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Oliveira SAC. Eficacia do preparo biomecanico utilizando hipoclorito de
soédio 1%, clorexidina gel 2% e extrato glicélico de prépolis 12 %, como
substancias quimicas auxiliares sobre o acido lipoteicdico de
Enterococcus faecalis [dissertacédo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP-Univ Estadual Paulista;
2012.

RESUMO

Bactérias Gram-positivas presentes nas infeccbes dos canais radiculares
possuem em sua parede celular acido lipoteicéico (LTA), que apresenta
potente acdo citotoxica. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de
substancias quimicas auxiliares como hipoclorito de sédio 1%, clorexidina gel
2%, extrato glicélico de propolis 12%, em neutralizar o acido lipoteicoico de
Enterococcus faecalis em canais radiculares, analisando os efeitos na
producdo de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) por macréfagos (RAW 264.7).
Solugédo salina fisiologica apirogénica 0,9% foi utilizada como controle
positivo. Foram utilizadas 40 raizes de dentes unirradiculares padronizadas,
distribuidos em 4 grupos (n=10) em placas de poliestireno. Apods
esterilizacdo, foram inoculados 10uL de uma solugdo de LTA de
Enterococcus faecalis nos canais radiculares por 24h, processo repetido 3
vezes, e posteriormente, realizou-se a instrumentacdo dos canais
radiculares. Foi realizada a coleta do conteudo imediatamente apds a
instrumentacdo. Estas amostras foram utilizadas para verificar se as
substancias quimicas apresentavam capacidade de neutralizar o LTA. Para
tanto, macrofagos (RAW 264.7) foram ativados com as amostras coletadas
dos canais radiculares e os sobrenadantes foram utilizados para verificar a
producdo de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) pelo teste imunoenzimatico
(ELISA). Os resultados foram analisados estatisticamente (Kruskal-Wallis, e
teste de Dunn 5%). Em relagdo a produgdo de IL-1B e IL-6, os niveis
encontrados nos grupos instrumentados com NaOCI e PRO foram inferiores
aos grupos CLX e SS. Em TNF-a todos os grupos experimentais, NaOCI:
1496pg/mL, PRO: 1113pg/mL, CLX: 961pg/mL e SS: 1046pg/mL foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). Conclui-se que as
substancias quimicas auxiliares testadas: NaOCl e PRO foram eficazes em
neutralizar o acido lipoteicéico (LTA) de E. faecalis em canais radiculares
quando comparadas com o grupo SS (controle positivo). Para o grupo CLX a
producdo de citocinas (IL-1B) e (IL-6) foi maior do que nos demais grupos.
mostrando-se menos efetiva que as demais solugbes. Porém todas as
substancias utilizadas neste estudo mostraram-se semelhantes em relagéo a
citocina (TNF-a). O PRO, foi o grupo que apresentou menor produgcédo de
citocinas semelhante ou menor que o controle e viabilidade celular.

Palavras-chave: Acido lipoteicoico. Hipoclorito de Sédio. Clorexidina.
Prépolis. Irrigantes do Canal Radicular.



Oliveira SAC. Efficacy of biomechanical preparations using 1% sodium
hypochlorite, 2% chlorhexidine gel, and 12% propolis glycolic extract as
auxiliary chemical substances on lipoteichoic acid derived from
Enterococcus faecalis [dissertation] Sdo José dos Campos: School of
dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP-Univ Estadual Paulista; 2012

ABSTRACT

The purpose of this study is to assess the ability of 1%sodium
hypochlorite, 2%chlorhexidine gel, 12 % glycolic extract of propolis and
0,9%apyrogenic saline physiological solution in the neutralization of the
lipoteichoic acid (LTA) derived from Enterococcus faecalis in root canals
by analyzing the production of IL-1B,IL-6,TNF-a by macrophages
(RAW264.7). For this study, 40 single-rooted roots, standardized to 16mm,
were used. The root canals were prepared using a 15K-file and then
prepared using rotatory system (BioRaCe) until the working length
(15mm); the specimens were distributed in microplates with 10 specimens
each. After sterilization, 10uL of E. faecalis LTA solution was used in the
root canals, and subsequently was perfomed a root canal instrumentation
with rotatory system. The samples were then divided into 4 groups (n=10)
on the basis of the irrigating agent used as follows: (a) NaOCI: 1%sodium
hypochlorite; (b) CLX: 2%chlorhexidine gel; (c) PRO: 12% glycolic extract
of propolis; (d) group SS: 0,9%apyrogenic saline physiological solution.
The root canal content was collected immediately after instrumentation to
verify the production of IL-18, IL-6, TNF-a, from the macrophages, tested
by ELISA. Results were analyzed statistically by (Kruskal-Wallis test, p-
value = 0.0001 <0.05 and Dunn test 5%). Where it was found that in levels
found in the groups instrumented with NaOCl and PRO were lower than
CLX and SS. TNF-a in all experimental groups, NaOCI: 1496pg/mL, PRO:
1113pg/mL, CLX: 961pg/mL and SS: 1046pg/mL were statistically similar
(p> 0.05). It is concluded that the auxiliary chemicals tested: NaOCI and
PRO were effective in neutralizing the lipoteichoic acid (LTA) of E. faecalis
in root canals compared with the SS group (positive control). For group
CLX cytokine production (IL-18) and (IL-6) was higher than in the other
groups. proving to be less effective than other solutions. But all the
substances used in this study were similar with respect to cytokine (TNF-
a). The PRO, was the group that showed lower production of cytokines
similar or less than control and cell viability.

Keywords-Lipoteichoic acid. Sodium Hypochlorite. Chlorhexidine. Propolis.
Root Canal Irrigants.



1 INTRODUCAO

As bactérias sao os principais agentes etiolégicos da
inflamacéao periapical, em grande parte devido aos fatores de viruléncia da
sua parede celular (Hahn, Liewehr, 2007; Manzur et al., 2007). Com os
avangos tecnoldgicos na cultura e identificacdo microbioldgica, estudos
mostraram que, em canais radiculares de dentes portadores de necrose
pulpar e lesao periapical crbénica, existe grande diversidade microbiana
(Leonardo, 2005; Leonardo et al., 2000; Seltzer, Farber, 1994).

Apesar de infecgbes endodénticas e periapicais serem
polimicrobianas, as infecgbes persistentes podem apresentar a
dominancia de alguns microrganismos, como Enterococcus faecalis
(Kayaoglu, Orstavik, 2004). E. faecalis ganhou consideravel atengéo por
ser freqlentemente encontrado em casos de infecgbes poOs-tratamento
endodéntico (Gomes et al., 2008; Rocas et al., 2008), podendo colonizar
canais (Chavez de Paz, 2007; Duggan, Sedgley, 2007), podendo ainda
penetrar em profundidade nos tubulos dentinarios, além disto, € um
microrganismo dificil de ser eliminado apds preparo biomecanico (Waltimo
et al., 2000; Love, 2001), podendo sobreviver mesmo em condi¢cdes
adversas, sob a acao de irrigantes e medicamentos intracanais (Orstavik,
Haapasalo,1990), aliado ainda a habilidade de resistir a resposta do
hospedeiro (Silva et al., 2010).

E. faecalis expressa varios fatores de viruléncia como, o
acido lipoteicoico (LTA), substadncias de agregacdo, adesinas de
superficie e enzimas liticas-gelatinase e hialuronidase (Ginsburg, 2002).
O LTA é considerado um dos mais importantes fatores etiolégicos que

estd intimamente envolvido na patogenicidade, com base nos seguintes
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aspectos: o LTA é responsavel pelas respostas inflamatérias e danos
causados aos tecidos; na sua forma pura o LTA de E. faecalis é capaz de
induzir a produgao de citocinas pro-inflamatorias e 6xido nitrico (NO) (Baik
et. al., 2008), além de contribuir para aderéncia bacteriana e formacao de
biofilme, tornando-se resistente as substancias antimicrobianas (Fabretti
et al., 2006).

O LTA é uma molécula ancorada a parede celular
bacteriana e esta associado a processos inflamatoérios. LTAs possuem
duas cadeias lipidicas aderidas a uma estrutura de glicerol que é
conectada a um glicerofosfato hidrofilico ou a uma cadeia de polimero de
tetrassacarideo ribitol fosforilada (Jin et al.,, 2007). Age como uma
molécula de adesao para diversas espécies Gram-positivas facilitando a
colonizagao e invasao de bactérias para o interior dos tecidos (Ginsburg,
2002), estimula a reabsor¢cédo Ossea, além de estimular diversas células
polimorfonucleadas a liberarem mediadores inflamatérios, contribuindo

para o dano tecidual (Kayaoglu, Orstavik, 2004).

A falta de estudos com LTA parece ser devido a
dificuldades na preparagéo do LTA puro e estruturalmente intacto, pois o
LTA utilizado em estudos anteriores, era muitas vezes contaminado (Gao
et al., 2001) ou estruturalmente danificado (Morath et al, 2002) durante a
depuracdo. Recentemente, LTA purificado de alta qualidade de
Enterococcus faecalis, foi produzido usando um método melhorado (Baik

et al., 2008) viabilizando mais estudos com o mesmo.

Sendo o (LTA) um componente da parede celular das
bactérias Gram-positivas ndo causa lesdes celulares ou teciduais
diretamente, entretanto € um fator que estimula células competentes
como macroéfagos, neutréfilos e fibroblastos, desencadeando a liberagéao
de um grande numero de mediadores quimicos inflamatérios bioativos ou
citocinas, causando uma série de efeitos biolégicos que levam a uma

reacao inflamatéria, imunoldgica e reabsorgcédo éssea periapical (Mattison
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et al., 1987; Wang, Stashenko,1993; Yamasaki et al., 1992). Além da
reagdo inflamatéria, pode agir de forma irreversivel nos tecidos
mineralizados da regido apical e periapical (osso e cemento) (Schein,
Schilder, 1975). Atua na sintese e liberacdo de citocinas como a
Interleucina-1a (IL-1a), Interleucina-1p (IL-1B8) e Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) (Wang e Stashenko, 1993), também estimulando as
células do hospedeiro na liberagéo de prostaglandina-E2 (Safavi, Nichols,
1994), a qual tem influéncia sobre os osteoclastos, perpetuando a reagéo

inflamatoria periapical (Leonardo, 2005).

Sendo um dos objetivos do preparo biomecanico, obter a
limpeza e desinfeccao do sistema de canais radiculares, é possivel que,
mesmo apdés a remocdo destes microrganismos, esses produtos
bacterianos capazes de induzir ou manter lesées periapicais permanegam
no sistema de canais radiculares, predispondo o caso ao insucesso
(Leonardo, 2005).

Para que se promova uma desinfec¢do adequada de todo
o sistema de canais radiculares, é preciso irrigagdo constante durante o
preparo biomecanico, associado a agao quimica, que consiga alcangar os
tubulos dentinarios. A solugdo irrigadora usada deve promover a
desinfeccédo e ainda nédo deve causar danos aos tecidos periapicais.
Portanto, a irrigacdo é uma parte essencial na desinfeccdo do canal
radicular, pois permite a limpeza do canal, além daquilo que poderia ser
alcancado por meio da instrumentacdo apenas (Svec, Harrison, 1977;
Gulabivala et al., 2005).

Para esta desinfeccdo, agentes irrigantes utilizados
durante o preparo biomecanico devem preferencialmente apresentar
amplo espectro de acao antimicrobiana, além de capacidade de dissolver
tecidos, auséncia de toxicidade e capacidade de inativar produtos dos
microrganismos (Onawunmi, Ogunlana, 1986; Silva et al., 2002; Oliveira
et al., 2005; Zehnder, 2006).
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Durante o preparo biomecénico, varias substancias
quimicas tém sido utilizadas como solu¢des irrigadoras. Devido a uma
série de propriedades, o hipoclorito de sodio é atualmente a substancia
mais utilizada durante a instrumentacéo de canais radiculares (Siqueira Jr
et al., 2000; Valera et al., 2001; Estrela et al., 2003; Menezes et al., 2004;
Leonardo, 2005; Tanomaru et al., 2005). Seu mecanismo de agéo
provoca alteragcbes biossintéticas no metabolismo celular, destruicdo de
fosfolipideos, formacéo de cloraminas que interferem no metabolismo
celular e acédo oxidante que provoca inibicdo enzimatica irreversivel
(Estrela et al., 2002). Em concentragbes mais elevadas, sua capacidade
de dissolver matéria organica e suas propriedades anti-sépticas sao
maiores (Carson et al., 2005). Entretanto, a utilizacdo de altas
concentragcdes do hipoclorito de s6dio pode causar irritacdo aos tecidos
periapicais (Soares et al., 2003; Leonardo, 2005). Por este motivo,
solugbes alternativas tém sido propostas visando a associagdo de

efetividade antimicrobiana e biocompatibilidade.

Outra substancia que tem sido utilizada é a clorexidina gel
2%, que surgiu como uma alternativa para solugéo irrigante no lugar do
hipoclorito de sbédio, devido a seus efeitos antimicrobianos,
substantividade e biocompatibilidade (Ferreira et al., 2002; Menezes et al.,
2004; Leonardo, 2005; Tanomaru et al., 2005; D'Arcangelo et al., 2007,
Ferraz et al., 2007). A clorexidina € uma bis-guanidina catiénica, que age
na parede celular de microrganismos, resultando na perda de seus
componentes intracelulares. Em baixas concentragcdes tem efeito
bacteriostatico (McDonnell, Russell, 1999), no entanto, &€ considerado
bactericida devido a sua capacidade de precipitacdo e coagulacao
intracelular das bactérias (Wang et al., 2007). Além disso, dentre as
propriedades da clorexidina devem ser ressaltadas sua excelente
capacidade de acao sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
apresenta substantividade, pois sua acao bactericida persiste no canal

por 12 semanas apds o0 seu uso como agente irrigante (White et al., 1997;
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Rosenthal et al., 2004).

Atualmente, verifica-se um crescente aumento nos
estudos e no uso de fitoterapicos na area médica. Extratos, o6leos
essenciais ou chas de diversas plantas sao utilizados na medicina popular
desde épocas remotas, entretanto, suas reais propriedades e aplica¢des
ainda estdo sendo cientificamente avaliadas. Muitas destes extratos
naturais tém seus efeitos comprovados cientificamente (Park et al., 1996,
Ledon et al., 1997; Menezes et al., 1999; Ozturk, Cerci, 2000).

O extrato de préopolis apresenta  atividades
antiinflamatoérias, anestésicas e antimicrobianas (Grange, Davey, 1990).
Varios autores (Duarte et al., 2003; Park et al.,1998; Grange, Davey,1990)
demonstraram que o extrato de prépolis apresenta atividade contra
Streptococcus mutans. Duarte et al. (2005), demostraram sua influéncia
na redugdo da produgdo de acidos por S. mutans e S. sobrinus no
biofilme dentario, além de sua ac¢éo inibitéria na atividade da F-ATPase
dos S. mutans. Segundo Koo et al. 2000a o crescimento de varias
bactérias, como S. mutans e S. sanguis, foi significativamente reduzido
pelo extrato de préopolis 10%, que também afetou o crescimento de
bactérias anaerobias. Lotufo, (2003) avaliou in vitro a citoxicidade da
solucdo de propolis em propilenoglicol e verificou que esta solugédo é
biocompativel, ndo afetando ou impedindo o crescimento e a viabilidade
celular dos fibroblastos da mucosa bucal humana. Com base na literatura
apresentada pode-se verificar que o extrato de propolis apresenta varias
qualidades como ac¢do antiinflamatdria, anestésica e antimicrobiana, que

sao desejaveis em uma solucgao irrigadora.

