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EFEITO HEMOLITICO E HEMOGLOBINOLITICO DE
ALGUMAS SOLUCOES UTILIZADAS COMO
AUXILIARES NO PREPARO BIOMECANICO DO
SISTEMA DE CANAIS RADICULARES, ATRAVES DE
DILUICOES EM SORO FISIOLOGICO NORMAL. IN VITRO

HEMOLYTIC AND HEMOGLOBINOLYTIC
EFFECT OF ANY SOLUTIONS USED AS AIDS
IN BIOMECHANICAL PREPARATION OF THE
ROOT CANAL SYSTEM BY MEANS OF DILUTIONS]
IN NORMAL SALINE SOLUTION. IN VITRO.
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RESUMO

Com a finalidade de avaliar o potencial citotéxico de algumas solugfes utilizadas como auxiliares no
preparo biomecinico do sistema de canals radiculares, testou-se os efeitos hemolitico e hemoglobinclitico in
vitro, de tals solugBes através de diluigdes em soro fisiologico normal. Foram testadas as seguintes solugdes:
solucio de hidréxido de cilcio a 0,2% (4gua de cal), Tergentol, associagio de dgua de cal eTergentol em duas
proporcdes (HcT10 e HcT20), liquido de Dakin, solugdo de Milton, solucio de Labarraque e soda clorada.
Para tal, apés a padronizagio da fragilidade globular das hemicias através de dilui¢io volume a volume de
sangue venoso com solugio de Alsever modificada e armazenamento em geladeira por 4 dias, diluiu-se as
solucdes teste em concentragies decrescentes de razio variavel em soro fisiolégico puro, apés o que proce-
deu-se o contato célula-material por 30 minutos, centrifugagio dos tubos e leitura das densidades dpticas em
Espectrofotémetro Espectra | no comprimento de onda de 545 nm.Apés a ordenacio dos dados, calculou-se
as médias para n=2 e os respectivos desvios padries (DP) para cada dilui¢io das solugBes. Os resultados
permitiram concluir tratar-se de um método valido para tal finalidade por ser quantitative, reprodutivo e de
facll execugio; que a adigio de um agente ténslo-ativo (Tergentol) reduz significativamente o potencial hemolitico
e hemoglobinolitico da agua de cal; que o tipo e a concentragio das solugdes sio determinantes no seu
potencial hemolitico ; e que as solugdes de hipoclorito de sédio sio extremamente hemoliticas e
hemoglobinoliticas e, consequentemente, altamente citotéxicas.
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Efeito

REVISAO DE LITERATURA

Das substinclas usadas come antissépticos no interior do
sistema de canals radiculares, aguelas usadas como auxiliares
no preparo biomeciinico sempre foram motivos de controver-
sias.As solugdes de hipoclorito de sbdie, sem divida, sio lar
gamente usadas e difundidas para tal finalidade seja pela sua
capacidade de solvente de matéria orginica e pelo seu poten-
cial bactericida altamente efetive. Entretanto, tais proprieda-
des aliadas ao seu alto pH, conferem 4s solugdes de hipoclorito
de sédio alto potencial irritative. A tendéncia do uso de
antissépticos mais suaves levou a indicagio de uma gama enorme
de sclugBes e assochgdes de solugdes.A solugio de hidréxido
de cileio merece sérias consideragdes como solugie irrigadora

por ser hemostitico & nfio atuar por vaso-constricgio e apre-
sentar relative potencial germicida. Outras substincias tém o
seu uso sugerido e justificade . Devido is excelentes qualida-
des apresentadas pelos detergentes anidnicos relacionados 4
limpeza que produzem, passaram a ser utilizados durante a
instrumentagio. Os agentes tinsio-ativos podem ser utilizados
Isolados ou em associagdes com outros antissépticos e gragas
4s suas propriedades de potencializar tais substincias. RAPELAT
associou uma pasta poliantibidtica com um agente ténsio-ati-
vo (Bacinoral liquide) e verificou ser a assaciagio efetiva para
o tratamento de dentes despulpados. CUNMNINGHAM et ali*
associaram  hipoclorito de sadio a um agente ténsic-ativo
{etanol) e verificaram que a depressio da tensio superficial
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.tlph‘lmﬂramm a capacidade de difusio deste agente
Irrlpme"ln vitro". LEONARDO"® associando o hipaclorito de
sodio a um detergente aniénico, evidenciou que a associagio
constitulu-se num eficlente coadjuvante aoc preparo
E]lomclnlm de canais radiculares., BARBOSA', testou duas

