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L T Ll

0 6 12 24
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Figura 13 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fung&o dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos GIV e GVI (resposta celular imediata ou de

curto prazo)
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O grafico da Figura‘ 14 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos GV
(iodoférmio + PEG 400) e GVII (hidréxido de calcio + PEG 400), nos
diferentes tempos experimentais. Constata-se que até o periodo de 12 horas
(Figura 7), ndo ha diferenga estatistica significante, porém apds 24 horas
verifica-se diferenca estatistica significante entre os grupos GV (Figura 9) e

GVII (Figura 10 e 11), conforme observa-se na Tabela 5.2.
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Figura 14 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fung&o dos diferentes tempos
experimentais, referente aos grupos GV e GVIl (resposta celular imediata ou de

curto prazo)
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PARTE B - Sobrevivéncia celular a longo prazo

Curvas de crescimento celular

Os valores correspondentes a média e erro da média dos
nimeros de células viaveis (x 10*) para o fator de variagéo: interagdo (tempo
x medicagio) estdo descritos na Tabela 5.3. A partir destes dados foram

realizadas as curvas de crescimento celular (Figuras 15, 19, 22, 27, 29 e 32).

TABELA 5.3 - Valores da média e erro da média correspondentes ao nimero de
células vidveis (x 10%), distribuidos de acordo com os tempos experimentais,
obtidos com o experimento de sobrevivéncia a longo prazo

Periodo 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias
Grupo Média | Emoda | Média | Erroda | Média | Erroda | Média | Erro da
Média Média Média Média
Gl 1,126 0,079 | 8,867 0,227 | 18,933 0,506 | 29,288 0,331
Gll 0,932 0,076 | 4,703 0,551 | 14,677 0,516 | 28,504 1,380
Gl 0,632 0,080 | 3,611 0,262 | 10,011 0,535 | 23,955 0,580

GV 0,817 0,028 | 4,333 0,318 | 15,867 0,985 | 27,622 2,188
GV 1,232 0,127 | 1,627 0,067 | 2,117 0,187 | 0,437 0,078
GVI 0,849 0,056 | 0,664 0,019 | 0,029 0,003 | 0,000 0,000
GVl 0,973 0,018 | 7,733 0,127 | 14,911 1,446 | 23,411 3,114

GVl 0,657 0,026 | 4,354 0,673 |10,300 0,719 | 10,255 0,307
e e Bl i ST N e




O gréfico da figura 15 mostra a relagdo entre as curvas de
crescimento celular referentes aos grupos: Gl (controle - sem laminula e
sem substancia), Gll (Controle - s6 laminula), Glil (carbowax) e GIV (PEG
400), nos diferentes tempos experimentais. Na Tabela 5.4 observa-se que,
apds 1 dia, ndo ha diferenga estatistica significante entre os grupos (Figura
16), no dia 3 existe diferenga entre os grupos: Gl x GlI. Gl x Glll e GI x GIV
(Figura 17); no dia 5 houve diferenca estatistica significante entre os grupos:
Gl x Glll, Gl x Glll e Gl x GIV; no dia 7 ndo observa-se diferenca estatistica
significante (Figura 18). Denota-se ainda que entre os dois grupos controle
(Gl x Gll) s6 ha diferenga estatistica significante no dia 3. Entre os dois tipos
de veiculos (Glll x GIV) s6 observa-se diferenca estatistica significante no

dia 5 (Tabela 5.4).
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Figura 15 - Curvas de crescimento celular, expressas em namero de células viaveis (x 10%
em funcéo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos Gi, Gli,
Glll e GIV (sobrevivéncia a longo prazo)




Tabela 54 - Comparagdo das diferengcas entre as médias dos valores
transformados dos numeros de células viaveis (x 10%), para o experimento de
sobrevivéncia a longo prazo, nos diferentes periodos experimentais, pelo teste de
Tukey, ao nivel de significancia de Psy, - Valor critico de Tukey = 0,13356

:\\ Periodo 1 DIA 3 DIAS 5 DIAS 7 DIAS

\,
B

\\\ Diferenca | oy = | Diferenga | y = | Diferenga | y = | Diferenca | =

\.\
Gréaficos | Grupo \\\ entre 5% entre 5% entre 5% entre 50,

meédias médias médias médias

Gl x Gl 0,042 ns 0241 s 0,105 ns 0,013 ns

Gl x Gl | 0,116 ns 0.3

A
3
[#8]
—
7%

0,259 = 0,085 ns

Gl x G| 0068 ns .268

4]

0,074 ns 0,027 ns

Figura 15 | Gl x Glll 0074 ns | 009 ns | 0154

¥4

0,072 ns

Gii x GIV 0,026 ns 0,027 ns 0,031 ns 0014 ns

GlixGIV] 0,048 ns 0,063 ns 0,185 s 0,058 ns

Gll x GV 0,062 ns 0,333 s 0702 s 1812 s

Figuras | Gll x GVI 0,019 ns Cann 5 1182 = 14868 5
18e22 | GV x GVI 0,081 ns 3,198 - 1480 s 0168 s
Gll x GVIL] 0010 ns 3,189 s 0,003 ns 0,088 ns

Figura 27 | Gll x GVIll} (0 066 ns 0,031 ns g1 =z 0417 s
GVIIxGVIlll 0,076 ns 0220 s (146 s 0328 s

Figura29 | GV x GVt 0,052 ns 0522 8 0705 s 1,224 s
Figura 32 | GVI x GVIII 0,047 ns 0,500 s 1,038 s 1.051 s

e S e T W i e T T e L TR R ® S
ns - ndo significante s - significante
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Figura 16 - Fotografia ilustrando o crescimento dos fibroblastos NIH 3T3 (PEG 400). Ap6s 1
dia do plaqueamento e colocagao da substancia, observa-se em todos os grupos
poucas células, de aspecto fusiforme ou estrelario (F) e, muitas células em
divisdo (setas). No canto superior direito observa-se parte da laminula (L) (x200)

Figura 17 - Apés 3 dias (PEG 400) do plaqueamento ha um maior nimero de células; a

cultura esta em subconfluéncia e os aspectos morfoldgicos sdo similares aos da
Figura 16 (x200)
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Figura 18 - Apés 7 dias (carbowax) do plaqueamento, a cultura apresenta-se confluente
para todos os grupos, com grande nimero de células fusiformes e poucas
células estdo em divisdo (seta) (x200)

O grafico da figura 19 mostra a relagdo entre as curvas de
crescimento celular referentes aos grupos Gl (laminula), GV (iodoférmio +
carbowax) e GVI| (iodoférmio + PEG 400), nos diferentes tempos
experimentais. Observa-se que, apés 1 dia, ndo ha diferenga estatistica
significante entre os grupos (Figuras 20 e 21); no entanto, apés 3, 5 e 7 dias
do contato das ceélulas com a medicagdo ou laminula de vidro, observa-se
diferenga estatistica significante entre os grupos: Gll x GV, Gll x GVl e GV x

GVI (Tabela 5.4).
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Figura 19 - Curvas de crescimento celular, expressas em numero de células viaveis (x 10%
em fungdo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos Gll, GV

e GVI (sobrevivéncia a longo prazo)

Figura 20 - Culturas tratadas com iodoférmio + carbowax (GV). Apos 1 dia observa-se halo
de inibicdo ao redor da laminula de vidro com a substancia (seta), com células
mortas(M) e, mais afastado da laminula, células aderidas ao substrato (%)(X100)
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Figura 21 - Culturas tratadas com iodoférmio + PEG 400 (GVI). Apés 1 dia as células tém
aspecto estreldrio (k) e estdo aderidas ao substrato em meio aos fragmentos
da pasta (seta), de forma similar ao iodoférmio + carbowax (GV) (X100)

O gréfico da figura 22 mostra, em detalhes, a diferenca
existente entre as curvas de crescimento celular referentes aos grupos GV
(iodoformio + carbowax) e GVI (iodoférmio + PEG 400), apés 3, 5 e 7 dias

(Figuras 23, 24, 25, 26), conforme verifica-se na Tabela 5.4.

—— GV (lodoférmio + Carbowax)

—0—— GV (lodoférmio + PEG 400)

Ntmero de Células Vidveis (x 104)
o
e

-1 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (dias)

Figura 22 - Curvas de crescimento celular, expressas em numero de células viaveis (x 10%
em funcéo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos GV e
GVI (sobrevivéncia a longo prazo)
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Figura 23 - Culturas tratadas com iodoférmio + carbowax (GV). Apés 5 dias algumas areas
estdo preenchidas com células de aspecto fusiforme e células em divisdo
(seta) (x100)

Figura 24 - Culturas tratadas com iodoformio + carbowax (GV). Apés 7 dias, a cultura
apresenta células com alteragdes morfoldgicas indicativas de degeneragéo,
representadas por células multinucleadas () e granulagdes ou vesiculas
intracitoplasmaticas na regidc perinuclear (setas). Apenas algumas areas

apresentam este aspecto com células (x200)
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Figura 25 - Culturas tratadas com iodoférmio + PEG 400 (GVI). Apés 3 dias, o numero de
células ndo aumentou (x200)

Figura 26 - Culturas tratadas com iodoférmio + PEG 400 (GVI). A partir do dia 5 sdo poucas
as células que permanecem aderidas a placa de Petri (x100)
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O grafico da figura 27 mostra a relagdo entre as curvas de
crescimento celular referentes aos grupos Gll (controle), GVII (hidréxido de
célcio + carbowax) e GVIII (hidroxido de calcio + PEG 400), nos diferentes
tempos experimentais. Observa-se que nd@o houve diferenca estatistica
significante no periodo de 1 dia (Figura 28). No entanto, essa diferenca
estatistica é significante entre os grupos: Gll x GVII apenas no terceiro dia
do contato das células com a medicacgdo; Gll x GVIII, nos dias 5 e 7; e entre

GVII x GVIil, a partir do dia 3 (Tabela 5.4).
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Figura 27 - Curvas de crescimento celular, expressas em numero de células vidveis (x 10%
em fungdo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos Gll,
GVl e GVIII (sobrevivéncia a longo prazo)
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Figura 28 - Poucas células de aspecto fusiforme nas culturas tratadas com hidréxido de
calcio + carbowax (GVI1) e hidroxido de calcio + PEG 400 (GVIIl), de permeio a
substancia (seta) que se difundiu na placa de Petri. Essa difusdo foi mais
encontrada quando o veiculo utilizado foi o PEG 400. Aspecto 1 dia ap6s
(x200)