Devido a relevancia do LTA nos processos patoloégicos
ligados a respostas inflamatérias e danos causados aos tecidos e pela
importancia de E. faecalis na patologia de infeccbes persistentes em
endodontia, esta molécula foi um dos antigenos escolhido para este

estudo. Frente a todas essas consideragdes, tornou-se importante
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verificar in vitro o uso de solug¢des irrigadoras durante o preparo
biomecénico, e sua acado sobre o acido lipoteicoico (LTA), verificando a
producgéo de citocinas como Interleucina-1B (IL-1p), Interleucina-6 (IL-6) e

Fator de necrose tumoral-a (TNF-a), por macréfagos ativados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterococcus faecalis e Acido Lipoteicéico LTA em canais
radiculares

Um dos maiores fatores associados a falha no tratamento
endoddntico é a persisténcia de infec¢gdo microbiana no sistema de canais
radiculares e na regido periapical (Siqueira, Rocas, 2004). A periodontite
apical primaria esta associada a microbiota mista composta por bactérias
anaerobias Gram negativas e Gram positivas e usualmente contendo
muitas espécies por canal, enquanto que, nas infec¢cdes secundarias, ha
um predominio de bactérias anaerdbias facultativas Gram-positivas,
abrigando uma ou duas espécies por canal (Gomes et al., 2004), sendo
Enterococcus faecalis um dos microrganismos mais comumente

encontrado (Siqueira, Rocas, 2004).

Enterococcus compde um grupo de bactérias Gram-
positivas que sdo associadas a infecgbes endoddnticas em odontologia.
No entanto, essas espécies correspondem a uma porcentagem muito
pequena da microbiota bacteriana inicial de dentes com polpas necroéticas
sem tratamento (Sundqvist, 1992). E. faecalis é freqlentemente
encontrado em canais obturados, exibindo sinais de periodontite crénica
apical (Figdor et al., 2003). Estudos in vitro (Zoletti et al., 2006; Rocas et
al., 2004) demonstraram a capacidade do E. faecalis de penetrar nos
tubulos dentinarios, habilidade esta ndo demonstrada por todas as
espécies bacterianas. Essa espécie bacteriana impede a liberacdo de
enzimas hidroliticas por células polimorfonucleadas, o que pode explicar o

seu dominio em infecgdes pulpares (Zoletti et al., 2006).

Sundqvist et al. em 1998 verificaram a taxa de sucesso do
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retratamento endodéntico e identificaram os fatores que podem influenciar
no prognostico com base nos dados da composi¢cdo da microbiota em
dentes previamente obturados e que apresentavam lesdo periapical
persistente. Foram realizadas trés coletas microbiologicas; a primeira
apos a desobturagao dos canais radiculares; a segunda antes do preparo
dos canais radiculares e a terceira apés o preparo e a utilizacdo de
medicagao intracanal com hidréxido de calcio por 7-14 dias. Os autores
verificaram a predominancia de bactérias Gram positivas, o E. faecalis foi
microrganismo mais comumente encontrado, representando 37,5% dos
casos. O indice de sucesso no retratamento endodbntico foi de 74%,
entretanto nos canais onde foi identificada a presenca de E. faecalis o

indice de sucesso foi de 66%.

Pinheiro et al. em 2003 determinaram a microbiota nos
casos de insucesso endodontico e relacionaram as caracteristicas clinicas
com as bactérias presentes. Coletas foram obtidas ap6s a desobturagao.
Os autores observaram presenca de 108 culturas positivas com 37
espécies diferentes, havendo predominancia de bactérias Gram positivas
anaeroébicas facultativas, especialmente E. faecalis presente em 45% das

amostras com cultura positiva.

Os fatores de viruléncia de E. faecalis mais citados na
literatura sdo a producédo de substancia de agregacdo, adesinas de
superficie, acido lipoteicdico, producao extracelular de superéxido, enzima
litica gelatinase e hialuronidase (Kayaoglu, Orstavik, 2004). Cada um
desses fatores pode estar associado a varios estagios de infeccdes
endodénticas, bem como a inflamagao periapical. E. faecalis apresenta
em sua parede celular o acido lipoteicoico (LTA), que auxilia na ligagcéo
das bactérias as células eucariéticas, incluindo linfécitos (Beachey et al.,
1977; Beachey et al., 1979). O LTA estimula reabsor¢céo éssea, além de
estimular diversas células polimorfonucleadas a liberarem mediadores

inflamatérios, contribuindo para o dano tecidual (Kayaoglu, Orstavik,
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2004).

O LTA é uma molécula ancorada a parede celular
bacteriana e esta associado a processos inflamatoérios. LTAs possuem
duas cadeias lipidicas aderidas a uma estrutura de glicerol que é
conectada a um glicerofosfato hidrofilico ou a uma cadeia de polimero de
tetrassacarideo ribitol fosforilada (Jin et al., 2007). E considerado um dos
mais importantes fatores etiolégicos que estdo intimamente envolvidos na
patogeniciade, com base nos seguintes aspectos: o LTA €& responsavel
pelas respostas inflamatérias e danos causados aos tecidos; na sua
forma pura o LTA de E. faecalis é capaz de induzir citocinas pro-
inflamatorias e 6xido nitrico NO (Baik et. al. 2008), além de contribuir para
aderéncia bacteriana e formagéao de biofilme, o qual se torna resistente as

substancias antimicrobianas (Fabretti et al., 2006).

Oliveira e Barbosa, em 2003 avaliaram os efeitos das
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e acido lipoteicoico (LTA) de
Enterococcus faecalis na polpa dentaria. A inoculagdo em polpa
cirurgicamente aberta e restauracdo coronaria com cimento de ionébmero
de vidro foi o método escolhido. Os tempos de avaliacéo foram de 1, 7,
15, 30 e 60 dias. Os resultados mostraram que o LPS e LTA, a 150 ug/ml,
produz interferéncia negativa na polpa conduzindo a destruicdo. A
inflamacédo causada por LPS e LTA da polpa de caes foi intensa. E a
resposta inflamatéria foi elevada com um aumento no numero de
leucocitos. E ainda a estrutura do tecido era irregular apresentando
algumas areas de necrose. O LTA estabeleceu um padrdo citotoxico

menos agressivo a polpa que o LPS.

Costa Junior et al., em 2003 observaram que o acido
lipoteicdico (LTA), tem caracteristicas fisico-quimicas que favorecem sua
acdo como imundgeno. Para o estudo os autores utilizaram ratos que
receberam implantes subcuténeo, de tubo de Teflon, a fim de avaliar a

reacao do tecido subcutaneo do rato, preenchido com Fibrinol embebido
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em solugéo de acido lipoteicdico a 150 ug/ml. Os animais foram divididos
em 4 grupos com 4 animais cada, e 2 do grupo controle (recebeu
somente o implante sem LTA) e 2 animais do grupo experimental
(implantes com LTA), os tecidos foram observados aos 2, 7, 14 e 30 dias.
Os resultados mostraram que no grupo experimental, a reacao
inflamatoria foi mais intensa do que no grupo controle mostrando a agéo
irritante do LTA.

Baik et al, em 2008, avaliaram a inativagdo do acido
lipoteicdico de Enterococcus faecalis pelo hidroxido de calcio. Os autores
propuseram avaliar se o hidroxido de calcio pode inativar o LTA de E.
faecalis, levando a perda ou diminuigcdo da resposta inflamatéria. Uma
enzima imunoabsorvente ligada mostrou que a morte de E. faecalis pelo
hidroxido de calcio foi menos potente que a morte bacteriana estimulada
pela liberacao do fator de necrose tumoral-a por macréfagos da linhagem
RAW 264.7 (p< 0.05). O pré-tratamento do LTA com hidréxido de calcio
notavelmente anula a capacidade do LTA de liberar fator de necrose
tumoral-a (p<0.05). Além disso, o tratamento do LTA com hidréxido de
céalcio nédo foi capaz de estimular o receptor 2, que manteve o LTA
funcionalmente intacto. Esses resultados sugerem que o hidréxido de
calcio pode inibir a toxicidade do LTA, promovendo uma diminuicdo da

resposta inflamatoéria ao E. faecalis.

Estudos como (Costa Junior et al., 2003, Oliveira,
Barbosa, 2003) comprovam que o LTA pode iniciar ou perpetuar
processos inflamatorios. Assim, entender o papel do LTA é importante
para uma conduta terapéutica endodbontica capaz de eliminar os

microrganismos e também o acido lipoteicdico.
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2.2 Producao de citocinas

Citocinas fazem parte de um grande grupo de proteinas
soluveis, sendo mediadores da resposta imune, e controlando diferentes
fungbes celulares que incluem proliferagéo, diferenciagcdo e morte celular,
por meio de ligagbes aos seus receptores na superficie celular
(Romagnani, 2006). Sao produzidas durante os processos inflamatérios, e
que neles participam, s&o estimuladores da produgcdo de proteinas
presentes na fase aguda da inflamag&o. Elas sdo produzidas por uma
variedade de tipos de células, mas as fontes mais importantes sdo os
macréfagos e mondécitos nos locais de inflamacao (Gabay, 2006).

Classificadas em grupos (por exemplo, interleucinas,
interferons, e quimiocinas), com base nas homologias estruturais de seus
receptores, no passado acreditava-se, sobretudo, que eram antivirais ou
agentes antineoplasicas (Oppenheim, 2001). Podem ser sintetizadas por
células do sistema imune. Algumas citocinas podem ser classificadas
como pro-inflamatérias, derivadas principalmente de células da resposta
imune inata: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-6
e IL-12), ou de células de padrdo Th1: interferon-gama (IFN-y), ou como
citocinas anti-inflamatoérias, sintetizadas principalmente por células do
perfil Th2, por T regulatérias: fator de transformacéo e crescimento beta
(TGF-B), IL-4, IL-10, e IL-5 (Elenkov, 2004; Romagnani, 2006; Wan,
Flavell, 2006).

Segundo Heinrich et al. (1990) e Watkins et al. (1995), em
doencgas inflamatérias, as citocinas IL-1p3, IL-6, IL-8 e TNF-a estimulam o
organismo a produzir febre, ao aumento do sono e da sintese de
proteinas pelo figado, a diminuicdo da ingestdo de agua e de alimentos, a
elevacdo da liberacdo de corticosterdides, a alteracdo da atividade

cerebral, a diminuicao da interatividade social e ao aumento do estimulo a
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dor. Fatores que ocorrem no intuito de acelerar as atividades enzimaticas
defensivas, reduzir a replicacédo de patégenos e aumentar a proliferagéo

de células defensoras, além de isolar a area afetada e poupar energia.

Com relagdo as citocinas pré-inflamatérias, a IL-1B é
secretada principalmente por macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos e suas fungbes sdo semelhantes as do TNF-a, recrutando
neutréfilos e induzindo a expressdo de molécula de adesdo endotelial,
sendo este, um mecanismo essencial para a adesao de leucécitos na
superficie endotelial e posterior migragédo para os tecidos. A IL-13 tem
capacidade de induzir a sintese de outras citocinas, e apresenta fungéo

co-estimuladora de células T (Reyes et al., 2003).

Murakami et al., em 2001, em um estudo epidemiolégico,
mostraram que o LPS é detectado em niveis significantes no material
infectado de pacientes com periodontite apical ou abscesso odontogénico.
Cento e vinte e trés pacientes participaram da pesquisa e foram
classificados em 3 grupos: fluido de canais radiculares nao infectados
(Dentes sem infecgéo) (controle, n=16), fluido de canais radiculares com
contaminacdo bacteriana (n=56) e secrecdo purulenta de abscessos
maxilofaciais (n=51). Com as amostras coletadas foi realizada
inicialmente a deteccédo do lipopolissacarideo e do P. endodontalis. A
quantificacdo de TNF-a e IL- 18 do material infectado foi realizada, por
reacao de ELISA. O material infectado induziu a expressao de TNF-a e IL-
1B. Um aumento significante foi observado nos niveis de IL-1B em canais
infectados, diferente significativamente dos canais ndo infectados.
Segundo os autores, os resultados sugerem que o LPS do P.
endodontalis possui um papel importante na patogenicidade da formacao

de abscessos maxilofaciais via expressao de citocinas inflamatérias.

Barkhordar et al.,, em 2002, quantificaram o conteudo da
interleucina 1B e avaliaram seus efeitos sobre a sintese de colageno em

culturas de fibroblastos derivados de polpas dentarias doentes e
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saudaveis. As polpas doentes foram obtidas de dentes com diagnostico
de pulpite e as polpas normais foram obtidas de terceiros molares recém-
extraidos. Para quantificagdo das concentracdes de IL-1 presente nas
polpas foi utilizado o teste ELISA. A sintese de colageno foi avaliada
utilizando-se radioatividade. Os autores encontraram uma concentracao
2,5 vezes maior de IL-1B nos fibroblastos de polpas inflamadas, além de
uma sintese 80% maior de colageno comparado aos fibroblastos de

polpas saudaveis.

A citocina IL-6, atua tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa, sendo sintetizada por varias células (linfécitos, macréfagos,
células endoteliais e fibroblastos, musculo-esqueléticas, dentre outras) e
ativada pela via de sinalizagdo, em resposta a microrganismos e outras
citocinas (IL-1 e TNF). E associada ao controle e coordenagdo de
respostas do sistema imunoloégico, além de atuar nos sistemas
hematopoiético, nervoso e enddécrino e participar do metabolismo 6sseo
(Petersen, Pedersen, 2005). Na imunidade inata, estimula a sintese de
proteinas da fase aguda pelo figado, atuando na resposta de fase aguda.
Entretanto, na imunidade adaptativa, IL-6 estimula o crescimento de
células B, que se diferenciam em produtoras de anticorpos, e estimula a
proliferacdo e ativacdo das células T (Forsey et al., 2003). IL-6 apresenta
um pico de meia vida curto (6 a 12horas), e sua elevacéo reflete e
depende da ativagao da resposta inflamatoria. Individuos com quadros de
sepse apresentam elevados niveis circulantes de IL-6 (Loisa et al., 2003).
Por sua vez, a producdo muito elevada e constante de IL-1 e IL-6 podem
levar a graves comprometimentos, acarretando colapso vascular, cooque
e morte (Oberholzer et al., 2000).

Todavia, sugere-se que uma das principais fungées da IL-
6 seja a auto-limitacdo da resposta inflamatoéria. A IL-6 tem agao inibidora
na expressao das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1-3, ao aumentar

a sintese do receptor antagonista da IL-1 (IL-1Ra). Assim, a IL-6
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concomitantemente regula atividades pr6- e anti-inflamatérias,
contribuindo tanto para o desenvolvimento quanto para a resolugéo da

resposta inflamatéria (Peterse, Pedersen, 2005).