associaces de solugio de hidréxide de cilcio e Tergentol em
duas concentracdes diferentes , a saber: 90 mi de solugio de
l#dr&xidu de cilcio mais 10 ml de Tergentol, solugio esta que
denominou HeT10. A 2* solugdo continha 80 ml de selugio
ﬂtﬂ.ﬂiﬁidﬂ de cdlcio mais 20 ml de Tergentol, que denomi-
neu HeT20; © objetivo era baixar a tensdo superficial a um
ponto considerado Gtimo sem alterar muito no valor de pH e
53 forma, testar a atividade antimicrobiana de wais solu-
 sobre microorganismos comumentemente encontrados
de oral. Concluiu que a solucdo de hidroxido de
ndo apresentava atvidade antimicrobiana sobre 36,7%
gﬁi nﬂcmnr‘gamsms testados, porém a adicio de um agente

g-ativo tornou a solugio (HcT20) eficaz frente a 90,90%
ﬁmmh‘mrganlsmm num tempo miximo de 10 minutos. Su-
m ainda, o uso da solucio HcT20 como eficiente no traa-
dw de polpas gangrenadas. Assim, procurou-se uma forma
de avaliar quantitativamente o potencial citotéxico das solu-
*ﬁu:ﬂm'és de dilui¢des decrescentes em sora fisiolégico das
concentracoes de uso clinico e, pela andlise do potencial
 hemaolitico das mesmas.

~ MATERIAIS E METODO
Colhida o sangue, com o méximo de esterilidade possivel,
“adaptou-se a sequéncia do méwodo quantitative de Dacie®.
‘Dessa forma , diluiu-se o sangue volume a volume com a solu-
@l.u de Alsever modificada e guardou-se em geladeira a 4°C
.pur 4 dias para a estabilizagdo da resisténcia globular. Ma oca-
sfio de uso, as hemicias foram lavadas, centrifugando-se 3
- yezes com grandes volumes de solugio fisioldgica normal. Fo-
ram desprezadas as solugdes que apresentavam sinais de
hemolise apds a 3" lavagem, bem como as que apresentaram
hemélise na getadeira no dia seguinte ao da colheita. Para pre-
parar a suspensdo de hemdcias usada (5% em solucio fisiold-
gica ), na dltima lavagem, centrifugou-se as hemdcias a 2000
rpm por 5§ minutos em tubos graduados para formar uma papa
firme de hemacias. A partir dessa papa de hemdcias obtém-se
uma suspensao, multiplicando-se o volume da papa de hemdcias
por 19 em solugio fisioldgica normal. Toma-se 0,3 ml dessa
mpumin acrescenta-se 2,7 ml de dgua destilada e mede-se a
densidade dptica (DO) em espectrofotdmetro Especera | na
onda de 545 nm. Essa densidade optica & o ponto de partida
para as padronizagdes a serem feitas da seguinte forma: sus-
pende-se a papa de hemicias a 5,5%, lisa-se essas hemicias
como na padronizacio inicial e mede-se a densidade &ptica no
mesmo aparelho usado. Acerta-se o volume final dessa sus-
pensio usando-se a formula:

Visusp) x DO (susp)

V=
50
Vf = volume final
V(susp) = volume da suspensao a 5,5%

DO(susp) = densidade &ptica da suspensdo a 5,5%

Se DO(susp) malor que 50, corrigir a suspensio juntando
solucio fisiolégica num volume igual a Vf - V(susp).

