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= RESUMO: Germes dentais de primeiros molares inferiores de fetos de camundongos com 14 ou com
17 dias foram cultivados in vitro na presencga da Sealapex, CRCS, AH-26 ou de 6xido de zinco e eugenol,
durante 6 dias. Os materiais odontologicos foram testados 24 horas apés a sua manipulagio, ou 15
dias apds a sua preparagéo e incubagao em meio de cultura em estufa de CO,, a 37C°; neste ultimo
caso, foram testados tanto os materiais odontolégicos quanto o meio onde eles ficaram incubados.
Todos os materiais analisados mostraram-se incompativeis com o desenvolvimento dos germes dentais
nestas condiges de experimentagio. Os germes dentais obtidos dos animais mais jovens foram mais
1esistentes que os obtidos dos animais mais velhos. O meio de cultura, onde os discos dos materiais
odontoldgicos ficaram depositados, apresentou resultados melhores que os experimentos que empre-
garam os discos propriamente ditos, quer 24 horas apds a sua preparagdo quer apds o periodo de
incubagdo em meio de cultura por 15 dias, sugerindo que a liberagdo de substincias tOxicas para o
meio € constante na presenga dos discos, mas que as mesmas se dissipam na sua auséncia.

= UNITERMOS: Materiais biocompativeis; materiais restauradores do canal radicular; germe de dente.

Introducao

Apbs a observacao de que materiais odontolégicos podem ser testados quanto

a sua biocompatibilidade in vitro,® um vasto campo de estudo abriu-se a pesquisas
dessa natureza.
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Assim, testes de biocompatibilidade in vitro tornam-se desejaveis, ndo s6 com
vistas a melhor reprodutividade das condigdes de trabalho, como também pelas novas
luzes que trardo nesse outro nivel de conhecimento.

Muitos testes de biocompatibilidade, unhzando 31stemas de culturas de células,
tém conduzido a resultados inconsistentes.!4

A maneira de expor os materiais aos tecidos :inﬂui de modo significativo sobre os
efeitos observados® 3 e sobre a utilizagio de um sistema de meio de cultura definido,
além de padronizar a metodologia de trabalho, possibilita a analise dos materiais apés
a sua manipulagao ou de partes desses materiais ou, ainda, suas fragdes soliveis.

Este trabalho propoe-se a estudar, de trés maneiras diferentes, a biocompatibi-
lidade in vitro de materiais odontolégicos utilizados como seladores de canais
radiculares e germes dentais de molares de camundongos.

Material e método

Camundongos albinos foram cruzados e ¢ aparecimento do plug vaginal foi
considerado o dia zero da gestagdo. Apos 14 ou 17 dias de gestagao, as maes foram -
sacrificadas, os Uteros assepticamente removidos e os embrides dissecados e coloca-
dos em solugdo de Tyrode. :

Os embrides foram decapitados sob a agio de uma capela de fluxo laminar, as
cabegas foram colocadas em uma nova solugdo de Tyrode e os primeiros molares
inferiores dissecados e colocados em meio MEM-Eagle para cultura.

Os germes dentais foram colocados sobre uma pega de papel “millipore”, de
forma retangular, que, por sua vez, foi colocada sobre um segmento de tela metalica
apoiada nas bordas do frasco de cultura. Foi colocado meio de cultura até aproxima-
damente a altura da metade dos germes dentais. Cada um desses conjuntos foi
colocado no interior de uma placa de Petri descartavel e incubado, durante seis dias,
em uma estufa com atmosfera umidificada e 5% de CO,, a 37°C.