Gazivoda et al., em 2009, propuseram a estudar a
correlacdo entre citocinas pro-inflamatérias e imunorregulatérias em
lesbes periapicais e seu relacionamento com a composi¢do celular e
situacao clinica. Para isto, foram isoladas células inflamatorias de 67
lesbes periapicais e cultivadas por 24 horas. Dos sobrenadantes das
culturas celulares foram quantificados os niveis de IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-
a, além de citocinas imunorregulatorias como fator de crescimento beta
(TGF-B) e IL-10, através de ensaio imunoenzimatico ELISA. Os fenétipos
celulares também foram avaliados através de imunohistoquimica. Os
resultados mostraram que as lesdes sintomaticas que possuiam grande
quantidade de granulécitos, secretaram altos niveis de IL-1B, IL-6 e IL-8,
quando comparadas as lesdes assintomaticas. Dentes com grandes
lesdes visiveis radiograficamente apresentavam baixa porcentagem de
fagocitos mononucleares, altas porcentagens de células T e niveis
consideraveis de TNF- a, IL-6 e IL-10. Uma correlacdo negativa foi
encontrada entre as concentragbes de TGF-B e citocinas proé-
inflamatorias. TGF-B adicionada as culturas celulares provocou uma
diminuicdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias, principalmente de IL-
10, independente do aspecto clinico e do tamanho da lesdo. Ao contrario,
a IL-10 exoégena foi principalmente imunossupressora em culturas de
lesbes assintomaticas. Frente aos resultados encontrados, os autores
concluiram que as lesbes sintomaticas séo caracterizadas pela elevada
producdo de citocinas pré-inflamatérias. As citocinas imunorregulatérias
sdo mais importantes na supressdo da inflamacdo em lesdes

assintomaticas.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina

envolvida na regulagdo de diversos processos fisiologicos e patologicos.
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Possui grande importancia durante a fase aguda da resposta inflamatéria
a agentes patogénicos, estimulando alteragdes fisioloégicas que
contribuem para: a eliminacdo dos agentes infecciosos, o controle do
dano tecidual e a ativac&o de processos de reparacdo. No entanto, niveis
elevados de TNF-a estdo associados com injurias presentes em infec¢des

sistémicas (sepse) (Hehlgans, Pfeffer, 2005).

Prso et al., em 2007, avaliaram a presenca de TNF-a e IL-
6 em lesdes periapicais humanas. Para que tal estudo fosse realizado,
foram obtidas amostras de 3 situagbes clinicas: dentes sintomaticos,
presencga de lesbes assintomaticas e dentes com tecidos periapicais sem
inflamagédo (controle), No grupo dos dentes sintomaticos estavam
incluidos aqueles que apresentassem aspectos clinicos e radiograficos de
existéncia de patologia perirradicular, envolvendo destruicdo da cortical
Ossea e sensibilidade a percusséo e/ou a palpagéo. No grupo das lesdes
assintomaticas estavam incluidos os dentes que apresentasse lesbes
periapicais sem, no entanto, apresentar qualquer sintomatologia a
percussdo e/ou a palpagdo. Os pacientes participantes deste estudo
foram submetidos a apicetomia para remog¢do dos tecidos periapicais.
Apbds a excisdo, cada espécime foi dividido em duas partes; metade
utilizada para analise histopatoldégica e a outra metade utilizada para
analise das citocinas. Os resultados encontrados mostraram que os niveis
de TNF-a foram significantemente maiores em lesdes sintomaticas
comparadas ao grupo controle. O grupo das lesbes assintomaticas
também diferiu estatisticamente do grupo controle, mas nenhuma
diferenca foi encontrada nos niveis de TNF-a entre os grupos das lesdes
sintomaticas e assintomaticas. O mesmo ocorreu com as concentracdes
de IL-6. Assim, os autores concluiram que as lesbes sintomaticas
representam o estagio ativo da doenca, e as lesbes assintomaticas
representam o processo da doenca em evolugdo, além de afirmarem que
o TNF-a e a IL-6 possuem um papel importante na patogénese da

reabsorcao éssea.
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2.3 Substancias quimicas auxiliares

2.3.1 Hipoclorito de sédio

O hipoclorito de sodio foi utilizado pela primeira vez em
1792 com o nome de agua de Javele, constituindo-se de uma mistura de
hipoclorito de sédio e potassio. Em 1820, Labarraque obteve o hipoclorito
de sbédio com teor de cloro ativo de 2,5% utilizando-o para desinfectar
feridas. Entretanto, em 1915, Dakin durante a Primeira Guerra Mundial,
observou que, embora houvesse a desinfeccao da ferida utilizando-se a
solugdo de Labarraque, a cicatrizacdo ocorria muito lentamente, em
consequUéncia da alta concentragédo de hidroxido de so6dio, um alcali livre
responsavel pela irritagdo dos tecidos, independente da concentragdo do
hipoclorito de sédio. Propés, entéo, o teor de cloro de 0,5% com pH 11,
tamponado com &cido bérico 0,4%, o que reduz o pH da solugédo para em
torno de 9, tornando-a mais alcalina, menos estavel, porém permitindo a
acao desinfectante sem acédo das hidroxilas livres. Essa nova solugao
ficou conhecida com o nome do autor, solugao de Dakin (Pécora et al.,
1999; Zehnder et al., 2002)

Em 1936, Walker indicou a utilizacédo do hipoclorito de
sodio a 5% para o preparo de canais radiculares de dentes com polpas
necrosadas, uma vez que auxilia na descontaminagao dos instrumentos,
manipulacdo dos canais radiculares e protecdo do paciente e do
operador, devido aos microrganismos que um canal radicular pode

abrigar.

Em 1943, Grossmann propds o emprego de uma técnica

de irrigagéo de canal radicular alternando o hipoclorito de sédio a 5,0%
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com o peroxido de hidrogénio 3%, uma vez que a reacao entre as duas
substancias promoveria efervescéncia com liberagdo de oxigénio
nascente, favorecendo a eliminagdo de microrganismos e residuos do

canal radicular.

Em seguida, diversos estudos foram realizados buscando
avaliar os efeitos das solu¢des de hipoclorito de sédio na dissolugao do
tecido pulpar, na permeabilidade dentinaria, na limpeza do canal radicular
e sua agao bactericida, em suas diferentes concentragdes. Ressaltando a
superioridade da solucdo de hipoclorito de sédio frente as demais
solugdes auxiliares do preparo do canal radicular (Baumgartner et al.,
1984; Gomes et al., 2001; Johnson, Remeikis, 1993; Pécora et al., 1997;
Shih et al., 1970). Em diferentes concentragbes as solugbes de hipoclorito
de sbdio sao empregadas durante o preparo biomecanico, por
endodontistas e clinicos gerais que praticam a endodontia, ndo existindo,

porém uma unanimidade na escolha das mesmas (Leonardo, 2005).

Sua grande utilizagdo como solucédo irrigante durante o
preparo biomecanico se deve a uma série de caracteristicas como: agao
lubrificante e desodorizante, capacidade de neutralizagdo do conteudo
séptico-toxico dos canais radiculares, capacidade de dissolugédo de
matéria organica e agado antimicrobiana e antifungica (Valera et al., 2001;
Leonardo, 2005; Okino et al., 2004).

Sua atividade antimicrobiana ocorre devido a formagao do
acido hipocloroso, que libera cloro nascente, o qual se liga ao grupamento
amina (NH) dos aminoacidos, formando cloraminas, interferindo no
metabolismo celular e inibindo a fungado enzimatica bacteriana a partir de
uma oxidacao irreversivel dos grupos SH (sulfidrila) de enzimas
bacterianas essenciais (Vianna, 2002). Estudos como (Heling, Chandler,
1998; Gomes et al., 2001; Rocgas, Siqueira Jr, 2011) que analisaram a
atividade antimicrobiana do Hipoclorito de sédio (NaOCIl) comprovaram

sua efetividade.
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Heling, Chandler, em 1998, avaliaram a eficacia de
solugbes de hipoclorito de sddio a 1% e solucdo de EDTA a 17%,
clorexidina e perdéxido de hidrogénio, como agentes irrigantes, em raizes
de dentes incisivos de bovinos infectados com E. faecalis. Incisivos
bovinos recém-extraidos foram mantidos em hipoclorito de sédio por 24
horas, apés este periodo foram removidas as coroas e os canais cortados
em secc¢des de 4mm. Os espécimes foram padronizados, esterilizados e
contaminados com E. faecalis. Desses cada seis secgbes foram expostas
as seguintes solugdes irrigadoras: 1) Solugéo salina 10 min (controle); 2)
CLX 0,2% por 10min; 3) H,0, 3% por 10 min; 4)CLX 0,1% + H»0,1,5%
por 10 min; 5)CLX 1,8% + H202 3% por 5 min; 6)CLX 0,2% por 5 min +
H202 3% por 5 min; 7)Hipoclorito de sédio 1% por 10 min; 8) EDTA 17%
por 10 min; 9) H202 3% por 5 min + hipoclorito de sédio 1% por 5 min; 10)
hipoclorito de sédio 1% por 5 min + H2O2 3% por 5 min; 11) EDTA 17%
por 5 min + hipoclorito de so6dio por 5 min. Todas as solugdes irrigadoras
foram eficazes no seu efeito antimicrobiano. As solugdes de hipoclorito de
sédio e clorexidina, apresentaram efeito antimicrobiano semelhante,
porém quanto a propriedade solvente de matéria organica o hipoclorito de
sbdio ainda € o de primeira escolha. Devendo ressaltar que, o E. faecalis
(aeroébio facultativo) € uma das espécies bacterianas gram-positivas, mais

resistentes ao tratamento endodontico.

Gomes et al., em 2001, avaliaram, in vitro, a eficacia de
diferentes agentes irrigantes, contra E. faecalis, usando diferentes
concentragbes de solugdes de hipoclorito de sédio (0,5%, 1%, 2%, 5% e
5,25%) e clorexidina na forma de gel e liquida nas concentragcbes de
(0,2%, 1% e 2%). Foram misturados 2ml de suspensé&o bacteriana com os
irrigantes estudados e colocados em contato por 10, 30 e 45 segundos; 1,
3, 5, 10, 20 e 30 minutos; 1 e 2 horas. Ap6s cada periodo de tempo, 1ml
de cada amostras foi transferida para tubos contendo 2ml de BHI +
neutralizadores, a fim de evitar agdo residual dos irrigantes. Todos as

amostras foram mantidos incubados a 37°C durante 7 dias. ApOs a analise
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microbiolégica constataram que todos os irrigantes possuem agao
antimicrobiana contra o Enterococcus faecalis. O tempo necessario para a
clorexidina gel a 2%, 1% e 0,2% em promover culturas negativas foi de 1
minuto, 15 minutos e 2 horas, respectivamente. Clorexidina na forma
liguida em todas concentragdes testadas (0,2%, 1% e 2%) e hipoclorito de
sodio a 5,25% foram os irrigantes mais efetivos, demorando 30 segundos

Oou menos para inativarem o E. faecalis.

Rogas e Siqueira, em 2011 realizaram um estudo clinico
comparando os efeitos antimicrobianos do hipoclorito de sodio a 2,5%
(NaOCl) e clorexidina a 0,12% (CLX) quando esses eram utilizados como
irrigantes no tratamento endodontico. Para o estudo 47 dentes
unirradiculares com necrose pulpar e assintomaticos foram selecionados
de acordo com os critérios de incluséo / excluséo do trabalho. No inicio do
estudo foram colhidas amostras bacterianas (S1), e logo apds o preparo
biomecanico foi realizada uma segunda coleta (S2), onde os dentes de um
grupo foram irrigados com NaOCI (n=30) e outro grupo irrigado com CLX
(n=17). A presenca de bactérias e fungos foi avaliada pelo teste reacao de
polymerase em cadeia (PCR), enquanto a identificacdo desses
microrganismos foi realizada pelo teste checkerboard para 28 patogenos.
Todas as amostras S1 no PCR foram positivas para presenca de
bactérias. Tanto o NaOCl como a CLX foram significativamente eficazes
na reducéo dos niveis de bactérias. Nao houve diferenca significativa entre
os irrigantes em todos os parametros testados, incluindo a incidéncia de
resultados negativos na segunda coleta S2 no PCR (40% de hipoclorito de
sodio contra 47% de CLX, p = 0,8), a redugdo do numero de taxa por canal
(p = 0,3), e reducdo nos niveis bacterianos (p = 0,07). A taxa mais
prevalente em amostras S2 do grupo NaOCI foram Propionibacterium
acnes, as espécies de Streptococcus, Porphyromonas endodontalis e
Selenomonas sputigena. No grupo de CLX, a taxa mais prevalente em S2
foram Dialister invisus, Actinomyces israelii, Prevotella baroniae,

Propionibacterium acidifaciens, e espécies de Streptococcus. Os autores
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concluiram que os protocolos de tratamento utilizando irrigagdo com
hipoclorito de sdédio ou Clorexidina foram bem sucedidos na reducgéo
significativa do numero da taxa de bactérias e dos seus niveis nos canais

radiculares infectados, sem diferenca significativa entre estas substancias.

Além disso, outra atividade do hipoclorito também pode
ser comprovada, a atividade na dissolugdo de matéria organica pelos
estudos de (Chu et al., 2004; Araujo et al., 2006)

Chu et al, em 2004 avaliaram a capacidade de
dissolugdo de tecido pulpar bovino, com o emprego de diferentes
concentragbes de hipoclorito de sodio. Esses autores verificaram através
dos resultados submetidos a analise de variancia estatistica (ANOVA),
maior capacidade de dissolu¢do tecidual das solugbes mais
concentradas, observaram pouca diferenca na capacidade solvente entre
as concentragbes de 5,25% e 6%, porém, houve diferenca estatistica
significante, entre as concentragbes 0,5% ou 1%, para as concentra¢des
de 5,25% e/ou 6%. De acordo com o estudo os resultados sugerem a
importancia na selegdo de maior concentragdo de hipoclorito de sédio,

para aumentar a remog¢&o dos remanescentes pulpares.

Em 2006 Araujo et al., testou o poder solvente de cinco
concentracbes diferentes de hipoclorito de sodio utilizadas em
Endodontia. Foram utilizadas solu¢des comercializadas, prontas para uso,
liquido de dakin, solugdo de Milton, soda clorada, agua sanitaria Brilux e
soda clorada duplamente concentrada; e solu¢des de hipoclorito de sodio
manipuladas em farmacia nas mesmas concentracbes das solugcdes
prontas. Foram divididos em dois grupos experimentais, com 25 amostras
em cada grupo: G1-comerciais, G2-manipuladas, cada grupo dividido em
cinco subgrupos, cada subgrupo cinco amostras. Cinqlienta fragmentos
de lingua de rato foram submetidos a acdo solvente das solugbes de
hipoclorito de sédio. O tempo de dissolugao foi cronometrado. A analise

estatistica revelou ndo haver diferenca estatisticamente significante no
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poder solvente nos grupos de mesma concentracdo em: 2,0%; 2,5% e
5,0%, enquanto em: 0,5% e 1,0% ha uma diferenga significante entre as
solugbes comercial e manipulada. As solu¢des de hipoclorito de sodio
quando manipuladas sdo mais eficientes dissolventes do tecido organico,
obedecendo a uma relagdo diretamente proporcional a concentragao do

teor de cloro ativo da solugao.

Podemos observar ainda autores que relatam efetiva
acao sobre remocao de smear layer formada durante a instrumentacéo de
canais radiculares. Esses estudos mostram que o hipoclorito de sédio age
sobre a parte mais superficial da smear layer, formada por parte organica
(Berg et al., 1986). Quando associado a outras substancias quelantes,
tais como EDTA ou acido citrico, a remogao da smear layer pode ser
potencializada (Baumgartner et al., 1984; Yamashita et al., 2003;
Carvalho et al., 2008).

