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Carvalho AS. Estudo in vivo da acao do tratamento endodéntico sobre
endotoxinas bacterianas em canais radiculares com polpa necrosada e
avaliagcéo dos efeitos citotdxicos [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2010.

RESUMO

Em canais radiculares com polpa necrosada, a infec¢cdo é causada por
diferentes  bactérias, principalmente = Gram-negativas anaerdbias
facultativas e estritas, que, conseqientemente, liberam diferentes
endotoxinas durante sua duplicagdo ou morte celular. Os objetivos deste
estudo foram: a) avaliar in vivo as quantidades de endotoxinas em canais
radiculares com polpa necrosada, antes da realizagdo do tratamento
endodéntico; b) avaliar a efetividade do preparo biomecanico utilizando
diferentes associagdes de agentes irrigantes [hipoclorito de s6dio (NaOCI)
2,5%; NaOCl 2,5% + hidroxido de calcio 0,14% e NaOCl 2,5% +
polimixina B] sobre endotoxinas em canais radiculares; c) avaliar a agéao
da medicacgao intracanal (clorexidina gel 2% + hidroxido de calcio) sobre
endotoxinas; d) avaliar, durante todo o tratamento endodéntico, a
producao de citocinas por macréfagos estimulados pelas amostras
coletadas dos canais radiculares. Foram selecionados 33 dentes com
necrose pulpar e lesdo periapical Vvisivel radiograficamente e,
imediatamente apds o isolamento absoluto e acesso ao canal radicular foi
realizada a primeira coleta. Os tergos cervical e médio dos canais foram
preparados com instrumentagao oscilatéria utilizando-se como solugéo
irrigadora o hipoclorito de sédio 2,5% e para o preparo manual do tergo
apical os canais foram divididos em 3 grupos (n=11): G1) NaOCI 2,5%;
G2) NaOCI 2,5% + agua de cal (0,14%); G3) NaOCl 2,5% + polimixina B.
Apds o preparo biomecénico foi realizada a segunda coleta e, apos a
aplicacao do EDTA, a terceira coleta. A quarta coleta foi realizada apo6s 14
dias de medicacao intracanal com pasta de clorexidina gel 2% + hidroxido
de calcio. Para todas as coletas foi realizada a quantificacdo de
endotoxinas pelo teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus (LAL) e avaliagdo dos efeitos citotdxicos pela producdo de
citocinas (IL-1B, TNF-a) em cultura de macrofagos. Para a quantificagéo
de endotoxinas, foi localizada diferenga estatistica significante (Testes
Kruskall-Wallis e Dunn, p<0,05) entre os grupos G1 e G3 para o
percentual de reducdo entre a primeira e a segunda coletas, com G3
apresentando-se mais eficaz. Para a produgdo de citocinas foram



utilizados os testes estatisticos ANOVA 2 fatores e Tukey (p<0,05). Para a
producdo de TNF-a, foram encontradas diferengas estatisticas
significantes tanto para os grupos quanto para as coletas avaliadas. Entre
as coletas, maior produgédo desta citocina foi obtida na primeira e na
quarta coletas, diferindo estatisticamente da segunda e terceira coletas.
Entre os grupos, a maior produgdo de TNF-a foi encontrada no grupo do
NaOCI 2,5% (G1), diferindo estatisticamente dos demais grupos. Por sua
vez, a producéo de IL-1B apresentou diferengas apenas entre as coletas,
com a primeira coleta diferindo estatisticamente das demais. Entre os
grupos, ha uma correlagdo positiva (Teste de Pearson), o que confirma
que um aumento na produgcdo de endotoxinas provoca também um
aumento na producao de citocinas.

Palavras-chave: endotoxinas, necrose da polpa dentaria, hipoclorito de
sddio, polimixina B, hidréxido de calcio; citocinas.
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1 INTRODUCAO

As bactérias e seus produtos tém um papel essencial na
patogénese das doencgas pulpares e periapicais (Leonardo et al., 2004).
Canais radiculares portadores de necrose pulpar e lesdo periapical
crobnica tém  predomindncia de  microrganismos  anaerdbios,
particularmente Gram-negativos que, além de gerarem produtos téxicos,
contém endotoxinas em sua parede celular (Dahlén e Bergenholtz, 1980;
Dahlén et al., 1981; Horiba et al., 1990; Nelson Filho et al., 2002; Schein e
Schilder, 2006).

Jacinto et al., 2003, em analise da microbiota de canais
radiculares infectados, de dentes sintomaticos a assintomaticos,
encontraram predominéncia de anaerdbios obrigatérios em 74% do total
de espécies isoladas, sendo que seus resultados apresentaram uma
correlagcdo positiva entre estes e o relato de dor, sensibilidade a
percussao e abscesso.

A consciéncia de que a simples eliminagdo bacteriana
nao €& suficiente para o sucesso do tratamento endodbntico € muito
importante. Bactérias gram-negativas, maioria da microbiota de canais
infectados, liberam uma substancia altamente resistente ap6s a morte ou
multiplicacdo celular denominada endotoxina, responsavel por efeitos
bioldgicos relevantes, que levam a uma reacéo inflamatéria (Khabbaz et
al., 2000) e reabsorgéo dos tecidos mineralizados (Dahlén et al.,1981;
Leonardo et al.,2004).

Embora os termos lipopolissacarideo (LPS) e
endotoxinas sejam usados como sindnimos, Siqueira e Rdgas (2007)
recomendam que o termo endotoxina refira-se ao complexo

macromolecular composto por LPS, proteinas e fosfolipideos.
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O LPS é uma molécula composta por uma porgao
polissacaridica hidrofilica, subdividida em uma cadeia especifica O-
polissacaridica conhecida como antigeno-O e um nucleo oligossacaridico;
e um componente glicolipidico hidrofébico denominado lipidio-A. O lipidio-
A esta inserido na parede celular das bactérias Gram-negativas, enquanto
as porgdes do nucleo e do antigeno-O encontram-se externamente a
superficie bacteriana.

E importante ressaltar que o LPS ndo apresenta
toxicidade quando incorporado a membrana bacteriana, a liberacdo do
lipidio-A durante a morte ou multiplicagdo bacteriana € que confere a
toxicidade a sua molécula. Uma vez liberado, o lipidio-A exposto recruta
as células de defesa e iniciam-se os eventos bioldgicos (Siqueira Jr e
Récgas, 2007).