Quatro materiais seladores de canais radiculares foram testados: Sealapex,
AH-26, CRCS e éxido de zinco e eugenol. Os materiais foram manipulados de acordo
com as instrugdes do fabricante e condensados em um molde de silicone para formar
um disco de 1,6 mm de didmetro por 1,0 mm de espessura. O material foi colocado
em uma estufa a 37°C por 24 horas até que tomasse presa; o Sealapex necessitou de
3 dias para endurecer nessas condigdes de trabalho. Decorrido o tempo necessario
para o endurecimento dos materiais, os discos foram desinfetados em alcool 70% du-
rante 2 minutos e deixados secar em uma capela de fluxo laminar. Os materiais foram
testados de trés maneiras diferentes: uma dessas maneiras foi a colocagao dos discos,
ap6s o periodo de presa, no meio de cultura no qual os germes foram cultivados; uma '
segunda maneira foi a colocagédo dos discos de materiais odontoldgicos em recipientes
(placas de Petri) contendo meio de cultura na prdporgéo de 1 ml para cada disco e a
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utilizagao desses discos apds decorrido um periodo médio de 15 dias de incubagéo
em estufa; e na terceira maneira, foram cultivados germes dentais no liquido onde os
discos ficaram depositados durante 15 dias; neste tltimo caso, os meios foram enrique-
cidos com 1% deglutamina no momento da incubagédo dos germes na estufa de CO,

Germes dentais foram cultivados em meio MEM-Eagle, sem a presenga de discos
de materiais odontolégicos, como espécimes controle. '

-~ O meio de cultura foi renovado a cada 2 dias e, apos o periodo de 6 dias, os
germes foram fixados em formalina a 10%, incluidos em parafina, cortados com 6 pm
de espessura e corados pelo método da hematoxilina e eosina para analise em
microscopia optica.

Resultado

Germes dentais com 14 dias

Controle

Os germes dentais, obtidos de fetos com 14 dias e cultivados por 6 dias em meio
controle, apresentavam-se em fase inicial de campéanula. Neles podiam se distinguir
as estruturas epiteliais que formavam um 6rgao do esmalte bem-desenvolvido, com
os epitélios intermno e externo bem-definidos e células indiferenciadas, uniformemente
distribuidas entre elas. A frente da concavidade formada pelo érgdo do esmalte, as
células da papila comegavam a se organizar na camada odontoblastica. As demais
células da papila distribuiam-se uniformemente e ndo apresentavam qualquer grau
de diferenciagéo. Paralelamente a superficie do 6rgao do esmalte, havia poucas filei-
ras de células alinhadas, acompanhando essa superficie (Figura 1).

Tratados

Sealapex

Os germes dentais cultivados durante 6 dias em meio contendo Sealapex, quer
logo apds a sua preparagao quer apos 15 dias com os discos ou no meio de cultura
onde os discos ficaram depositados, apresentavam-se absolutamente sem caracteris-
ticas estruturais de germes dentais. As células epiteliais permitiam visilumbrar o que
havia sido o 6rgao do esmalte, particularmente quando cultivados no meio onde os
discos ficaram incubados, entretanto, as estruturas da papila e do saco dentais nao
mostravam caracteristicas de vitalidade (Figura 2).
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AH-26

Os germes dentais cultivados durante 6 dias em meio contendo AH-26, da
mesma forma que ocorreu quando se usou Sealapex, nas trés condigdes de trabalho,
apareceram completamente desestruturados e, raramente, as células apresentavam
caracteristicas de vitalidade. As células epiteliais foram, aparentemente, mais resis-
tentes que as de natureza conjuntiva. O uso do meio de cultura, onde os discos ficaram
depositados, foi menos prejudicial ao desenvolvimento dos germes dentais que os
outros dois procedimentos (Figura 3). ‘

CRCS

Os germes dentais, cultivados durante 6 dias em meio contendo CRCS, mostra-
ram, nas trés condigdes de experimentagdo, uma altera¢do no desenvolvimento néo
compativel com a fase correspondente. Os melhores resultados encontrados foram os
que empregaram o meio de cultura onde os discos ficaram depositados na estufa de
CO, durante 15 dias. Nesta ultima condigao, as células epiteliais foram as que methor
preservaram suas caracteristicas, porém, o germe dental nio evoluiu tanto em forma
quanto em diferenciagao celular (Figura 4).