Em 2003, o estudo de Yamashita et al., avaliaram in vitro,
através de MEV, a limpeza da superficie das paredes de canais
radiculares apés utilizacao de diferentes solugdes irrigadoras em dentes
recém-extraidos, de humanos, divididos em 4 grupos experimentais, nos
quais foram utilizadas as seguintes solugbes irrigadoras: solugéo
fisiologica, clorexidina 2%, hipoclorito de sédio 2,5% e hipoclorito de sédio
2,5% + EDTA. A limpeza das paredes dos canais radiculares foi avaliada
nos tergos cervical, médio e apical em cada espécie, por atribuicdo de
escores. Demonstraram esses autores, que, a melhor limpeza da
superficie das paredes dos canais radiculares nos tergcos avaliados, em
todos os grupos experimentais foi nos tercos cervical e médio e piores
resultados no terco apical. E que a associagdo de hipoclorito de sédio

2,5% + EDTA mostrou melhor resultado.

O hipoclorito de s6dio também apresenta agado efetiva
detergente, surfactante e possui baixa tensdo superficial, acéo

desodorizante, clareadora e lubrificante (Bloomfield, Miles, 1979). Porém
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apesar de suas Otimas propriedades, estudos sobre a compatibilidade
bioldgica das solugdes de hipoclorito de s6dio mostraram que, quando em
menores concentragdes (0.5% e 1%), as mesmas s&o bem toleradas
pelos tecidos (Simdes et al., 1989; Bombana et al., 1974, Reynolds, 1989)
ja quando utilizadas a 5.25% foi observada intensa injuria tecidual
(Bombana et al. 1974, Oliveira, 2008), sendo desejavél entdo, que o
agente irrigante de escolha apresente alto poder antimicrobiano e baixa

toxicidade.

Tanomaru Filho et al.,, 2002, avaliaram a resposta
inflamatéria a diferentes solugdes irrigadoras endodénticas, através de
injecdes em cavidades peritoneais de ratos. Sessenta ratos receberam
injecdo intra-peritoneal de 0,3 mL de hipoclorito de soédio 0,5%,
digluconato de clorexidina 2% ou solugéo salina fosfatada tamponada
(PBS, controle). Cinco animais de cada grupo foram sacrificados apoés 4,
24, 48 horas e 7 dias apds a injecdo. Foi coletado liquido da cavidade
peritoneal de cada animal para contagem e diferenciacdo celular e
infiltragcdo protéica. A solugéo de hipoclorito de sodio 0,5% apresentou
maior migragcéo de neutréfilos e células mononucleares apds periodos de
48 a 168 horas (p<0,05). Houve um aumento significante na infiltracéo
protéica na cavidade peritoneal de 4 a 48 horas no grupo do hipoclorito de
sédio 0,5% comparado ao grupo controle. A infiltragdo protéica foi
semelhante em todos os grupos em 168 horas. O grupo da clorexidina 2%
apresentou resultados semelhantes aos do grupo controle em todos os
periodos. Desta forma, os autores concluiram que o hipoclorito de sédio
0,5% provocou resposta inflamatoéria, enquanto a clorexidina 2% n&o

levou a uma resposta inflamatéria significante.

Oliveira, em 2008 avaliou a resposta inflamatéria do
tecido conjuntivo de ratos, aos 3, 7 e 14 dias, frente a aplicagcdo de
solucdes de hipoclorito de sédio em diferentes concentracdes (0.5%, 1%,
2.5% e 5%) e valores de pH (7.0, 9.0 e 11.0). A analise histomorfoldgica
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revelou que quanto maior a concentragdo das solugdes de hipoclorito de
soédio, maior a inflamagcao observada junto ao tecido conjuntivo até 14
dias e que, ao contrario das demais solugdes, a solugéo de hipoclorito a
5% promoveu destruicao tecidual no tempo inicial de 3 e 7 dias. Este
estudo mostrou também que o aumento do pH ndo se mostrou tao
agressivo quanto o aumento da concentracao, tendo as solugdes a 0.5%,
1% e 2.5%, em pH11, apresentado reparagéo tecidual compativel com os

outros valores de pH aos 14 dias.

Além disso, o hipoclorito de sddio ndo possui efetividade
sobre as endotoxinas (Oliveira et al.,, 2005, Maekawa, 2007). Em 2005
Oliveira, avaliou in vitro a efetividade das solu¢des de hipoclorito de sédio,
clorexidina, hidroxido de calcio e polimixina B, como agentes irrigantes, na
neutralizagdo de endotoxinas nos canais radiculares. Foram utilizados 98
dentes humanos unirradiculados, que tiveram suas coroas e apices
seccionados, padronizando o tamanho dos espécimes em 14 mm. Os
mesmos foram esterilizados por radiagdo gama cobalto 60 e endotoxina
de Escherichia coli foi inoculada nos canais radiculares de 84 espécimes.
Apds 24 horas, todos os dentes foram instrumentados até a lima K 50,
escalonados até LK 80 e foram divididos em sete grupos (n=14), de
acordo com a solucgéo irrigadora: G1) NaOCI 2,5%; G2) NaOCI 5,25%;
G3) clorexidina 2%; G4) Ca(OH)2 0,14%; G5) polimixina B; G6 (controle
positivo): agua apirogénica; G7 (controle negativo) sem endotoxina e
agua apirogénica como agente irrigante. Foram realizadas duas coletas
do conteudo do canal radicular para verificar neutralizacdo de
endotoxinas, uma logo apds a instrumentacéo (coleta imediata) e outra
ap6s sete dias (segunda coleta). A neutralizacdo da endotoxina foi
verificada tanto pelo método do lisado de amebécitos de Limulus como
pela producdo de anticorpos em cultura de linfécitos B. Os resultados
obtidos no lisado foram submetidos a analise estatistica (Kuskall-Wallis e
Dunn) e os obtidos na produgdo de anticorpos foram analisados por

ANOVA e teste de Tukey (5%). Na coleta imediata, verificou-se que os
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grupos G1 (NaOCI 2,5%), G2 (NaOCI 5,25%) e G3 (clorexidina 2%) n&o
neutralizaram endotoxinas, sendo estatisticamente semelhantes ao G6
(controle positivo) (p>0,05), enquanto que os grupos G4 (Ca(OH), 0,14%)
e G5 (polimixina B) demonstraram efetividade sobre LPS, com resultados
estatisticamente semelhantes ao G7 (controle negativo) (p>0,05) e

diferentes dos demais grupos.

O hipoclorito de s6dio como solu¢do quimica auxiliar no
preparo de canais radiculares apresenta algumas limitagdes, quanto a
biocampatibilidade e neutralizagdo de endotoxinas. Assim, como uma

alternativa ao hipoclorito de sodio, tem sido sugerido o uso da Clorexidina.

2.3.2 Clorexidina

Desde a descoberta da clorexidina como agente
antimicrobiano, ha mais de 40 anos, seu uso vem ganhando espa¢o na
area da saude. Na medicina, esse agente € usado na prevengao contra a
pneumonia nas unidades de terapia intensiva, na antisepsia da via aérea
superior e inferior, na lavagem das maos ou desinfec¢do de superficies
(Filgueiras et al., 2004; Jorge et al., 2005; Segers et al., 2006; Mullany et
al.,, 2006; Chlebicki, Safdar, 2007). Atualmente em odontologia, a
clorexidina é bastante estudada e utilizada, apresentando importantes
propriedades como amplo espectro de acdo antimicrobiana (Zehnder,
2006; Ruff et al., 2006; Sena et al., 2006), substantividade (Rosenthal et
al., 2004; Dametto et al., 2005) e baixa toxicidade (El Karim et al., 2007).
Sendo que esta substancia pode ser empregada como solugao irrigadora

ou como medicacéo intracanal na terapia endodontica.

A clorexidina possui um amplo espectro de agao, agindo
sobre bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas, fungos, leveduras e

virus lipofilicos (Tortora et al, 2000). O mecanismo de agao
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antibacteriano pode ser explicado pelo fato de a molécula catibnica da
clorexidina ser rapidamente atraida pela carga negativa da superficie
bacteriana, sendo adsorvida a membrana celular por interagbes
eletrostaticas, provavelmente por ligagdes hidrofébicas ou por pontes de
hidrogénio, sendo essa adsor¢cdo concentragcdo-dependente, causando
assim, ruptura da membrana celular. Em dosagens elevadas, ela causa
precipitacdo e coagulagdo das proteinas citoplasmaticas e morte
bacteriana e, em doses mais baixas, a integridade da membrana celular é
alterada, resultando num extravasamento dos componentes bacterianos
de baixo peso molecular (Hugo, Longworth, 1964; Hjeljord et al., 1973;
Rélla, Melsen, 1975).

Leonardo et al.,, em 1999, avaliaram in vivo a atividade
antimicrobiana e residual da clorexidina 2% como solug&o irrigadora.
Foram utilizados 22 dentes com necrose pulpar e lesdes periapicais
visiveis radiograficamente que, apds a abertura coronaria, foi realizada a
primeira coleta com cone de papel estéril. Os canais foram
instrumentados utilizando a solugéo de clorexidina 2%. Uma bolinha de
algodao estéril foi colocada na entrada do canal radicular e a cavidade
selada com cimento de 6xido de zinco e eugenol. Ap6és 48 horas, foi
realizada a segunda coleta para avaliagcdo microbiolégica. Na segunda
coleta os resultados mostraram 100% de redugdo do Streptococcus
mutans e 77,78% para os microrganismos anaerébios. Os autores
observaram que a clorexidina previne a atividade microbiana com efeitos
residuais até 48 horas, sugerindo um possivel efeito sinérgico com a
medicacéo intracanal sobre microrganismos em areas inacessiveis a
instrumentacdo ou ainda em possiveis reinfecgdes ou infecgbes
secundarias ap6s a instrumentagdo, especialmente nos tubulos

dentinarios.

Em estudo realizado por Ferraz et al. (2001) avaliaram a

clorexidina gel como substancia quimica auxiliar. Os resultados mostraram
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a capacidade lubrificante e a atividade antimicrobiana que a clorexidina gel
apresentou contra a maioria dos microrganismos que sdo encontrados em
canais radiculares infectados. Os autores citam que uma das vantagens da
clorexidina gel sobre a liquida seria uma menor formacéo de smear layer.
Concluiram que a clorexidina em gel tem potencial para ser utilizada na
endodontia, pois apresenta baixa toxicidade e ac¢do antimicrobiana

significativa.

C")ngag et al., em 2003, compararam a atividade
antimicrobiana e a toxicidade do NaOCI| 5,25%, clorexidina 2% e da
clorexidina 0,2% + cetrimide 0,2%. A atividade antimicrobiana das
solucdes testadas foi avaliada in vitro em dentes humanos unirradiculados
contaminados com E. faecalis por 24 h. Os canais foram instrumentados
com as solugbes irrigadoras e deixados vazios por 48 horas. O
crescimento bacteriano foi avaliado ap6s 5 min. da instrumentacéo e apo6s
48 horas. Os efeitos toxicos destas solugdes foram avaliadas pela inje¢ao
das mesmas em tecido subcutaneo de ratos e a reacao inflamatéria foi
acompanada apds 2 e 48 horas e 2 semanas. No estudo in vitro, os
resultados mostraram que a clorexidina 2% e a clorexidina 0,2% +
cetrimide 0,2% foram significantemente mais efetivas que o NaOCI 5,25%
apoés 5 min., entretanto apds 48 horas, as solugbes nao apresentaram
diferenca estatistica entre si. Na avaliacdo dos efeitos tdxicos, reacao
inflamatoéria moderada foi observada no grupo do NaOCI nos 3 periodos
avaliados. Os grupos da clorexidina e da clorexidina 0,2% + cetrimide 0,2%
apresentaram reacao inflamatéria moderada, entretanto, apés 48 horas,
houve uma diminuicdo dessa reagdo. Os autores concluiram que a
clorexidina 2% e a clorexidina 0,2% + cetrimide 0,2% foram mais efetivos

sobre E. faecalis e menos toxicos que a solugéo de NaOCI 5,25%.

Dametto et al., em 2005, estudaram a atividade
antimicrobiana da clorexidina gel 2%, solu¢do de clorexidina 2% e

hipoclorito de sodio 5,25% sobre Enterococcus faecalis. Oitenta raizes
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humanas foram contaminadas com E. faecalis por 7 dias. Foram
realizadas trés coletas dos canais radiculares: antes da instrumentacéo,
imediatamente apds a instrumentacgéo e apds 7 dias da instrumentagao. A
solucdo e o gel de clorexidina 2% reduziram significantemente a
quantidade de microrganismos imediatamente e apdés 7 dias da
instrumentacdo. O hipoclorito de so6dio 5,25% também reduziu a
quantidade de E. faecalis logo ap6s a instrumentacao, entretanto apos 7
dias houve uma aumento no numero de microrganismos. Assim, a
clorexidina 2%, gel e solucao, foi mais efetiva que o hipoclorito de sédio
5,25%, em manter baixas as unidades formadoras de colénia de E.

faecalis ap6s 7 dias da instrumentacao.

Tanomaru et al., em 2005, avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana das seguintes solugdes irrigadoras: hipoclorito de so6dio
1%, 2,5% e 5,25% e clorexidina 1% e 2% (solugéo) e 2% (gel), sobre seis
diferentes cepas de microrganismos (Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Todos os materiais estudados foram capazes
de inibir as cepas microbianas, sendo que as solugbes e gel de

clorexidina foram mais eficientes que as solugdes de hipoclorito de sédio.

Além de possuir acdo antimicrobiana de amplo espectro,
a clorexidina apresenta a propriedade de substantividade, em que se liga
a superficie do esmalte e da dentina como também as glicoproteinas
salivares, e, a medida que a sua concentragdo no meio diminui, desloca-
se para esse meio de forma a manter uma concentragdo minima por um

longo periodo de tempo (atuacéo prolongada). (Michelotto et al., 2008)

White et al, em 1997 objetivando avaliar a
substantividade da solugao de clorexidina 0,12% e 2%, utilizaram dentes
extraidos que foram preparados e irrigados com as solucdes testes. Apos
o preparo, os canais foram irrigados com agua deionizada para remover

os residuos da solucao irrigadora e preenchidos com agua deionizada
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estéril. Apds periodo de 6, 12, 24, 48 e 72 horas, cones de papel foram
introduzidos nos canais por dois minutos e transferidos para meio de
cultura em placas inoculadas com S. mutans. A maior atividade
antibacteriana ocorreu nos dentes tratados com clorexidina a 2%. Esse
fato demonstrou que a clorexidina teve substantividade que permaneceu

por horas ap0s a realizagc&o do preparo quimico-mecanico.

Lenet et al. em 2000 estudaram, in vitro, a eficacia do
digluconato de clorexidina em gel 2% e de um composto de liberagéo
controlada 25%. Apds serem instrumentados, 60 dentes bovinos foram
divididos igualmente em quatro grupos de acordo com as medicagdes
empregadas: grupo 1 — dispositivo de liberagdo controlada contendo
clorexidina 25%; grupo 2 — clorexidina gel 2%; grupo 3 — pasta de
hidréxido de calcio; grupo 4 — solugéo salina (grupo controle). Depois de
medicados, os espécimes foram inoculados com E. faecalis por 21 dias.
As raspas de dentina obtidas do uso de brocas esféricas foram separadas
em tubos de ensaio contendo BHI como meio de cultura e incubadas por
24 horas. Os resultados sugerem que os canais radiculares medicados
com clorexidina gel por sete dias adquiriram propriedades antimicrobianas
por no minimo 21 dias e que esta se mostrou mais eficiente quando

comparada ao sistema de liberagao controlada e ao hidréxido de calcio.

