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O teste "skin window" preconizado por Rebuck em 1955 e adaptado para testar materiais odontologicos, foi
aplicado em dez voluntarios. Quatro testes foram realizados na regido ventral do antebrago esquerdo de cada pessoa
visando comparar a biocompatibilidade dos cimentos obturadores Sealapex, CRCS, ZOE, tendo a vaselina solida
como controle. Foram avaliadas as influéncias quimiotaticas exercidas pelos materiais sobre os PMNs neutrofilos,
bem como as alteragdes morfologicas induzidas sobre estes. Os resultados demonstraram diferengas qualitativas
¢ quantitativas em relagdo aos materiais testados. Quantitativamente, os resultados quanto a migragdo celular,
tiveram a seguinte ordem crescente em relagdo aos materiais: vaselina, Sealapex, CRCS e ZOE. Quanto a agressdo
celular em ordem decrescente, tivemos os cimentos Sealapex , CRCS , ZOE e a vaselina. Pelos resultados obtidos
constatou-se que o teste” skin window" ¢ um modelo experimental vidvel para o teste de biocompatibilidade dos
materiais odontologicos.
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INTRODUCAO

As varias propriedades fisicas, quimicas e biologicas
dos materiais obturadores, tem sido estudadas através
de testes in vitro e in vivo sistematizados pela F.D.I.
(1980) e pela ANSI/ADA (1979, 1982). Porém, novas
metodologias experimentais sdo desenvolvidas
gerando testes menos complexos e de realizagdo mais
rapida, que atuem como testes de triagem ou "screening
tests", incorporaveis ao rol daqueles ja consagrados
(Hensten-Pettersen, 1988; Jowet, Fergusson & Combe,
1987; Takahara, Onodera & Matsumoto, 1990;
Zmener & Cabrini, 1986).

O teste "skin window" preconizado por Rebuck &
Crowley (1955) surge como perspectiva de teste
imediato, rapido e aplicavel in vivo, adaptavel para
avaliar a interagdo dos cimentos obturadores com o0s
componentes do infiltrado inflamatério inicial. Na
avaliagdo da biocompatibilidade de materiais
odontologicos, esse teste "skin window" nunca tinha
sido utilizado, ndo obstante apresente alguns pontos
comuns com o da camara Boyden utilizado por
Doblecki et al. (1980). Guimaraes & Percinoto (1984);
Birman & Magalhdes (1984) e Feiglin (1987),
examinaram in vivo, o afluxo e fusio de células
fagocitarias mononucleares sobre laminulas de vidro
recobertas por cimentos obturadores, implantadas em
subcutaneo de ratos.

Os resultados demonstraram que materiais muito
toxicos induzem granulomas sobre as laminulas com
maior concentragdo de macrofagos (Feiglin, 1987),
porém, com poucas células gigantes (Guimardes &
Percinoto, 1984).

Ferrazetal. (1990) compararam trés metodologias para
avaliagdo da compatibilidade de cimentos
endodoénticos em tecido subcutidneo de ratos,
recobrindo laminulas de vidro circulares, ou
preenchendo tubos de polietileno, ou ainda como
corpos de prova. Os resultados evidenciaram ser o
implante de laminulas de vidro circulares o método
mais apropriado para esse estudo, por propiciar
maiores areas de avaliagdo microscopica.

MATERIAL E METODOS

O teste "skin window" foi aplicado em 10 voluntérios,
de ambos os sexos, com idade média de 26,7 anos;
testanto os cimentos obturadores de canal Sealapex,
CRCS (Calciobiotic Root Canal Sealer) e ZOE,
comparando-os com controle de vaselina solida. Esses
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testes, em numero de quatro por pessoa, foram
realizados na regido ventral do antebrago esquerdo
apos antissepsia da regido com alcool 77v/v. A partir
de uma escarificagdo da pele em forma circular, de
didmetro médio de 5 mm e profundidade
dermo-papilar (até que os primeiros pontos sanguineos
aparecessem) distanciadas cerca de 4 cm umas das
outras, confeccionadas pela raspagem com lamina de
bisturi n® 15 montada em cabo BP.

Laminulas de vidro redondas de 18 mm de didmetro,
portando uma goticula de material recém-espatulado
colocado em seu centro, foram levadas sobre cada
escarificagdo e assim mantidas recobertas com papel
cartdo e esparadrapo hipoalergénico, por um periodo
de 3 horas. A seguir, as laminulas foram removidas,
mantidas em solugdo alcool-éter por 15 minutos,
coradas em H.E., montadas em laminas de vidro para
microscopia e submetidas a analise pelo microscopico
dptico.