Entre todos os animais, os humanos s&o os mais
sensiveis as endotoxinas, com conseqlUéncias sobre tecidos
essencialmente importantes. As endotoxinas de bactérias vitais ou nao
vitais, completas ou fragmentadas, agem sobre macréfagos, neutréfilos e
fibroblastos, levando a producdo de grande numero de mediadores
quimicos inflamatorios, como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-
1 (IL-1), IL-5, IL-8 e prostraglandinas, sendo que alguns destes podem
estimular a reabsorgcédo 6ssea (Pezelj-Ribaric et al., 2007; Queiroz et al.,
2008; Gazivoda et al., 2009). Além disso, LPS é citotdéxico e age como um
potente estimulador e produtor de 6xido nitrico (Leonardo et al., 2004).

Assim, o tratamento endoddntico de dentes com necrose
pulpar e reacao periapical crénica, deve ter como objetivo ndo s6 a
eliminacdo dos microrganismos, mas também a inativacdo de suas
endotoxinas e demais produtos tdxicos.

Sabe-se que o objetivo principal do preparo biomecanico
€ promover a limpeza e a desinfeccdo do sistema de canais radiculares,
associado a preservacdo da sanificagdo obtida pela utilizacdo de

substancias quimicas auxiliares, medicagdo intracanal e cimentos
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obturadores. Entretanto, é possivel que, mesmo apd6s a remog¢ao dos
microrganismos, endotoxinas, capazes de induzir ou manter lesdes
periapicais, permanecam no sistema de canais radiculares predispondo o
tratamento endoddntico ao insucesso (Leonardo, 2005).

O hipoclorito de sbédio é a solugéo irrigadora mais
utiizada em endodontia principalmente no tratamento de dentes com
polpa infectada, devido a sua baixa tensdo superficial, capacidade de
dissolver matéria organica, e acbdes desodorizante, alvejante, lubrificante
e antimicrobiana (Jeansonne & White, 1994; Menezes et al., 2004; Ringel
et al., 1982; Tanomaru et al., 2005), entretanto, € toxico para os tecidos
periapicais (Ongag et al., 2003), principalmente em altas concentragdes,
além de nao apresentar atividade significativa sobre endotoxinas (Oliveira
et al., 2007).

Ringel et al., 1982, realizaram um estudo microbiolégico
para avaliar a atividade antimicrobiana do hipoclorito de s6dio 2,5% e da
clorexidina 2%, encontrando maior efetividade da solugéo de hipoclorito
de sodio 2,5%, como agente antimicrobiano, quando utilizada como
irrigante no tratamento de dentes necrosados.

Outros autores avaliaram a efetividade da solugédo de
hipoclorito de sbédio sobre endotoxinas bacterianas, como Butller et al.,
1982, que investigando a efetividade in vitro de trés concentragcbes
diferentes de NaOCI (0,5%; 2,7%; 5,2%) na neutralizagédo de dois tipos de
endotoxina (Escherichia coli e Salmonella typhosa) encontrou resultados
que indicaram que as trés concentragbes foram igualmente efetivas em
neutralizar as amostras de endotoxina (100 ng/mL), embora os autores
admitiram que a metodologia empregada apresentou algumas falhas e
que novos estudos deveriam ser realizados a fim de analisar a acdo do
hipoclorito de sodio sobre LPS.

Também Buck et al., 2001, avaliaram o efeito do
hipoclorito de sodio 2,6%, clorexidina 0,12%, EDTA 15% e suspenséao

aquosa de hidroxido de calcio 24,6 mg/mL, agua apirogénica e etanol
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95% na degradacao do LPS, além de associagbes com estas solugdes:
NaOCI 2,6% mais clorexidina 0,12%; clorexidina 0,12%, e NaOCI 2,6%
mais etanol 95%. A neutralizagcdo da endotoxina foi quantificada pela
liberagdo de acidos graxos livres. Os resultados mostraram que o
hipoclorito de sodio, a agua, o EDTA, o etanol e a clorexidina mais
hipoclorito de s6dio demonstraram pequena ou nenhuma degradacao da
endotoxina. Entretanto, o hidroxido de calcio e a associagao clorexidina,
hipoclorito de sodio e etanol detoxificaram moléculas do LPS pela
hidrolise de ligagdes éster das cadeias de acidos graxos do lipidio A.

O hidroxido de calcio tem sido amplamente utilizado
como medicacéao intracanal devido as suas propriedades antimicrobianas
(Leonardo, 2005), capacidade de induzir a mineralizacdo (Leonardo,
2005) e principalmente efetiva acdo sobre LPS (Leonardo et al., 2004;
Nelson Filho et al., 2002; Oliveira et al., 2005; Safavi & Nichols, 1994 e
1995; Silva et al., 2004; Tanomaru Filho et al., 2002).

Safavi e Nichols, 1993, relataram que, in vitro, o
hidroxido de calcio hidroliza o lipidio-A, componente tdéxico da endotoxina,
e concluiram que apds a hidrolise deste lipidio, seu agente toxico é
convertido em acidos graxos a amino agucares que nao apresentam
toxicidade. Barthel et al., 1997, também observaram que o hidroxido de

calcio detoxifica o LPS bacteriano in vitro.

A associagéo hidroxido de calcio e clorexidina 2% €
atualmente utilizada como medicagdo intracanal com promissoras
perspectivas (Menezes et al., 2004; Soares et al., 2003). Estudos
mostram que esta associacdo apresenta satisfatéria atividade
antimicrobiana e reparadora, além da efetividade sobre endotoxinas
presentes no canal radicular (Soares et al.,, 2003). Isso deve-se
principalmente a associacao das propriedades satisfatdrias apresentadas
tanto pela clorexidina quanto pelo hidroxido de calcio. Dentre as

propriedades da clorexidina devem ser ressaltadas sua excelente
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capacidade de agdo sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
sua substantividade em dentina por até 12 semanas e sua

biocompatibilidade aos tecidos periapicais (Mohammadi e Abbott, 2009).

A clorexidina é uma guanidina sintética bicatiénica. E
uma molécula hidrofébica e lipofilica carregada positivamente que
interage com os fosfolipideos e os lipopolissacarideos da membrana
celular das bactérias, sendo capaz de penetrar nas células através de
algum tipo de mecanismo de transporte ativo ou passivo. Sua eficacia se
da por causa da interagéo da carga positiva de sua molécula com a carga
negativa dos grupos fosfato das paredes da célula microbiana, alterando
assim o equilibrio osmético das células. Isso aumenta a permeabilidade
da parede celular, que permite que a molécula de CLX penetre nas
bactérias. A CLX é uma base estavel como um sal (Mohammadi e Abbott,
2009). Em sua maior concentragéo (2%), a clorexidina € bactericida
porque provoca a precipitacdo do conteudo do citoplasma, resultando na
morte celular. (Gomes et al.,2009).