O gréfico da figura 29 mostra a relagdo entre as curvas de
crescimento celular referentes aos grupos GV (iodoférmio + carbowax) e
GVII (hidroxido de calcio + carbowax), nos diferentes tempos experimentais.
Constata-se que até o periodo de 1 dia ndo ha diferenga estatistica
significante (Figura 20), porém, apé6s 3 (Figura 30), 5 (Figura 23) e 7 dias
(Figuras 24 e 31) do contato das células com a substancia houve diferenga

estatistica significante entre os dois grupos (Tabela 5.4).
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Figura 29 - Curvas de crescimento celular, expressas em numero de células viaveis (x 10%

em fungdo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos GV e

GVII (sobrevivéncia a longo prazo)
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Figura 30 - Apds 3 dias encontra-se um halo de inibig&o contendo células mortas (M), mas
também com muitas células aderidas (A) e em divis&o (D), tanto nas culturas
tratadas com hidréxido + carbowax (GVII),.como com hidroxido de célcio +
PEG 400 (GVIII) (x200)
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Figura 31 - Nas culturas tratadas com hidréxido + carbowax (GVII) e hidréxido de calcio +
PEG 400 (GVIIl), apés 7 dias, independente do veiculo utilizado, todas as
culturas confluiram e o halo de inibigéo foi preenchido com células de aspecto
fusiforme (k) (x100)

O grafico da figura 32 mostra a relagdo entre as curvas de
crescimento celular de longo prazo referentes aos grupos GVI (iodoférmio +
PEG 400) e GVIli (hidroxido de calcio + PEG 400), nos diferentes tempos
experimentais. Denota-se que até o periodo de 1 dia nao ha diferenca
estatistica significante (Figuras 21 e 28), no entanto, apés 3, 5 e 7 dias
(Figuras 25, 26 e 31) do contato das células com a substéncia observa-se

diferenca estatistica significante entre os dois grupos (Tabela 5.4).
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Figura 32 - Curvas de crescimento celular, expressas em nimero de células viaveis (x 10%
em fungéo dos diferentes tempos experimentais, referentes aos grupos GVI e

GVIII (sobrevivéncia celular a longo prazo)

PARTE C - Sobrevivéncia celular a longo prazo

Curvas de viabilidade celular

Os valores correspondentes a média e erro da média das
porcentagens de viabilidade celular para o fator de variagdo: (tempo x
medicagdo), segundo os tempos experimentais, estdo descritos, na Tabela
5.5. A partir destes dados foram construidos os graficos das curvas de

viabilidade celular (Figuras 33, 34, 35, 36 e 37).
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TABELA 5.5 - Valores da média e erro da média correspondentes a viabilidade
celular, expressos em porcentagem, distribuidos de acordo com os tempos
experimentais, obtidos com o experimento de longo prazo

*

Periodo 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias

Grupo Média | Erroda | Média | Erroda | Média | Erroda | Média | Erro da
Média Média Média Média

Gl 90,560 1,876 | 93,455 2,283 (90,661 1,264 |90,134 1,044
Gll 82,984 1,569 |89,462 1,484 |82,599 0,959 (84,665 3,460
Gl 85,263 0,297 {86,960 1,077 {83,579 3,998 {88,515 1,083
GIV 84,584 1,686 |88,564 2649 |79,606 5,085 |80,380 3447
GV 92,609 0,475 | 86,658 2,409 88,653 0,841 [28,004 6,480
GVI 90,478 0,428 | 80,798 1,447 | 5,533 0,682 | 0,000 0,000

Gvil |81,582 2685 87,738 1,517 [85,309 1,733 | 86,991 1,526

Gvill  |77,087 4,813 | 85402 3,646 |82,014 4,619 (88,898 0,585

O grafico da figura 33 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos Gl
(controle sem laminula e sem substancia) , Gli (controle - laminula), Glil
(carbowax) e GIV (PEG 400), nos diferentes tempos experimentais. Por meio
desse gréfico constata-se que ndo ha diferenga estatistica significante entre

0s grupos em nenhum periodo experimental (Tabela 5.6).
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Figura 33 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular, em fungdo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gl, Gll, Glll e GIV (sobrevivéncia a longo

prazo)

Tabela 5.6 - Comparagdo das diferengas entre as médias das porcentagens de
viabilidade celular, para o experimento de longo prazo, nos diferentes periodos
experimentais, pelo teste de Tukey, ao nivel de significAncia de Psy, - Valor critico
de Tukey = 14,69341

1 DIA 3 DIAS 5 DIAS 7 DIAS
Diferenca = | Diferen¢a | oy = | Diferen¢a | x = | Diferenga | y =
Graficos entre entre entre entre
Grupo médias S% médias 5% meédias °% médias 5%

Gl x Gl 7,576 ns 3,993 ns 8062 ns | 5469 ns
Gl x Glll 5,297 ns 6,495 ns 7,082 ns 1,619 ns
Gl xGIV] 5976 ns 4891 ns | 11,055 ns 9,754 ns
Figura 33 | Gll x Gl 2,279 ns 2,502 ns 0,980 ns 3,850 ns
Gll x GIV 1,600 ns 0,898 ns 2,993 ns 4,285 ns
GlixGIV| 0679 ns 1,604 ns 3,973 ns | 8,135 ns
Gil x GV] 9625 ns 2,804 ns| 6,054 ns | 56661 s
Figura34 | Gll x GVI| 7494 ns 8664 ns | 77,066 s | 84665 s
GV x GVI] 2131 ns 5,860 ns | 83,120 s | 28,004 s
Gil x GVII 1,402 ns 1,724 ns 2,710 ns 2,326 ns
Figura35 | GllxGVIl} 5897 ns 4,060 ns 0,585 ns 4,233 ns
GVIIxGVILl 4495 ns 2336 ns | 3,295 ns 1,907 ns
Figura36 | GVxGVIl | 11,027 ns 1,080 ns 3,344 ns | 58,987 s
Figura37 | GVIXGVIl| 13391 ns | 4604 ns | 76481 s | 88,898 s

ns - ndo significante s - significante
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O grafico da figura 34 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos Gli
(controle - laminula), GV (iodoférmio + carbowax) e GVI (iodoférmio + PEG
400), nos diferentes tempos experimentais. Pela Tabela 5.6 verifica-se que
ndo ha diferenga estatistica significante no periodo de 1 (Figuras 20 e 21) e 3
dias. No entanto, ap6s 5 dias (Figuras 23 e 26) do contato das células com a
medicag¢do observa-se diferencga estatistica significante entre os grupos: Gli
x GVI e GV x GVI; e, apoés 7 dias (Figuras 24 e 26) existe diferenca

significante entre os grupos: Gll x GV, Gll x GVI e GV x GVI (Tabela 5.6).

110

90 -

70 -
—11+— Gll (Controle - laminula)

50 - —6— GV (lodoférmio + Carbowax)

0 —O— GVI (lodoférmio + PEG 400)
30 -

|_

10 +

Viabilidade Celular (%)

Tempo (dias)

Figura 34 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungéo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gll, GV e GVI (sobrevivéncia a longo

prazo)
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O grafico da figura 35 mostra a relagéo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos Gl
(controle - laminula) , GVII (hidréxido de calcio + carbowax) e VIl (hidréxido
de célcio + PEG 400), nos diferentes tempos experimentais. Pela Tabela 5.6
pode-se afirmar que nado ha diferencga estatistica significante em nenhum

periodo experimental (Figuras 28, 30 e 31).

100

90 - T
g —{1+— GiIl (Controle - laminula)
2
5 l —0— GVII (Hid. Calcio + Carbowax)
=
3 J- —O— GVIII (Hid. Célcio + PEG 400)
g 80 l
b
E
©
$ |

70 ¥ 1 T 1 T | 1

Tempo (dias)

Figura 35 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungdo dos diferentes tempos
experimentais, referentes aos grupos Gll, GVII e GVIII (sobrevivéncia a longo

prazo)
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O grafico da figura 36 mostra a relagdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos GV
(iodoférmio + carbowax) e GVII (hidroxido de calcio + carbowax), nos
diferentes tempos experimentais. Constata-se que até o periodo de 5 dias
nio existe diferenga estatistica significante, contudo, apés 7 dias (Figuras 24
e 31) do contato das células com a substéncia observa-se diferenca

estatistica significante entre os dois grupos (Tabela 5.6).
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75 -
= —}— GV (lodoférmio + Carbowax)
R
& 50 - —0—— GVII (Hid. Célcio + Carbowax)
3
(8]
@
§ \
= 25 4
o
&
S

T I 1 L] 1 | 1

Tempo (dias)

Figura 36 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fungéo dos diferentes tempos

experimentais, referentes aos grupos GV e GVII (sobrevivéncia a longo prazo)
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O grafico da figura 37 mostra a relagcdo entre as curvas de
viabilidade celular, expressas em porcentagem, referentes aos grupos GVI
(iodoférmio + PEG 400) e GVII (hidréxido de calcio + PEG 400), nos
diferentes tempos experimentais. Por meio desse grafico denota-se que até o
periodo de 3 dias (Figuras 21, 25, 28 e 30) nfo ha diferenga estatistica
significante, entretanto, apés 5 e 7 dias (Figuras 26 e 31) do contato das
células com a substancia observa-se diferen¢a estatistica significante entre

os dois grupos, ¢ que pode ser visto na Tabela 5.6.
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80 -

60 -

—{}—  GVI (lodoférmio + PEG 400)
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—<O——  GVIIl {Hid. Célcio + PEG 400)

20 4

Viabilidade Celular (%)

Tempo (dias)

Figura 37 - Curvas da porcentagem de viabilidade celular em fung&o dos diferentes tempos

experimentais, referentes aos grupos GVI e GVIII (sobrevivéncia a longo prazo)




6. DISCUSSAO

As lesBes periapicais representam uma resposta inflamatoria
frente aos estimulos nocivos oriundos do sistema de canais radiculares,
sendo que os fatores etioldgicos envolvem bactérias e seus metabdlitos,
tecidos necrosados ou irritagdo quimica (Ramachandran Nair, 1987; Mélven
et al., 1991; Paiva; Antoniazzi, 1993). Numerosos estudos tém mostrado que
infeccdes do canal radicular sdo de origem polimicrobiana, dominadas por
anaerébios (Miller, 1894; Moller et al., 1981; Ramachandran Nair, 1987,
Ranta et al, 1988; Haapasalo, 1989; Mélven et al., 1991). O processo de
reparo da lesdo periapical inicia com a inflamagdo aguda manifestada nas
primeiras fases da cicatrizagdo e, apés a eliminagdo da causa, 0 reparo
sobrepbe a resposta inflamatéria (Heithersay, 1970). No entanto, a
persisténcia de infecgdo, mesmo apés adequado preparo quimico-cirdrgico e
obturagdo do canal radicular, pode ser creditado a presenca de bactérias
localizadas na superficie externa da raiz, em nucleos de dificil acesso as
manobras realizadas no interior dos canais radiculares e as ceélulas
fagocitarias, caracterizando, assim, a infecgdo extra-radicular ou “lesdo

refrataria” (Boyle, 1934; Bystrom et al., 1987; Tronstad et al., 1987, Iwu et al.,
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1990; Tronstad et al., 1990a; Tronstad et al., 1990b; Ramachandran Nair et
al., 1990; Reader et al., 1994, Yared & Dagher, 1994).