Na regido dos testes, as lesdes foram limpas com
solugdo antisséptica e deixadas expostas ao meio
ambiente até cicatrizagdo.

Procedeu-se:

1) Uma andlise morfoldgica descritiva das laminulas,
observando as relagdes entre os PMNs neutréfilos
aderidos a laminula e o material obturador, bem como
a distribuig@o e os aspectos morfologicos particulares
dessas células.

2) Uma andlise morfologica qualitativa dos PMNs
neutrofilos, considerando os seguintes parametros:

4 Densidade citoplasmatica;

4 Uniformidade do citoplasma em relagdo a sua
coloragdo e contorno;

<4 Ruptura da membrana celular;

<4 Fragmentagio nuclear.

Todos os critérios da andlise morfolégica foram
mensurados subjetivamente adotando-se os escores da
tabela I.
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TABELA I - Atribuigdo dos escores de acordo com os fenémenos
morfologicos observados na andlise microscopica.

densidade

discreta 1

citoplasmatica moderada 2
intensa 3

citoplasma irregular discreta -
moderada b

intensa 6

ruptura da membrana discreta .
celular moderada 8
intensa 9

com fragmentagio 10

nuclear

Esses escores foram somados para cada pessoa e
material e submetidos a andlise estatistica .

Também foi estudada a relagdo dos PMNs com os
materiais testados quanto a sua distribuigdo, segundo
0s seguintes pardmetros:

4 Interagio direta: quando as células mostravam ou
aderéncia na forma de pseudépodos a superficie do
material ou quando encontrava-se fragmentos do
material no interior dos PMNs neutr6filos,sem
formagéo de halo.

4 Indireta: com formagdo de halo ao redor do material.

3) Uma andilise microscopica quantitativa,
determinando o numero de células fixadas as
laminulas, contadas com auxilio de uma ocular Kpl 8x
com reticulo de integracdo II Zeiss de 100 pontos e
objetiva 40 x. Essa contagem seguiu uma orientagao
onde o reticulo foi superposto a 50 campos
microscopicos, seguindo-se linhas sinuosas com
diregdo direito-superiores (25 campos) e
esquerdo-inferiores (25 campos) . Em cada campo
microscopico foram computadas as células
coincidentes com os pontos dentro do quadrado do
reticulo (Pi). Assim foram analisadas as 40 laminulas.
A partir do registro dos 50 campos para cada laminula,
procurou-se realizar uma casualizagio sistematizada
sorteando-se 25 campos, cujas somas dos valores de Pi
de cada paciente e cada material foram entdo utilizadas
como dados permanentes para transformagdo em
arco-seno e submissdo a analise estatistica .

RESULTADOS
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Grupo controle: A distribuicdo dos PMNs neutréfilos
ao redor do material se deu de forma irregular e
indefinida, gragas as caracteristicas Opticas de
transparéncia do material. Poucas alteragoes
morfolégicas foram observadas, e, quando ocorreram,
foram na forma de um aumento da densidade
citoplasmatica (figura 1).

FIGURA 1 - Aspectos morfologicos dos PMNs neutréfilos
observados nas laminulas com vaselina.

Grupo ZOE: Os PMNs neutrofilos distribuiram-se
geralmente de forma difusa, na periferia da drea
escarificada porém, a maioria das laminulas
demonstrou uma zona livre de células contigua a
periferia imediata do material (figura 2). Essa zona
encontrou-se livre de células ou de qualquer estrutura.
Esses neutrofilos que a circundavam apresentaram, em
sua grande maioria, aspectos de normalidade, embora
alguns elementos celulares revelassem citoplasma
denso, por vezes irregular.Raramente se constatou
ruptura da membrana celular com ou sem
fragmentagao nuclear.

FIGURA 2- Aspectos morfoldgicos dos PMNs neutrofilos obsevados
nas laminulas com o cimento o ZOE colocado na porgio central da
laminula.
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Grupo CRCS: Nesse grupo os PMNs neutrofilos
geralmente se apresentaram numa relagdo direta com
a superficie do material e nestes locais, o aumento da
densidade citoplasmatica foi evidente, porém,
preservando-se geralmente a forma e a estrutura
celulares.Ocasionalmente notou-se pequenos halos ou
zonas livres de células, lembrando o que ocorreu com
0 ZOE, porém, em dimensdes reduzidas. Raramente se
constatou a presenga de ruptura da membrana celular
(figura 3).

FIGURA 3- Aspectos morfoldgicos dos PMNs neutréfilos
observados nas laminulas com CRCS.