Entretanto, mesmo apresentando acédo antimicrobiana e
substantividade, a clorexidina apresenta pequena atividade sobre os
produtos das bactérias, como as endotoxinas presentes em canais
radiculares, (Oliveira et al., 2007; Gomes et al., 2009; Valera et al., 2009),
tornando mais interessante a busca por substancias alternativas para uso

na pratica clinica.

Oliveira et al., 2007, avaliaram in vitro os efeitos de alguns
irrigantes endoddnticos sobre endotoxinas dos canais radiculares.
Noventa e oito dentes unirradiculados humanos foram utilizados neste

estudo. Os 3mm apicais de cada raiz foram seccionados tranversalmente
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com auxilio de discos de diamante e as coroas foram seccionadas
padronizando os espécimes em 14mm. As areas apicais foram seladas
com resina composta e as demais superficies externas foram cobertas
com 2 camadas de resina epoOxi, exceto a abertura cervical. Todos os
espécimes foram autoclavados e posteriormente enviados para radiagao
com gama cobalto para degradacado do LPS pré-existente. Terminados os
preparos iniciais os canais foram inoculados com endotoxina de
Escherichia coli. A divisdo dos grupos ocorreu de acordo com a solugao
utilizada. Grupo 1 (G1): NaOCI 2,5%; G2: NaOCI 5,25%; G3: clorexidina
2%; G4: hidroxido de calcio 0,14%; G5: polimixina B; G6: controle
positivo, solugéo salina; G7: controle negativo, sem endotoxina. Para
cada dente foram realizadas duas coletas, a primeira logo apés a
instrumentacédo e a segunda apdés 7 dias. Para todas as amostras
(imediata e ap6s 7 dias), dois métodos foram utilizados para verificar a
detoxificagdo da endotoxina: o teste do lisado de amebdcito de limulus e a
produgdo de anticorpos pela cultura de linfécitos B. Tanto na coleta
imediata quanto na segunda coleta, o hidroxido de calcio e a polimixina B
detoxificaram a endotoxina dos canais radiculares e alteraram as
propriedades do LPS de estimular a produgéo de anticorpos por linfocitos
B. O hipoclorito de sédio e a clorexidina sozinhos ndo foram capazes de

inibir a endotoxina.

Valera et al., em 2009 avaliaram a efetividade da solucéo
de clorexidina 2% e medicagbes intracanais sobre Eschericha coli e
endotoxina em canais radiculares. Os canais radiculares de 48 dentes
unirradiculados foram contaminados com E. coli por 14 dias,
instrumentados com solugao de clorexidina 2% e divididos em 3 grupos
de acordo com a medicagao intracanal (MIC) utilizada: pasta de Ca(OH),,
polimixina B, Ca(OH), + clorexidina gel 2% (CLX). No grupo controle foi
utilizada somente solucdo fisiolégica. Foram realizadas coletas do
conteudo do canal radicular imediatamente ap6s a instrumentacéo (S1),

apos 7 dias da instrumentacao (S2), imediatamente apds 14 dias da agéo



49

da MIC (S3) e 7 dias apds remocgao da MIC (S4). Para todas as coletas
foram realizados os seguintes testes: a) analise microbioldgica; b)
quantificacdo de endotoxina pelo teste cromogénico do lisado de
amebdcitos do Limulus. Os resultados foram analisados pelo teste de
ANOVA e Dunn (5%). Na amostra S2 a sol. CLX 2% apresentou melhores
resultados em relacdo a solucao fisiolégica. Na amostra S3 houve
diferenca estatistica do Ca(OH), + CLX em relagdo ao Ca(OH); e
polimixina B. Na amostra S4 n&do houve diferencas estatisticas
significantes entre os grupos. Concluiram que somente as medicag¢des
intracanais sao capazes de diminuir significativamente a quantidade de
endotoxinas. Sendo que a associagdo do Ca(OH), com a CLX gel 2%
apresentou melhores resultados. Assim, € possivel que esta associag&o
possa combinar a atividade antimicrobiana da CLX a potente acao

mineralizadora e neutralizadora de endotoxinas do Ca(OH),.

Gomes et al., em 2009 compararam a eficacia do NaOCI
2,5% e da CLX gel 2% sobre LPS bacteriano presente em infec¢des
primarias de canais radiculares. Cinquenta e quatro pacientes foram
divididos em 2 grupos, de acordo com a substancia quimica auxiliar
utilizada durante o preparo biomecanico dos canais radiculares. Amostras
foram coletadas antes e apds o preparo, sendo que para cada amostra,
quantificacdo de endotoxinas foi realizada pelo método cromogénico do
lisado de amebdcitos de Limulus (LAL-1000). Quantidade mediana inicial
de EU/mL obtida foi de 272 para o grupo NaOCI 2,5% e 152,46 para o
grupo CLX gel 2%, sendo reduzidos ap6s o PBM para 86 e 85,
respectivamente. Embora ambas as substancias tenham sido capazes de
diminuir quantidade de endotoxinas dentro do canal radicular, o NaOCI
2,5% reduziu mais a quantidade de endotoxinas do que a CLX gel 2%. No
entanto, nenhuma das substancias foi capaz de eliminar endotoxinas de

canais com infecgdes endodénticas primarias.

Além da clorexidina ndo ser efetiva contra as endotoxinas,
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estudos mostram que também néo & capaz de dissolver matéria organica
(Okino et al., 2004; Naenni et al., 2004)

Okino et al. em 2004, estudaram a capacidade de
dissolugéo da polpa em digluconato de clorexidina em solugéo aquosa e
na forma de gel. Foram utilizadas polpas bovinas e os irrigantes testados
foram: NaOCI nas concentragcbes de 0.5, 1 e 2.5%, solugdo de
digluconato de clorexidina 2%; digluconato de clorexidina 2% na forma de
gel (Natrosol); e agua destilada como controle. Os fragmentos pulpares
bovinos foram pesados e colocados em contato com 20ml de cada
substancia testada, em uma centrifuga a 150 r.p.m. até a total dissolugao.
A velocidade de dissolucao foi calculada pela divisdo do peso da polpa
pelo tempo de dissolugdo. Os valores obtidos dessa divisao foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis para a obtencédo dos
resultados. A agua destilada e ambas as solugbes de clorexidina nao
dissolveram o tecido pulpar dentro de 6 horas. A média de velocidade de
dissolugdo para o NaOCI 0.5, 1 e 2.5% foram 0.31, 0.43 e 0.55 mg/min,
respectivamente. A capacidade solvente da solugdo de clorexidina foi
semelhante a da agua. Houve diferenca estatisticamente significante nos
resultados das solu¢des de NaOCl, clorexidina e agua destilada. Assim, é
possivel concluir que ambas as formas de clorexidina e a agua destilada
nao possuem capacidade de dissolu¢do do tecido pulpar, enquanto todas
as solucdes de NaOCI testadas foram eficientes na dissolu¢ao do tecido
pulpar, com a velocidade de dissolugdo variando de acordo com a
concentracdo da solucdo. Devido a essas caracteristicas da clorexidina
torna-se interessante a busca de substancias quimicas auxiliares

alternativas para uso na clinica, durante a terapia endodoéntica.
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2.3.3 Propolis

Prépolis € o termo genérico usado para denominar um
material resinoso coletado pelas abelhas. O nome prépolis é derivado de
grego pro = em defesa e polis = cidade, o que quer dizer: “em defesa da
cidade ou da colméia. As abelhas, de fato usam esta substancia para
protegé-las de insetos e microrganismos, empregando-a no reparo de
frestas ou danos a colméia e no preparo de locais assépticos(Debuyser,
1983). Deste modo, acredita-se que as abelhas utilizam a propolis para
defender a vida, preservando a temperatura da sua moradia, impedindo a
entrada de agentes estranhos e, em certos casos, impedindo a

propagacéao de agentes epidemiologicos (Burdock, 1998).

A composi¢do da propolis depende da flora da regido
onde é produzida. Sua coloragcao pode variar de amarelo-esverdeado a
marrom-escuro. Apesar desta variagdo, em geral, a propolis € composta
por 50% de resina, 30% de cera, 10% de dleos essenciais e aromaticos,
5% de pélen e 5% de outras substéncias (Burdock, 1998). Sua
composicao quimica € complexa, sendo que mais de 200 constituintes ja
foram identificados. Alguns autores atribuem aos flavondides, aos acidos
aromaticos e aos ésteres, a capacidade antimicrobiana apresentada por
esta substancia (Grange, Davey, 1990; Burdock, 1998; Bankova et al.,
1995; Koo et al., 2000a; Scazzocchio et al., 2005).

Muitos estudos demonstram que a propolis possui
atividade antimicrobiana, antinflamatéria, hepatoprotetora (Ghisalberti,
1979; Burdock, 1998; Banskota et al.,, 2001; Koru et al., 2007),
antioxidante, estimulante do sistema imunologico através de diversas vias
biolégicas (Koru et al., 2007). E utilizada pelo homem e na medicina

popular desde pelo menos 300 a. C. (Banskota et al., 2001), devido a
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suas propriedades antimicrobianas (Castaldo, Capasso, 2002). A propolis
pode agir contra uma grande variedade de bactérias, fungos, virus (Koru
et al., 2007).

Estudo in vivo, realizado por Santos et al em 2007,
avaliou a eficacia da pomada de propolis sobre feridas crbnicas, e
constatou a presenca de acdo terapéutica, baixo custo e estimulo a
cicatrizagdo. Estudando a atividade antimicrobiana e inibicdo da formacgéo
do biofilme in vitro, Koo et al. (2000a) concluiram que prépolis é capaz de
prevenir carie e doenca periodontal. Em 2009, Awawdeh et al. estudaram
o efeito antimicrobiano da prépolis € do hidréxido de calcio em discos de
dentina contaminados com E. faecalis, e verificaram que a propolis foi
significativamente mais efetiva que o hidréxido de calcio, eliminando

rapidamente o microrganismo.

Estudos em capeamento direto da polpa utilizando os
flavondides extraidos da prépolis mostraram que estes podem postergar a
inflamacgéo pulpar e estimular a reparagcao da dentina, com formacao de

ponte dentinaria parcial em um periodo de 4 semanas (Sabir et al., 2005).

Ferreira et al. em 2007 avaliou a ac&o antimicrobiana da
propolis sobre bactérias anaerdbias comumente isoladas em canais
radiculares com necessidade de tratamento endodéntico. Cinco espécies
de microrganismos foram testados Prevotella nigrescens, Fusobacterium
nucleatum, Actinomyces israelii, Clostridium perfringens e Enterococcus
faecalis. Os medicamentos testados foram solugédo de hidréxido de calcio
10%, Formocresol, Pasta Calen associado ao paramonoclorofenol
canforado, extrato etandlico de propolis 10% e etanol puro (veiculo do
extrato de prépolis) como controle. Os resultados deste estudo indicaram
eficiente atividade antimicrobiana de todas as substancias testadas,
porém observamos a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de
propolis sobre microrganismos como Prevotella nigrescens e

Fusobacterium nucleatum, o que permitiu sugerir a inclusdo desta
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substancia na terapia endodontia, submetendo esta a mais estudos de

biocompatibilidade.

Estudos in vitro realizados recentemente (Maekawa,
2010; Valera et al., 2010) demonstraram grande efetividade, por parte do
extrato glicélico de prépolis, sobre microrganismos presentes em canais

radiculares necrosados.

Valera et al. em 2010, avaliaram a ac&o do extrato
glicélico de propolis e medicamentos intracanais contra Escherichia coli e
endotoxinas. Para este estudo foram utilizados quarenta e oito raizes, que
foram preparadas e contaminadas com E. coli e todos os espécimes
foram mantidos em estufa a 37° = 1°C, por 14 dias, sendo que a cada 3
dias, foi adicionado caldo BHI no interior dos canais radiculares. Apos
este periodo, foi realizado o preparo biomecanico dos canais utilizando
como substancia quimica auxiliar o extrato glicdlico de prépolis 12% e
apo6s a instrumentacdo, os canais foram preenchidos com 3 ml de soro
fisiologico apirogénico e realizada a primeira coleta (S1). Os canais foram
preenchidos com soro fisiolégico apirogénico e mantidos em estufa a 37°
+ 1°C, por 7 dias e realizada a segunda coleta (S2). Os espécimes foram
divididos em grupos experimentais de acordo com o tipo de medicagcao
intracanal (n=12): hidroxido de calcio, polimixina B e hidroxido de calcio
associado a clorexidina gel 2%; No grupo de controle, a irrigacao foi
realizada com solucgéo salina apirogénica e foi utilizado sem aplicacéo de
medicacdo intracanal. Apds colocagdo da medicacdo intracanal os
espécimes foram mantidos em estufa a 37°C por 14 dias. Passado este
periodo as medicagdes foram removidas e realizada a terceira coleta
(S3), os canais foram preenchidos com soro fisiolégico apirogénico e
mantidos em estufa a 37° + 1°C, por 7 dias e entado foi realizada a quarta
coleta (S4). Foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nia
para analise microbiana e o Teste do Lisado de Amebdcito de Limulus

para quantificacdo de endotoxinas. A analise estatistica (Teste de Dunn,
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p<0,05) mostrou que a irrigagdo dos canais radiculares com propolis foi
efetiva, eliminando completamente a E. coli e reduzindo os niveis de
endotoxinas. Todas as medicagbes intracanais contribuiram
significativamente na diminuicdo das endotoxinas. A maior eficacia foi

observada para medicamentos contendo hidroxido de calcio.

Simdes et al. em 2008, avaliou, in vitro e ex vivo, a agao
de diferentes concentragdes de extratos de propolis, comparativamente a
eficacia de anti-sépticos bucais, frente aos microrganismos presentes na
saliva de humanos. Foram selecionados 30 doadores de saliva, que
receberam orientagbes para a coleta da saliva. Para a realizagdo dos
ensaios in vitro, foi adicionada a saliva solugdo de glicose a 25%,
seguindo-se da coleta de aliquotas para a preparagéo dos grupos controle
(C) e experimentais, a cada grupo experimental foi adicionado o
respectivo extrato de propolis a 11%, 20% e 30%, e os outros antisépticos
bucais industrializados, foram entdo incubados em estufa a 37°C por 48h.
Nas experimentagcbes ex vivo, foram coletadas amostras de saliva em
jejum (grupo controle) e ap6s o enxagle individual com os extratos de
propolis, seguindo-se da adicdo de glicose. Nas duas fases, foram
recolhidas aliquotas das misturas e determinado o consumo de glicose
pelos microrganismos pelo método Glicose Oxidase, nos tempos 0, 24, 48
h de incubacdo a 37°C. Constatou-se diferencas estatisticamente
significantes no consumo de glicose aos serem comparadas as médias do
grupo C nas fases 1 e 2 ap6s 24 e 48 h. Entre os grupos experimentais,
nao foram constatadas diferencas significativas. Conclui-se que as
solugdes de propolis a 11%, 20% e 30% tiveram a mesma acéo
antimicrobiana, o que justifica a indicagdo daquela com menor
concentracédo. Constatou-se também a mesma acao farmacoldgica em

comparacao aos anti-sépticos industrializados testados.