A polimixina B € um antibi6tico polipeptidio catidbnico que
age primariamente na parede celular de bactérias Gram-negativas,
levando a mudangas rapidas na permeabilidade da membrana
citoplasmatica causando a morte celular (Evans et al.,, 1999). Além da
atividade antimicrobiana, a polimixina B €& capaz de neutralizar
endotoxinas, bloqueando alguns efeitos biolégicos causados por estas
(Craig et al., 1974; Morrison e Jacobs, 1976), podendo ser utilizada como
medicagdo intracanal, sendo eficiente em neutralizar LPS em canais

radiculares (Oliveira et al., 2005).

Em estudo realizado por Hong et al., 2004, a polimixina B
inibiu a sintese de IL-1a e TNF-a por macréfagos estimulados por LPS,
além de ter reduzido o tamanho de lesbes periapicais induzidas em ratos

em cerca de 80%.
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A importancia da eliminacdo de microrganismos e seus
produtos do interior do sistema de canais radiculares em relagdo ao
sucesso do tratamento endodéntico justificam a busca constante de
medicamentos capazes de eliminar estes microrganismos. Uma vez que
bactérias Gram-negativas estdo presentes em canais radiculares, com
consequente liberacdo de endotoxinas, com potente acgdo citotdxica
durante sua duplicagdo ou morte celular, levando a uma reagao
inflamatéria, imunolégica e reabsor¢do Ossea periapical, faz-se
necessario o estudo de substancias quimicas utilizadas durante a terapia
endodontica que possam eliminar estes microrganismos e neutralizar
estas substéancias flogisticas.

No sangue e nos tecidos, as endotoxinas ligam-se ao
receptor CD14 na superficie de mondcitos e macréfagos, e estas células
ativadas secretam interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a), superéxido (O2’), 6xido nitrico, interferons o, B e vy,
moléculas lipidicas como o fator ativador de plaquetas e as
prostaglandinas (Janeway, 2001). Estes fatores sdo fundamentais no
desenvolvimento de reabsorcdo éssea periapical (Wang & Stashenko,
1993). Dessa forma, estudos tém sugerido que as endotoxinas séo os
principais fatores etiolégicos envolvidos na patogénese da inflamacéo
pulpar e periapical (Dwyer & Torabinejad, 1981; Barthel et al., 1997;
Murakami et al., 2001; Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al, 2002;
Tanomaru et al., 2003; Hong et al., 2004; Silva et al., 2004).

Desta forma, a realizagdo de trabalho in vivo, com
material microbiolégico coletado diretamente de pacientes que
apresentem dentes com necrose pulpar, torna-se cientificamente
relevante, complementando trabalhos cientificos realizados in vitro, tanto
para quantificagdo de endotoxinas bacterianas (Haight-Ponce et al., 1999;
Horiba et al., 1990; Nissan et al., 1995), quanto para avaliagao dos efeitos

citotoxicos do conteudo do canal radicular, como indugéo da producao de
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citocinas por macréfagos (Marcinkiewicz et al., 1994, Queiroz et al., 2008,
Gazivoda et al., 2009).

Frente a todas essas consideragbes, tornou-se
importante verificar in vivo os niveis de endotoxinas, bem como a
producéo de citocinas (TNF-a e IL-1B) por macréfagos ativados com
endotoxinas, de canais radiculares com polpa necrosada e lesao
periapical visivel radiograficamente, antes da realizagdo do tratamento
endodéntico, apds o preparo biomecanico com diferentes combinacdes de

agentes irrigantes e apos a medicacgéo intracanal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endotoxina (Lipopolissacarideo)

Dahlén e Bergenholtz, 1980, avaliaram a atividade da
endotoxina em dentes com necrose pulpar. Foram coletadas amostras de
endotoxina de 13 dentes com necrose pulpar e o método escolhido para
quantificacdo foi do lisado de amebdcito de limulus. Microorganismos
gram-negativos como Bacteroides oralis, Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium necrophorum e Veillonela parvulla, foram cultivados para
obtencao de endotoxina. O lipopolissacarideo foi extraido com fenol 45%
a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras bacterianas foram
purificadas com ultracentrifugacdo, tratadas com RNAse e DNAse e
finalmente liofilizadas. Duas amostras foram utilizadas como referéncia, o
lipopolissacarideo da Salmonella typhi e a endotoxina de referéncia da E.
coli. Na sequéncia, as amostras foram diluidas para leitura do LPS
através do teste de limulus. OS resultados detectaram viabilidade
bacteriana nas amostras dos canais radiculares, para diferentes bactérias
anaerdbicas gram-negativas, com diferentes niveis de exsudato
inflamatério. Os autores concluiram também que a atividade endotoxica
dos canais radiculares esta relacionada com a presenca e o numero de
bactérias gram-negativas no canal radicular.

Horiba et al., em 1990, estudaram a distribuicdo da
endotoxina na parede dentinaria de canais radiculares infectados.
Amostras das paredes radiculares desde a superficie pulpar do canal até
o lado cementario foram preparadas por um método abrasivo. Para tanto,

utiizaram 30 dentes humanos recém-extraidos (5 dentes sadios e 25
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dentes com canais radiculares infectados). As coroas foram desprezadas
€ as raizes seccionadas ao meio, no sentido longitudinal. Em seguida,
foram novamente seccionadas verticalmente de forma a obter uma
espessura de 1 mm. Foi realizada outra seccéo, no sentido transversal,
também com 1 mm de espessura, obtendo assim, um bloco de raiz com
area aproximada de 1 mm?. Um método abrasivo foi utilizado para obter
uma série de pd de dentina, de cada espécime, progressivamente da
dentina da superficie pulpar até o cemento. Apés a medida da quantidade
de pd de todos os espécimes, foi acrescentado 1 mL de agua destilada
apirogénica ao p6. A endotoxina foi extraida com acido citrico e a
quantidade mensurada por um método colorimétrico. A quantidade de
endotoxina foi significantemente maior nos dentes com canais radiculares
infectados do que nos dentes sadios em todas as camadas. Nos canais
radiculares infectados, a quantidade de endotoxina foi significantemente
maior nas amostras de dentina préximas da superficie pulpar, até 300 um,
do que em amostras de 301 a 800 um.

