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Flores Orozco El. Redugdo de bactérias cultivaveis, lipopolissacarideos e
colagenase/mmp-8 no tratamento endodontico associado a ativacdo ultrassonica
na infeccdo endododntica primaria: estudo clinico randomizado [tese]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2019.

RESUMO

O objetivo desse estudo clinico randomizado foi avaliar em dentes com infeccéo
endoddntica primaria (IEP) os microrganismos anaerdbios cultivaveis (UFC/mL),
niveis de endotoxinas (LPS) (EU/mL) e colagenase/MMP-8 da regido periapical
antes e durante o tratamento endodontico utilizando diferentes protocolos de
irrigacdo final: irrigacdo convencional (CNI), ativacdo ultrassdnica passiva
(PUA) e ativagéo ultrassonica continua (CUA). Quarenta e cinco dentes com IEP
foram submetidos ao tratamento endodontico utilizando NaOCI 2.5% como
solucgdo irrigadora seguido do uso de EDTA 17%. Os protocolos de limpeza final
foram realizados com irrigacdo com agulha convencional (controle), PUA e CUA,;
na sequéncia os canais foram preenchidos com pasta de Ca(OH), + SS por 14 dias.
Foram feitas coletas do contetdo do canal radicular apos abertura coronaria (S1),
apos diferentes protocolos de irrigacdo final (S2) e apo0s uso de medicacéo
intracanal com pasta de hidroxido de calcio [Ca(OH);] (S3). O conteudo coletado
do canal foi submetido as analises por cultura microbioldgica (UFC/mL) e niveis
de endotoxinas (EU/mL) pelo Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL). Apds
preparo dos canais e apds medicacdo com Ca(OH), foram realizadas coletas do
fluido periapical para analise da expressao de MMP-8 por ELISA. A analise
estatistica dos dados foi realizada pelo testes Kruskal-Wallis e Dunn para analise
intergrupos de UFC/mL, LPS e MMP-8, todos eles com nivel de significancia de
5% (P<0.05). Microrganismos anaerdbios cultivaveis foram detectados em 100 %
das amostras iniciais (S1) com valor médio de 1.18 x 10° CFU/mL (20 — 1.84 x
10° CFU/mL). CUA apresentou maior efetividade na reducéo de microrganismos
anaerobios cultivaveis em S3 (97.27%) seguido pela PUA (96.56%) e CNI
(96.2%). Endotoxinas foram identificadas em 100% das amostras em S1 com
valor médio de 538.10 EU/mL (0.017 x 6190 EU/mL), CUA mostrou uma maior
reducdo nos niveis de LPS em S3 (97.75 %), sequido pela PUA (97.11%) e CNI
(90.42%). O protocolo de irrigacdo final com ativacao ultrassonica PUA e CUA
favoreceu a reducdo de MMP-8 em comparacéo ao grupo CNI. Houve correlacao
estatistica positiva entre os niveis de LPS e MMP-8. Conclui-se que o preparo
biomecanico produz a maior reducdo no nimero de microrganismos anaerébios e
endotoxinas; O protocolo de irrigacdo final com PUA e CUA em associacdo ao
preparo biomecéanico produz maior reducéo nos niveis de Endotoxinas e MMP-8



em comparacdo com CNI. Existe correlagéo estatistica positiva entre os niveis de
LPS e MMP-8 presentes nas infeccdes endodonticas priméarias, mostrando a
associacao do LPS com o processo de destruicéo tecidual.

Palavras-chave: Endotoxinas. Infec¢do endodontica. Irrigacéo ultrassonica. Leséo
periapical. Micro-organismos. MMP-8.