A evidéncia da localizagdo de bactérias fora do canal radicular
tem conduzido a necessidade de utilizarmos medicagbes efetivas no
combate a tais microrganismos, com a finalidade de evitarmos as cirurgias
parendodonticas e suas conseqgiiéncias. Assim sendo, como recursos
clinicos disponiveis, medicamentos s&o empregados na tentativa de se
atingir essas regides, dentre os quais destacam-se o iodoférmio e o hidréxido
de calcio, geralmente empregados sob a forma de pastas (Nichols, 1984,
Leonardo et al., 1976, Maisto, 1975).

No que se refere ao iodoférmio, apesar de ter sido descoberto
ha mais de 150 anos (Serullas, 1829 apud Velazquez, 1955), observam-se
relatos controversos na literatura com relagdo as suas propriedades, sendo
levantadas muitas dlvidas quanto ao seu emprego como medicagao
intracanal.

Quimicamente, o iodoférmio corresponde ao triiodometano
(CHIs) ou triiodeto de formol (Thoms, 1930), com alto teor de iodo, em torno
de 96% (Prinz; Rickert, 1941; Pucci, 1945), sendo facilmente dissolvido em
alcool, éter ou gorduras, liberando iodo em estado nascente, exercendo
assim sua propriedade anti-séptica (Sturridge, 1924; Prinz; Rickert, 1941,
Pucci, 1945; Sollman, 1957; Veldzquez, 1955). E ligeiramente anestésico
(Pucci, 1945; Sollman, 1957; Bazerque, 1976) e volatiliza lentamente quando

exposto ao ar e a temperatura ambiente e, mais rapidamente, a uma
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temperatura constante de 37°C, liberando iodo (Maisto, 1975; Veldzquez,
1955; Bazerque, 1976).

As razbes para o abandono do iodoformio como medicagéo
intracanal eram atribuidas as seguintes propriedades que apresentavam-se
como caracteristicas negativas: odor penetrante e desagradavel (De Terra,
1896; Camargo, 1926; Prinz; Rickert, 1941; Sollman, 1957, Bazerque, 1976),
alteragdo cromatica dos dentes (Camargo, 1926; Garcia-Godoy, 1987). Outro
aspecto discutido esta relacionado a possibilidade de desenvolver reagbes
adversas, os relatos sdo pouco consistentes, tendo sido atribuido ao fato do
alto teor de iodo presente na composi¢do do iodoférmio (De Terra, 1896,
Goransson, 1957 apud Nichols, 1984; Sollman, 1957, Camargo, 1926;
Velazquez, 1955; Litter, 1964; Held, 1964). No entanto, tais reagbes so
ocorrem naqueles pacientes sensiveis ao iodo, condigdo que afeta apenas
uma pequena porcentagem da populagdo (Castagnola; Orlay, 1952,
Velazquez, 1955, Goransson, 1957 apud Nichols, 1984), ou quando
administrado em grandes quanfidades (Prinz; Rickert, 1941). Se for bem
administrado, raramente ha intoxicagdes (De Terra, 1896; Prinz; Rickert,
1941; Litter, 1964). Entretanto, como medicagéo intracanal, ndo observamos
relatos na literatura estudada guanto ao desenvolvimento de reagdes desse
tipo.

Outra propriedade bastante discutida refere-se a capacidade
anti-séptica do iodoférmio. Alguns autores afirmaram que o iodoférmio € um
fraco anti-séptico, apenas inibindo o crescimento da bactéria, pela oxidagéo

dos produtos da atividade bacteriana, ndo tendo agéo bactericida (De Terra,

ﬂl
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1896; Camargo, 1926, Prinz; Rickert, 1941; Pucci, 1945; Giovacchini, 1947
apud Aydos & Milano, 1984). Entretanto, outros autores relataram a sua forte
agéo anti-séptica (Sarrazin, 1924), inibindo o crescimento bacteriano ou
agindo sobre suas toxinas (Agostini, 1934). Todavia, uma das explicagbes
para o seu poder anti-séptico referem-se a potencializagdo do seu efeito
quando em contato com secregdes ou areas infectadas, liberando iodo em
estado nascente (Prinz; Rickert, 1941; Pucci, 1945). Esta afirmag&o, ainda
ndo comprovada, induziu a algumas consideragdes, tais como, a ligagao
desta substancia com as proteinas bacterianas, precipitando-as, ou entéo,
pela oxidacdo e iodizagdo dos elementos do protoplasma bacteriano (Litter,
1964). Por sua vez Held (1964) sugeriu que o iodoférmio ndo exerce agéo
direta sobre os germes, porém tem efeito sobre os tecidos ou sobre o liquido
celular, atenuando as condigdes de crescimento do germe. Portanto, no
tocante a essa propriedade anti-séptica, observa-se que os relatos existentes
carecem de novos estudos.

Quanto ao seu uso como material obturador em Endodontia
existiu uma preocupagéo com relagdo a reabsorgdo do iodoférmio dentro do
canal radicular, o que resultaria muitas vezes na criagdo de um “espago
morto”, sem mecanismo de defesa contra a infecgdo (Juge, 1959). Para
contornar esse inconveniente recomendou-se a utilizagdo de uma pasta
lentamente reabsorvivel na regido periapical, com maior quantidade de dxido
de zinco e eugenol para preencher o canal (Iglesias et al., 1965; Maisto,
1965) e uma pasta rapidamente reabsorvivel na regido periapical, a qual

sofreria desintegracado, provocando uma reagao tecidual mais intensa, sendo
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mais rapidamente reabsorvida. No entanto, tal preocupagao existiu devido &
necessidade de se manter o selamento hermético do canal para prevenir a
penetracdo de fluidos teciduais e evitar a sua posterior reinfecgdo. Como
medicagao intracanal, tal preocupagdo néo é relevante, uma vez que indica-
se o controle radiografico periddico para verificar o grau de reabsorgéo da
pasta e a diminuigdo ou desaparecimento da alteragéo periapical, permitindo
dessa forma a substituicdo da medicagdo, em caso de reabsor¢do da
mesma, ou a complementagéo do tratamento endoddntico pela obturagédo
definitiva do canal radicular.

Como propriedades positivas do iodoférmio observamos na
literatura 0s seguintes achados: por ser uma substancia acentuadamente
radiopaca € possivel visualizarmos, radiograficamente, o preenchimento
correto do canal radicular e o grau de penetragdo da medicagdo nos tecidos
periapicais, controlando sua reabsorgcio periddica. Isso € possivel uma vez
que a absorgdo dos raios X é diretamente proporcional ao peso atémico da
substancia utilizada (Pucci, 1945; Castagnola; Orlay, 1952; Maisto, 1965;
Maisto, 1975; Castagnola; Wirz, 1976). E analgésico suave, quando aplicado
sobre mucosas ou feridas abertas (Bazerque, 1976). Além disso, o
iodoférmio diminui a secre¢do de feridas (Sollman, 1957; Castagnola; Wirz,
1976), o que pode ser importante no caso de exsudatos provenientes da
regido apical. E, também, faciimente reabsorvido, em caso de
extravasamento para o peridpice (Walkhoff, 1928 apud Pucci, 1945,
Castagnola; Orlay, 1952; Maisto, 1965; Iglesias et al., 1965; Muruzabal et al.,

1966; Erausquin: Muruzabal, 1969; Barker; Lockett, 1971; Maisto, 1975;
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Castagnola; Wirz, 1976; Guedes-Pinto et al., 1981; Rifkin, 1982; Michel,
1984; Garcia-Godoy, 1987). Alguns autores acreditam que a remogdo da
pasta ocorre apenas pela agdo das células teciduais (Castagnola, 1950 apud
Nichols, 1984), devido a fagocitose e drenagem linfatica direta para os
nodulos linfaticos associados (Barker; Lockett, 1971) e, principalmente, pela
acéo dos leucécitos polimorfonucleares e macréfagos (Friend; Browne, 1968;
Michel, 1984; Chedid, 1988).

Outro ponto muito abordado refere-se a propriedade de
estimulacdo bioldgica proporcionada pelo iodoférmio. Sob esse aspecto sédo
considerados o poder irritante, a tolerancia tecidual, a agdo estimulante da
formacgdo de tecido de granulagdo cicatricial e a toxicidade. Alguns autores
afirmam que pastas iodoformadas reabsorviveis extravasadas no tecido
periapical parecem retardar a formagdo de tecido conjuntivo e impedir a
neoformacdo ossea ao longo de 28 dias (Bell, 1969; Erausquin, Muruzabal,
1969) e que, embora alguns pesquisadores afirmem que a pasta de
iodoférmio estimula os tecidos periapicais e acelera a regeneragdo dssea,
nenhuma evidéncia parece apoiar isto (Nichols, 1984). Revisando a literatura
pertinente encontramos, segundo a maioria dos autores, resultados
contraditérios a essas afirmagdes: as propriedades irritantes do iodoférmio
estimulam a proliferagéo celular (Prinz; Rickert, 1941; Sollman, 1957; Pucci,
1945; Friend; Browne, 1968; Bazerque, 1976), produzindo uma reagéo
inflamatodria inicial, com necrose tecidual (Friend; Browne, 1968; Erausquin et
al., 1966), atraindo células de defesa para a regido, principalmente leucécitos

polimorfonucleares e macrofagos, que realizam a remogdo do conteudo
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necrético da regido periapical (Friend; Browne, 1968; Michel, 1984; Chedid,
1988). Apesar dessa reagdo inflamatoria, o iodoférmio atua como estimulante
para o tecido de granulagdo inflamatério, induzindo a formagéo de um novo
tecido de granulagdo, dessa vez cicatricial, bem como a neoformagéo Ossea,
favorecendo o reparo da lesdo periapical e promovendo o fechamento do
forame apical e ramificagdes do canal radicular pela deposicdo de cemento
(Walkhoff, 1928 apud Pucci, 1945; Biolcati et al., 1942 apud Iglesias et al.,
1965; Pucci, 1945; Giovacchini, 1947 apud Aydos & Milano, 1984; Hayashi,
1958; Juge, 1959; Capurro, 1964 apud Maisto, 1975; Held, 1964; Maisto,
1965; Erausquin et al., 1966; Friend; Browne, 1968; Barker; Lockett, 1971;
Maisto, 1975; Bazerque, 1976; Holland et al., 1981; Michel, 1984; Chedid,
1988). Aliado a essas afirmagdes, observou-se frequentes relatos quanto ao
sucesso clinico obtido com tais preparagdes (Sturridge, 1924; Agostini, 1934,
Biolcati, 1942 apud Iglesias et al., 1965; Castagnola, 1950 apud Nichols,
1984 Engel, 1950 apud Iglesias et al., 1965; Castagnola; Orlay, 1952;
Iglesias et al., 1965, Guedes-Pinto et al., 1981; Rifkin, 1980 apud Rifkin,
1982; Garcia-Godoy, 1987, Thomas et al., 1994).