Madhubala et al., em 2011 avaliou e comparou a

atividade antimicrobiana do hidroxido de calcio, mistura de trés
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antibioticos (TAM), e um extrato etandlico de prépolis como medicagéo
intracanal em canais de raizes infectados com Enterococcus faecalis.
Para este estudo foram utilizados cento e vinte dentes (incisivos
permanentes) que tiveram suas coroas seccionadas e as raizes
preparadas. Apds a esterilizagdo das amostras, essas foram inoculadas
com a cultura pura de E. faecalis e incubados em estufa a 37°C por 21
dias. Ap6s a incubagédo, a primeira amostragem microbiologica foi
realizada. Isto foi feito por inundagéo do canal com solugéo salina estéril,
seguido pela colocagédo de uma lima Hedstrom 50, para dentro do canal
para raspar a dentina durante o processo. Um cone de papel absorvente
estéril foi colocado no canal durante 60 segundos e transferidas para
tubos de ensaio contendo 1,0 mL de solugao fisiolégica salina estavel. Foi
realizada a diluigdo das amostras e essas foram semeadas. As placas
foram incubadas em camara aerdbia durante 24 horas a 37°C. Unidades
formadoras de colénias foram registrados antes da colocagdo da
medicagdo. Em seguida, as amostras foram divididas aleatoriamente em
cinco grupos (n=24). Cada grupo foi entdo exposto a varios
medicamentos intracanais, hidréxido de calcio (grupo 1), TAM (grupo 2) e
de prépolis, (grupo 3), etanol (grupo 4), e solugdo salina como o grupo de
controle (grupo 5). A eficacia antibacteriana dos medicamentos
intracanais foi determinada através de porcentagem de reducédo na
contagem de colbénias, no final dos dias 1, 2, e 7. Os dados foram
analisados estatisticamente usando one-way analise de variancia e teste
de Tukey. Os autores observaram que a reducao foi maior para propolis
mostrando uma redugédo de 100% no dia 2, seguido de TAM mostrando
82,5%, 92,2%, e 98,4% de redugéo nos dias 1, 2 e 3, respectivamente. O
hidroxido de calcio mostraram um aumento gradual da atividade
antibacteriana com um maximo de 59,4% no dia 7. Concluiram entao que
prépolis foi mais eficaz do que o TAM contra E. faecalis em um periodo de

tempo de 2 dias, e ambos eram igualmente eficazes em 7 dias.

Em um estudo realizado por Molina, (2008) avaliou o
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extrato glicdlico de propolis como solugdo irrigadora durante a
instrumentacdo de canais radiculares, verificando que este extrato
mostrou atividade antimicrobiana sobre C. albicans, E. faecalis e E. coli
com efeito residual por sete dias, com resultados semelhantes a solugéo
de clorexidina 2%. Entretanto, este extrato ndo apresentou reducgéo
significativa da quantidade de endotoxinas presentes nos canais

radiculares.

Lotufo em 2003 avaliou in vitro a citoxicidade da solugéo
de propolis em propilenoglicol e verificou que esta solugdo é
biocompativel, ndo afetando ou impedindo o crescimento e a viabilidade
celular dos fibroblastos da mucosa bucal humana. Al-Shaher et al. em
2004, Avaliaram in vitro, a tolerancia de fibroblastos do ligamento
periodontal e polpa dentaria para extrato de propolis comparando com
hidroxido de calcio. As células de polpa dentaria humana e do ligamento
periodontal foram obtidos a partir saudaveis terceiros molares. Essas
células que foram submetidas a varias concentracdes de préopolis (0-20
mg / ml) e hidréxido de calcio (0 - 250 mg / ml). A viabilidade celular apés
tratamento com prépolis foi analisada por coloracdo com cristal violeta
das células, seguida por analise espectrofotométrica. Os dados revelaram
que a exposicao das células do ligamento periodontal ou das células da
polpa para 4 mg/ml ou menores concentracdes de propolis resultaram em
maior viabilidade de 75% das células. Pelo contrario, hidréxido de célcio
0,4 mg/ml foi citotéxico e menos de 25% das células foram encontradas
para serem viaveis. Estudos adicionais podem mostrar que o propolis
pode ser uma alternativa viavel como medicacgao intracanal por causa da
sua baixa citotoxicidade, além da capacidade bactericida, antifungica e

antiviral.

Com base na literatura apresentada pode-se verificar que
o extrato de propolis apresenta varias propriedades benéficas como agéao

antiinflamatéria e antimicrobiana, que sdo desejaveis em uma solugéo
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quimica auxiliar. Além disto, a area médica tem procurado utilizar em suas
pesquisas substancias naturais, que tem mostrado resultados
promissores, devendo, portanto, serem avaliados também na

Odontologia.



3 PROPOSICAO

Considerando que o acido lipoteicoico (LTA) representa
um importante agente etiologico envolvido na patogénese das lesdes
periapicais, e que as bactérias Gram-positivas como E. faecalis liberam

LTA o objetivo desta pesquisa foi:

a) Avaliar a efetividade do preparo biomecanico
utilizando diferentes solugdes irrigadoras e/ou
substancia quimica auxiliar: Hipoclorito de soédio
1%, Clorexidina gel 2%, Extrato de Prépolis 12%,
Solugao Salina Fisiologica Apirogénica
0,9%(controle positivo) em neutralizar o &acido
lipoteicdico (LTA) de E. faecalis em canais

radiculares;

b) Avaliar a producao de citocinas (Interleucina-1f3
(IL-1B), Interleucina-6 (IL-6), Fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), por macréfagos ativados
(RAW 264.7).



4 MATERIAL E METODO

Este projeto de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP. Sob protocolo n° (023/2011-PH/CEP) (Anexo — A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 40 dentes humanos unirradiculados,
recém-extraidos por indicagdes clinicas diversas e com prévia autorizag&o
dos pacientes por meio de consentimento livre e esclarecido. Os dentes
foram limpos e imersos em solucéo fisiolégica até o momento do uso. A
selecao dos dentes foi feita baseada nas dimensdes e similaridade
morfoldgica da raiz, sendo os dentes radiografados para comprovagéo da
presenca de um unico canal reto. As coroas foram seccionadas com disco

de carborundum, padronizando o tamanho dos espécimes em 16 mm.

Figura 1- Secc¢éo das coroas.
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Os canais radiculares foram previamente instrumentados
para padronizagdo do didmetro e do volume de LTA que foi inoculado.
Para tanto, os canais foram explorados com uma lima K 10 ou 15 até o
forame apical e, em seguida, foram preparados com instrumentos niquel-
titdnio (NiTi) do sistema BioRaCe (FKG Dentaire — Swiss Dental Products
— Switzerland) acoplados em um motor elétrico Xsmart (Dentsply) com
contra-angulo, na seguinte sequéncia: BRO (25/0.08), para o alargamento
dos tercos cervical e médio do preparo; BR1 (15/0.04) até o comprimento
de trabalho (15 mm); BR2 (25/0.04) até o comprimento de trabalho (15
mm), sempre utilizando 5 mL de solugéo fisiologica a cada troca de
instrumento. Apds, os canais foram preenchidos com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17%, o qual foi agitado com uma lima
manual K 15 por 3 min. A irrigacéo final foi realizada com 10 mL de
solucao fisiolégica. Em seguida, os canais radiculares foram secos com
cones de papel n° 30 e foi feito vedamento da regido apical nos dentes
utilizando-se resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental
Products, St Paul, USA), e as raizes foram impermeabilizadas
externamente com duas camadas de adesivo epoOxi, exceto a regidao da
abertura cervical (Oliveira et al., 2005, 2007; Valera et al., 2010).

A B

Figura 2- A) Vedamento apical; B) Impermeabilizacao das raizes.
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Em seguida, os espécimes foram distribuidos por
estratificacdo randomizada em 4 placas de poliestireno de cultura celular
de 24 pocos (TPP), com 10 dentes em cada, fixados com resina acrilica
quimicamente ativada aproximadamente 5 mm de altura. Estas placas
foram tampadas, embaladas e submetidas a esterilizagédo por radiagéo
gama com cobalto 60. Todos os materiais utilizados (limas, gaze,
algodéo, tesouras, luvas, entre outros) foram esterilizados por radiagéo
gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas EMBRARAD - (Empresa
Brasileira de Radiacao, Cotia, Sdo Paulo)) para neutralizar endotoxinas
pré-existentes (Oliveira et al., 2005, 2007; Valera et al., 2010).

Figura 3 - Fixacao das raizes em placa de cultura celular de 24 pogos / esterilizacao.
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4.2 Preparo e inoculagao do acido lipoteicdéico

Foi utilizado acido lipoteicoico (LTA) de Enterococcus
faecalis (L4015 — Sigma), preparado na concentragdo de 150 pg/mL
(Costa-Junior et al., 2003; Oliveira, Barbosa, 2003) com agua bidestilada
e apirogénica. Em seguida, foram inoculados 10 pL da solugéo de LTA no
interior de cada canal radicular. As placas contendo os espécimes foram
fechadas e mantidas em estufa a 37°C, em umidade relativa, por 24 h.
Este procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando 3

inoculagdes repetidas do LTA.

Figura 4 — Contaminacéo dos dentes.
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4.3 Divisao dos grupos experimentais

Ap6s o periodo de 24 h da ultima inoculagédo do LTA, foi
realizada a instrumentagdo dos canais radiculares com 5 instrumentos
rotatérios NiTi (sistema BioRaCe - FKG Dentaire — Swiss Dental Products
— Switzerland), na seguinte sequéncia: BR3 (25/0.06); BR4 (35/0.04); BR5
(40/0.04); BR6 (50/0.04) e finalizada com o instrumento BR7 (60/0.02).
Para tanto, os instrumentos foram montados no contra-angulo conectado
ao motor elétrico Xsmart (Dentsply) de acordo com as especificagdes do
fabricante, sendo a velocidade de 500 rpm e o torque de 1 Ncm (Figura
5A). Foram realizados movimentos de penetracdo e remogao continuos
buscando alcangar o comprimento de trabalho (15 mm) sem realizar

presséao apical (Figura 5B).

A B

Figura 5 — A) Motor elétrico Xsmart mostrando velocidade e torque de acordo com as
recomendacgbes do fabricante; B) Contra-angulo conectado ao motor elétrico com Lima
BR6 (50/0.04), mostrando instrumentacao dos canais.

A cada troca de instrumento, os canais foram irrigados
com 5 mL de solugéo irrigadora (Quadro 1). Para irrigacédo foram
utilizadas seringas apirogénicas de 5 mL (Injex) e para aspiracéo pontas
White Mac Tips (Ultradent) acopladas a canula da bomba a vacuo. Assim,

de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada durante a
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instrumentacao, os espécimes foram divididos em 3 grupos experimentais

(n=10) (Quadro 1):

Quadro 1 - Distribuicdo dos espécimes nos grupos experimentais, de
acordo com a substéncia quimica auxiliar e medicagao intracanal:

GRUPOS (n=10) SUBSTANCIA QUIMICA AUXILIAR
NaOCI Hipoclorito de s6dio 1%
CLX Clorexidina gel 2%
PRO Extrato Glicolico de Prépolis 12%
SS Solucao Salina Fisiolégica 0,9%
(controle)

a) grupo NaOCI: solugéo de hipoclorito de sédio 1%
(Asfer Industria Quimica, S&o Caetano do Sul,
SP);

b) grupo CLX: clorexidina gel 2% (Byoférmula
Technopharma, Séo José dos Campos, SP); +
solucao salina fisiolégica apirogénica 0,9% (Aster
Produtos Médicos Ltda. — Sorocaba, SP, Brasil)

c) grupo PRO: extrato glicélico de propdlis 12% (Apis
Flora, Ribeirdo Preto, SP) + solucdo salina
fisiolobgica apirogénica 0,9%(Aster Produtos
Médicos Ltda. — Sorocaba, SP, Brasil)

d) grupo SS: solugdo salina fisioldgica apirogénica
0,9%(Aster Prod. Méd. Ltda. Sorocaba, SP,Brasil)
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No grupo CLX e PRO, o canal foi preenchido com
clorexidina gel 2% ou extrato glicélico de prépolis 12% e apds agdo do
instrumento rotatorio, foi realizada a irrigacéo e aspiragdo com 5 mL de
solugao fisiolégica estéril e apirogénica, sendo este procedimento repetido
a cada troca de instrumento. Os demais grupos (NaOCl e SS) foram
irrigados com 5 mL da solugao irrigadora a cada troca de instrumento.
Imediatamente apds o término da instrumentacao, foi realizada a coleta

do conteudo dos canais radiculares.

4.4 Coleta do contetdo do canal radicular

Foi realizada a coleta do conteudo do canal radicular:
imediatamente apo6s a instrumentagdo. A coleta dos canais radiculares foi
realizadas da seguinte forma: os canais foram inundados com solugao
fisiologica estéril e apirogénica, a qual foi agitada por 1 minuto com uma
lima estéril e apirogénica e, em seguida, foi aspirada com auxilio de
seringa e agulha tipo insulina 1 ml (Injex Industrias Cirurgicas Ltda.,
Ourinhos, SP, Brasil). Este procedimento foi repetido até completar o
volume final da amostra de 100 uL. Estas amostras foram utilizadas para
verificar se os protocolos de tratamento acima descritos apresentam
capacidade de neutralizar os efeitos citotdxicos do acido lipoteicdico em
cultura de macrofagos (RAW 264.7).

Figura 6 — Coleta do Canal radicular.
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4.5 Cultura Celular

Foi utilizada uma linhagem de macrofagos de
camundongos da linhagem RAW 264.7, obtida do banco de células da
Associagado Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro,
RJ) .

As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova
York, EUA), em frascos de cultivo celular (TPP, Suiga) e incubadas em
estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, contendo 95%
de ar e 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias e
houve monitoramento de cada frasco de cultivo celular com auxilio de
microscoépio com luz invertida (Nikon).

A partir do momento que foi constatado estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupag¢ao de mais de 70%

do frasco, foram realizados subcultivos celulares (Figura 7).

Figura 7 — Macréfagos Raw 264.7.
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Para o subcultivo, o meio DMEM do frasco para cultura
celular foi aspirado com auxilio de uma pipeta apirogénica e descartado
(Figura 8A). A seguir, as células foram lavadas com 3 mL de meio fresco
e depois este também foi descartado. Posteriormente, foram
acrescentados mais 3 mL de meio fresco e as células foram removidas
cuidadosamente do frasco de cultivo com auxilio de um varredor celular
(TPP, Suiga) (Figura 8B).

A B

Figura 8 - A) Aspiracdo do meio DMEM do frasco de cultivo celular; B) Remocéo das
células aderidas no fundo do frasco de cultura com varredor celular.

O meio fresco contendo a suspensdao de células foi
centrifugado, em tubo tipo Falcon (TPP, Suica), a 9 mil rpm durante cinco
minutos, a 25°C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e
as células foram ressuspendidas em meio fresco e distribuidas em novos

frascos de cultivo celular (Figura 9).