Flores Orozco EIl. Cultivable bacteria, lipopolysaccharides and neutrophil
collagenase/mmp-8 reduction on the endodontic treatment associated to
ultrasonic activation in primary endodontic infection: a randomized clinical trial
[doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): S&o Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

The aim of this randomized clinical trial was to evaluate in cultivated anaerobic
microorganisms (CFU / mL), endotoxin levels (LPS) (EU / mL) and periapical
collagenase / MMP-8 in teeth with primary endodontic infection (EP1) before and
during Endodontic treatment using different final irrigation protocols:
conventional irrigation (CNI), passive ultrasonic activation (PUA) and
continuous ultrasonic activation (CUA). Forty-five teeth with IEP were submitted
to endodontic treatment using 2.5% NaOCI as an irrigating solution followed by
17% EDTA. Final cleaning protocols were performed with conventional needle
irrigation (control), PUA and CUA; The root canals were then filled with Ca
(OH), paste for 14 days. Root canal contents were collected after coronary
opening (S1), after root canal preparation (S2) and after intracanal calcium
hydroxide paste [Ca (OH).] (S3). Samples of the root canal content was
performed to analysis by microbiological culture (CFU / mL) and endotoxin levels
(EU / mL) by Limulus Amebocyte Lysate (LAL). After canal preparation and after
Ca (OH), medication, periapical fluid samples were collected for analysis of
MMP-8 expression by ELISA. Statistical analysis of the data was performed by
Kruskal-Wallis and Dunn tests for intergroup analysis of CFU / mL, LPS and
MMP-8, all with a significance level of 5% (P <0.05). Cultivable anaerobic
microorganisms were detected in 100% of the initial samples (S1) with a mean
value of 1.18 x 105 CFU / mL (20 - 1.84 x 106 CFU / mL). CUA showed greater
effectiveness in reducing anaerobic microorganisms cultivable in S3 (97.27%)
followed by PUA (96.56%) and CNI (96.2%). Endotoxins were identified in 100%
of samples in S1 with a mean value of 538.10 EU / mL (0.017 x 6190 EU / mL),
CUA showed a greater reduction in LPS levels in S3 (97.75%), followed by PUA
(97.11%). and CNI (90.42%). The final irrigation protocol with ultrasonic
activation PUA and CUA favored the reduction of MMP-8 compared to the CNI
group. There was a positive statistical correlation between LPS and MMP-8
levels. It is concluded that the biomechanical preparation produces the greater
reduction in the number of anaerobic microorganisms and endotoxins; The final
irrigation protocol with PUA and CUA in combination with biomechanical
preparation produces greater reduction in Endotoxin and MMP-8 levels
compared to CNI. There is a positive statistical correlation between the levels of



LPS and MMP-8 present in primary endodontic infections, showing the
association of LPS with the tissue destruction process.

Keywords: Endotoxins. Endodontic infection. Periapical lesion. MMP-8.
Ultrasonic irrigation.
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1 INTRODUCAO

A anatomia interna do dente é formada por uma complexa rede de
ramificacdes, presenca de irregularidades e istmos, que permitém a proliferacdo
e colonizacdo de micro-organismos ao interior do sisttma de canais radiculares
(SCR)(Tennert et al., 2014). Estes micro-organismos e seus subprodutos sao
responsaveis pela etiologia do desenvolvimento de lesdes periapicais, uma vez
que interagem entre eles de forma sinérgica, ou interferindo e evadindo a resposta
do hospedeiro (Kakehashi et al., 1965).

As infecgbes endodonticas sdo polimicrobianas, contendo micro-
organismos  Gram-positivos e micro-organismos  Gram-negativos
predominantémente bactérias anaerobias (Sundqvist, 1994). Estas bactérias, apos
sua morte, liberam lipopolisacarideos (LPS) ou endotoxinas presentes na
superficie da membrana externa da parede celular (Rietschel et al., 1996), sendo
o0 LPS altamente citotoxico, atua sobre macréfagos, neutrofilos e fibroblastos
levando a liberacdo de mediadores bioativos e citocinas pro-inflamatorias
(Mohammadi, Dummer, 2011), mesmo estando presente em baixas
concentracdes consegue produzir uma resposta imune inata do hospedeiro
desencadeando dano tecidual ou/e reabsorcdo Ossea (Beutler, Poltorak, 2000;
Cardoso et al., 2015; Martinho et al., 2012)