Nissan et al., em 1995, verificaram in vitro a penetragao
da endotoxina na dentina de dentes humanos. Foram preparadas 5
cavidades Classe | com 0,5 mm de espessura de parede pulpar. Foi
introduzido 0,1 mL de endotoxina na concentracdo de 100 pg/mL no
interior da cavidade oclusal e 0,1 mL de agua apirogénica foi adicionada
na camara pulpar. Foi removido 0,1 mL das amostras da camara pulpar
apdés 15 e 30 minutos e em intervalos de 30 minutos durante 5 horas.
Uma amostra final foi coletada 24 h apds o inicio do experimento. A
presenca de endotoxina foi determinada pelo método do lisado do
amebdcito de Limulus. Em quatro espécimes, o aparecimento inicial de
endotoxina na camara pulpar variou de 15 minutos a 4h30 minutos. Em
um espécime nenhuma endotoxina foi detectada na cémara pulpar
durante o periodo testado (24h). Os resultados indicaram que a
endotoxina foi capaz de penetrar 0,5 mm de dentina em um curto periodo

de tempo.
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Haight-Ponce et al., 1999, avaliaram através do teste de
limulus, a atividade da endotoxina de Escherichia coli de dentina pré-
tratada com hipoclorito de sédio 10% e peréxido de hidrogénio 3%. Para o
estudo foram utilizados vinte dentes humanos recentemente extraidos e
armazenados em formalina 10%. O estudo foi realizado nos periodos de
30, 10 e 1 minuto. A endotoxina foi diluida até a solugdo de 100 ng/mL.
Um pdé de dentina foi suspenso em uma concentragédo de 34 ug/mL de
proteina. O teste de lisado de amebdcito de limulus foi usado para
determinar a quantidade de endotoxina presente, medida pelo leitor de
microplacas. Os niveis de atividade de endotoxina foi significantemente
menor nas dentinas tratadas com hipoclorito de sédio 10%, quando
comparadas as tratadas com perdxido de hidrogénio 3% nos intervalos a
1 e 10 minutos. A atividade da endotoxina foi menor no periodo de 30
minutos.

Khabbaz et al., em 2000, realizaram um estudo in vivo
para determinar a presenca de endotoxinas em lesdes cariosas de dentes
sintomaticos (pulpite irreversivel) e assintomaticos (pulpite irreversivel); e
quantificar a endotoxina presente e associar a presenca de endotoxinas
com a dor aguda derivada de pulpites irreversiveis. Os grupos foram
dividos em, G1: 9 dentes com pulpite irreversivel, G2: 11 dentes com
pulpite reversivel e G3: 4 dentes higidos. Nos dentes com lesdes cariosas
foram coletadas duas amostras. A primeira amostra foi coletada da
camada superficial da carie e a segunda amostra de uma camada mais
profunda. Os testes foram realizados pelo teste cromogénico do Lisado do
amebdcito de Limulus. Os resultados mostraram que todas as amostras
coletadas das lesbes cariosas apresentaram endotoxina, entretanto, a
quantidade de endotoxina foi significantemente maior na superficie da
lesdo, tanto nos dentes sintomaticos como nos assintomaticos. No grupo
3 (dentes higidos) n&o foi detectada endotoxina. A quantidade de

endotoxina também foi significantemente maior nos dentes sintomaticos.
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Buck et al., 2001, avaliaram o efeito de irrigantes
endoddnticos e do hidréxido de calcio sobre lipopolissacarideos (LPS,
endotoxinas). As solugdes irrigadoras utilizadas foram as comumente
utiizadas em endodontia, incluindo NaOCI 2,6%, clorexidina 0,12%,
EDTA 15% em suspensao aquosa 82 mg/mL (RC Prep), etanol 95% e
agua apirogénica (controle), além da associagdo de irrigantes como
clorexidina clorada e um mix de partes iguais de clorexidina 0,12%,
hipoclorito de sodio 2,6% e etanol 95%. Foram realizados testes de
espectrometria e cromatografia de ions, com quantificacédo do acido 3-
hidroxitetradecandico (3-HMA), molécula resultante do lipidio A. Como a
porcao de lipidio A do LPS é a maior responsavel por sua atividade, a
analise dos subprodutos dos acidos gordurosos foi considerada relevante
pelos autores. A cada solugéo irrigadora ou associacao testada foi
misturada uma solugdo aquosa contendo LPS por 30 minutos. Como o
hidréxido de calcio € utilizado por periodos mais longos como medicagéo,
a este foi também aplicado LPS nos periodos de 1, 2 e 5 dias. A
inativacdo do LPS foi medida pela quantificagdo de acidos gordurosos
livres liberados. A agua, o EDTA, o etanol, a clorexidina 0,12%, a
clorexidina clorada e o hipoclorito de so6dio sozinho alcangaram pequenos
indices de LPS. Em longo prazo, assim como em exposi¢cao de 30
minutos as misturas alcalinas de clorexidina, etanol e hipoclorito de sodio,
as moléculas de LPS perderam sua toxicidade por hidrélise de suas
cadeias de acidos gordurosos do lipidio A.

Khabbaz et al., 2001, estudaram a presenca de
endotoxina em dentes humanos cariados e vitais, e sua associagdo com a
dor pulpar. As amostras de tecido pulpar foram coletadas de 28 dentes
cariados (15 sintomaticos e 13 assintomaticos), pertencentes a 28
diferentes pacientes. Foram também coletadas amostras pulpares de 5
dentes n&o cariados com indicacao de exodontia por motivos ortoddnticos
(controle). Foram coletadas amostras iguais de tecido pulpar em todos os

casos, aproximadamente 8 mg. A extracdo da endotoxina foi realizada
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com o uso de agua fenolada. A andlise e a quantificacdo da endotoxina foi
obtida pelo teste do lisado de amebadcito de limulus e os dados analisados
estatisticamente. Os resultados mostraram a presenca de endotoxina em
todos os tecidos pulpares provenientes de dentes cariados. Em dentes
isentos de carie (controle) nao foi detectada endotoxina. A presencga de
endotoxina foi significantemente maior no grupo de dentes sintomaticos.
Os autores concluem que a presencga de endotoxina no tecido pulpar de
todos os dentes cariados mostra que ela pode ter um importante papel na
patogénese das doengas pulpares. Como um nivel significantemente
maior de endotoxina foi detectado em polpas de dentes sintomaticos, &
provavel que os niveis de endotoxina estejam diretamente relacionados
com a dor.