Por sua vez, o hidréxido de célcio também tem sido utilizado
como medicagdo intracanal com resultados satisfatérios. Esta substancia
apresenta-se como um pé branco, inodoro, obtido a partir do carbonato de
calcio. E ligeiramente soluvel em agua e insolivel em &lcool (Maisto, 1975;
Bazerque, 1976). Apesar das excelentes propriedades do hidroxido de calcio,
suas caracteristicas fisico-quimicas deixam muito a desejar. radiolucidez;

ndo possui viscosidade e aderéncia; permeabilidade aos fluidos bucais,
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sendo rapidamente reabsorvido na regido periapical e, consequéntemente,
solubilizado no interior do canal radicular, 0 que ndo pode ser detectado
radiograficamente; pouco escoamento, dificultando sua insergdo no canal
radicular, necessitando a agregacao de substancias que melhorem tais
propriedades (Andrade, 1973; Leonardo et al, 1976).

A composicdo da pasta de hidroxido de célcio pode influenciar o
seu grau de absorgdo, permitindo a invaginagéo de tecido de granulagéo no
forame apical (Holland et al., 1979), por isso, diversos veiculos tém sido
propostos para sua aplicagdo, tais como: anestésico, agua destilada; soro
fisiolégico; solugdo aquosa de metilcelulose; acetato de metacresila; telebrix.
Tais substancias s&o hidrossoliveis e induzem a rapida reabsor¢io da pasta
na regido periapical (Leonardo et al., 1976; Vernieks; Messer, 1878, Holland
et al., 1979; Holland et al., 1979; Anthony et al., 1982; Di Fiore et al., 1983;
Holland et al., 1981; Holland et al., 1983; Sahli, 1988; Souza et al., 1989,
Holland et al., 1990; Leonardo et al., 1993; Lage-Marques et al., 1994,
Sydney, 1996). No entanto, o polietileno glicol e o propilenoglicol, apesar de
serem hidrossollveis, tém comportamento semelhante aos dleos, produzindo
uma dissociagdo lenta do hidréxido de calcio, devido ao seu alto peso
molecular, porém com alta concentragdo idnica (Leonardo et al., 1993; Lage-
Marques, 1994). Qutros veiculos tém sido usados: paramonoclorofenol
canforado, azeite de oliva, lipidiol. Tais veiculos, por serem oleosos,
conferem menor grau de reabsor¢do a pasta de hidroxido de calcio. Por
serem insollveis em agua, produzindo uma dissolugdo mais lenta da pasta e

aumentando o tempo de permanéncia da mesma em contato com o tecido

———
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pulpar ou periapical, evita-se as constantes renovagbes da medicagéo
intracanal (Holland et al., 1979; Anthony et al., 1982; Di Fiore et al., 1983;
Holland et al., 1983; Lopes et al., 1986; Souza et al., 1989; Lage-Marques et
al., 1994).

Tem sido afirmado que quando exposto ao CO; do ar ou da
égua, o hidréxido de cdlcio sofre carbonatagdo, inativando-o pela perda de
sua acdo intensamente alcalina (Maisto, 1975; Bazerque, 1976). Porém,
parece que & pouco provavel ocorrer tal carbonatagdo dentro do canal, em
situacdo anaerébia e com selamento adequado, visto que nas primeiras
horas em que fica exposto ao ar a carbonatagao € insignificante. O hidréxido
de célcio permanece ativo preservando suas propriedades anti-inflamatdria,
anti-exsudativa e bactericida, mesmo com um aumento de 30% no conteudo
de carbonato do pd. Ainda que o hidréxido de calcio seja deixado em um
frasco aberto por um longo periodo de tempo, o seu pH permanecera o
mesmo (12,5) (Cohen; Lasfargues, 1988; Fuss et al., 1996).

Para mais, este farmaco tem agdo dissolvente de tecido
organico semelhante ao hipoclorito de sédio a 0,5%, porém em menor
intensidade, aumentando a eficacia clinica da limpeza e desinfecgéo do canal
radicular se o0 mesmo for preenchido com tal pasta (Hasselgren et al., 1988,
Wakabayashi et al., 1995).

As propriedades antibacterianas do hidréxido de céicio tém sido
atribuidas ao seu pH fortemente alcalino, que produz agéo bactericida local,
destruindo, por contato, as bactérias que possam ter permanecido no canal,

uma vez que a vida bacteriana é incompativel com pH t&o elevado
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(Hermann, 1920 apud Castagnola 1956; Matsumiya; Kitamura, 1960; Fisher,
1972, Heithersay, 1975; Ferreira et al., 1978, Bystrom et al., 1985; Safavi et
al., 1985; Vazquez, 1987; Haapasalo, 1989; Tronstad et al., 1990; Stuart et
al., 1991). No entanto, para exercer seu efeito bactericida o hidroxido de
calcio deve permanecer no canal por periodo néo inferior a 7 dias (Sjégren et
al., 1991; Yared; Dagher, 1994) e por um periodo acima de 6 semanas, para
que ocorra a inativagdo enzimaticas das bactérias anaerdbias de forma
irreversivel (Sydney, 1996). Porém, quando utilizado sob a forma de agua de
cal, lama de cal ou pasta (Pulpdent), o hidroxido de célcio ndo foi to eficaz,
comparado ao paramonoclorofenol canforado (Stevens; Grossman, 1983; Di
Fiore et al., 1983). Esses achados concordam com outros autores, que
observaram que apenas em altas concentragbes o hidroxido de célcio teve
efeito bactericida (Ferreira et al., 1978; Lage-Marques et al., 1992). Todavia,
discordam dos ensaios que dizem que o hidréxido de caicio foi mais efetivo
que o paramonoclorofenol, eliminando até mesmo microrganismos
anaerodbios associados a sintomas clinicos severos (Quackenbush, 1986;
Ranta et al., 1988; Stuart et al., 1991; Georgopoulou et al, 1993). Ademais,
verificou-se que o hidroxido de calcio hidrolisa o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), resultando na sua degradacdo com liberagdo de acidos
graxos livre de hidréxido, podendo também alterar as propriedades biologicas
do LPS, endotoxina capaz de estimular reagdes de defesa e inflamatdrias,
bem como desencadear a reabsor¢do dssea (Safavi; Nichols, 1993; Safavi;
Nichols, 1994). Por outro lado, Bystrém et al. (1987) encontraram que,

apesar da maioria das lesdes periapicais humanas repararem apés emprego
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do hidrdxido de calcio como medicagado intracanal, alguns casos persistiram
sem reparacgao e verificou-se que eram decorrentes do estabelecimento de
infecgdo extra-radicular.

QOutros autores aclaram que o hidroxido de calcio controla o
exsudato periapical, porque a alta concentragdo de ions caicio diminui a
permeabilidade capilar, reduzindo a dor pos-operatdria e favorecendo o
reparo (Heithersay, 1970; Heithersay, 1975; Vazquez, 1987).

Apesar do sucesso clinico apresentado pelas pastas
iodoformadas e pastas de hidroxido de calcio, poucos sao os relatos de
experimentos realizados in vitro, que levem a melhor compreensdo do seu
mecanismo de agdo. Por essa razdo, nos propusemos a desenvolver uma
série de ensaios, partindo da avaliagio inicial da toxicidade, in vitro, de tais
medicagdes, procedimento recomendado pela FDI (1980). A este ponto, as
técnicas de cultivo celular constituem valioso instrumento para observar a
reacdo celular relacionada aos materiais dentarios. O principal objetivo
destas técnicas é permitir o0 estudo do comportamento celular em um meio
controlado, livre das complexas interagdes do organismo. Para sua
execucdo, a metodologia de cultura de células ou de tecidos necessita do
uso de equipamentos especializados, tais como: capela de fluxo laminar;
incubadoras que mantenham as condi¢gdes de manutencdo da viabilidade
celular, com niveis adequados de umidade, temperatura e CO;; microscopio
de fase invertido, entre outros. No que se refere acs aspectos positivos, as
vantagens desta metodologia sdo a facilidade de execugéo, rapidez e baixo

custo operacional (Freshney, 1990).
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Quando do emprego clinico de uma medicagdo com essas
caracteristicas & necessario associa-la a um veiculo, para facilitar a insergéo
da substancia no interior do canal radicular e seu escoamento para a regiao
apical. O éxito do tratamento endoddntico pode depender tanto do
medicamento ativo como do veiculo empregado para a preparagao da pasta,
uma vez que o tempo de permanéncia da medicagdo no local de agdo &
determinado fundamentalmente pelo seu veiculo (Lane; Blank, 1946). O
polietileno giicol, na forma liquida ou sélida, tem sido utilizado por apresentar
as seguintes propriedades: ser hidrossoluvel, estavel, ter a capacidade de
dissolver certas drogas, possuir ponto de fusdo a temperatura do corpo e
apresentar baixa toxicidade (Bell, 1969; Bazerque, 1976; Giro et al.,, 1994;
Stewart; Gautieri, 1962).

