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RESUMO

Embora seja um material amplamente usado na Endodontia, a pasta de
hidroxido de célcio ndo possui amplo espectro de agdo antimicrobiana, fator que
pode levar ao insucesso do tratamento endodontico, devido a permanéncia do
processo infeccioso. Sendo assim, torna-se necessario o estudo da associagédo
dessa pasta a farmacos, como anti-inflamatérios, com o propdésito de aumentar a
atividade antimicrobiana deste curativo. Entdo, o objetivo deste projeto foi avaliar a
influéncia, acdo que microesferas de diclofenaco de sédio causardo em uma pasta
de hidréxido de calcio. Partindo da proporcdo de 1g de pé de hidroxido de calcio
para 1mL de propilenoglicol, 5% de microesferas foi misturado a pasta e, usando
andlise morfolégica e morfométrica, foi feita avaliacdo do tecido adjacente aos
implantes - com os medicamentos - no subcutaneo de ratos. As pastas de foram
manipuladas de acordo com o material de teste e posteriormente inseridas em tubos
de polietileno, além do uso de tubos vazios como controle; e os animais foram
avaliados por periodos de 7 e 30 dias. Decorridos esses periodos, os tecidos
adjacentes aos implantes foram coletados, processados histologicamente e corados
em HE para caracterizagdo do processo inflamatério no local. No periodo de 7 dias,
visualizou-se processo inflamatorio intenso em todos os grupos experimentais, com
a presenca de neutrdéfilos. Ja em 30 dias, houve regresséo do processo inflamatério
instalado em todos os grupos. Embora nédo se tenham observado diferencas na
adicdo de microesferas de diclofenaco de sodio, a pasta utlizada favoreceu a
diminuicdo da inflamacéo e consequente reparo dos tecidos, fatos que classificam a

pasta como biocompativel.

Palavras-chave: Microesferas. Anti-inflamatério. Hidroxido de célcio.

Biocompatibilidade.



ABSTRACT

Although it is a material widely used in Endodontics, calcium hydroxide paste
does not have a broad spectrum of antimicrobial action, a factor that can lead to
failure of endodontic treatment due to the permanence of the infectious process.
Therefore, it is necessary to study the association of this paste with drugs, such as
anti-inflammatory drugs, in order to increase the antimicrobial activity of this dressing.
Then, the objective of this project was to evaluate the influence, action that
diclofenac sodium microspheres will cause in a calcium hydroxide paste. Starting
from the proportion of 1g of calcium hydroxide powder to 1mL of propylene glycol,
5% of microspheres were mixed with the paste and, using morphological and
morphometric analysis, the tissue adjacent to the implants - with the medications -
was evaluated in the subcutaneous of rats. The pastes were manipulated according
to the test material and subsequently inserted into polyethylene tubes, in addition to
the use of empty tubes for control, and the animals were evaluated for periods of 7
and 30 days. After these periods, the tissues adjacent to the implants were collected,
histologically processed and stained in HE to characterize the inflammatory process
at the site. In the period of 7 days, an intense inflammatory process was visualized in
all experimental groups, with the presence of neutrophils. Within 30 days, there was
regression of the inflammatory process installed in all groups. Although there were no
differences in the addition of sodium diclofenac microspheres, the paste used
favored the reduction of inflammation and consequent tissue repair, facts that classify

the paste as biocompatible.

Keywords: Microspheres. Anti-inflammatory. Calcium hydroxide. Biocompatibility.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Em casos de lesdes de cérie de acometimento pulpar ou traumas, pode-se
observar a necrose do sistema de canais radiculares, que se contaminam por
bactérias e seus subprodutos. Para remové-los, é feito o preparo biomecéanico, que
consiste na instrumentagao dos canais aliada ao uso de substancias irrigadoras,
como o hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5%, promovendo a desinfec¢gdo antes de
vedar a area. Contudo, ha microrganismos que possam resistir ao preparo
biomecéanico e que futuramente ocasionem uma nova lesdo endodéntica, tornando-
se necessaria a utilizacdo de medicacdes intracanais que os eliminem e garantam
sucesso ao tratamento (BYSTROM et al., 1985; HAAPASALO et al., 2007).