Nelson Filho et al., 2002, realizaram uma avaliagcéo
radiografica do efeito da endotoxina mais hidroxido de calcio nos tecidos
apicais e periapicais de dentes de caes. Foram utilizados os segundos,
terceiros e quartos pré-molares superiores e inferiores de trés caes. Vinte
raizes foram utilizadas para cada grupo experimental (grupos 1 e 2) e 10
raizes para cada grupo controle (grupos 3 e 4). Ap6s a remogéao da polpa,
os 60 pré-molares foram divididos entre os quatro grupos e foram
obturados com endotoxina bacteriana no grupo 1, com endotoxina
bacteriana mais hidréxido de calcio no grupo 2, com solugdo salina no
grupo 3 , e lesbes periapicais foram induzidas com a auséncia de
tratamento no grupo 4, por um periodo de 30 dias. A analise radiografica
apo6s esse periodo mostrou presenca de lesbes periapicais semelhantes
nos grupos 1 e 4. A lamina dura permaneceu intacta nos grupos 2 e 3. O
LPS causa lesbes periapicais visiveis radiograficamente, no entanto, na
presenca de hidroxido de calcio essa endotoxina é inibida.

Silva et al., 2002, avaliaram, in vivo, o efeito do hidréxido
de célcio sobre endotoxinas bacterianas. Os autores realizaram analise
histopatologica de tecidos periapicais de dentes de caes que receberam

endotoxina bacteriana, associadas ou ndo ao hidroxido de calcio.
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Removidas as polpas dos 60 pré-molares, os dentes foram divididos em
quatro grupos: grupo 1- dentes obturados com endotoxina bacteriana;
grupo 2- obturacdo com endotoxina bacteriana e hidroxido de calcio;
grupo 3- preenchimento dos canais com solugao salina; grupo 4- lesao
periapical induzida pela falta de tratamento. Trinta dias apés os
tratamentos os caes foram sacrificados e os dentes preparados
histologicamente. O infiltrado inflamatério, a espessura do ligamento
periodontal e a presenca de areas de reabsor¢cao foram semelhantes nos
grupos 1 e 4. Os grupos 2 e 3 foram semelhantes entre si. Os autores
concluem que a endotoxina bacteriana causa lesao periapical e que o
hidroxido de calcio inibe os lipopolissacarideos in vivo.

Tang et al., 2002, estudaram a infiltracao de endotoxinas
por materiais retrobturadores. Cento e quatro dentes unirradiculados
humanos foram usados neste experimento e os 3 mm apicais de cada raiz
foram removidos perpendicularmente ao longo eixo do dente. Os dentes
foram incluidos em dispositivos compostos por reservatorios superiores e
inferiores. Apenas o apice radicular seccionado permanece em contato
com o meio de cultura e na por¢éo coronaria da raiz foi inoculado LPS. Os
materiais retrobturadores utilizados foram o Super-EBA, o amalgama, o
IRM e o MTA, sendo retrobturados 23 dentes em cada grupo. Uma
semana apds a obturacao essas raizes foram inseridas nos reservatorios
para receberem a endotoxina. O estudo usou o teste do lisado de
amebocito de limulus para verificar a presenca de endotoxina e, em
seguida foi avaliada a capacidade de selamento de cada material. De
acordo com os resultados encontrados pelos autores, o MTA foi o material
que permitiu menor infiltragdo de endotoxina, quando comparado ao IRM
€ ao amalgama, nos periodos de 1, 2, 6 e 12 semanas. Nos periodos de 2
e 12 semanas, infiltrou menos que o Super — EBA.

Silva et al., 2004, realizaram um estudo histoldgico
avaliando a efetividade do preparo biomecanico dos canais radiculares

com auxilio de diferentes solugdes irrigadoras em dentes de caes
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obturados com LPS apés pulpectomia. Participaram da pesquisa seis
caes com idade entre 12 e 18 meses, perfazendo um total de 120 raizes
que foram divididas em 6 grupos de 20 dentes cada. Num primeiro
momento, os animais foram submetidos a tratamento endondéntico
utilizando-se solugédo salina fisiologica durante a instrumentagcao sendo,
em seguida, os canais preenchidos com uma solu¢do composta por soro
fisiolégico e LPS. Os dentes foram selados com 6xido de zinco e eugenol
e apos 10 dias os animais foram novamente submetidos a tratamento.
Neste momento, os 120 canais radiculares foram divididos em 6 grupos
de 20 dentes cada e irrigados com 3.6 mL das seguintes solugdes: grupo
1- nenhuma irrigagdo, o LPS permaneceu no canal; grupo 2- solugéo
salina fisioldgica; grupo 3- hipoclorito de s6dio 1%; grupo 4- hipoclorito de
sédio 2,5%; grupo 5- hipoclorito de sédio 5%; grupo 6- digluconato de
clorexidina 2%. O preparo biomecanico foi finalizado e os acessos
coronarios foram realizados com ionémero de vidro como base e
amalgama. Os animais foram sacrificados apés 60 dias. Os dentes foram
preparados para analise histopatoldgica e os seguintes parametros foram
utilizados para analise: a) intensidade do infiltrado inflamatério: grau 1-
leve; grau 2- moderado; grau 3- severo; b) infiltrado inflamatério: grau 1-
agudo; grau 2- cronico; c) espessura do ligamento periodontal: grau 1-
normal ou ligeiramente aumentado; grau 2- moderadamente aumentado;
grau 3- severamente aumentado; d) reabsorcdo cementaria: grau 1-
ausente; grau 2- presente; e) reabsor¢éo dentinaria: grau 1- ausente; grau
2- presente; f) reabsorgcdo d6ssea: grau 1- ausente; grau 2- presente. A
analise foi realizada por um uUnico examinador e os resultados foram
submetidos a analise estatistica ndo paramétrica de Mann-Whitney. O
infiltrado inflamatorio foi estatisticamente menos intenso nos grupos cujos
canais foram irrigados com hipoclorito de sédio 5% e clorexidina 2%, e
nenhuma solugéo irrigadora foi capaz de eliminar completamente os
efeitos do LPS.
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Jacinto et al., 2005, realizaram um estudo para
quantificar a concentragdo de endotoxina em canais radiculares
necrosados e investigaram a possivel relacédo entre a concentracao de
endotoxina e o0s sinais e sintomas endododnticos.Foram coletadas
amostras pulpares de 50 pacientes submetidos a tratamento endoddntico
por necrose do tecido pulpar. Cones de papel foram inseridos no canal
radicular na profundidade do comprimento determinado
radiograficamente. O procedimento foi repetido com cinco cones de papel.
Solugdo salina apirogénica foi utilizada para transportar as amostras para
o laboratério. Aliquotas de 100 pl foram utilizadas para cultivo microbiano
e o restante foi congelado a — 30°C. O cultivo microbiano foi utilizado para
determinar o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) presente
em cada amostra. Para quantificagdo da endotoxina foi utilizado o teste
do lisado de amebdcito de limulus. A presenca de UFC foi detectada em
todas as amostras (média de 10? -5 x 10°). Amostras de casos
sintomaticos alcancaram uma média de 8,7 x 10° de UFC, enquanto para
dentes assintomaticos a média foi de 5 x 10°. A endotoxina também
esteve presente em todas as amostras estudadas [média de 2390.0 -
22100.0 unidades de endotoxina EU/mL]. A concentracdo média de
endotoxina nas amostras de pacientes com dor espontdnea foi de
18540.0 EU mL™", enquanto em casos assintomaticos foi de 12030.0 EU
mL". Os casos assintomaticos apresentaram menores niveis de
endotoxina (associagao negativa). Uma associacdo positiva foi
encontrada entre endotoxina e casos sintomaticos (dor espontanea, dor a
percussao, dor a palpacéao, inchagco e exsudato purulento). Frente aos
resultados, os autores concluiram que a endotoxina apresenta-se em
maiores concentragdes em canais radiculares de dentes sintomaticos,
havendo uma correlagdo positiva entre a concentragdo da endotoxina
encontrada nos canais radiculares e a presenca de sinais e sintomas