Se DO(susp) menor que 50, retira-se, por centrifugagio ,
uma quantidade de solucio igual aV(susp) - Vf, até que a DO
seja exatamente 50,
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Obrida essa suspensio, iniciou-se as diluigSes das solucdes
teste. Para cada solugio teste, foi preparada uma série de 16
tubos de ensaio | 2x120 mm, devidamente identificados quan-
to i solugio e diluigio contidas no mesmo. Segue-se essa
sequéncia de mancbras para obtengio das diluigSes: no twba
de n® 1 coloca-se 54 ml da solugio teste. Neos demais 13
tubos coloca-se 2,7 ml de solugio fisiolégica. Feito isso, do
tubo n® 2 transfere-se 2,7 ml da solugdo para o tubo 3 e, apés
homogeneizar por agitagio, transfere-se 2,7 ml para o twbo n®
4 e, assim, até o twbo de nimero |5, do qual desprezou-se 2,7
ml da diluicio. Assim, obtém-se as diluicdes , em concentra-
¢oes decrescentes de razio varidvel da solugio teste em solu-
rao fisioldgica normal Como controles, foram utilizados 2 tw-
bos que na série foram Identificados come de nimeros | & |6
Mo twho de n® | colocou-se 2,7 ml de dgua destlada e fol
denominado de Co-50 (apresenta DO=50), Mo tubo de n® 16,
colocou-se 2,7 ml de solugio fisioldgica e foi denominado de
Co-0 (apresenta DO=0) e serviu para ajustar tal DO na apa-
relho. Uma vez obtidas as diluigdes desejadas, utilizou-s= 0,3
ml da suspensio de hemiclas em contato com a solugio teste
diluida durante 30 minutos a 22° C.Apds o contato célula-
material, procedeu-se a centrifugagio a 2000 rpm por 5 minu-
tos de todos os tubos e processou-se a leitura
espectrofotometrica na onda de 545 nm. A densidade dptica
de Co-50 deve ser sempre 50 e a Co-O Igual a 0.A partir
dessas densidades limites, a hemdlise total (HeTo) & caracter-
zada por densidades dpticas nunca inferiores a 46% e a hemdlise
parcial (HeFa) por densidades intermediirias até 0, Da mesma
maneira, porém em sentido inverso ac da hemdlise, a
hemoglobindlise total (HbTo) serd caracterizada por densida-
de dptica igual a 0 com perda total da cor avermelhada da
solugio teste, e hemoglobindlise parcial (HbPa) por densida-
des intermedidrias entre 0 e 46%, com perda gradual da cor
avermelhada para esverdeada, amarelo-escuro pouco estavel
e incolor. Sua interpretagio & feita através da densidade Sptica
determinada no espectrofortdmetro®. Apds a ordenagio dos

TABELA |
Efeito hemolitice, em eritrdeitos “in vitro", das solugias
irFigadoras testadas, diluides em soro fisicldgico puro.
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Legenda: M = média
DF = desvio padrdo
n = ndmero de experimentos

'ROBRAC - REVISTA mm-w-mmuﬂ




ROBRAC, 6(22), 1997

dados, foram calculadas as médias (M) e os desvios-padrio
{DP) para cada solugio teste, utilizando-se o método simplifi-
cada de cilculo de desvio-padric®, determinando-se a
significincia em p<0,05.

RESULTADOS
Apds calculadas as médias (M) e os desvios-padrio (DF)
para n=2 { onde n= nimero de experimentos), os resultades
foram agrupados na Tabela |.