A medicacdo mais usada nessas situacdes é obtida através da calcinagéo do
carbonato de célcio, até se transformar em 6xido de célcio e, quando hidratado,
resulta em hidroxido de célcio [Ca(OH),] (ESTRELA et al., 1995). Esse material
consiste em um pé branco alcalino (pH 12,8) de baixa solubilidade. Para ser utilizado
como medicagéo intracanal, h4 a necessidade de associar o Ca(OH), ao
propilenoglicol, um veiculo que forma uma pasta passivel de ser inserida no canal
radicular - uma vez que, quando puro, o hidréxido de calcio ndo apresenta
consiséncia adequada para realizar tal funcéo (ESTRELA et al., 1995; SIQUEIRA et
al., 1999; MIZUNO et al., 2008; FREITAS et al., 2017).

A pasta de Ca(OH), € amplamente utilizada devido as propriedades que
apresenta, como agao antimicrobiana, biocompatibilidade e inibigcéo de
lipopolissacarideo, uma endotoxina responséavel por desencadear rea¢6es adversas
no organismo (SAFAVI, NICHOLS, 1993; SAFAVI, NICHOLS, 1994; TANOMARU et
al., 2003). Contudo, esse material possui algumas propriedades que poderiam ser
melhoradas, tais como viscosidade, radiopacidade e dissociagéo idnica, o que
motivou o inicio de estudos e testes da associacdo de outras substancias as pastas
de hidroxido de calcio, criando um material de maior qualidade (ESTRELA et al.,
1995; BASRANI et al., 2004; GUERREIRO-TANOMARU et al., 2012). Outra questao
€ a resisténcia de alguns tipos de bactérias a acdo das pastas de Ca(OH),, como o

Enterococcus faecalis (McHUGH et al., 2004). Dessa forma, torna-se fundamental a
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incorporagé@o de componentes que gerem maior atividade antimicrobiana a essa
medicagdo intracanal (VALVERDE et al., 2017).

O estudo das propriedades biol6gicas, fisicas, quimicas e antimicrobianas se
trata de uma etapa fundamental para desenvolver medicacdes intracanais. Além
disso, € importante que o material associado ao Ca(OH), favoreca o reparo de
tecidos periapicais e nao interfira em sua biocompatibilidade. Esse reparo conta com
agressao inicial ao tecido que estiver em contato com o Ca(OH), - proveniente de
seu pH alcalino - promovendo a migracdo de células inflamatérias e originando um
processo inflamatorio, cuja intensidade e progresséo sofrem influéncia de fatores
locais e sistémicos. O processo descrito resulta na producéo e liberagéo das
citocinas interleucina 1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
prostaglandinas (PGE;), que modulam a inflamacéo (SCHRODER et al., 2006;
HRABAK et al., 2008). O modulador TNF-a, secretado por macréfagos, atua na
estimulacdo de linfécitos e de células osteoclastica durante a reabsorgéo 6ssea e
aumenta a resposta vascular no local (SAFAVI, ROSSOMANDO 1991; DANIN et al.,
2000).

Ap0s o processo inflamatério inicial, as células encontradas no tecido em
contato com o hidréxido de calcio diminuem consideravelmente, devido a queda na
expressdo de citocinas proé inflamatérias, iniciando o reparo tecidual (ANDOLFATTO
et al., 2012). O reparo tecidual envolve inflamacéo, formacé&o de tecido de
granulacdo, remodelacéo e liberacdo de mediadores quimicos que estimulam a
proliferagédo, migracgéo, diferenciagéo e atividade celular (CONSOLARO 2009). A
presenca de coldgeno no tecido conjutivo que estiver em contato com os materiais
significa uma forma de avaliagéo do reparo (BARTOLS et al., 2017; SILVA et al.,
2017).