clinicos.
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Schein and Schielder, 2006, realizaram o estudo com o
objetivo de detectar e quantificar os niveis de endotoxina presentes nos
canais radiculares de dentes com indicagdo endodéOntica. Quarenta
pacientes foram tratados e distribuidos entre 4 grupos clinicos e dois
radiograficos. Os grupos clinicos foram: 1- dentes com polpa vital e
assintomaticos; 2- dentes com polpa vital e apresentando sintomas
clinicos; 3- dentes necrosados assintomaticos; 4- dentes necrosados com
sintomas clinicos. Os grupos radiograficos foram: A- dentes com auséncia
de alteragbes periapicais; B- dentes com lesdo periapical visiveis
radiograficamente. A coleta das amostras foi realizada apos isolamento
absoluto dos dentes e realizacao da abertura coronaria. Seringas estéreis
foram utilizadas para preenchimento dos canais radiculares com 0,1 mL
de solugéo salina apirogénica na camara pulpar. Com a utilizacédo de uma
lima Kerr, o canal foi agitado 5 vezes com desbridamento apical e, com o
uso de novas seringas, com pressao negativa, 0,1 mL do fuido foi
aspirado do canal radicular. Cada amostra coletada foi levada a tubos de
teste contendo 1 mL de solugdo salina apirogénica. As amostras foram
aquecidas a 100°C por 30 segundos para desnaturagdo do conteudo
protéico, especialmente das globulinas e em seguida sonificadas por 10
segundos em baixa poténcia. As aliquotas de cada amostra foram
processadas para quantificacdo de endotoxinas pelo teste do lisado de
amebdcito de limulus. Os resultados mostraram que dentes necrosados
apresentam maiores concentragdes de endotoxinas e que a concentragao
de endotoxina € maior em dentes com sintomatologia clinica.

Vianna et al, 2007, estudaram o efeito dos
procedimentos endodoénticos sobre endotoxinas e  patdgenos
endodonticos. Com este objetivo, propuseram-se a determinar a
quantidade de endotoxina e bactérias em canais radiculares necrosados
antes e ap6s o preparo biomecéanico usando clorexidina gel (CLX) como
substancia quimica auxiliar, e ap6és 7 dias de medicagdo intracanal.

Foram utilizados neste estudo 24 dentes unirradiculados, que foram
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preparados com clorexidina gel 2% e 3 diferentes medicagdes intracanal:
Ca(OH); pasta; CLX gel 2%; e Ca(OH), + CLX gel 2%. O teste
quantitativo do lisado de amebdécito de limulus foi usado para medir os
niveis de endotoxina. Técnicas aerdbias e anaerdbicas de isolamento e
identificacdo bacterianas foram utilizadas para determinar a reducao
bacteriana pelas unidades formadoras de colénia (UFC). Os resultados
mostraram presenca de endotoxina e bactérias em 100% das amostras
iniciais, com concentracdo de endotoxina variando de 62.93 a 214.56
EU/mL e UFC entre 4 x 10° e 2.6 x 10°. Apos o preparo biomecanico a
média de endotoxina reduziu 44,4%. Oito canais radiculares tiveram uma
reducao de 99,96% de bactérias (UFC). Apo6s 7 dias de medicagéao
intracanal , a concentracédo de endotoxina diminuiu apenas 1,4% quando
comparado as amostras coletadas apés o preparo biomecanico, e
bactérias residuais foram encontradas nas analises de cultura em 13
casos. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre as
medicacbes utilizadas. Os autores concluem que relativamente altos
valores de endotoxina ainda permanecem no canal radicular apos o
preparo biomecanico, apesar da maioria das bactérias serem eliminadas.
Nenhuma melhora significativa foi encontrada ap6s 7 dias de medicagéo.
Baik et al, 2008, avaliaram a inativagéo pelo hidroxido de
calcio do acido lipoteicdico de Enterococcus faecalis, uma bactéria
patogénica Gram-positiva, associada a periodontite apical refrataria.
Diferentemente das bactérias gram-negativas, as bactérias gram-positivas
nao expressam LPS, mas LTA (acido lipoteicoico). O LTA é semelhante
ao LPS em sua estrutura e propriedades imunolégicas e esta relacionado
com a resposta inflamatéria, formacao de biofilme, e ades&o ao dente por
causa de sua atividade adsotiva a hidroxiapatita. Assim, os autores
propuseram-se a avaliar se o hidroxido de calcio pode inativar o LTA do
E. faecalis, levando a perda ou diminuicao da resposta inflamatéria. Uma
enzima imunoabsorvente ligada mostrou que a morte do E. faecalis pelo

hidroxido de calcio foi menos potente que a morte bacteriana estimulada
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pela liberagao 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 hidroxido de
calcio ndo foi capaz de estimular o receptor 2, que manteve o LTA
funcionalmente intacto. Esses resultados sugerem que o hidréxido de
célcio pode inibir a toxicidade do LTA, promovendo uma diminui¢gdo da
resposta inflamatéria ao E. faecalis.