A forma de preparo do material &€ de extrema importancia ao
utilizarmos metodologia in vitro. O ideal & preparar e testar o material
exatamente na forma usada clinicamente (Spangberg; Pascon, 1988), sendo
mais importante padronizar a area de superficie ativa da pega teste que entra
em contato com as células, do que padronizar 0 peso do material usado
(Kawahara et al., 1968). Mesmo assim, neste experimento padronizou-se
tanto a area, utilizando-se uma laminula de vidro de 15 mm de diametro,
quanto o peso do material testado (0,02g). Assim sendo, tentando simular a
situagdo clinica endodédntica, a pasta foi preparada nas proporgbes e
consisténcias utilizadas e aplicada a laminulas de vidro, de modo que as
drogas entraram em contato direto com a monocamada de células

confluente. Na primeira etapa do estudo foi avaliada a resposta imediata dos

4
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fibroblastos cultivados em contato com os veiculos, carbowax e polietiieno
glicol 400, para determinar se haveria diferenga quanto a citotoxicidade. A
seguir, avaliou-se o efeito do iodoférmio e do hidroxido de calcio, associado
aos dois tipos de veiculos (reagdo celular imediata ou de curto prazo). Na
segunda etapa, procurou-se visualizar se tais substancias poderiam interferir
com o crescimento e a proliferagdo celular, por meio da mensuragéo do
nimero de células viaveis e da porcentagem de viabilidade celular
(sobrevivéncia celular a longo prazo). O ensaio de curta duragdo tentou
representar o momento em que quando injetamos a substancia nos tecidos
periapicais lesados, a mesma entraria em contato direto com as células
presentes naquela regido, desencadeando uma reagdo tecidual a medicagéo.
No ensaio de longa duragdo, o contato da laminula contendo a substéncia
tentou simular a situagéo clinica onde, uma vez introduzida a medicagdo com
sua conseqlente reacgdo celular inicial, verificariamos se tais medicagles
poderiam interferir com a ades&o e o crescimento celular, ja que estas sdo
propriedades necessarias para que ocorra o reparo (Lengheden, 1994).

No presente estudo, para calcular a porcentagem de células
que permaneciam vidveis apos receber a medicagdo, foram realizados
ensaios de curta duragdo. Tais testes de viabilidade baseiam-se no
rompimento da integridade da membrana, o que pode ser verificado pela
penetragdo de um corante ao qual a célula normalmente é impermeavel
(Schmalz, 1981 apud Schmalz, 1994, Pollard, 1990; Freshney, 1990). Por
sua vez, ensaios de longa duragdo avaliando a citotoxicidade, podem ser

realizados para observar as medidas de crescimento celular e alteragdes na
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permeabilidade da membrana celular. Assim sendo, pOde-se medir a
sobrevivéncia a longo prazo, demonstrando também se houve a reten¢do ou
a perda da capacidade proliferativa da célula (Mjor et al., 1985, Baserga,
1990; Freshney, 1990).

A contagem celular em hemocitdmetro foi utilizada devido a
facilidade de manuseio, combinada com o emprego de um corante para
células ndo vitais, o azul de Trypan, permitindo a determinagdo do numero de
células viaveis e mortas, ou seja, o quanto uma populagao celular cresceu
(Schmalz, 1981 apud Schmalz, 1994; Freshney, 1990; Pollard, 1990;
Baserga, 1990). Ndo optou-se pelo uso da técnica de Guess et al (1965)
apud Schmalz (1994), onde ao ocorrer dano celular ha a liberagéo do corante
por envolver avaliacdo subjetiva (Mjor et al., 1985). Por sua vez, nao
empregou-se o método do filtro Millipore e o teste do revestimento com agar,
porque intencionava-se obter o contato direto medicamento-célula. Ja a
metodologia de isétopos radioativos (Spangberg, 1973), para mensurar a
viabilidade celular, necessita de sala e equipamentos especificos tais como,
espectrémetro gama ou um contador de cintilagdo liquida e um sistema de
distribuigéo de residuos radioativos (Mjor et al., 1985; Ciapetti et al., 1996).

Por sua vez, optou-se por utilizar para o experimento
fibroblastos 3T3-NIH Swiss, oriundos de embrides de camundongos, visto
que o tipo de linhagem celular experimental empregada nestes testes de
citotoxicidade nédo tem sido fator decisivo na determinagdo da toxicidade de
um material. Os autores relatam que apesar de haver uma tendéncia para as

células primarias serem menos sensiveis qué as linhagens de células
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permanentes, os principais efeitos sdo os mesmos, independente do tipo de
linhagem celular utilizado (Spangberg, 1969b; Spangberg, 1969e; Browne;
Tias, 1979; Schmalz; Saraf, 1988 apud Schmalz, 1994; Santos et al., 1996).

Os dados obtidos com as contagens celulares, permitiu a
realizacéo de graficos representativos das curvas de viabilidades celulares,
expressas em porcentagem, tanto para os ensaios de curta como os de
longa duragéo, demonstrando a proporg&o entre o numero de células viaveis
e o0 numero total de células em um determinado tempo. Por sua vez, os
graficos confeccionados a partir dos nimeros de células viaveis demonstram
as variagdes no numero absoluto de células em fungdo do tempo. Assim
sendo, os dados obtidos com os experimentos foram submetidos a analise
estatistica através do teste de analise de variancia (ANOVA), por se tratar de
curvas com distribuigdo normal, sendo estabelecido o nivel de significancia
de 5%. Este teste nos fornece as meédias amostrais calculadas para os
diferentes grupos experimentais, mas ndo indica quais médias sdo diferentes
entre si. Portanto, para complementar o teste estatistico e permitir a
comparacéo entre as diferentes médias das amostras foi realizado o teste de
Tukey (GMC Basic Software, versao 7.1).

No experimento de curto prazo, quando foi avaliada a resposta
imediata dos fibroblastos cultivados, nos diferentes periodos experimentais,
para os grupos: controle (GI), carbowax (Gll) e PEG 400 (Glll), péde-se
verificar que os veiculos comportaram-se de forma semelhante, uma vez que
ndo houve diferenga estatistica significante entre eles em nenhum tempo

experimental. Assim sendo tanto o polietileno glicol 400 como o carbowax

|
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s&0 biocompativeis in vitro, quando do contato imediato e apds 24 horas, néo
causando mortalidade as células, confirmando os relatos de estudos in vivo e
in vitro realizados por Stewart; Gautieri, 1962; Spangberg, 1969c; Bell, 1969.

No intuito de verificar se o tipo de veiculo influenciaria a agdo
da medicagdo, comparou-se as curvas de viabilidade celular do grupo
controle (Gl) com os grupos onde foram utilizadas as substancias em estudo.
Quando o iodoférmio foi associado ao carbowax (GIV) ou ao PEG 400 (GV),
os resultados mostraram que até o periodo de 12 horas néo houve diferenga
estatistica significante entre os grupos. Porém, apds 24 horas do contato
inicial com as substancias, observou-se que as células responderam
diminuindo a sua viabilidade; o indice de sobrevivéncia celular nesses
experimentos apresentou diferengas estatisticas significantes entre todos os
trés grupos, concordando com os achados de Bae et al. (1987), Wright et al.
(1994), Daniel et al. (1996) e Santos et al. (1996). Ja no que se refere a
toxicidade, os grupos foram classificados em ordem decrescente, da
seguinte forma: GV (iodoférmio + PEG 400), GIV (iodoférmio + carbowax) e
G) (controle). Por sua vez, comparando-se as viabilidades celulares dos
grupos do hidroxido de calcio associado ao carbowax (GVI), aoc PEG 400
(GVI) e grupo controle (Gl) verificou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos, em nenhum tempo experimental, mostrando que
0 hidréxido de calcio associado aos diferentes veiculos apresentou-se
biocompativel in vitro, quando empregado por um periodo de 24 horas. Estes
achados estdo de acordo com Spangberg (1969e), Das (1981) e Torneck et

al. (1983), sendo que outros ensaios que utilizaram metodologias e veiculos
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diferentes observaram agbes mais toxicas, como observa-se nos estudos
realizados por Kawahara et al. (1968), Spangberg (1969b), Trostad &
Wennberg (1980} e Alliot-Licht et al. (1994).

Com o objetivo de verificar se haveria diferenga no efeito da
medicacdo sobre as células quando era utilizado um mesmo tipo de veiculo,
comparou-se as viabilidades celulares dos diferentes grupos. Independente
do veiculo utilizado os resultados demonstraram que ndo houve diferenga
estatistica significante entre os grupos do icdoférmio (GIV e GV) e do
hidréxido de célcio (GVI e GVII) até o periodo de 12 horas. No entanto, apés
24 horas, houve diferenga estatistica significante entre todos os grupos.
Dessa maneira podemos observar que ¢ iodoférmio, associado ao carbowax
ou ao PEG 400, desenvolveu uma acentuada reagao téxica, sendo esta mais
pronunciada quando o veiculo era o polietileno glicol 400. Ja o hidroxido de
calcio associado aos mesmos veiculos comportou-se de forma semelhante

entre si, ndo apresentando toxicidade.

Para o experimento de longo prazo foram avaliados dois
parametros. o namero de células vidveis e a viabilidade celular, em
diferentes periodos experimentais. A obtengdo do numero de células viaveis
permitiu a realizagao das curvas de crescimento celular, as quais nos
indicaram se algum tipo de influéncia tdxica produzida pela medicagdo foi
capaz de impedir a adeséo e proliferagéo, fungdes estas de importancia vital
ao reparo de feridas (Lengheden, 1994). Por sua vez, as curvas de
viabilidade celular permitiram quantificar a porcentagem de fibroblastos que

permaneceram viaveis apés contato com as substancias, caracterizando,
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assim, sua maior ou menor toxicidade. Nesse experimento as substancias
foram colocadas em contato direto com fibroblastos humanos aderidos, que
foram semeados 4 horas antes, uma vez que para proliferar e crescer em
uma superficie € necessario que as células estejam aderidas a mesma
(Alliot-Licht et al., 1994).