Oxido de zinco e eugenol

~ Os germes dentais cultivados em meio de cultura contendo ¢xido de zinco e
eugenol mostraram, nas trés condi¢des de experimentagao, um desenvolvimento nio
compativel com o periodo de observagao. Enquanto com a utilizagdo dos discos -
quer logo apds o seu preparo quer apds o periodo de incubagao na estufa - verificou-se
destruigao total das estruturas do germe dental, com 0 emprego do meio de cultura
onde 0s discos ficaram depositados houve preservag¢ao das estruturas, sem, entretan-
to, ocorrer evolugéo do germe dental e diferenciagdo celular (Figura 5).

Germes dentais com 17 dias

Controle

Os germes dentais, obtidos de fetos com 17 dias e cultivados por 6 dias em meio
de cultura controle, apresentavam-se em fase de campanula avangada, com a
morfologia caracteristica de molares. O érgiao do esmalte mostrava suas estruturas
componentes caracteristicas, com uma camada de ameloblastos constituida por
células altas, diferenciadas nas partes superficiais as cispides e. menores e menos
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diferenciadas em diregéo cervical. Os demais componentes do 6rgao do esmalte,
quando presentes, mostravam-se tipicamente constituidos.

FIGURA 1 - Germe dental de feto, com 14 dias, cultivado em meio de cultura controle durante 6 dias. HE. 250x.

FIGURA 2 - Germe dental de feto, com 14 dias, cultivado por 6 dias no meio de cultura onde ficaram depositados
08 discos de Sealapex durante 15 dias na estufa. HE. 250x.

FIGURA 3 - Germe dental de feto, com 14 dias, cultivado por 6 dias no meio de cultura onde ficaram depositados
os discos de AH-26 durante 15 dias na estufa. HE. 375x.

FIGURA 4 - Germe dental de feto, com 14 dias, cultivado por 6 dias no meio de cultura onde ficaram depositados
os discos de CRCS durante 15 dias na estufa. HE. 72x.

FIGURA b - Germe dental de feto, com 14 dias, cultivado por 6 dias no meio de cultura onde ficaram depositados
os discos de 6xido de zinco e eugenol durante 15 dias na estufa. HE. 450x.
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A camada superficial da papila dental estava constituida por células ndo muito
altas, com nucleo basal. Recobrindo-as, isto &, entre os ameloblastos e os odontoblas-
tos, identificava-se uma camada de pré—dentina que se estendia da regido das
cuspides para a regido cervical, adelgagando-se nesse sentido. Os demais componen-
tes celulares da papila apresentavam-se uniformemente distribuidos, com uma con-
centragdo ligeiramente menor na sua parte central (Figura 6).

Tratados

Sealapex

Os germes dentais cultivados-durante 6 dias em meio contendo Sealapex, nas
trés condigdes de experimentagao, mostraram-sp completamente sem caracteristicas
de vitalidade. Embora em alguns casos percebiam se remanescentes dos tecidos de
origem epitelial, seus aspectos foram piores que|os encontrados com os germes de 14
dlas (Figura 7).

AH-26

Os germes dentais cultivados durante 6 dias em meio contendo AH-26 mostra-
vam-se completamente destruidos e com suas células sem vitalidade, nas trés
condig¢des experimentais, muito pouco podendo ser identificado como tecidos desti-
nados a formagdo do 6rgdo dental (Figura 8). |

CRCS

~ Os germes dentais cultivados durante 4,5 ou 6 dias em meio contendo CRCS,
nas trés condigdes de experimentagéo, ndo apre$entavam caracteristicas compativeis
com a idade analisada, acrescida do periodo de cultivo. Os tecidos epiteliais foram os
que mostraram mais resisténcia aos efeitos do material.