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas responsaveis pela degradacéo
da matriz extracelular, enzimas metalo-dependentes de zinco e Célcio que atuam
na modelagem, desenvolvimento e destruicdo de tecidos periapicais com a
degradacéo de colageno. As fibras de coldgeno constituem a maior parte da matriz
extracelular da regido periapical e em condicBes patologicas sdo fragmentadas
por MMPs colagenases (MMPs 1, 8 e 13) e degradadas por MMPs gelatinases
(MMPs 2 e 9). Metaloproteinases tais como MMP-8 sdo importantes na

patogénese periapical, uma vez que atuam na degradacdo da matriz organica
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extracelular (Broverman et al., 1998) que é um dos primeiros estadios de
reabsorcéo dssea periapical (Shin et al., 2002). Além disto, MMP-8 s&o ativadas
por proteases bacterianas (Cazalis et al., 2009).

No tratamento endodontico substancias quimicas séo utilizadas durante o
preparo biomecanico e medicacdo intracanal com finalidade de combater
microrganismos e seus produtos e consequente diminuicdo do processo
inflamatorio periapical. Solu¢bes como o hipoclorito de sodio (NaOCI), possui
acdo solvente de matéria organica e antimicrobiana (Cavalli et al., 2017;
Kuruvilla and Kamath, 1998; Valera et al., 2014), sendo indicado como irrigante
em diferentes concentragdes durante o tratamento endodontico. No entanto, o
NaOCI ndo remove a camada de smear layer (Asna Ashari et al., 2009; Chang et
al., 2001; Menezes et al., 2003; Valera et al., 2010), uma vez que ndo atua sobre
a parte inorganica desta camada. Para a melhor remocéo desta camada utiliza-se
agentes quelantes, sendo o &cido etilenodiaminotetracéetico (EDTA) a substancia
quimica mais utilizada, com eficiéncia comprovada na dissolugdo de smear layer
(Carvalho et al., 2008; Haapasalo et al., 2010; Valera et al., 2010). No entanto,
devido a complexa anatomia dos canais radiculares e presenca dos tubulos
dentinarios que podem permanecer parcialmente obliterados pelos residuos
mesmo ap0s 0 uso dos quelantes, novos métodos de irrigacdo vém sendo
utilizados (Gu et al., 2009; Gulabivala et al., 2010).

Na pratica endodontica, utiliza-se 0 NaOCI seguido do EDTA pois 0
NaOCI atua na matéria organica enquanto que o EDTA remove 0 componente
inorganico da camada residual deixada nas paredes do canal durante o preparo
biomecanico (Briseno et al., 1992; Craigbaumgartner, Mader, 1987). Sendo
assim, a combinacéo destes irrigantes associados e a ativacdo por ultrassom pode
resultar em maior limpeza dos canais radiculares e aumento das propriedades
antimicrobianas dos irrigantes (Al-Jadaa et al., 2009), contribuindo para maior

sucesso da terapia endodontica.
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A irrigacdo ultrassbnica tém sido aplicada para melhorar a limpeza
durante o tratamento endodontico devido a complexa anatomia do sistéma de
canais radiculares como istmos nos tercos cervical e médio do canal radicular.

A irrigacdo ativada com ultrassom potencializa as propriedades da
solucéo irrigadora devido aos diferentes fendmenos que ocorrem durante sua
aplicacdo como agitacdo, cavitacdo, microcorrente acustica e geracao de calor
irdo produzir efeitos nas estruturas dentais, especialmente sobre a dentina e
camada residual (Walmsley, 1987), que em combinacdo com solucdes irrigadoras
aumentam os efeitos antimicrobianos. De acordo com Briseno et al. (1992), a
utilizacdo do NaOCIl associado ao ultrassom faz com que ocorra maior eliminagao
de residuos da camada de smear layer, levando a melhor limpeza do sistéma de
canais radiculares.