Analisando se haveria diferencga entre as curvas de crescimento
e viabilidade celular entre os os grupos controles (Gl e Gll), carbowax (Glll) e
PEG 400 (GIV), observou-se que apds 1 dia ndo foi constatada diferenga
estatistica significante, mostrando que néo houve interferéncia com a adeséo
celular. Todavia, nos dias 3 e 5 verificou-se que, mesmo havendo diferenga
estatistica significante no nimero de células vidveis entre os grupos, nao
houve diminui¢io da viabilidade celular. E, ao final de 7 dias, a agressividade
diminuiu, sendo observada a mesma tendéncia apresentada no primeiro
periodo experimental. Entretanto, é licito salientar que, entre os dois grupos
controle (Gl e Gll) houve diferenga estatistica significante no dia 3, e que
entre os dois tipos de veiculos (Glil e GIV) a diferenga estatistica significante
s6 foi observada no dia 5. Desta etapa do experimento, os resultados
indicaram que o grupo controle negativo (Gll) e os veiculos (Glll e GIV)
comportaram-se de forma semelhante ao grupo controle (Gl). As diferengas
observadas indicam que houve um atraso na curva de crescimento celular,
no terceiro dia para o controle negativo (Gll) e nos periodos de 3 e § dias,
para os veiculos, devido a redugdo no numero de células viaveis. Este fato
vem demonstrar que os veiculos utilizados produziram uma agresséo

quimica, enquanto a laminula de vidro gerou ‘'uma agressdo mecanica,
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interferindo com a proliferacéo celular. No entanto, ao final de 7 dias, 0s
fibroblastos recuperaram a sua capacidade de proliferacdo, mostrando que a
viabilidade celular era mantida. Estes fatos encontram respaldo na literatura,
pelos ensaios de Stewart; Gautieri, 1962; Spangberg, 1969; Bell, 1969.
Diante desses resultados decidiu-se utilizar como grupo controle apenas o
controle negativo (Gll) para comparagdo com as substéncias testadas.

Para verificarmos se o tipo de veiculo influenciaria a agéo da
medicacdo, comparou-se as curvas de crescimento e de viabilidade celular
dos grupos iodoférmio associado ao carbowax (GV), ao PEG 400 (GVI) e
grupo controle (Gll). Os resultados mostraram que até o periodo de 1 dia ndo
houve diferenca estatistica significante e que tais substéncias néo
interferiram com a adesdo celular e, também, nao houve diminui¢do na
viabilidade celular. Porém, apds 3, 5 e 7 dias do contato inicial das células
com as substancias houve diferenga estatistica significante no numero de
células viaveis entre os trés grupos. A diferenga estatistica entre os pontos
das curvas de crescimento dos grupos GV e GVI é visualizada em detalhes
no grafico da Figura 22, mostrando que o iodoférmio associado ao carbowax
(GV), apesar de ser toxico aos fibroblastos, quando comparado ao grupo
controle (Gll), apresentou-se menos téxico que o grupo do iodoférmio
associado ao PEG 400 (GVI), visto que até o periodo de 5 dias as células
continuaram a proliferar, embora em pequeno numero, e a viabilidade celular
ndo diminuiu (Tabelas 5.3 e 5.5), resultados semelhantes aos obtidos por
Rappaport et al. (1964), sendo que haviam outras substdncias na

composigdo do cimento testado. No entanto, apés 7 dias, ocorreu algum tipo
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de reagdo gue resultou na queda acentuada do numero de células viaveis e
da viabilidade celular também para o iodoférmio associado ao carbowax
(GV). Ainda assim, a diferenga estatistica foi significante entre os grupos GV
e GVI, tanto em relagdo ao nimero de células viaveis (Tabela 5.4) como a
viabilidade celular (Tabela 5.6), com menor toxicidade para o grupo do
iodoférmic + carbowax (GV). Assim, pdde-se classificar, em ordem
decrescente de toxicidade, os grupos GVI, GV e Gll.

No que se refere ao hidréxido de calcio associado ao carbowax
(GVIl) e ao PEG 400 (GVIIl), verificou-se que, apdés 1 dia, ndo houve
diferenga estatistica significante, tanto no nimero de células viaveis como na
viabilidade celular, demostrando que o hidroxido de calcio ndo interferiu com
a adesdo celular, de forma semelhante ao iodoférmio. No entanto, apds 3
dias, embora a viabilidade celular tenha permanecido semelhante ao primeirc
periodo, observou-se diferenca estatistica significante no nimero de células
vidveis entre os grupos controle (Gll) e hidréxido de célcio associado ao
carbowax (GWVIl), mostrando que para este Ultimo o numero de células
aumentou consideravelmente (Tabelas 5.4 e 5.6). Este fato pode estar
associado a presenca traumatica da laminula, determinando a diminuigéo do
numero de células do grupo Gll ou ao aumento da capacidade mitética das
células do grupo GVII, acorde relato de Torneck et al. (1983). Todavia,
quando associado ao PEG 400 (GVIll) o numero de células foi semelhante
ao grupo controle (Gll). Nos dias 5 e 7 houve diferenca estatistica
significante entre os grupos controle (Gll) e hidréxido de calcio associado ao

PEG 400 (GVIII}, com menor aumento no nimero de células viaveis para

Y
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este Ultimo, o qual se manteve estavel apds 5 dias, indicando que nio houve
proliferagdo celular, contudo, a viabilidade celular permaneceu a mesma para
os trés grupos (Tabelas 5.4 e 5.6). Por sua vez, quando da comparagdo dos
grupos GVII e GVIII, observou-se a influéncia do veiculo sobre a agéo do
hidréxido de calcio, ja a partir do dia 3, de onde constatou-se que o grupo do
hidroxido de calcio + carbowax (GVII) foi mais biocompativel do que o grupo
do hidréxido de calcio + PEG 400 (GVIII), pois, apesar da viabilidade celular
ndo ter diminuido, o numero de células permaneceu estavel para o GVIl,
enquanto continuou a proliferar para o grupo GVII, de forma semelhante ao
grupo controle (Gli).

As comparagbes realizadas entre os diferentes farmacos
aplicados a um mesmo veiculo, possibilitou observar que o iodoférmio (GV) e
o hidréxido de calcio (GVII) associados ao carbowax, demostraram em suas
curvas de crescimento e de viabilidade celular que, apds 1 dia, ndo houve
diferenga estatistica significante. Esta caracteristica foi mantida nos periodos
de 3 e 5 dias, no que se refere a viabilidade celular, no entanto, o nimero de
células aumentou progressivamente para o hidroxido de calcio, ac passo que
para o iodoférmio foi observado um ligeiro aumento no nimero de células até
o dia 5, diferenca essa significante estatisticamente. No sétimo dia, tanto o
numero de células vidaveis como a porcentagem de viabilidade celular

diminuiu drasticamente para o iodoférmio associado ao carbowax (GV).

Da mesma forma, utilizando-se como veiculo o PEG 400 (GVl e
GVII), constatou-se que, apdés 1 dia, ndo houve diferenca estatistica

significante entre os dois grupos. Apés 3 dias, aﬁesar de haver manuteng&o
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da viabilidade celular para ambos os grupos, o numero de células viaveis foi
significativamente maior para o hidréxido de calcio (V). No entanto apds 5 e
7 dias houve diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos,
mostrando que o iodoférmio foi mais téxico do que o hidréxido de célcio, cuja
viabilidade celular permaneceu inalterada e o numero de células viaveis
cresceu, progressivamente, até o dia 5, mantendo-se estavel apds 7 dias

(Tabelas 5.4 e 5.6).

Diante destes achados anteriormente discutidos, péde-se
observar que o tipo de veiculo empregado, tanto nos experimentos de curto
como nos de longo prazo realizados in vitro, influenciou a agdo do hidréxido
de calcio e do iodoformio, conferindo as associagbes maior ou menor
toxicidade. Enquanto o hidroxido de calcio mostrou-se biocompativel,
independente do veiculo empregado, o iodoférmio associado aos mesmos
veiculos desenvolveu uma acentuada reagdo tdxica e, ao final do
experimento, praticamente todas as células apresentaram-se mortas. Além
disso, quando as células entraram em contato direto com os veiculos,
quando testados isoladamente, os mesmos mostraram-se nao citotoxicos,
nos diferentes tempos experimentais.

Além disso, as comparagdes das diferengas entre as médias
das porcentagens de viabilidade celular (Anexos A-3 e C-3) e do ndmero
de células viaveis (Anexo B-3), segundo a mesma medicagdo, nos diferentes
tempos experimentais, para os experimentos de curto e longo prazo,
permitiram a cbservagdo de que também o tempo foi um fator importante na

determinagao da citotoxicidade.




171

Um fato observado durante os experimentos foi que quando o
iodoférmio ou o hidréxido de caicio estava associado ao veiculo cremoso
(carbowax), a pasta ficava contida nos limites da laminula, raramente se
difundindo para o meio de cultura, enquanto quando o veiculo empregado
era o veiculo liquido (PEG 400), havia uma difusdo da pasta em maior
intensidade. O estado fisico da pasta poderia influenciar a solubilidade dos
seus componentes, como ocorre com o hidroxido de calcio, com possiveis
diferengas na capacidade dos ions calcio e hidroxila sairem das amostras
produzindo diferentes niveis de alcalinidade no meio de cultura, tornando-o
um meio adverso para as células cultivadas (Zmener & Cabrini, 1987), o que
poderia influenciar o grau de toxicidade da substancia.

O processo inflamatoério crénico periapical € uma resposta ao
estimulo nocivo inicialmente sediado no interior do sistema de canais
radiculares e caracteriza-se, histologicamente, pela proliferagéo vascular, de
fibroblastos e infiltrado de macréfagos e linfécitos. Essas células evocam
uma resposta imune, cujo objetivo final é neutralizar, inativar ou destruir o
agente agressor (antigeno ou bactéria) levando a reparagdo da lesdo. Assim
sendo, a principal causa de manutengao da cronicidade é a persisténcia de
agentes etioldgicos tais como, bactérias, produtos bacterianos, substéncias
estranhas e tecido necrosado.

A fagocitose € um processo que tem como objetivo final a
destruicdo intracelular do agente lesivo e para que tal fagocitose ocorra e
necessario que haja quimiotaxia, ou seja, uma atragdo de células fagocitarias

para o local da agressdo, cuja finalidade é promover a limpeza da regido
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lesada. Os macréfagos contendo microrganismos intracelulares sdo ativados
por diversas substancias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF) e as
interleucinas. Uma vez ativado o macréfago adquire propriedades,
determinando as seguintes fungdes: remogédo de células mortas, limpeza dos
tecidos lesados e destruicdo de microrganismos, preparando o caminho para
os fibroblastos e novos capilares proliferarem levando ao reparo da ferida.
Como a medicagdo atua no sentido de acelerar esse reparo ainda néo esta
esclarecido, principalmente no que se refere ao iodoférmio. Da mesma forma
que a medicagdo extracanal deveria promover uma anti-sepsia na regiéo da
lesdo periapical, também deveria servir como auxiliar do mecanismo de
defesa imunolégico. Entdo ndo poderiamos colocar uma substancia inerte;
sua agdo deveria, de alguma forma potencializar a agdo das células de
defesa. O iodoférmio, sendo uma substancia toxica, ao entrar em contato
com as células da lesdo cronica, provavelmente desencadeie uma reagéo
inflamatéria local de ordem quimica, por um determinado tempo, porém sem
a persisténcia irritante das bactérias, atraindo mais células de defesa para
atuar sobre os microrganismos e realizar uma limpeza mais rapida da regido.