A primeira alternativa quando trata-se da potencializagdo da atividade
antimicrobiana de materiais endoddnticos é a associacdo de antibidticos ao
Ca(OH),, uma vez que ja foi demonstrada a eficacia da Amoxicilina no controle da
infeccao bacteriana em comparacgéo a pasta que estéd sendo avaliada SABER et al.
2012; SALEM-MILANI et al., 2013; VALVERDE et al., 2017). Outro antibiotico eficaz
no tratamento contra o Enterococcus faecalis € a Linezolida, que possui amplo
espectro e pode ser associada ao Ca(OH), (PAVASKAR et al. 2012).

Outra alternativa é o uso de anti inflamatorios néo estereoidais (AINES), que

tém atividade antimicrobiana comprovada. Dastidar et al (2000) demonstraram que 0
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diclofenaco sodico - um AINE amplamente utilizado - inibe a sintese do DNA de
bactérias Gram positivas e Gram negativas, revelando atividade antimicrobiana que
é potencializada quando associado a Estreptomicina (DUTTA et al. 2007).

Recentemente, demonstrou-se que a pasta de hidroxido de célcio associada a
AINES ou antibidéticos diminuiu significativamente a formagéo de biofilmes de
Enterococcus faecalis sem gerar alteragfes a seu pH. O diclofenaco sddico produziu
resultados mais satisfatorios, uma vez que, ao contrario dos antibiéticos, possibilita a
modulacao dos tecidos localmente e n&o gera a selecéo de bactérias resistentes,
além de reduzir a inflamag&o e dor provenientes de tratamento endoddntico
(FREITAS et al., 2017).

E necessario que estas associagfes nio interfiram nas propriedades fisicas e
quimicas da pasta de Ca(OH),, além de n&do gerar prejuizos ao organismo. Um
exemplo é a associagdo de hidroxido de célcio a clorexidina, que forma produtos de
potencial carcinogénico - a paracloroanilina e espécie reativa de oxigénio (BARBIN
et al., 2013).

Tendo em vista essas questdes, é relevante a realizacdo de uma pesquisa para
avaliar as propriedades biologicas da microesferas de diclofenaco sédico que podem
aumentar a atividade antimicrobiana da pasta de hidroxido de calcio, através de sua

liberacédo lenta e controlada no organismo.
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2. OBJETIVO

O proposito deste estudo € investigar a influéncia da adicdo de microesferas de
diclofenaco sodico na biocompatibilidade da pasta de hidréxido de calcio, apods a
implantag&o de tubos de polietileno no subcutéaneo dorsal de ratos, usando como
método de andlise da reacao tecidual adjacente aos implantes em relacéo a

extensao e tipos de células presentes nos diferentes periodos.



3. MATERIAIS E METODOS
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O quadro 1 mostra a distribuicdo dos materais e proporgdes utlizados nos

diferentes grupos experimentais.

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais e materias testados

Grupos experimentais Materiais

Grupo 1 P6: Hidréxido de célcio
Veiculo: propilenoglicol

Grupo 2 P6: Hidroxido de célcio + 5% de diclofenaco
sodico
Veiculo: propilenoglicol

Grupo 3 P6: Hidroxido de calcio + 5% de microesferas de
diclofenaco sédico
Veiculo: propilenoglicol

Grupo 4 Tubo de polietileno vazio (controle)

Fonte: elaborada pela autora.

O preparo das microesferas foi feito a partir do polimero Eudragit® S100, que foi

dissolvido em acetona, e de diclofenaco sddico, que foi incorporado por agitagdo

magnética a 25°C, seguindo a metodologia descrita anteriormente (GENARI et al.,

2017; DORNELLES et al., 2018). A morfologia das microesferas carregadas com

diclofenaco sodico foi caracterizada por meio da microscopia eletrénica de varredura

(JSM-TLLOA; JEOL, Tokyo, Japéao).