Os resultados menos drasticos foram encontrados quando da utilizagdo do meio
de cultura em que os discos de material odontologlco ficaram depositados na
incubadora de CO, (Figura 9).

Oxido de zinco e eugenol - Os germes dentais cultivados durante 6 dias em meio
de cultura contendo 6xido de zinco e eugenol, nas trés condigdes de experimentagéo,
mostraram evidéncias grandes de incompatibilidade. Puderam-se visualizar, com o
uso dos discos imediatamente apos a sua preparé}géo, ou com ¢ uso do meio de cultura
onde os discos ficaram incubados na estufa de CO,, melhores resultados que os
identificados quando se utilizam os discos apdsia sua incubagéo (Figura 10).
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FIGURA 6 - Germe dental de feto, com 17 dias, cultivado em meio de cultura controle durante 6 dias. HE, 225x.

FIGURA 7 - Germe dental de feto, com 17 dias, cultivado durante 6 dias em meio de cultura contendo discos
recém-preparados de Sealapex. HE. 200x.

FIGURA 8 - Germe dental de feto, com 17 dias, cultivado por 6 dias no meio de cultura onde ficaram depositados
os discos de AH-26 durante 15 dias na estufa. HE. 225x.

FIGURA 9 - Germe dental de feto, com 17 dias, cultivado por 6 dias em meio de cultura contendo discos recém
preparados de CRCS. HE. 400x.

FIGURA 10 - Germe dental de feto, com 17 dias, cultivado por 6 dias em meio de cultura contendo discos recém
preparados de éxido de zinco e eugenol. HE. 188x.
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Discussido

Os germes dentais cultivados em meio controle desenvolveram-se satisfatoria-
mente como originalmente descrito.156.10.15

Substancias alcalinas como 0 Sealapex, a semelhanga do que ocorre com o Dycal,
ambos a base de hidréxido de célcio, comportam-se como téxicas in vitro devido ao
seu alto pH.312 Por outro lado, a verificagao de que o Ca(OH)? era inerte? foi atribuida,
presumivelmente, ao pequeno volume da amostra quando comparado ao utilizado no
sistema in vitro. Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que, na presenga
do Sealapex, os germes dentais com 14 ou com 17 dias estavam completamente
desestruturados e sem vitalidade; as observagdes permitiram verificar que os germes
com 14 dias apresentaram um comportamento menos sensivel que os verificados com
aqueles com 17 dias e, ainda, que a incubagao com o meio onde os discos ficaram
depositados foi menos prejudicial. Tais observagdes confirmam a maior resisténcia
dos germes de 14 dias em relagao aos de 17 dias ao sistema empregado, entretanto,
tais resultados divergiram dos achados de um dos autores que mostraram que o0s
discos incubados apresentaram resultados melhores que 0s encontrados quando
utilizados os outros dois sistemas de trabalho.®

Com o emprego do AH-26, pOde-se verificar que houve um efeito altamente
téxico do material aos germes dentais, impedindo seu desenvolvimento, nas trés
condigdes de experimentagéo; os melhores resultados, embora ruins, foram alcanga-
dos com os germes de fetos de 14 dias e com o0 emprego do meio de cultura onde 0s
discos ficaram depositados. Tais resultados, mais uma vez, discordam dos que
relataram melhores resultados com a utilizagao dos discos que ficaram incubados por
15 dias em meio de cultura.b

Os resultados alcangados com o emprego do CRCS, um selador de canal radicular
que contém na sua formulagdo hidréxido de calcio, foram muito semelhantes aos
obtidos com o emprego do Sealapex. Assim, o cultivo no meio onde os discos ficaram
depositados permitiam verificar, em quase todos os casos, o contomo de tecido
epitelial original, e que estavam melhor preservadas as estruturas no germe obtido de
fetos com 14 dias. Tais observagdes, mais uma vez, por um lado, corroboram as obtidas
anteriormente com relagao a idade fetal e, por outro lado, delas divergem quanto ao
tipo de sistema de trabalho que levou a melhores resultados.®