Grupo Sealapex:Os PMNs neutréfilos do grupo
Sealapex apresentaram relagio direta com a superficie
do material e, em geral, essas células demonstraram
avidez por fagocita-lo, fato este evidenciado pela
presenca de deformagdes em seu citoplasma,
irregulares em seu contorno ou ainda com granulagdes
intracitoplasmaticas. Com freqiiéncia ocorreu a
ruptura da membrana celular, sendo que, em certos
lugares observou-se uma citolise neutrofilica
abundante (figura4) . A distincia do material, os PMNs
neutrofilos se apresentaram normais,a ainda que, em
pequenos focos, algumas células apresentassem um
citoplasma irregular e nicleo com cromatina disposta
grosseiramente.
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FIGURA 4 - Aspectos morfologicos dos PMNs neutrofilos

observados nas laminulas com Sealapex, obtidos ap6s periodo
de 3 horas pelo teste "skin window".

Os resultados da analise qualitativa estdo
representados na tabela II.

TABELA II - Somas dos escores representativos da
magnitude das alteragdes morfologicas dos PMNs
neutréfilos, distribuidas em fungio de pessoas e dos
materiais ordenados.

vaselima 2 1 2 1 e R 1 i) 14

ZOE 10 1 P 1 Sy 1 bt 31

GRES Dot N raisidate N e ) Sl S S 42

Sealapex’. 7 8 B 8. 8 8 0 40 Tosl) Rd

Esses dados foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis
e contrastados pelo método de Miller, determinando
que a vaselina e o ZOE nio tiveram diferengas
estatisticamente significantes entre si , porém, o
primeiro destacou-se do CRCS (p<0,01) e este do
Sealapex (p<0,01).

Os resultados da andlise quantitativa dos PMN
neutréfilos estdo na tabela II1.
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TABELA III - Somatéria dos pontos incidentes em 25 campos
(Pi) para cada material e pessoa, representando a migragio de
PMN neutrdfilo

vaselina 104 117 87 238 83

162 366 102 171 58 1488

sealapex 110 84 435 114 202 117 490 97 246 195 209,0

CRCS 110 128 894 257 193 70 254 224 514 758 340,2

ZOE 148 387 660 612 286 116 159 61 734 438 360,1

Esses dados, submetidos a analise de varidncia e ao
teste de Tukey Kramer em nivel de significancia (5%
ou p<0,05) determinaram a ordenagdo do material, em
ordem crescente, quanto a migragao celular mostrada
na tabela III. A diferenga foi significante entre o
primeiro e o ultimo classificados (p<0,05)