O protocolo de pesquisa foi realizado na Faculdade de Odontologia de

Araraquara e foi, previamente, submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual Paulista, Brasil (CEUA n° 08/2018-Faculdade
de Odontologia de Araraguara-UNESP, anexo 3).

Para este projeto, foram utilizados 30 ratos da raga Wistar, adultos (75 dias),

pesando em média 200g. Esses animais foram mantidos em gaiolas plasticas

constantemente higienizadas, forradas com maravalha (trocada ao menos trés vezes

por semana), com temperatura controlada (23 + 2°C) e fotoperiodo de 12 horas, no
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Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara. Recebiam ra¢éo (Guabi Nutri
Labor, Brasil) e agua ad libitum.

Foi implantado, no subcutaneo dorsal de cada rato, um tubo de polietileno
(previamente esterilizado em 6xido de etileno) de 1,5mm de espessura e 10mm de
comprimento, de maneira randomizada. Foram feitos 5 implantes para cada material
por periodo experimental.

Os ratos foram anestesiados por injecéo intraperitoneal contendo 0,08mL/100g
de peso corporal de Cloridrato de Ketamina a 10% (Virbac do Brasil Industria e
Comércio Ltda - Brasil), concentragdo de 80mg/kg de peso corporal, associada uma
dose de 0,04mL/100g de peso corporal de Cloridrato de Xilazina a 2% (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A - Brasil), na dose de 4mg/kg de peso do animal.

Apos a tricotomia e assepsia com solucéo de iodo a 5% na regido dorsal dos
ratos, foi feita uma incisdo de 2cm com uma lamina de bisturi n° 15, na dire¢éo da
cabeca para a cauda. O tecido foi divulsionado e, posteriormente, os dois tubos
preenchidos com material foram implantados. O local da incis&o foi suturado em
pontos simples utilizando fio de seda (Seda 4-0, ETHICON, S&o José dos Campos,
SP-Brasil). Entdo, os animais foram colocados em gaiolas identificadas de acordo
com o grupo e o periodo experimental, e foram observados até a recuperacao da
anestesia. Para minimizar o desconforto pos-operatdrio dos animais, foi
administrada dipirona sddica, na dosagem de 0,03mg para cada 100g de peso
corporal.

Transcorridos os periodos de 7 e 30 dias, animais foram eutanasiados com
sobredose anestésica. Os tubos de polietileno, que continham os materiais, foram
removidos juntamente dos tecidos adjacentes e fixados em formaldeido 4%
tamponado com fosfato de sddio 0,1M e pH 7,2. Apos 48 horas, as pegas foram
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Os blocos contendo os
implantes e o tecido conjuntivo adjacente serdo cortados com auxilio de um
micrétomo (Micron, modelo HM 325). Cortes com 6um de espessura foram aderidos
a laminas de vidro e corados com hematoxilina de Carazzi e eosina (H&E). Além
disso, outros cortes foram aderidos a laminas de vidro silanizadas para a realiza¢do
das reacdes imuno-histoquimicas e de imuno-fluorescéncia.

Para a descricdo das alteracdes morfolégicas e captura das imagens, foi
utilizado o microscépio Olympus (modelo BX-51, Japéo) no qual esta acoplada uma

camera de captura DP-71 (Olympus).
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A partir dos cortes corados em H&E, foi realizada a descricdo morfoldgica do
tecido conjuntivo (cipsula) adjacente aos implantes. Nesta andlise, foi considerada a
presenca ou ndo de processo inflamatério, bem como a sua extensdo e o tipo de
células inflamatérias, presenca de células gigantes multinucleadas, vasos

sanguineos, fibroblastos e fibras colagenas.
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4. RESULTADOS
Nas imagens obtidas através da andlise das laminas, observa-se a reagdo no
tecido conjuntivo adjacente aos implantes contendo os diferentes materiais nos

periodos de 7 e 30 dias.

Em 7 dias, a presenca de neutréfilos na cadpsula adjacente aos implantes
demonstra o processo inflamatério mais intenso de todos os grupos experimentais.