Martinho e Gomes (2008) realizaram um estudo clinico
para quantificar endotoxinas e bactérias cultivaveis em dentes com
necrose pulpar e periodontite apical antes e apds o preparo biomecanico
com NaOCI 2,5%, correlacionando endotoxinas e bactérias cultivaveis
com a presenca de sintomatologia clinica. Foram selecionados vinte e
quatro canais radiculares e as amostras foram coletadas antes e ap6s o
preparo biomecanico. Técnicas de cultura foram utilizadas para quantificar
as unidades formadoras de colbénia e, para quantificacdo de endotoxinas
foi utilizado Teste do Lisado de Amebdcito de Limulus (LAL).
Lipopolissacarideos e bactérias foram detectados em 100% das amostras
iniciais, com uma média de concentracdo de 139 Eu/mL e 2,64 x 10°
unidades formadoras de colénia (ufc) por mL, respectivamente. Altos
niveis de LPS foram encontrados em dentes com sintomatologia clinica
(p<0,05). Apb6s o preparo biomecanico, a média de reducdo de
endotoxinas foi de 59,99% e a média de redugéo bacteriana de 99,78%.
Tais resultados, segundo os autores, indicam que o preparo biomecanico
com NaOCl 2,5% bastante efetivo sobre bactérias, mas menos efetivo
sobre endotoxinas em canais radiculares infectados. Além disso, uma
associagao estatisticamente significante foi encontrada entre os altos
niveis de bactérias e endotoxinas e a sintomatologia clinica.

Gomes et al. (2009), conduziram um estudo clinico
comparando a eficacia do preparo biomecanico com hipoclorito de sodio

2,5% e clorexidina gel 2% na eliminagdo de lipopolissacarideos (LPS)
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bacterianos em dentes com necrose pulpar e periodontite apical. As
amostras foram obtidas de quarenta e quatro canais radiculares antes e
apds o preparo biomecanico. Os dentes foram aleatoriamente divididos
em dois grupos: G1- NaOCI 2,5% (n=27) e G2- CLX gel 2% (n=27). O
teste do Lisado de amebdcito de limulus (LAL) foi usado para quantificar
as endotoxinas colhidas nas amostras. Os resultados mostraram
presenca de endotoxinas em 100% das amostras investigadas, com uma
meédia de 272 EU/mL em G1 e de 152,46 EU/mL em G2. Apds o preparo
biomecanico houve uma redugéo para 86 EU/mL em G1 e 85 EU/mL em
G2, ocorrendo, portanto, uma maior redugdo no grupo do hipoclorito de
sddio. Os autores concluem que nenhuma das duas substancias
utiizadas no preparo biomecéanico foram efetivas na eliminacdo de

endotoxinas.

2.2 Producgao de citocinas

Wang e Stashenko, em 1993, estudaram o papel da
interleucina-1a (IL-1a) na patogénese da destruicdo 6ssea periapical num
modelo experimental em ratos. Esses animais tiveram seus canais
expostos a cavidade oral para indugdo de lesdo periapical. Extratos de
tecidos das lesbes inflamatorias ativas contendo altos niveis de atividade
de reabsorcao O0ssea foram avaliados. Pela cromatografia de filtragdo de
gel dos extratos de lesbes ativas, foi demonstrado que a maior atividade
estava associada a moléculas de peso molecular de 30-60 kDa e 15-20
kDa, que sao consistentes com citocinas envolvidas na reabsorgao 6ssea
como IL-1a e Fator de Necrose Tumoral (TNF). A inibicdo com anti-
citocina especifica demonstrou que a atividade de reabsorgao das lesdes
ativas foi significantemente neutralizada por anti-IL-1a, enquanto que anti-

IL-B, anti-TNF-a e anti-TNF-B apresentaram apenas efeitos moderados.
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Os extratos de lesdes crénicas apresentaram baixa atividade de
reabsorcdo, a qual também foi neutralizada apenas por anti-IL-1a. Assim,
os dados deste estudo indicaram que a reabsorgéo 6ssea estimulada por
infeccao bacteriana foi principalmente mediada por IL-1a neste modelo.

Marcinkiewicz et al., 1994, ativaram macréfagos para
indugdo da producdo de Oxido nitrico (NO). O NO é uma molécula
tumoricida e agindo na defesa contra parasitas intracelulares. No entanto
seu papel como fator obrigatério no combate as bactérias extracelulares é
controverso. Os macrofagos séo as células mais efetivas do sistema
imune, responsavel por um mecanismo de defesa nao-especifico em
inflamacbes cronicas e agudas. Essas células agem simultaneamente
com leucécitos polimorfonucleares, constituem a primeira linha de defesa
contra a inflamacao, sendo primordial para resposta imune. No presente
estudo foram utilizados macréfagos adquiridos do tecido peritoneal de
ratos murinos. As bactérias utilizadas foram o Staphylococcus aureus,
S.epidermidis e Escherichia coli. Em alguns grupos, as bactérias foram
pré-tratadas com acido hipocloroso (HOCI), para substituir o sistema de
clorinagdo que promove a ativacdo de neutrofilos que age como um
sistema bactericida in vivo. Altos niveis de NO, fator de necrose tumoral a
(TNF- a) e interleucina 6 (IL-6) foram encontrados ap6s a estimulagéo por
todas as bactérias testadas sem clorinagdo. Entretanto, apds a clorinagao,
bactérias Gram-positivas perderam sua capacidade de produzir NO e
TNF- a, considerando que a fagocitose e a producéo de IL-6 ndo foram
afetadas pela clorinagéo.