DISCUSSAO

A técnica de obtengdo da janela cutinea no teste "skin
window" demonstrou ser relativamente facil e segura
de ser realizada. Variagdes quanto a profundidade e
extensdo  da janela podem ocorrer, e, para
padroniza-las, foram necessirios ensaios
preliminares. Durante a escarifica¢do , a profundidade
deve ser suficiente para a exposi¢do do cdrion
induzindo, posteriormente, uma reparagao sem lesdes
hemorragicas , além disso, a extensdo deve ser maior
do que a preconizada por Rebuck (1955) visando
expor uma érea de tecido conjuntivo maior, de forma
a permitir a observagdo microscopica dos fendmenos
induzidos, perifericamente ao material. Os resultados
demonstraram que os fendmenos qualitativos
determinados pela relagdo dos PMNs neutréfilos com
o material , bem como a manutengdo da integridade
dessas células, parecem ser mais relevantes na
avaliagdo da compatibilidade dos materiais do que a
contagem das células que se fixaram a laminula
atraidas por influéncia quimiotatica do material. O
teste apresenta vantagens como a de ser in vivo € por
nio implicar no sacrificio dos animais, ¢ por
conseguinte, passivel de ser aplicado em humanos , o
que minimiza as restrigdes inerentes a extrapolagdo dos
resultados para situagdes reais, como aquelas dos
testes in vitro ou mesmo nos experimentos com
animais. Além disso, os trabalhos existentes na
literatura utilizam-se, geralmente, de tempos
experimentais mais prolongados, avaliando assim as
interagdes celulares tardias ou o infiltrado inflamatorio
mais crénico ou mesmo 0 processo reparativo.
Pesquisas visando estudar as respostas inflamatorias
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inespecificas presentes nas primeiras horas do
processo inflamatério avaliando, em especial, os
fendmenos decorrentes da atividade dos PMNs
neutrofilos de materiais in vivo, seriam de grande valia
por antever , até certo ponto, os fendmenos tardios.
Esse experimento permitiu avaliar a intera¢gdio PMNs
neutréfilos com o material endodontico nas primeiras
horas do processo inflamatorio,admitindo certa
extrapolagdo para regido apical de dentes humanos, ja
que sua realizagdo em antebragos humanos e a
colocagdo dos materiais em teste diretamente sobre o
tecido conjuntivo simula o contato entre o material
obturador e o tecido pulpar ou periodontal de dentes
que receberam sobreobturagdao. Murph (1985)
constata a validade de modelos experimentais que
utilizam de materiais recém espatulados colocados em
tubos de plastico ou de vidro com diametro interno em
torno de 1 mm , por reproduzem condigdes clinicas,
simulando a area do foramen apical normal, facilitando
assim a interpretagdo dos resultados .O fato dos
cimentos obturadores ZOE e CRCS terem exercido
maior quimiotaxia do que o Sealapex e o controle
Vaselina, encontra embasamento nas afirmagoes de
Galin; Wright & Schiffman (1978) que sugerem a
existéncia de marcadores na superficie nas
membranas celulares dos PMNs neutrofilos que
seriam ativados para que essas células pudessem
migrar para o tecido agredido. Doblecki et al. (1980),
além de ressaltar a necessidade de correlacionamento
dos resultados de testes in vitro com 0s in vivo,
constataram, in vitro, pelas diferengas na quimiotaxia
exercida pelos materiais obturadores de canal em
caimaras Boyden, que, provavelmente, alguns
materiais alteram as marcagoes superficiais dos PMNs
neutréfilos ou exercem efeito citotoxico sobre estes,
impedindo sua aproximagdo para junto dos materiais.
Rebuck (1983) afirma que a quimiotaxia celular no
teste "skin window" dependeria da ativagao do sistema
complemento, considerando como agentes
quimiotacticos importantes a plasmina, produtos da
fragmentagdo celular e da fibrindlise, além das
enzimas liberadas pela destruigdo tecidual. Atualmente
advoga-se que as prostaglandinas e os leucotrienos tém
acio efetiva nesse processo de migragao celular como
constatado por Hashimoto et al. (1988) aplicando
curativos de ZOE sobre cavidades em dentina,
evidenciando, apos 1 hora , uma diminui¢ido da
concentragio de leucotrienos e de PMNs neutréfilos na
polpa adjacente, concluindo que, sob uma
concentragdo de 10 mM de eugenol , jd ocorre uma
inibigdo da biossintese de leucotrienos e uma inibi¢iao
precoce da quimiotaxia de neutréfilos. Embora nossos
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resultados tenham evidenciado um maior niimero de
PMNs neutr6filos nos grupos do ZOE e CRCS, a
distribuigio destes em relagao aos materiais, revelou a
presenga de grandes halos ou zonas livres de células
perifericamente ao ZOE ; o que , com 0 CRCS também
esteve evidente , porém , na forma de dreas menores .
Os PMNs neutrofilos ao redor dessas dreas se
apresentaram sem ampla destrui¢do ou fragmentagao,
fato esse atribuivel provavelmente as propriedades
quimicas e biologicas do eugenol. O baixo indice de
interacdo direta entre os PMNs neutréfilos e os
cimentos CRCS e ZOE observado nesse experimento,
tem explicagdo em constatagdes de autores como
Hume (1986 ¢ 1988 ) e Meryon ( 1988) que atribuem
esse halo de inibigdo celular ao nivel toxico de eugenol
gerado na periferia do material. Hume (1986) ao
pesquisar 0 ZOE, caracterizou o eugenol como inibidor
reversivel ou ndo da respiragdo celular, na dependéncia
de sua concentragio, além de vasodilatador reversivel
e inibidor competitivo da sintese de prostaglandinas.