DISCUSSAO

Pode-se verificar que a andlise dos resultados expostos per-
mite relacionar os efeitos hemaolitico & hemoglobinolitico das
solugdes testadas com os seus respectivos graus de
citotoxicidade nos seguintes aspectos: a) tipo; b) concentragao
da solucio. Tais aspectos estdo acordes com as ponderagdes
de ANDRADE; TORMNECK" A dgua de cal em suas concentra-
cGes iniciais apresenta hemoglobindlise toral (1:0; 1:2) com
DO (11; 29) respectivamente; hemdlise towl (1:4; 1:8) com
DO (42; 50) respectivamente e; hemdlise parcial (1:16 ) com
=10 tendendo a zero nas concentragdes subsequentes.O fato
das DO serem decrescentes até o titulo |:B sugerem a acio
hemoglobinalitica da solugio, ou seja, além da destruicio total
do estroma da hemdcia que resulta na liberagio da hemoglobina
para 0 meio diluente , a gradual destruicio da mesma , com
perda da cor caracteristica rosea-avermelhada que se verifica
na hemalise total. Esse fato mostra que a agio da solugio &
mais destrutiva nas concentragdes iniciais e, portanto mais
citotéxica j& que além da destruigio da hemdcia ocorre a de-
sintegracio da hemoglobina’. O Tergentol apresenta um com-
portamento hemolitico e caracteristico. Nas concentragdes (1:0;
1:2: 14 1:8: 1:16) apresenta hemélise toral, hemalise parcial
em |:32 tendendo a zero nas concentragdes seguintes.Tal fato
pode ser relacionade ac mecanismo de agio dos agentes ténsio-
ativos sugerindo que o Tergentol altere a permeabilidade da
membrana celular da hemdcia permitindo a saida da
hemoglobina para o meio diluente. Sugere, também o baixo
grau de citotoxicidade da solugio pols, apenas, provoca a de-
sintegragio da hemdcfa, ndo tendo nenhuma a¢io sobre a
hemeglobina. A associagio de solugio de hidréxido de cilclo
e Tergentol (HcT 10) apresentou hemoglobindlise total nas con-
centra¢Bes iniciais (1:0; 1:2) com DO (25; 36,5}, respectiva-
mente; hemoglobindlise parcial em |:4 (DO = 46) e hemdlise
parcial em |:8 (DO = 15}, tendendo a zero nas concentragoes
seguintes. Embora tenha preservado a caracteristica
hemoglobinizante nas concentragdes inicials, tal fendmena fal
sstatisticamente menos efetivo com relagio 3 solugio de
hidréxido de cilclo pura.Tal fato deu-se pela adigio doTergentol,
agente que nio apresenta @l caracteristica A associacio de
solucio de hidréxido de clicio e Tergentol (HcT20) apresen-
tou hemoglobinélise toral na concentragio inicial (1:0: DO =
41); hemoglobindlise parcial em 1:2 (DO = 43); hemélise total
em |4 (DO = 50} e hemélise parcial em 1:B e |:16 com DO
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{ 27; 3 ) respectivamente, tendendo a zerc nas concentragoes
seguintes, Com relagio a dgua de cal pura, verifica-se que a
solucio apresentou considerdvel diferenca em seus potenciais
hemolitico e hemaglobinolitice. Mas concentragoes puramen-
te hemaoliticas, o HcT20 apresenta tendéncia a zero em con-
centragio superior A apresentada pelo HeT 10, evidéncia que
a queda da tensio superficial potencializa a agio hemolitica
da soluso.O liquido de Dakin apresenta-se na tabela | de-
monstrando hemoglobindlise total em ( 1:0; 1:2: 1:4; 1:8; 1116,
1:32 ) com as respectivas DO ( 0; 0; 0; 5,5; 20; 37 ); hemadlise
tatal em |:64 (DO = 50) e; hemolise parcial em (1:128; 1:2586)
com DO (26; 24), tendendo a zero nas concentragdes finals.
Como foi observado anteriormente, a hemoglobindlise totl
caracteriza-se pela total destruigdo da hemoglobina o que su-
gere alto grau de citotoxicidade da solugio. A solugio de Mil-
ton apresenta hemoglobindlise total em |:0 até |64 hemélise
total em |:128; hemolise parcial em (1:256; 1:512), tendenda
a rerc em |:1024. A solugio de Labarraque apresenta
hemoglobindlise total em (1:0 até 1:128); hemdlise total em
1:256; hemédlise parcial em (1:512 até 1:2048). tendendo &
zero em |1:4096.A soda clorada apresentou hemoglobindlise
total em (1:0 até |:256); hemalise total em (1:512 até |:1024);
hemdlise parcial (1:2048 até [:4192), tendendo a zero em
|:8192.A figura | permite 2 andlise comparativa dos potenci-
ais hemolitico & hemoglobinolitico das solugdes testadas. Des-
tacam-se as solugdes de hipoclorito como as mais lesivas aos
eritricitos e, dentre estas a solugio de Dakin apresenta-se
como a de menor potencial citotéxico, embora mantenha tal
potencial em baixas concentragdes. Evidente, a realidade cli-
nica apresenta caracteristicas que poderiam atenuar tais efei-
tos. Nesse ponto concordamos com WEY FILHO et alii" que
afirmam:*“as experimentagGes in vitro e as observagdes clinicas
se completam”. Na revisdo de literatura, fica evidente a ten-
déncia dos simpatizantes das solugBes de hipoclorito de sédio
em afirmé-las como solugbes irrigadoras ideais, baseados nos
fatos de que os mecanismos de defesa e reparagio do organis-
mo sejam capazes de superar as eventuais agressoes que po-
deriam advir das solugBes irrigadoras, no entanto acredita-
mos que tais fendmenos nio devam ser usados para justificar
o use de substincias que lesem os tecidos periapicais a ponto
de nio permitirem a reparagio dos tecidos. Nesse aspecto, o
bom comporamento biologico dos materiais endeddnticos
tém papel de principal critério de eleigao para uso deste ou
daquele material, Finalmente, ressalta-se que para avaliagio
de biocompatibilidade de materfais, o método utilizado neste
experimento apresenta boas caracteristicas de aceitabilidade
uma vez que trata-se de um método quantitativo, extrema-
mente sensivel e de Ficil execugio e reprodugas.