O emprego do 6xido de zinco e eugenol, a semelhanga do IRM, um composto
similar reforgado, levou a resultados comparaveis aos obtidos com os outros materiais
testados. O meio de cultura onde os discos ficaram incubados foi 0 método que levou
aos melhores resultados, particularmente com os germes de 14 dias. Nas demais
circunstancias, ndo houve evolugdo dos germes cultivados e a maioria das células
mostrava-se sem vitalidade. Tais achados, mais uma vez, corroboram os relatos que
os germes aos 14 dias sdo mais compativeis com os métodos de teste aqui utilizados,
porém, nao concordam com a observagdo de que o meio onde os discos ficaram
depositados levassem, da mesma forma, aos melhores resultados;® concordam tam-
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bém que o 6xido de zinco e eugenol recentemente preparado inibe o crescimento das
células, devido a volatilidade do eugenol, propriedade que, por outro lado, possibilitou
0 crescimento celular quando usado 3 dias ap6s sua preparagdo? e comobora a
observagao de que o eugenol ¢ liberado para o meio em quantidades que diminuem
com.o tempo.? '

Os resultados alcangados neste trabalho mostraram que os materiais odontol6-
gicos seladores de canais radiculares sao téxicos, corroborando as observagoes sobre
citotoxicidade de seladores endodénticos!t e que é importante tanto a maneira de se
preparar o material quanto a maneira pela qual ele é colocado na presenga dos tecidos,
as quais podem alterar os efeitos observados.®!3 Mostraram também que o sistema é
sensivel as substancias desprendidas pelos materiais odontolégicos seladores de
canais radiculares analisados. Tal observagdo vem confirmar a informagéao quanto a
sensibilidade do sistema as conhecidas toxinas dos materiais odontolégicos,’ e que
os testes in vitro sao muito mais sensiveis aos efeitos nocivos dos materiais sobre o
metabolismo celular do que o sdo as células e tecidos in situ,* mesmo que acrescidas
de outras substancias na sua formulagao.”

As observagoes realizadas a partir dos germes dentais das duas idades estudadas
confirmam que os germes obtidos de animais com 14 dias sdo mais resistentes as
condigdes de experimentagao, talvez porque suas células, em fase de multiplicagao,
sejam capazes de compensar melhor as injurias sofridas do que as células pos-mito-
ticas, diferenciadas, obtidas nos germes dos fetos com 17 dias.®

Conclusao

Todos os materiais odontolégicos seladores de canais radiculares, avaliados
neste trabalho, mostraram-se incompativeis com os germes dentais quando utilizados
in vitro. Foi possivel verificar que os germes dentais obtidos dos animais mais jovens
580 mais resistentes.que os obtidos de animais mais velhos. A utilizagdo do meio de
cultura onde os discos ficaram depositados proporcionou resultados melhores que os
experimentos que empregaram os discos propriamente ditos, quer logo apés a sua
preparagéo quer apés o periodo de incubagéo, sugerindo que a liberagéo de substan-
cias téxicas para o meio é constante na presenga do disco, mas que as mesmas se
dissipam na sua auséncia.
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® ABSTRACT: Lower first molar tooth germs of 14 or 17 days mouse foetuses were culturedin vitro either
with Sealapex, CRCS, AH-26 or zinc oxide and eugenol, for 6 days. The dental materials were exposed
to the culture system as either fresh material, leached discs (by pre-incubation in media) or the medium
from the incubated discs at 37°C. All the analysed dental materials appeared as incompatibles with the
tooth germ development at these experimental conditions. The younger tooth germs showed best results
than those obtained with the older ones. The medium from the incubeted discs have presented better
results when compared to the two others experimental conditions. The results suggest that there is a
liberation of toxic substances to the medium in the presence of the dental materials, but that they are
dissipated in its absence. ‘
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