Os resultados obtidos em relagdo a citotoxicidade das
medicagdes intracanal in vitro, devem ser analisados com vista a estabelecer
novos opgdes de tratamento na clinica endoddntica. Dessa forma, o
comportamento desses medicamentos associado ao desempenho clinico e a
falta de conhecimento dos seus mecanismos de acdo, principalmente em
relagéo ao iodoférmio, sdo fatores que sugerem o desenvolvimento de novas

pesquisas. Assim, resulta de interesse investigar as reagdes teciduais que

- —
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ocorrem quando a medicagdo intracanal é aplicada em casos de lesdes
refratarias, o que poderia contribuir com resultados importantes e poderiam
sugerir novas perspectivas de tratamento. Também € de interesse pesquisar
0s mecanismos de liberagdo dos medicamentos e suas concentragdes
efetivas sobre os microrganismos implicados no estabelecimento da lesdo
periapical refratéria, o que permitiria aumentar a sua efetividade e, portanto,

obter melhores resultados.




7. CONCLUSOES

1. O carbowax e o PEG 400, quando aplicados isoladamente,

mostraram, nos experimentos de curto e de longo prazo, ndo haver diferenga
estatisticamente significante entre si e em relagdo ao grupo controle, tanto na
viabilidade celular como no nimero de células viaveis. Dessa forma, tais

substancias demonstraram nao ser citotoxicas.

2. O iodoformio, associado a qualquer dos dois veiculos, revelou ser
citotéxico em ambos experimentos. Dentre as associa¢des, a com carbowax

foi menos citotoxica.

3. O hidréxido de célcio, independentemente do veiculo utilizado,

demonstrou nao ser citotdxico em ambos experimentos.




ANEXO A-1

Parte A - Resposta celular imediata ou de curto prazo

s e e el e kS e ]
Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais

A. Fregléncias por intervalos de classe:
Intervalos de classe : M-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s

Curva normal : 044 540 2420 39,89 2420 540 044

Curva experimental ;0,00 7,14 1905 4762 2262 2,38 1,19
B. Calculo do Qui quadrado: Interpretagdo

Graus de liberdade 4 A distribuicdo amostral testada

Valor do Qui quadrado : 4,95 é normal

Probabilidade de Ho  : 29,26%

e e e e e e e e S e e ey
Analise de Varidancia (ANOVA): Valores originais

Fonte de Soma de Graus de Quadrados (F) Prob.
Variagdo Quadrados Liberdade Médios (Ho)
Entre colunas 5248,5596 3 1749,5199 112,47 0,00%
Entre linhas 4516,5415 6 752,7569 48,39 0,00%
Interagao 11406,2324 18 633,6796 40,74 0,00%
Residuo 871,1040 56 15,5554
Variacao total | 22042,4375 83

* Colunas = Tempo ( 4 ); Linhas = Medicagio ( 7 )
[Eeme e e e e e e e )]

Calculo do valor critico de Tukey Fator de Variagéo
Medicagdo x Tempo

Vaior do residuo na analise de variancia 15,55540

Nivel de probabilidade desejado 5

Numero total de dados(da amostra) 84

Numero de médias comparadas 28

Numero de dados usados para cada média 3

Graus de liberdade do residuo 56

Valor de q tabelado, ao nivel de 5% para 5,536

28 médias e 56 graus de liberdade

Valor critico do Tukez calculado 12,60596
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Parte A - Resposta celular imediata ou de curto prazo

Calculo do valor critico de Tukey

Fator de Variagéo
Tempo

Valor do residuo na andlise de variancia
Nivel de probabilidade desejado

Numero total de dados(da amostra)
Numero de médias comparadas

Numero de dados usados para cada média
Graus de liberdade do residuo

Valor de g tabelado, ao nivel de 5% para

4 meédias e 56 graus de liberdade

15,55540
5
84
4
21
56
3,750

Valor critico do Tukez calculado 3.22747

Calculo do valor critico de Tukey

Fator de Variacao
Medicagéao

Valor do residuo na andlise de variancia
Nivel de probabilidade desejado

Numero total de dados(da amostra)
Numero de médias comparadas

Numero de dados usados para cada média
Graus de liberdade do residuo

Valor de q tabelado, ao nivel de 5% para

4 médias e 56 graus de liberdade

15,565540
5
84
7
12
56
4,456

Valor critico do Tukez calculado 5,07335
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ANEXO A-3
Tabela - Comparagao das diferengas entre as médias das viabilidades celulares (%) para o
fator interagio: medicacéo x tempo, segundo a mesma medicacio nos diferentes periodos
experimentais, para o experimento de curto prazo, pelo teste de Tukey, ao nivel de

signiﬁcancia de Psq, - Valor critico de Tukez = 12,60596

Grupos Grupo x Diferenca o =5%
- Periodo entre médias

GI0 x GI6 0,504 ns
Glo x GI12 0,014 ns
Gi Gl0 x Gi24 1,039 ns
Gl6 x Gl12 0,490 ns
Gl6 X Gl24 1,543 ns
G2 X Gl24 1,053 ns
GII0 x GlI6 0,329 ns
Glio x GlI12 1,278 ns
Gll Gllo x Gli24 9,271 ns
Gli6 x Gli12 1,607 ns

Gli6 X Gli24 9,600 ns

Gll12 X Gli24 7,993 ns

Glllo x Gllie 1,557 ns

Gllio x GllI12 3,075 ns

Glll GlII0 x Glli24 4,098 ns
Glll6 x Glll12 1,518 ns

Glite X Glli24 2,541 ns

Gili12 X Glli24 1,023 ns

GIVO0 x GIV6e 3,308 ns

GIV0 x GIV12 3,739 ns

GlvV GIVO x GIV24 52,299 s
GIV6 x GIV12 0,431 ns

GIve X GIvV24 48,991 s

GiV12 X GIV24 48,560 S

GV0 x GV6 1,146 ns

GVO0 x GV12 7,248 ns

GV GVO0 x GV24 71,649 s
GV6 x GV12 6,102 ns

GV6 X GV24 70,503 s

GV12 X GV24 64,401 s
GVI0 x GVI6 0,125 ns
GVI0 x GVI12 1,414 ns

GVI GVI0 x GVI24 1,678 ns
GVI6 x GVI12 1,289 ns
GVIi6 X GVI24 1,553 ns
GVIM2 X GVI24 0,264 ns
GVIIo x GVIIe 2,587 ns
GV GV x GVIi12 0,990 ns
GVIIO x GVii24 2,114 ns
GVII6 x GVII12 1,597 ns
GVIlie X GVIi24 4701 ns
GVII12 X GVII24 3,104 ns
ns - significante s - significante
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ANEXO B-1

Parte B - Sobrevivéncia a longo prazo
Niamero de Células Viaveis (x 104)

Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais

A. Fregiéncias por intervalos de classe:
Intervalos de classe  M-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s

Curva normal . 0,44 5,40 2420 39,89 2420 540 0,44

Curva experimental ;1,04 3,13 9,38 69,79 1250 1,04 208
B. Calculo do Qui quadrado: Interpretacao

Graus de liberdade ' 4 A distribuigdo amostral testada

Valor do Qui quadrado : 41,63 nao & normal

Probabilidade de Ho - 0,0000%

Teste de aderéncia a curva normal: Logaritmos (dados + 1)

A. Fregiiéncias por intervalos de classe:
Intervalos de classe : M-3s M-2s M-1s Med. M+i1s M+2s M+3s

Curva normal : 044 540 2420 39,89 2420 540 044

Curva experimental © 1,04 625 19,79 46,88 21,88 3,13 1,04
B. Calculo do Qui guadrado: Interpretacao

Graus de liberdade 4 A distribuicdo amostral testada

Valor do Qui quadrado : 3,34 é normal

Probabilidade de Ho : 50,23%

Analise de Varidncia (ANOVA): Logaritmos (dados + 1)
Fonte de Soma de Graus de Quadrados  (F) Prob.
Variacdo Quadrados Liberdade Médios (Ho)
Entre colunas 8,4813 3 2,8271 1650,37 0,00%
Entre linhas 8,7359 7 1,2480 728,54 0,00%
Interagao 4,9212 21 0,2343 136,80 0,00%
Residuo 0,1096 64 0,0017
Variacdo total 22,2480 95

* Colunas = Tempo (4); Linhas = Medicagéo (8)
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ANEXO B-2

Parte B - Sobrevivéncia a longo prazo-
Numero de Células Viaveis (x 10%)

Calculo do valor critico de Tukey Fator de Variagao
Medicacdo x Tempo

Valor do residuo na anélise de variancia 0,00170

Nivel de probabilidade desejado 5

Numero total de dados(da amostra) 96

Numero de médias comparadas 32

Numero de dados usados para cada média 3

Graus de liberdade do residuo 64

Valor de q tabelado, ao nivel de 5% para 5,611

32 médias e 64 graus de liberdade

Valor critico do Tukez calculado 0,13356

Calculo do valor critico de Tukey Fator de Variagéo
Tempo
Valor do residuo na andlise de variancia 0,00170
Nivel de probabilidade desejado 5
Numero total de dados(da amostra) 96
Numero de médias comparadas 4
Numero de dados usados para cada média 24
Graus de liberdade do residuo 64
Valor de g tabelado, ao nivel de 5% para 3,737
4 médias e 64 graus de liberdade
Valor critico do Tukey calculado 0,03145

Calculo do valor critico de Tukey Fator de Variagao
Medicacéao
Valor do residuo na analise de varidncia 0,00170
Nivel de probabilidade desejado 5
Numero total de dados(da amostra) 96
Numero de médias comparadas 8
Numero de dados usados para cada média 12
Graus de liberdade do residuo 64
Valor de q tabelado, ao nivel de 5% para 4,435
8 médias e 64 graus de liberdade
Valor critico do Tukey calculado 0,05278

_‘
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ANEXO B-3

Tabela - Comparagdo das diferengas entre as médias dos nimeros de células vidveis (x10%) para o fator interagdo:
medicagéo x tempo, segundo a mesma medica¢éo nos diferentes periodos experimentais, para o experimento de
longo prazo, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de Psy, - Valor critico de Tukey = 0,13356.