Apos 30 dias, verifica-se reducdo do processo inflamatorio em todos os grupos.

Nao foram observadas diferencas em fatores como extenséo e tipo de células
presentes entre 0s grupos da pasta de hidroxido de célcio acrescida de diclofenaco

sédico e o das microesferas deste medicamento, em ambos os periodos.

A partir dos cortes histolégicos, foram obtidas fotomicrografias que ilustram
porcdes da cipsula adjacente a abertura dos tubos implantados (1) no tecido
subcutaneo apos 7 (Figs. 1A-1D) e 30 (Figs. 1E-1H) dias de implantacdo. Figuras
1A-1D — cépsulas evidenciando numerosas células inflamatorias e areas de necrose
superficial adjacentes as pastas de hidroxido de célcio. Apés 30 dias (Figs. 1E-1H),
pode ser observado uma cépsula fibrosa nas cdpsulas; poucas células inflamatérias

estédo presentes. HE. 70X.



F

igura 1 - fotomicrografias dos cortes histologicos

Fonte: elaborada pela autora.

20
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5. DISCUSSAO

A biocompatibilidade tecidal € uma das principais propriedades que as pastas
de hidroxido de célcio devem apresentar: elas ndo podem ser irritantes aos tecidos
periapicais, com 0s quais estardo em contato direto. Um método de analise bastante
utilizado para avaliar o tipo e extens&o de rea¢des inflamatérias causadas por
diferentes materiais endoddnticos € o implante em subcutaneo de ratos (CINTRA et
al., 2017). Nesse estudo, a andlise histoldgica avaliou o processo inflamatorio incial

e a inducéo de sua regresséao por diferentes materiais.

Os dados obtidos com a andlise in vivo no subcutaneo de ratos apontaram que
as pastas de hidroxido de calcio induziram um processo inflamatorio severo aos 7
dias, promovendo a necrose das areas que estavam em contato intimo com esses
materiais. Aos 30 dias, foi possivel observar a regress@o desse processo e, dessa
forma, o aumento do ndmero de fibroblastos e fibras colagenas nas cépsulas. O pH
alcalino do Ca(OH)2 favorece a formacao de areas de necrose superficial
(ESTRELA et al., 1995), cujas células induzem a migracao de neutrofilos e células
gigantes multinucleadas, promovendo a fagocitose e o reparo tecidual em periodos
experimentais mais longos (ANDOLFATTO et al., 2012).

E sabido que o sistema de carregadores melhora fatores como estabilidade da
droga (OURIQUE et al., 2008), biocompatibilidade e biodisponibilidade
(GUINEBRETIERE et al., 2002) e controle de sua liberag&o no organismo
(HERNANDEZ et al., 2013), sendo que este ultimo se relaciona com a reducéo da
dosagem e, consequentemente, dos efeitos adversos (PURI, PURI 2013). A
associagédo de medicamentos feita ndo gerou alteragcdes em relagdo a reagéo
inflamatoria, mas como promoveu sua regressdo apos 30 dias, pode ser

considerada biocompativel.

Jéa foi demonstrado em estudos que a associacdo de pasta de hidroxido de célcio
ao diclofenaco sédico possui atividade antibifilme contra E. faecalis (de FREITAS et
al., 2017) e induziu um processo inflamatdrio menos intenso que quando a pasta de
hidroxido de célcio usada sozinha. Entretanto, o presente estudo € o primeiro a
analisar a biocompatibilidade dessa mistura, acrescida a microesferas de

diclofenaco sodico, que geraram resultados promissores - mas ainda ha a
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necessidade de analisar suas propriedades fisico-quimicas para que seu uso clinico

seja indicado.



6. CONCLUSOES

Embora o uso de microesferas de diclofenaco de sédio ndo tenha produzido
diferencas, os resultados obtidos apontam quem as pastas estudadas favorecem a
regressao da reacao inflamatéria e reparo de tecidos. Sendo assim, podem ser

consideradas biocompativeis.
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