O ultrassom pode ser utilizado de forma intermitente ou continua sobre o
NaOCI durante o tratamento endoddntico. Pesquisas tém sido desenvolvidas
utilizando a Ativacdo Ultrassonica Passiva (PUA) para a ativacdo da solugéo
irrigadora ap6s o preparo biomecanico do canal radicular (Gu et al., 2009; Plotino
et al., 2007; van der Sluis et al., 2007), além do PUA, a ativacdo ultrassonica
continua (CUA) produz um fluxo ao interior do canal radicular permitindo a
substituicdo da solucéo ininterruptamente (Castelo-Baz et al., 2016; Jiang et al.,
2012). Em ambos os casos o inserto ultrassdnico permanece no canal radicular
sem contato com as paredes, na premissa que a energia gerada pelo inserto
ultrassénico potencialize as propriedades da solucdo irrigadora mediante
cavitacdo(Kato et al., 2016; Vivan et al., 2016) .

Entretanto, bactérias presentes no sistema de canais radiculares, e zonas de
propagacdo microbiana podem permanecer apds a instrumentacao e irrigacao,
sendo necessario 0 uso de medicacdo intracanal para auxiliar na eliminacao das
bactérias e seus produtos, possibilitando assim atingir maior o sucesso clinico
(Ferreira et al., 2015; Katebzadeh et al., 1999; Nelson-Filho et al., 2002). Entre

as substancias utilizadas, o hidroxido de célcio (Ca (OH).) é a principal
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medicacdo intracanal devido a suas propriedades antimicrobianas contra a
maioria dos agentes patogénicos (Athanassiadis et al., 2007; Ferreira et al., 2015;
Mohammadi, Dummer, 2011).

Assim, o presente trabalho foi delineado com objetivo de avaliar os niveis
de microrganismos anaerdbios cultivaveis, niveis de endotoxinas e sua correlagéo
com niveis de colagenase/MMP-8 da regido periapical nas diferentes fases do
tratamento endodontico utilizando diferentes protocolos de irrigacdo final com
NaOCI apds preparo biomecanico. Espera-se com este estudo, verificar que a
ativacdo do irrigante com ultrassom favorecera a limpeza e descontaminagdo no

tratamento da infec¢do endoddntica primaria.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

No presente ensaio clinico randomizado, niveis de microrganismos, LPS e
sua correlacdo com colagenase MMP-8 foram avaliados apos diferentes
protocolos de irrigacdo final (CNI, PUA e CUA), com o intuito de melhorar a
descontaminacdo na terapia endodéntica. Diferentes protocolos de desinfecgédo
tém sido implementados na tentativa de eliminar os microrganismos e seus
subprodutos presentes no interior do sistema de canais radiculares. A ativagédo do
irrigante com ultrassom foi utilizada como coadjuvante na limpeza apds
instrumentacdo, potencializando a acdo da substancia quimica pela acéo fisica
promovida pela cavitagdo, transmisséo acustica e aquecimento do irrigante. Estas
propriedades do ultrassom, além de permitir maior penetracdo da solucdo
irrigadora, favorece a limpeza e pode potencializar a acdo dos irrigantes,
melhorando a atividade antimicrobiana (Lee et al., 2004; Robinson et al., 2018;
van der Sluis, 2015)

Nesse estudo foi utilizado hipoclorito de sédio 2.5% como solucéo
irrigadora por ser considerado uma das solu¢des mais utilizadas, em associa¢ao
ao preparo biomecanico do canal radicular devido sua propriedade
antimicrobiana e capacidade de dissolver tecido pulpar (Guerisoli et al., 2002;
Mohammadi, 2008). Para a irrigacéo do canal radicular foram utilizados 24 mL
de NaOCI 2.5% durante o PBM, dividido por tercos radiculares, melhorando a
neutralizacdo do contetido necrotico, metodologia semelhante utilizada em outros
estudos (Cardoso et al., 2016; Cavalli et al., 2017).