Grupos Grupo x Periodo Diferenca entre médias o =0,05
GHM x GI3 0,666 s
Gl x GI5 0,972 s
Gl GH x GI7 1,154 s
GI3 X GI5 0,306 s
GI3 X GI7 0,488 s
GI5 X GI7 0,182 s
GIl1 x GII3 0,467 s
Glit x GlI5 0,909 s
1 Gl Gl x GlI7 1,183 s
; Gl3 X Gli5 0,442 s
3 ] GlI3 X Gli7 0,716 s
GlI5 X GI7 0,274 s
Gliit X Glll3 0,451 s
Glil1 x Glli5 0,829 s
GHl Glll1 x GIN7 1,185 s
GIi3 X Gili5 0,378 s
GIllI3 X Gill7 0,734 s
Glli5 X GIl7 0,356 s
GIV1 x GIV3 0,466 s
GIV1 x GIVS 0,968 s
GlvV GIv1 x GIV7 1,195 s
GIV3 X GIVS 0,500 S
GIV3 X GIV7 0,729 s
. GIV5 X GIV7 0,229 S
| GV1 x GV3 0,072 ns
GV1 x GV5 0,145 s
GV GV1 x GV7 0,191 s
GV3 X GV5 0,073 ns
y _ GV3 X GV7 0,263 s
GV5 X GV7 0,336 s
- GV x GVI3 0,045 ns
! GVH1 x GVI5 0,254 s
' GVI GVI1 x GVI7 0,266 s
GVI3 X GVIS 0,229 s
GVI3 X GWVI7 0,221 s
GVI5 X GVI7 0,012 ns
GVII1 x GVII3 0,646 s
GVIl1 x GVII5S 0,931 s
GVii GVii1 x GVIi7 1,114 s
i GVII3 X GVII5 0,256 s
ﬂ GVII3 X GVH7 0,439 s
GVII5 X GVII7 0,183 s
[ GVI1 x GVII3 0,502 s
GVII1 x GVII5 0,832 S
GVl GVIM1 x GVII7 0,832 s
] GVII3 X GVII5 0,330 s
GVII3 X GVII7 0,330 s
; GVIIS X GVII7 0,000 ns

ns - ndo significante s - significante
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ANEXO C-1

Parte C - Sobrevivéncia a longo prazo
Viabilidade Celular (%)

2w ) =T S F e S = ST — e R T e e I R pE—T e S e T |
Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais

A. Freqliiéncias por intervalos de classe:
Intervalos de classe : M-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s

Curva normal . 0,44 540 2420 39,89 2420 540 044

Curva experimental : 1,04 3,13 20,83 48,96 1667 7,29 2,08
B. Calculo do Qui quadrado: Interpretagao

Graus de liberdade 4 A distribuicdo amostral testada

Valor do Qui quadrado : 6,50 é normal

Probabilidade de Ho © 16,50%

(T e e W T maaee e el el e S B ORI DR RA—
Andlise de Variancia (ANOVA): Valores originais

Fonte de Soma de Graus de Quadrados (F) Prob.
Variacido Quadrados Liberdade Médios (Ho)
Entre colunas | 5851,0625 3 1950,3541 94,79 0,00%
Entre linhas 18582,1035 7 2654,5862 129,02 0,00%
Interagdo 24050,7305 21 1145,2728 5566 0,00%
Residuo 1316,7910 64 20,5749
Variacao total | 49800,6875 g5
e e e e e S S e e T ]
Calculo do valor critico de Tukey Fator de Variagéo
Medicagdo x Tempo
Valor do residuo na andlise de variancia 20,57490
Nivel de probabilidade desejado 5
Numero total de dados(da amostra) 96
Numero de medias comparadas 32
Numero de dados usados para cada média 3
Graus de liberdade do residuo 64
Valor de g tabelado, ao nivel de 5% para 5611
32 médias e 64 graus de liberdade
Valor critico do Tukey calculado 14,69341

* Colunas = Tempo (4); Linhas = Medicagéo (8)
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ANEXO C-2

Parte C - Sobrevivéncia a longo prazo
Viabilidade Celular (%)

Calculo do valor critico de Tukey Tempo
Valor do residuo na analise de variancia 20,57490
Nivel de probabilidade desejado 5
Numero total de dados(da amostra) 96
Numero de médias comparadas 4
Numero de dados usados para cada média 24
Graus de iiberdade do residuo 64
Valor de g tabelado, ao nivel de 5% para 2 TS
4 médias e 64 graus de liberdade

Valor critico do Tukex calculado 3,45977
*

Calculo do valor critico de Tukey Medicagéo
Valor do residuo na anélise de variancia 20,57490
Nivel de probabilidade desejado 5
Numero total de dados(da amostra) 96
Numero de médias comparadas 8
Ndmero de dados usados para cada média 12
Graus de liberdade do residuo 64
Valor de q tabelado, ao nivel de 5% para 4,435

8 médias e 64 graus de liberdade

Valor critico do Tukez calculado 5,80683
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ANEXO C-3

Tabela - Comparag#o das diferengas entre as médias das viabilidades celulares (%) para a interag#o: medicagéo x
tempo, segundo a mesma medica¢do nos diferentes tempos, para o experimento de longo prazo, pelo teste de
Tukey, ao nivel de significancia de Psy, - Valor critico de Tukey = 14,69341

Grupos Grupo x Periodo Diferenca entre médias o = 0,05
Gl x GI3 2,895 ns
Gl1 x GI5 0,101 ns
Gl G x GI7 0,426 ns
GI3 X GI5 2,794 ns
GI3 X GI7 0,426 ns
Gi5 X GI7 0,527 ns
Gi1 x Gli3 6,478 ns
Gll1 x GlI5 0,385 ns
Gl Gll1 x GII7 1,681 ns
GlI3 X GlI5 6,863 ns
Gl3 X GlI7 4,797 ns
Glis X GlI7 2,066 ns
Gli1 X GHlI3 1,697 ns
Glli1 x GllIS 1,684 ns
Glll Glil1 x GII7 3,252 ns
GliI3 X Glli5 3,381 ns
Glil3 X GIi7 3,252 ns
Gllli5 X Glli7 4,936 ns
GIV1 x GIV3 3,980 ns
GIV1 x GIV5 4,978 ns
GIvV GIV1 x GIV7 4,204 ns
GIV3 X GIVS 8,958 ns
GIV3 X GIV7 8,184 ns
GIV5 X GIV7 0,774 ns
GV1x GV3 5,951 ns
GV1 x GV5 5,956 ns
GV GV1 x GV7 64,605 S
GV3 X GV5 1,995 ns
GV3I X GV7 58,654 s
GV5 X GV7 60,649 S
GVI1 x GVI3 9,680 ns
GVI1 x GVI5 84 945 s
GVI GVI1 x GVI7 90,470 S
GVI3 X GVI5 75,265 s
GVI3 X GVI7 80,798 s
GVI5 X GVI7 5,533 ns
GVI1 x GVII3 6,156 ns
GVII1 x GVII5 3,727 ns
GV GVII1 x GVII7 5,409 ns
GVII3 X GVII5 2,429 ns
GVII3 X GVII7 0,747 ns
GVII5 X GVII7 1,682 ns
GVIl1 x GVII3 8,315 ns
GVII1 x GVII5 7,927 ns
GVl GVIi1 x GVII7 11,811 ns
GVII3 X GVII5 3,388 ns
GVII3 X GVII7 11,811 ns
GVIIS X GVII7 6,884 ns

ns - nao significante 's - significante
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SUMMARY

COMPARATIVE ANALYSIS OF IN VITRO CITOTOXICITY
OF IODOFORM AND CALCIUM HYDROXIDE
ASSOCIATED WITH TWO DIFFERENTS VEHICLES

The NIH-3T3 Swiss fibroblasts reaction to iodoform and calcium
hydroxide associated with two ddifferent vehicles was checked by means of
viability assays. In order to compare, immediate celular reaction in contact with
those substances, in the first part of the study fibroblasts were cultivated in a
density of 2 x 10* cells per 60mm Petri dish. After three days, confluent cuitures
received round glass coverslips containing the substances to be tested. As a
control, round glass coverslips were used without substances. After 0, 6, 12 and
24 hours from the initial contact with the substance, control and treated cultures
were submitted to trypsinization and the cells were counted in a Neubauer
chamber. In the second part of the study, to verify the effect of such substances
in the cellular growth and proiiferation, fibroblasts were seeded in a density of 1 x
10* cells per 60mm Petri dish. After 4 hours, these cultures received round glass
coverslips containing the drugs to be tested. As a control, round glass coverslips
were used without substances. After 1, 3, 5 and 7 days from the initial contact
with the paste, the control and treated cultures were submitted to trypsinization
and the cells were counted in a Neubauer chamber, supplying data for the
cellular growth and viability curves. The resuits showed that, in short term




experiments, there were no statistical differences in the survival rate between
the control, calcium hydroxide/carbowax and calcium hydroxide/ polyethylene
glycol 400 groups showing that the calcium hydroxide, independently of the
vehicle used was biocompatible. In turn, the iodoform associated to the same
vehicles, carry most cells to die, after 24 hours. in the long term experiments, the
cell survival in calcium hydroxide/carbowax and calcium hydroxide/polyethylene
glycol 400 was similar to that of control group. Related to cell proliferation, after 7
days, the number of viable stabilized in the calcium hydroxide/polyethylene glycol
400 group, while when the vehicle used was carbowax, the cell proliferation was
similar to that of control group. lodoform/carbowax group showed cellular
proliferation until the fifth day, showing a low number of cells and the cell survival
dropped to 28,0043 + 6,4801% after 7 days. The iodoform/polyethylene glycol
400 showed cellular proliferation inhibition starting on the third day and most
cells died after five days (55330 + 0,6826 %). The results showed that,
independently of the vehycle used, the calcium hydroxide showed to be no
cytotoxic. On the other hand, the iodoform showed different cytotoxicity levels.
When associated to carbowax this substance was less agressive compared with
the iodoform associated to the polyethylene glycol 400.
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