A B

Figura 9 - A) Apds centrifugacdo 9 mil rpm por cinco minutos, as células se agrupam no
fundo do tubo; (B) Homogeneizag¢ao das células com o meio fresco.
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4.5.1 Viabilidade da cultura de células

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de excluséo
utilizando azul de Trypan e contagem das células viaveis em camara de
Neubauer. Para tanto, uma amostra de 100 yL da ressuspensao foi
colocada em um microtubo tipo eppendorf juntamente com 100 pL de
corante azul de Trypan 0,5% (Sigma). Esta mistura foi agitada com uma
pipeta e transferidos 10 yL para a camara de Neubauer, coberta com
laminula (Figura 10A). A contagem de células viaveis foi realizada em
microscopia oOptica, sendo consideradas viaveis as células ndo coradas

pelo azul de Trypan (Figura 10B).

B

Figura 10 - A) Camara de Neubauer com aliquotas de 10 yL do material celular corado
com azul de Trypan em microtubo, apds ressuspenséo das células; B) Vista da camara
de Neubauer em microscopio 6ptico (aumento de 200X). As células coradas em azul séo
consideradas inviaveis.
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Apos realizagao dos testes, foram colocados 1.10° células
viaveis em cada poco da placa de polistireno de 24 pogos (Corning
Costar) e foi acrescentado meio DMEM enriquecido com soro fetal bovino

até obter volume final de 1 mL.

4.5.2 Adicao das amostras a cultura celular

Apds distribuicdo das células nos pocos (Fig.11), estas
foram ativadas com 30 uL de cada amostra coletada dos canais
radiculares (Oliveira et al., 2005; 2007) e uma placa contendo apenas
cultura celular(controle negativo), onde nao foi colocado nenhuma
amostra coletada. As placas foram mantidas a 37°C (5% de CO,). Apds
24 horas, os sobrenadantes foram removidos e submetidos a detecgéo e
quantificagcéo de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) pelo teste imunoenzimatico
(ELISA).

Figura 11 — Distribuicdo das células na placa de 24 pocos que foram ativadas com 30 ul
de amostra coletada dos canais radiculares.
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4.6 Quantificagcdo de citocinas (TNF-a, IL-1B8, IL-6) - Teste
imunoenzimatico (ELISA)

Para realizar a detecgdo e quantificagdo de citocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6) através do teste ELISA foram utilizados Kits
comerciais DuoSet ELISA Development System para TNF-a (catalogo
DY410), IL-1B (catalogo DY401) e para IL-6 (catalogo DY406) (R&D,
Systems, Minneapolis, EUA)

Figura 12 — Kit para dosagem de citocinas.

Apo6s diluigdo dos anticorpos de captura, anti-TNF-a, anti-
IL-18 e anti-IL-6 em PBS, foram adicionados imediatamente 100 uL por
poco em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Greiner-BioOne, Bélgica)
para cada citocina e deixadas em temperatura ambiente overnight

recobertas por filme plastico.

Posteriormente, o conteudo foi removido dos pogos e
estes foram lavados com 300 uL de Tampao de Lavagem (PBS acrescido
de 0,05% de Tween 20) por trés vezes com auxilio de pipetador
multicanal. Apds a terceira lavagem foram adicionados em cada pogo 300
uL de Tampéao de Bloqueio (PBS com 1% de soro albumina bovina, BSA)

e as placas foram deixadas em temperatura ambiente por uma hora.
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Passado periodo de incubacdo os procedimentos de
lavagem foram repetidos, posteriormente foram adicionados nas placas
100 uL do padréo de citocinas para IL-1B, TNF-a e IL-6 (curva-padrao),
100 pL das amostras de sobrenadantes obtidos apds exposicédo ao
conteudo coletado do canal radicular e também 100 uL do sobrenadante
obtidos no grupo controle negativo (cultura celular). Os testes foram feitos
em duplicata para cada amostra (Figura 14). As placas foram incubadas

por duas horas em temperatura ambiente.

Figura 13 - Distribuigdo das amostras na microplaca de 96 pogos para teste ELISA, apds
sensibilizagdo com anticorpos de captura; A) Curva-padréo de citocinas; B) Adigdo do
sobrenadante adquirido do contato das células com o conteddo coletado do canal
radicular (n=10) distribuidos em duplicata.

Apbs os procedimentos de lavagem, foram acrescentados
em cada pog¢o das placas 100 yL de anticorpo de deteccéo (anti-TNF-a,
anti-IL-1B, anti-IL-6) marcado com biotina. As placas foram mantidas em
temperatura ambiente por duas horas. Novas lavagens foram feitas e logo
ap6s foram adicionados em cada poco 100 pL de estreptavidina
conjugada com enzima peroxidase. As placas foram cobertas com papel
aluminio e incubadas em temperatura ambiente por 20 minutos.

Apds os procedimentos de lavagem foram adicionados
em cada pog¢o 100 uL da solugédo de substrato cromogénico, composto
por Reagente A (peréxido de hidrogénio) e Reagente B

(tetrametilbenzidina) na propor¢cao de 1:1 (Figura 14A). As placas foram
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incubadas, recobertas com papel aluminio, a temperatura ambiente por
20 minutos.

Logo apéds, foram adicionados 50 pyL da Solucdo de
Parada (acido sulfurico 2N) (Figura 14B). As placas foram imediatamente
levadas ao leitor de microplacas, para obtencdo das densidades 6pticas

DO de cada pogo, no comprimento de onda de 450 nm.

A B

Figura 14 - A) Reacado revelada com substrato cromogénico apés incubacgdo das
amostras com anticorpo de deteccdo marcado com biotina; B) Bloqueio da reacéo
revelada com adi¢ao do &cido sulfurico 2N.

As densidades opticas (DO) foram lidas no leitor de
microplacas (Biotek) com comprimento de onda de 450 nm. Apds
obtencao das densidades 6pticas, os niveis de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-
a) (pg/mL) presentes nos sobrenadantes das culturas de macréfagos

foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

4.7 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados estatisticamente pela
analise de variancia ANOVA, complementado pelo teste de Kruskal-
Wallis, e teste de Dunn 5% a fim de verificar as diferengas estatisticas
significantes entre grupos. O nivel de significancia foi de 5% (p<0,05). A

analise estatistica foi realizada através do programa BioEstat 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Produgao de IL-1B

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das
concentragbes de IL-1B (pg/mL) dos sobrenadantes de culturas de
macréfagos de camundongo ap6s exposigdo por 24 horas, que foram
estimulados pelo conteudo coletado dos canais radiculares apos preparo

biomecanico dos grupos tratados com as substancias quimicas auxiliares

a) grupo NaOCI: solugao de hipoclorito de s6dio 1%
b

c

)
) grupo CLX: Clorexidina gel 2%

) grupo SS: Solugéo Salina Fisiol6gica Apirogénica
d) grupo PRO: Extrato Glicélico de Propolis 12%

Nas Tabela 2 e 3 seguem os valores médios + desvios-
padréo, medianas e grupos homogéneos destes resultados obtidos.

Os dados foram submetidos ao teste estatistico de
Kruskal-Wallis, onde foi visualizada diferenca estatisticamente significante
entre os grupos avaliados (p-valor = 0,0001 < 0,05). Em seguida, foi

realizado o teste de Dunn (5%).
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Tabela 1 -Valores médios de IL-1B (pg/mL) presentes nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos estimulados pelo conteddo dos canais
radiculares apds preparo biomecanico com os irrigantes utilizados, bem
como o grupo controle celular

Amostras GRUPOS
(n) co SS CLX PRO NaOcCi
1 47,37176  91,12666  223,7244 0 30,98195
2 9112666 91,12668  265,1437 0 4413527
3 17,43602  47,37176 271,736 0 37,60239
4  24,26371 63,29499  242,5665 0 30,98195
5 17,43602  78,86464 255,379 0 17,43602
6 10,48553 118,2917  223,7244 0 4413527
7 10,48553 157,0764  169,0227 0 34,30372
8 13,97704 56,97383  268,4312 0 10,48553
9 17,43602 97,20669  275,0588 0 30,98195
10 17,43602  53,79008  205,2457 0 4413527

NaOCI: Solugéo de hipoclorito de sédio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, $S:Solugdo Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

Tabela 2 - Valores minimos, maximos, medianas e quartis obtidos na
producdo de IL-1B (pg/mL) por macrofagos apos 24 horas de exposicao
ao conteudo do canal radicular

Amostra | minimo | 1 | mediana | Q3 | maximo
Controle 10.49 13.10 17.44 30.04 91.13
SS 47.4 56.2 85.0 102.5 157.1
CLX 169.0 219.1 249.0 269.3 275.1
PRO 0 0 0 0 0
NaOCI 10.49 27.60 32.64 44.14 44.14

NaOCI: Solugéo de hipoclorito de sddio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, S$S:Solugéo Salina

Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células
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Tabela 3 - Valores médios, desvios-padrao obtidos na producédo de IL-1f3
(pg/mL) de cada grupo estudado e disposi¢cao dos grupos homogéneos

Grupos n média Desvi~o- Grupﬂos
(pg/ml) Padréao Homogéneos
CLX 10 240.0 34.5 A
SS 10 85.5 33.7 AB
NaOCI 10 32.52 11.32 BC
Controle 10 26.75 24.98 C
PRO 10 0 0 D

NaOCI: Solugéo de hipoclorito de sédio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, $S:Solu¢do Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

No presente estudo temos os valores médios da
quantidade de IL-1B, obtidos pelas solugbes irrigadoras testadas,
observamos que os grupos NaOCl e PRO foram estatisticamente
inferiores ao grupo SS e CLX (p<0.05). Havendo diferenca estatistica

entre os grupos experimentais.

5.2 Producgao de IL-6

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados das
concentracbes de IL-6 (pg/mL) do sobrenadantes de culturas de
macrofagos de camundongo ap6s exposicdo por 24 horas, que foram
estimulados pelo conteudo coletado dos canais radiculares apés preparo

biomecanico dos grupos tratados com as substancias quimicas auxiliares

a) grupo NaOCI: solucéo de hipoclorito de sodio 1%
b) grupo CLX: Clorexidina gel 2%

c) grupo SS: Solucao Salina Fisiolégica Apirogénica



76

d) grupo PRO: Extrato Glicélico de Propolis 12%.
Nas Tabelas 5 e 6 seguem os valores médios + desvios-
padrao, medianas e grupos homogéneos destes resultados obtidos.
Os dados foram submetidos ao teste estatistico de
Kruskal-Wallis, onde foi visualizada diferenca estatisticamente significante
entre os grupos avaliados (p-valor = 0,0001 < 0,05). Em seguida, foi

realizado o teste de Dunn (5%).

Tabela 4 -Valores médios de IL-6 (pg/mL) presentes nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos estimulados pelo conteudo dos canais
radiculares apds preparo biomecanico com os irrigantes utilizados, bem
como o grupo controle celular

Amostras GRUPOS

(n) CcO SS CLX PRO NaOCl
6,213025  17,62367 0 0

1

2 8,700325  15,92363 0 2,758308
3 0,6355083 18,1352  13,72508 0,6355083
4 1,2874 1,2874  2,430942  13,21956
S5 0,7983751 40,46165 8,035428  17,62367  7,205963
6

7

8

0
0
0
0

1,2874  19,84538 21,2192  10,20068  8,533991
0,3099864  36,49662  23,28947 0,7983751 13,72508
1,940425 1,2874 0,6355083 0,4727121 1,777063

9 09613127 2,267364  4,728532 1,45055  10,20068

10 1,124321 0,4727121  23,63564  11,03681  4,728532

NaOCI: Solugéo de hipoclorito de sédio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Solug&o Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células
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Tabela 5 - Valores minimos, maximos, medianas e quartis obtidos na
producgéo de IL-6 (pg/mL) por macréfagos apos 24 horas de exposigdo ao
conteudo do canal radicular

Grupos minimo Q1 mediana Q3 maximo

Controle 0 0 0.55 1.16 1.94
SS 0.47 1.12 4.24 24.01 40.46
CLX 0.64 3.87 16.77 21.74 23.64
PRO 0 0.35 1.94 11.71 17.63

NaOCI 0 1.49 5.97 10.96 13.73

NaOCI: Solucao de hipoclorito de sodio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Soluc¢éo Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

Tabela 6 - Valores médios, desvios-padrao obtidos na produg¢ado de IL-6
(pg/mL) de cada grupo estudado e disposi¢cao dos grupos homogéneos

Grupos n média Desvi~o- GrupAos
(pg/ml) Padrdo | Homogéneos
CLX 10 13.45 8.97 A
SS 10 11.77 15.28 AB
NaOCl 10 6.28 5.07 AB
PRO 10 5.77 6.67 AB
Controle 10 0.642 0.685 B

NaOCI: Solucao de hipoclorito de sodio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Solu¢éo Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

Os valores médios da quantidade de IL-6 (pg/ml) obtidos entre as
solugbes irrigadoras testadas NaOClI e PRO foram estatisticamente
inferiores ao grupo SS e CLX (p<0.05). Havendo diferenca estatistica

entre os grupos experimentais.
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5.3 Producgao de TNF-a

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados das
concentragcbes de TNF-a (pg/mL) do sobrenadantes de culturas de
macréfagos de camundongo ap6s exposigdo por 24 horas, que foram
estimulados pelo conteudo coletado dos canais radiculares apos preparo

biomecanico dos grupos tratados com as substancias quimicas auxiliares

a)grupo NaOCI: solugdo de hipoclorito de sodio 1%;
b) grupo CLX: Clorexidina gel 2%;
c)grupo SS: Solugéo Salina Fisiol6gica Apirogénica;

d) grupo PRO: Extrato Glicélico de Propolis 12%;

Nas Tabelas 8 e 9 seguem os valores médios + desvios-
padréao, medianas e grupos homogéneos destes resultados obtidos.

Os dados foram submetidos ao teste estatistico de
Kruskal-Wallis, onde foi visualizada diferenca estatisticamente significante
entre os grupos avaliados (p-valor = 0,0001 < 0,05). Em seguida, foi

realizado o teste de Dunn (5%).
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Tabela 7 - Valores médios de TNF-a (pg/mL) presentes nos
sobrenadantes das culturas de macrofagos estimulados pelo conteudo
dos canais radiculares apo6s preparo biomecanico com os irrigantes
utilizados, bem como o grupo controle celular

Amostras GRUPOS
(n) co SS CLX PRO NaOcCi
1 187,4169 1430,93  850,6461 441,4254  1514,696
2 192,3232 1294,807  205,3121 1311,628  927,5107
3 142,348  480,4094  1384,478 1701,168 2000
4 9551787 563,4104 1510,388 1122,561 1109,032
5 197,21 1579,375 603,5637  1022,703  1563,787
6 238,7789 679,2577 917,3896  473,7542  1393,373
7  237,2052 1002,574  1569,977 2000 2000
8  254,4101 2000 612,242  900,4909  1398,484
9 263,6985 633,1707 504,1518  732,7459 2000

10  259,0626  794,4974  1456,242 1423,06  1049,552

NaOCI: Solucao de hipoclorito de sodio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Soluc¢éo Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

Tabela 8 - Valores minimos, maximos, medianas e quartis obtidos na
produgédo de TNF-a (pg/mL) por macréfagos apds 24 horas de exposicao
ao conteudo do canal radicular

Grupos | minimo | Q1 | mediana Q3 maximo

Controle 95.5 176.1 217.2 255.6 263.7
SS 480 616 899 1468 2000
CLX 205 579 884 1470 1570
PRO 441 668 1073 1493 2000

NaOCI 928 1094 1457 2000 2000

NaOCI: Solugéo de hipoclorito de sédio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Solug&o Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células
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Tabela 9 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas obtidos na
produgcdo de TNF-a (pg/mL) de cada grupo estudado e disposi¢cdo dos
grupos homogéneos

Grupos n média Desvi~o- Grupﬂos
(pg/ml) Padrio | Homogéneos
NaOCl 10 1496 403 A
PRO 10 1113 508 A
SS 10 1046 509 A
CLX 10 961 488 A
Controle 10 206.8 55.2 B

NaOCI: Solucao de hipoclorito de sodio 1%, CLX:Clorexidina gel 2%, SS:Soluc¢éo Salina
Fisiolégica Apirogénica, PRO:Extrato Glicélico de Prépolis 12% CO:Controle de células

Com a citocina TNF-a todos os grupos experimentais, hipoclorito
de sodio 1% (média= 1496 pg/mL), Extrato glicdlico de Propdlis 12%
(média= 1113 pg/mL), Clorexidina Gel 2% (média= 961 pg/mL), soluc¢ao
fisiologica apirogénica (média=1046pg/mL) foram estatisticamente
semelhantes entre si (p>0,05). Nao havendo diferenca estatistica entre os

grupos experimentais, diferindo apenas do grupo controle.