Entretanto, NaOCI ¢ incapaz de remover a camada de smear layer (Asna
Ashari et al., 2009; Chang et al., 2001; Menezes et al., 2003; Valera et al., 2010),
uma vez que nao atua sobre a parte inorganica da camada residual. Assim, para
melhor remocéo desta camada, torna-se necessario o uso de uma solucédo que

tenha propriedades desmineralizantes (Hulsmann et al., 2003), sendo o &cido



41

etilenodiaminotetracético (EDTA) a substdncia quimica mais utilizada, com
eficiéncia comprovada na dissolucdo de smear layer (Carvalho et al., 2008;
Haapasalo et al., 2010; Valera et al., 2010). O EDTA reage com os ions de calcio
na dentina e forma quelatos de célcio sollveis, sendo que 0 mesmo descalcifica
a dentina a uma profundidade de 20-30 um. (Anas Al-Jadaa et al., 2009). No
presente estudo foi utilizado 1mL de EDTA, até que o canal fosse preenchido,
deixando-o atuar somente na camada residual por 5 minutos, como preconizado
em trabalhos anteriores (Cardoso et al., 2016).

Varios metodos tém sido pesquisados para a quantificacédo e identificacdo
de bactérias, assim como, para a quantificacdo de endotoxinas. No presente
estudo o conteudo coletado do canal radicular foi armazenado em VMGA 111 (Ali
et al., 1995), seguido da semeadura em placas de petri contendo meio de cultura
FAA e BHI, auxiliando na detec¢do de microrganismos anaerobios estritos ou
facultativos e aerobios, respectivamente.

O desenvolvimento das infec¢bes endodonticas primarias origina-se pela
proliferacdo de maltiplas comunidades bacterianas (Sundgvist, 1994). Na
metodologia do presente estudo, coletas do contetdo do canal radicular
mostraram a presenca de bactérias anaerobias cultivaveis na coleta realizada apos
abertura coronéria (S1) em todas as amostras. Verificou-se ainda uma reducédo no
numero de MO anaerdbios cultivaveis apés PBM (S2) utilizando NaOCI 2.5%
nos diferentes protocolos de irrigacdo. No entanto, o grupo PUA apresentou
maior reducdo no numero de bactérias cultivaveis (97.85%), em comparagéo aos
grupos CNI (97.62%) e CUA (85.67%), consequentémente se estabelece uma
diferenca estatistica de microrganismos cultivaveis comparando os diferentes
grupos testados. Apos a remocdo da MIC (S3) os resultados mostraram uma
reducdo na contagem de coldnias bactérias nos grupos CUA, PUA e CNI de
97.27%, 96,56% e 96.2% respectivamente. Corroborando os resultados com
estudos anteriores, a acdo ultrassénica em combinagdo a agdo do irrigante

promove maior limpeza e remocao de smear layer. consequentémente atingindo
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uma maior efetividade antimicrobiana (Bueno et al., 2019, Neelakantan et al.,
2019; Souza et al., 2019). Os resultados mostram que o protocolo de irrigacédo
com PUA promove uma maior reducdo no numero de MO, ap6s PBM guando
comparado com CNI (S2) (Nagendrababu et al., 2018). Além disso, é relevante
destacar a efetividade na descontaminacdo obtida pela acdo da cavitacdo
promovida pelo ultrassom associado a acdo do NaOCI que foi renovado durante
a irrigacdo (Bueno et al., 2019), mostrando melhores resultados de
descontaminacgdo em S3 quando comparados CUA com CNI.