CONCLUSOES
Andlise dos resultados obtides permite-nos concluir que:
|} @ método utilizado neste experimento & extremamente
vilido por ser quantitativo, reprodutivo e de ficil execugao;
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2) o tipo e a concentragio das solugdes testadas sdo fato-
res dererminantes do potencial citotdxico das mesmas;

3) a adigio de um agente ténsic-ative na solugio de
hidréxido de cilclo nas propor¢Ses propostas, baixa
considerdvelmente seu potencial citotdxico;

4) o Tergentol € um agente hemolitico sem agdo sobre a
hemoglobina;

5) as solugdes de hipoclorito de sédio sio alamente
citotoxicas, mesmo em baixas concentragdes.

SUMMARY

With the purpose to evaluate the cytotoxic potential of any
solutions used as alds in biomechanical preparation of the root
canal system, were tested the hemolytic and hemaoglobinolytic
affect, in vitro, of solutions by means of dilutions in normal
saline solutions, The following solutions were tested: 0,2%
calcium hydroxide solution,Tergentol, incorporation of
Tergentol in 0,2% calcium hydroxide solution in two
proportions, 0,5% sedium hypochlorite (Dakin s solution), 1%
sadium hypochlorite (Milton s solution), Labarraque solution
and chlorinated solution. For this, after the padronization of
the eritrocite fragility by means of dilution volume to volume
“of total venous blood with Alsever madified solutlon and storage
in refrigerator for four days, diluted the test solutions in
decreasing concentrations of variable rate in normal saline
solution, there on proceded the cell-material contact during
30 minures, centrifugalization of the tubes and reading of the
optical density in spectrophotometer Espectra | in lenght wave
of 545 nm. After the data organization, calculed the middles
{n=2} and the respectives standart errors (DF) for each dilution
of the solutions The results permited to conclude to be a matter
of valuable method for this finality well than guantitative,
raproductive and of easy execution, than the adition of a tensio-
active agent (Tergental) decrease significativaly the hemolytic
and hemoglobinolytic potential of calcium hydroxide solution,
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than the type and concentration of the solutions are
determinatives in the hemolytic and hemaglobinolytic potential
and than the sodium hypochlorite solutions are severaly
hemalytics and hemoglobinolytics , and consequential, severely
citotoxics.

UNITERMS
Irrigant solution - Calcium Hydroxide solution - Sodium
Hypochlorite - Anionic Detergent - Hemolytic effect -
Ciroroicity
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