6 DISCUSSAO

A solugdo irrigadora ideal deve exibir potente acéo
antimicrobiana, ter capacidade de dissolver material organico, ser
lubrificante, apresentar baixa tensdo superficial e ndo apresentar efeitos
citotdéxicos para os tecidos perirradiculares. Assim, a escolha de uma
solucgédo irrigadora nao é aleatéria, deve estar relacionada com o caso em
questdo, para se obter o melhor resultado quanto a limpeza e
desinfecgdo. E muito importante que o profissional tenha conhecimento
das propriedades quimicas das solugdes irrigadoras para seleciona-la e
utiliza-la da melhor maneira possivel, em cada caso em particular
(Céamara et al., 2010). As solugbes irrigadoras testadas possuem alguns
desses requisitos, conforme pesquisas realizadas (Berber 2005, Borin et
al., 2007, Camara et al.,, 2010, Fabro et al., 2010, Rég¢as, Siqueira Jr.
2011; Oliveira et al., 2012).

Encontra-se na literatura, estudos comparativos entre
solucgbes irrigadoras (Gomes et al., 2001, Berber, 2005, Borin et al., 2007,
Fabro et al., 2010) afim de analisar e avaliar os efeitos no tratamento do
sistema de canais radiculares, porém sdo poucos os estudos que
conseguiram avaliar os efeitos citotoxicos do acido lipoteicéico (LTA) de
Enterococcus faecalis, devido a dificuldade na preparacéo do LTA puro e
estruturalmente onde era muitas vezes contaminado (Gao et al., 2001) ou
estruturalmente danificados (Morath et al., 2002) durante a depuracéo.
Recentemente, LTA purificado de alta qualidade de Enterococcus

faecalis, foi produzido usando um método melhorado (Baik et al., 2008).

Pesquisas comprovaram que o LTA esta envolvido na

resposta inflamatéria, sindrome séptica e na formagdo de biofilme,
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proporcionando resisténcia bacteriana (Ciardi et al., 1977, Sugiyama et
al., 1996, Han et al., 2006, Fabretti et al., 2006, Baik et al., 2008). Os
macrofagos, células que participam da resposta inflamatoéria e diversas
outras células do organismo, em resposta a um estimulo ativador,
secretam pequenas proteinas, chamadas de citocinas. A acédo destas
citocinas tem inicio apés a ligagéo a receptores especificos que provocam
alteracbes a diferentes células do organismo. Elas podem agir no local
onde sédo sintetizadas no organismo ou ter acao distante, quando sé&o
secretadas e destinadas a circulagdo. Estes mediadores da resposta
inflamatoria podem ser interleucinas, como IL-1B; IL-6; IL-12, e fator de

necrose tumoral (TNF-a), dentre outros, (Kraychete et al., 2006).

No presente estudo as citocinas utilizadas foram, IL-1(,
IL-6 e TNF-a, que s&o responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos que
induz a expressao da molécula de ades&o endotelial e posterior migragéo
para os tecidos. E para quantificagdo de IL-1B3, IL-6 e TNF-a foram
utilizados os kits para reacdo de ELISA do fabricante R & D System
(Minneapolis, EUA), pois varios estudos publicados em periddicos
internacionais com seletiva politica editorial utilizam estes kits para dosar
citocinas (Park et al., 2005; Sheeja, Kuttan, 2010; Shih et al., 2010).

As citocinas IL-13 e TNF-a estao presentes, por exemplo,
na regulagcdo da reabsorcdo Ossea, como ocorre na regiao periapical
(Stashenko et al., 1998; Lee et al., 2007), sdo marcantes na patogénese
de alteracdes teciduais, como dos tecidos pulpares e periapicais (Hong et
al., 2004), conduzem reacdes de destruicado tecidual da polpa e periapice
(Lin et al., 2001), estimulam a secrecdao de enzimas que degradam
componentes da matriz extracelular — as metaloproteinases da matriz
(MMP) — (Bodet et al., 2007) levando ao processo de destruigdo tecidual
(Takahashi, 1998; Sorsa et al.,, 2004). No que diz respeito a IL-6, atua
tanto na imunidade inata quanto na adaptativa, sendo sintetizada por

varias células (linfécitos, macréfagos, células endoteliais e fibroblastos,
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musculo-esqueléticas, dentre outras) e ativada pela via de sinalizagao, em

resposta a microrganismos e outras citocinas IL-1 e TNF.

Em relagédo a IL-1B neste estudo, o resultado entre as
solugdes irrigadoras testadas, os grupos HIP e PRO foram
estatisticamente inferiores ao grupo CLX e SS solugédo fisiolégica
apirogénica 0,9% (p<0.05) confirmando a efetividade na neutralizagdo do
acido lipoteicoico de Enterococcus faecalis em canais radiculares (Heling
et al 1998, Gomes et al 2001). A producgéo de IL-1B foi mais baixa em
todos os casos em relagdo a producdo de TNF-a, demonstrando menor
sensibilidade da célula em produzir IL-1B. Estes resultados concordaram
com o estudo de Hong et al. (2004), que verificaram que os niveis de IL-
18 sintetizados por macréfagos de camundongos (linhagem J774)
estimulados por LPS (concentracdo 1EU/mL) foram insignificantes
quando comparado com os altos niveis de TNF-a e IL-1a produzidos.
Com isso, pode-se verificar que para a producao de IL-1B3, é necessaria
uma quantidade bastante alta de LTA, para ocorrer uma produgao

expressiva de IL-1(.

A atividade biologica da IL-6 é muito diversa pois pode
realizar: a diferenciacdo de células B em células plasmaticas, ativar
células T, e liberar proteinas de fase aguda pelos hepatécitos e ainda
ativar a cascata do sistema complemento (Revel, 1989). De importancia
particular, é a capacidade de IL-6 para induzir a reabsorcéo éssea, tanto
sozinho e sinergicamente com IL-1B (Ishimi et al., 1990), um fato que tem

sido demonstrado em in vitro (Mundy, 1991).

Neste estudo a IL-6, apresentou os resultado entre as
solugbes irrigadoras testadas, sendo que os grupos HIP e PRO
estatisticamente inferiores aos grupos CLX e SS (p<0.05) confirmando a
efetividade na neutralizacdo do acido lipoteicoico de Enterococcus
faecalis em canais radiculares. A producéo de IL-6 foi a mais baixa em

todos os casos em relacao a producédo de TNF-a e IL-1p demonstrando
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menor sensibilidade da célula em produzir IL-6. As diferengas podem ter
ocorrido também em fungédo do tempo de analise, ja que algumas

citocinas tem tempo de meia-vida menor que outras (Loisa et al., 2003).

O TNF-a é um mediador importante encontrado em
doengas inflamatoérias graves que sédo produzidos pelos macréfagos que
sdo ativadas pelo LTA (Baik et al 2008). Com a citocina TNF-a neste
estudo todos os grupos experimentais, hipoclorito de so6dio 1% (média=
1496 pg/mL), Extrato glicolico de Propodlis 12% (média= 1113 pg/mL),
Clorexidina Gel 2% (média= 961 pg/mL), solugéo fisiolégica apirogénica
(média=1046pg/mL) foram estatisticamente semelhantes entre si
(p>0,05). Pode-se observar que todos os grupos avaliados induziram alta
produgdo de TNF-a, com amostras de 2000 pg/mL, ponto maximo de
referéncia da curva-padréo. Assim, pode-se verificar que a produgéo de
TNF-a é mais sensivel a presenca de 4cido lipoteicoico (LTA) que IL-1B e
IL-6 concordando com Hong et al. (2004), pois no atual estudo, apés
instrumentacdo dos canais radiculares, todos os grupos apresentaram
valores médios de citocinas superiores a 961pg/mI(TNF-a) de modo que
as células foram estimuladas a produzir grandes quantidades de TNF-q,
demonstrando importante efeito citotoxico do conteudo coletado dos

canais radiculares apos instrumentacéao.

A semelhanca no resultado obtido entre as solugdes
irrigadoras e o controle deve-se pelo fato que o preparo biomecanico
consiste de meios fisicos, quimicos e mecanicos. O meio mecanico
também contribui para uma limpeza mesmo que pequena do conteudo
necrotico € no nosso estudo provavelmente pode ter sido aumentada pelo
uso do sistema de BioRaCe (FKG Dentaire, Lachaux-
defonds,Switzerland), um sistema que emprega uma seqiiéncia baseada
no conhecimento do didmetro anatémico dos canais radiculares com
intuito de minimizar o numero de limas requeridas reduzindo o estresse

sobre cada instrumento, possibilitando um preparo apical com diametro
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maior, com seguranga, maior eficiéncia da solugdo irrigadora
principalmente no tergo apical, area critica para controle da infeccao
endoddntica. Quanto as solugdes irrigadoras o hipoclorito de sédio 1% e
extrato glicdlico de propélis mostraram resultados satisfatorios
combatendo o LTA de E. faecalis reduzindo a produc¢éo de IL-1 e IL-6. Por
outro lado a clorexidina gel 2%  mostrou resultados satisfatorios
combatendo o LTA de E. Faecalis apenas para a producdo de TNF-a.
Sabemos que as substancias irrigadoras testadas como o hipoclorito de
sodio ja é bastante utilizado na pratica endodontica (Tanomaru Filho et
al., 2005) e é devido as suas propriedades antimicrobianas e de
dissolugdo de matéria orgéanica, ja elucidadas na literatura, que se

comprovam neste estudo.

E a mesma atividade antimicrobiana observamos no
extrato de propolis, que ja foi verificada por outros autores (Koo et al.,
2000a; Ferreira et al., 2007; Ongag et al. 2006) que também verificaram a
efetividade da propolis sobre E. faecalis como medicag¢do intracanal
durante 10 dias e, Awawdeh et al. (2009), verificaram que a propolis foi
significantemente mais efetiva que o hidroxido de calcio apdés pequeno
tempo de exposigcéo (1 e 2 dias). Molina (2008) e Valera et al. (2010)
utilizando o extrato glicélico da prépolis 12% como solugao irrigadora
durante o preparo biomecanico, verificaram, in vitro, a completa

eliminagao de E. coli inoculados em canais radiculares.

Por muito tempo a clorexidina foi considerada nao téxica
aos tecidos, sendo biocompativel (Ferreira et al., 2002; Menezes et al.,
2004; Leonardo, 2005; Tanomaru Filho et al., 2005; D'Arcangelo et al.,
2007; Ferraz et al., 2007). No entanto, estudos recentes em cultura celular
ou por meio de inoculagdo em subcutaneo de ratos (Lessa et al., 2010;
Monteiro et al., 2011) tém mostrado relacdo positiva entre toxicidade
celular e concentracao da substancia. Entretanto, embora apresente acéo

antimicrobiana, a clorexidina apresenta pequena atividade sobre
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endotoxinas presentes em canais radiculares, como ja foi demonstrado
por alguns estudos (Oliveira et al., 2005; Gomes et al., 2009), tornando
mais interessante a busca por substancias alternativas para uso na

pratica clinica.

Entretanto, apesar de varios autores verificarem que a
prépolis possui atividade antimicrobiana, o real mecanismo da acao
antimicrobiana parece ser complexo e ainda ndao €& completamente
entendido (Koo et al., 2000b). Isto de deve ao fato da composicéo da
prépolis depender da flora da regido onde é produzida. De acordo com o
fabricante, o extrato de propolis utilizado neste estudo contém prépolis
verde e marrom, ndo sendo possivel especificar exatamente a
composicdo deste extrato. Ainda, a empresa fabricante realiza uma
avaliacao prévia das propolis de varias regides do Brasil, existindo uma
férmula padrao interna com quantidade minima de flavondides totais na
sua composicao final (5,0 mg/ml). Alguns autores atribuem aos
flavonéides a maior capacidade de atuarem como agentes
antimicrobianos (Grange, Davey, 1990; Burdock, 1998; Koo et al., 2000a).

Lembrando ainda que a solugao fisiolégica apirogénica,
nao deve ser utilizado como solugao irrigadora alternativa, pois a mesma
ndo tem estudos que comprovem a sua eficacia na neutralizacédo
isoladamente, possuindo apenas a acado mecéanica do preparo

biomecanico na limpeza do canal radicular (Fabro et al., 2010).

Contudo, de acordo com todos os parametros de
citotoxicidade avaliados neste estudo, o extrato glicdlico de Propdlis 12%
foi efetivo para todas as citocinas, foi o que apresentou maior capacidade
em neutralizar o LTA de E. faecalis, com produgdo de citocinas
semelhante ou menor que o controle e viabilidade celular. Assim, é
bastante promissora a utilizagdo antimicrobiana deste extrato nas
diversas areas da saude, incluindo a odontolégica, como irrigantes dos

canais radiculares, entre outras. No entanto, o extrato avaliado deve ter
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seus estudos ampliados, especialmente no que se refere ao possivel
efeito anti-inflamatério, a fim de ampliar a utilizagdo terapéutica deste
fitoterapico. Estas respostas devem ser objetos de estudo futuros,
especialmente estudos clinicos longitudinais para melhor compreensao

dos mecanismos de manutengao das lesbes periapicais.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste estudo,

pode-se concluir que:

a) O preparo do canal radicular com as solugbes

irrigadoras e/ou substancia quimica auxiliar:
Hipoclorito de sédio 1%, Extrato de Propolis 12%,
foram eficazes em neutralizaram o acido
lipoteicdico (LTA) de E. faecalis em canais
radiculares quando comparadas com o grupo da
solugdo salina fisiolégica apirogénica 0,9%

(controle);

b) Para o grupo Clorexidina gel 2%, a producéo de

citocinas (Interleucina-13 (IL-1B), Interleucina-6
(IL-6), foi maior do que nos demais grupos
mostrando-se menos efetiva que as demais
solucdes. Porém todas as substancias utilizadas
neste estudo mostraram-se semelhantes em
relacdo a citocina Fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), obtendo um resultado estatisticamente
significante em relacdo a producgao da citocina por
macrofagos ativados (RAW 264.7);

c) O grupo Extrato de Prépolis 12%, foi o grupo que

apresentou menor producdo de citocinas
semelhante ou menor que o controle e viabilidade

celular.
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