Estudos anteriores mostram que fatores de viruléncia de bactérias gram-
negativas como LPS estdo associadas ao desenvolvimento de lesdes periapicais
(Cardoso et al., 2015; Jacinto et al., 2005) . Além disto, LPS pode gerar uma
reacdo incontrolada direta e iminente sobre leucocitos especificamente
neutrofilos ocasionando a ativacdo de MMPs. No presente estudo, os resultados
analisados relacionados aos niveis de colagenase/MMP-8 presentes na regido
periapical mostram que ao utilizar o protocolo de irrigacdo associado com CUA
houve uma reducéo porcentual de 36.65% (S2). Em S3 néo verificou-se diferenca
entre PUA e CUA que foram diferentes a irrigacdo convencional.

E sabido que as bactérias Gram-negativas possuem na sua estrutura diversos
fatores de viruléncia como endotoxinas, que desencadeiam uma reacao
inflamatdria associada a sintomatologia e reabsorcdo Ossea (Martinho et al.,
2017). No presente estudo verificou-se grande quantidade de LPS em todas as
amostras analisadas (S1). Os resultados mostram uma reducdo estatistica
significante ap0ds os diferentes protocolos de irrigacédo final (S2), mas sem obter
uma total eliminacdo, sendo que a CUA reduziu (93.4%) seguido de PUA
(87.23%) e CNI (84.85%) (S2). Devido a estrutura lipidica do LPS, para que
ocorra sua inativacdo é preciso maior témpo de acdo da substancia quimica
auxiliar (Siqueira, Rocas, 2005). Apds uso de (Ca(OH),) por 14 dias como
medicacdo intracanal, niveis de LPS reduziram na CUA, e PUA, havendo

diferencas estatisticas entre CUA e CNI. A limpeza que acontece pela acéo fisico-
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mecénica da irrigacdo junto a ativacdo ultrassbnica, pode favorecer maior
penetracdo do irrigante nos tubulos dentinarios abertos na porgéo apical do dente
(Pacheco-Yanes et al., 2019), melhorando assim a limpeza com consequente
reducdo de MO e seus produtos.

Dos métodos de irrigacdo, o uso do ultrassom para ativacéo do irrigante de
forma passiva (PUA) tém mostrado resultados favoraveis na limpeza e
desinfeccdo na terapia endodontica (Bueno et al., 2019; Pacheco-Yanes et al.,
2019), produzindo cavitagdo e micro-corrente acustica ativando a solucdo e
favorecendo a limpeza dos tlbulos dentinérios. A irrigacdo com CUA, tém sido
sugerido como protocolo clinico a fim de melhorar a desinfeccdo apds PBM
(Jiang et al., 2012). Esta técnica vem somar as caracteristicas de acdo fisica
cavitacional e transmissdo de energia acustica com a dissolucdo do tecido
organico e acdo antimicrobiana do irrigante, permitindo uma substituicdo
continua da substancia dentro do canal radicular (Layton et al., 2015).

Até a finalizacéo desse estudo, ndo ha relato na literatura endoddntica sobre
a correlacdo entre LPS e colagenase/MMP-8. Verificou-se uma correlacéo fraca
entre LPS e MMP-8 uma vez que pequenos aumentos de LPS desencadeiam
grandes aumentos de MMP-8 (Reynaud af Geijersstam et al., 2005; Shin et al.,
2011).

O tratamento realizado nos diferentes grupos avaliados foi considerado como
sucesso clinico, considerando auséncia de fistula, dor ou mobilidade. Os achados
nesse estudo clinico poderdo somar uma alternativa a terapia clinica.

Os estudos (Patan-Zugaj et al., 2018; Qiu et al., 2014) demonstram que mesmo
niveis baixos de LPS podem desencadear a liberacdo de altos niveis de
colagenase/MMP-8, corroborando essa informacdo com o presente estudo.
Assim verificou-se que o uso de hipoclorito de s6dio como irrigante tém a
capacidade de reduzir os niveis de microrganismos, endotoxinas (Carvalho et al.,
2016) e colagenase MMP-8 durante o preparo biomecanico, sendo essa agdo

favorecida pela ativacdo ultrassonica, tanto passiva quanto continua.
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