HUME (1988) constatou que pequenas concentragoes
de eugenol em torno de 10-5 a 10-6 mol/l ja sdo
suficientes para reduzir o consumo de O2 intracelular
em 50%. Hume (1984) relacionou o efeito
medicamentoso ou toxico do eugenol adependéncia
de sua concentra¢do no tecido contactante. Esta, por
sua vez, é dependente do tempo de contato do material
com o tecido; da difusibilidade do eugenol pela massa
do material recém espatulado e pela hidrélise
superficial do material j4 endurecido. Essa
concentragdo ¢ mais dependente da area exposta do
material do que da espessura deste (Hume 1984, 1986,
1988; Oliveira, 1975). Segundo Hume (1986) o fator
mais atuante in vivo na graduagdo dessa concentragdo
de eugenol é o grau de umidade presente na superficie
de contato com o material e o tecido contactante, onde,
comparativamente em tecido conjuntivo subcutidneo a
liberagdo é muito mais rapida e intensa (cerca de 1000x
maior) do que na dentina. Outro fato comprovado ¢
que o eugenol se liga as proteinas do dgar ( Imai et al.,
1982) e a albumina do soro ( Fujisawa & Masuhara
,1981), o0 que pode ter neutralizado, em parte, o eugenol
dos materiais de nosso experimento. Um baixo indice
de interagdo direta dos PMNs tanto com o ZOE como
também, em parte, com 0 CRCS, provavelmente se deu
pelo nivel toxico do eugenol liberado na drea ao redor
do material, o que ndo permitiu a fagocitose deste , e
a distancia do material esse eugenol foi sendo
inativado pelas albuminas plasmaticas, resultando
numa menor destruigdo celular em comparagao com
os do grupo do cimento Sealapex que ndo contém
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eugenol em sua composi¢do. Nesse grupo, a provavel
liberagdo rdpida e intensa de ions célcio e radicais
hidroxila, determinou, além de uma interagdo direta
dos PMNs neutréfilos, um elevado indice de
rompimento citoplasmatico e de fragmentagdo nuclear
dessas células , com evidéncia de fagocitose de
material . Segundo Gordon etal., 1985, é o pH alcalino
gerado rapidamente pelo cimento Sealapex
decorrente da rapida liberagdo de Ca(OH)2 ou radicais
hidroxila ou ainda Ca i6nico o causador de morte
celular, originando uma necrose localizada que, no
futuro, servird de apoio para formagdo de barreira
calcificada Morfologicamente pode-se deduzir que os
PMNs neutréfilos entraram em contato direto com o
Sealapex e depois de interagir e ou fagocitar esse
material, sofreram um processo de degranulagdo
lisossomal que causou ruptura da membrana celular, e
em alguns casos até a ruptura nuclear. Finalmente,
pode-se ressaltar que o teste "skin window" permitiu
analisar comparativamente a citotoxicidade e a
influéncia quimiotatica dos materiais sobre os PMNs
neutréfilos . O ZOE apesar de melhor preservar
estruturalmente essas células, exerceu a maior
quimiotaxia de todos os grupos experimentais. O
Sealapex ainda que tenha atraido PMNs neutréfilos em
menor numero, propiciou uma degranulagio
exuberante dessas células culminando em uma citélise
consideravel. O CRCS, por sua vez, apresentou entre
esses dois pardmetros de avaliagdo uma posigdo
intermediaria. Esses resultados avaliados
conjuntamente com a andlise das propriedades fisicas
e quimicas destes materiais associados a resultados de
outros experimentos realizaveis amédio e longo prazos
nos tecidos periapicais, contribuirdo para uma escolha
mais consciente do material obturador a ser
empregado.

CONCLUSOES

40s cimentos obturadores, imediatamente apds sua
exposi¢ao ao tecido conjuntivo, promoveram distintas
atividades quimiotaticas e formas de interagdo com os
PMNs neutréfilos, o que pode implicar em diferentes
respostas teciduais reparativas a médio e longo prazos,
sugerindo-se correlaciond-los em futuros estudos;

40 teste "skin window" parece ser um modelo
experimental vidvel para se avaliar a
biocompatibilidade imediata dos materiais
obturadores endoddnticos.
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ABSTRACT

A "skin window" test was performed in ten volunteers
to compare Sealapex, CRCS , ZOE and solid vaselin.
Four tests per person were performed at the ventral
region of the forearm with a round escarification at
subepidermal skin depth. Round glass slab carrying a
small drop of freshly spatulated material on the center
of the slab and positioned over the scarification during
a period of three hours. Next, the slab were removed
and immersed in a alcohol/ether solution for 15
minutes and them stained with hematoxylin and eosin
and submitted to histopathology analysis .The number
of PMNs neutrophils, its morphology and location in
relation to the materials were observed. There were
distinct quantitative and qualitative interactions with
PMNs neutrophils. Quantitatively, following a
crescent order, cell migration was successively greater
in the vaseline, Sealapex, CRCS, and ZOE.
Contrastingly, morphologically and in a crescent order,
the consequent alterations due to cell injury was greater
in the tests with vaseline, ZOE, CRCS and Sealapex.
The results could demonstrate that the "skin window"
test is a reliable experimental model to evaluate the
immediate biocompatibility of root canal filling
materials, with special regard to the cellular
morphological alterations.

UNITERMS
Root Canal Filling Materials; Skin Window technic.
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