Barthel el al., 1997, estudaram a liberacdo do TNF-a por
mondécitos ap6s a exposi¢cdo do LPS da Escherichia coli ao tratamento
com hidroxido de calcio [Ca(OH)2]. O lipopolissacarideo (LPS),
componente celular de bactérias Gram negativas, esta relacionado com a
patogénese das lesdes periapicais resultantes de canais infectados e o
Ca(OH)2 tem sido um medicamento eficaz no combate a essas infecgdes,

reduzindo a contaminagé&o no interior do canal radicular. Acredita-se que o
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efeito terapéutico do Ca(OH)2 pode também ser resultado da inativagéo
direta do LPS. Assim, os autores acima mencionados propuseram-se a
investigar se o potencial téxico de um LPS de Escherichia coli pode ser
reduzido ou eliminado pelo Ca(OH)2. Para isso, quatro concentragdes de
LPS, variando de 1- 1000 ng/mL de agua estéril foram incubadas em
duplicata com 25 mg Ca(OH)2 ou apenas com agua. Foram coletados
mondcitos do sangue periférico de um doador saudavel do sexo
masculino por centrifugacéo e plaqueados a uma densidade especifica.
Esses mondcitos aderentes adquiridos foram incubados por 4 dias a 37°C
com 5% de CO, com 10% de soro autdlogo. As diferentes concentragbes
de LPS foram adicionadas no quinto dia. Apds 4 horas os sobrenadantes
foram coletados e quantificados para TNF-a utilizando-se um kit comercial
ELISA. A analise estatistica ANOVA demonstrou que o Ca(OH)2 é capaz
de inibir a capacidade dos mondcitos do sangue periférico humano de
produzir TNF-a estimulados pelo LPS da E. coli.

Grunfeld et al., 1999, estudaram a inibicdo os efeitos
toxicos do acido lipoteicdico (LTA) por lipoproteinas ativadas por
macrofagos. Sabe-se que a regulagdo do metabolismo lipidico durante
uma infeccdo é parte do sistema de defesa, como lipoproteinas
neutralizando endotoxinas (LPS) e virus. Infec¢gbes por bactérias gram-
positivas também promovem alteracbes no metabolismo lipidico. Com
isso, 0s autores propuseram-se a investigar se as lipoproteinas seriam
capazes de inibir os efeitos toxicos do acido lipoteicdico (LTA), um
fragmento de bactérias gram-positivas. As lipoproteinas foram obtidas do
plasma sanguineo obtido do sangue de doadores voluntarios saudaveis.
O LTA ou LPS e/ou as concentragbes especificas de lipoproteinas foram
incubadas a 37°C por 3 horas antes da adi¢cdo das células RAW 264.7. O
LTA também foi pré-incubado com polimixina B por 1 hora em
temperatura ambiente. As células foram plaqueadas em placas de 96
pocos em meio DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino por 24

horas para, em seguida, serem ativadas com LPS ou LTA. Foram
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utilizados os testes do lisado de amebdcito de limulus para quantificagéo
de endotoxinas e o teste ELISA para verificagdo da producdo do TNF. Os
resultados encontrados mostraram que os macréfagos da linhagem RAW
264.7 ativados por LTA estimularam a producédo do fator de necrose
tumoral (TNF), no entanto em quantidades inferiores as alcangadas pela
ativagdo com LPS. Quando uma dose efetiva maxima de LTA foi
misturada com lipoproteinas do plasma humano, a capacidade de
producdo macrofagica do TNF foi inibida. As lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e de baixa densidade (LDL), misturadas com as
lipoproteinas do plasma humano, foram capazes de inibir a capacidade do
LTA de ativar macrofagos. Assim, os autores concluem que as
lipoproteinas podem impedir a ativagdo macrofagica tanto para
microrganismos gram-negativos quanto para gram-positivos.

Segura et al., 1999, realizaram um estudo comparativo in
vitro dos efeitos de dois irrigantes endoddnticos, a clorexidina e o
hipoclorito de sbdio, na capacidade de aderéncia de macrofagos a
superficies plasticas. Os macréfagos foram obtidos do tecido peritoneal
de ratos e resuspensos em meio RPMI-1640. Os ratos receberam
injegdes intraperitoneais (5 mL) de solugédo de caseina 6%. Apos 4 dias,
os animais foram mortos e a cavidade peritoneal foi lavada com 10 mL de
NaOCI 0,9% gelada. O exsudado celular foi removido com uma seringa e
centrifugado para obtengéo das células utilizadas no estudo. Aliquotas de
180 uL de suspensao celular foram colocadas em tubos eppendorfs, para
simular a aderéncia aos tecidos. As solugdes de clorexidina 0,12% e de
NaOCl 5,25% foram dissolvidas diretamente em meio RPMI até a diluicéo
final de 1:10, 1:100 e 1:1000. O meio RPMI sozinho foi utilizado como
grupo controle. A aderéncia foi avaliada apdés 5, 15 e 30 minutos de
incubacéo a 37°C em estufa de CO,. Ap6s a remoc¢ao suave (5 segundos
no vortex na posicéo 5) das células ndo aderentes, aliquotas de 10 pL de
cada amostra foram obtidas e o numero de macréfagos nao aderentes foi

contado em cadmaras de Neubauer. O indice aderéncia foi calculado
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através do resultado da seguinte equacgao: 100 — (numero de macréfagos
ndo aderentes/mL / numero inicial de macréfagos/mL) x 100. O
digluconato de clorexidina inibiu a capacidade de aderéncia de
macrofagos em todas as condigdes avaliadas. Sabendo que a aderéncia
ao substrato é a primeira fase da atividade fagocitaria dos macréfagos, o
digluconato de clorexidina poderia inibir a fung&o inflamatoéria macrofagica
e modular as reagdes nos tecidos periapicais inflamados.

Murakami et al., 2001, sugerem que o LPS do
Porphyromonas endodontalis tem um importante papel na formacéo de
abscessos via expressdo de citocinas inflamatérias. Com isso, neste
estudo epidemiologico, 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
ndo infectados (controle, n=16), fluido de canais radiculares com
contaminagcao bacteriana (n=56) e secrecdo purulenta de abscessos
maxilofaciais (n=51). Com as amostras coletadas foi realizada
inicialmente a deteccdo do lipopolissacarideo e do P. endodontalis. A
quantificacdo de TNF-a e interleucina 1B do material infectado foi
realizada com a utilizacdo de um kit ELISA. O material infectado induziu a
expressdo de TNF-a e interleucina 1B. Um aumento significante foi
observado nos niveis de interleucina 18 em canais infectados, diferente
significativamente dos canais nado infectados. Segundo os autores, os
resultados sugerem que o LPS do P. endodontalis possui um papel
importante na patogenicidade da formacéo de abscessos maxilofaciais via
expressao de citocinas inflamatérias.

Barkhordar et al.,, 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
saudaveis. As polpas doentes foram obtidas de dentes com diagnéstico

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

Kim et al., 2005, avaliaram a produgéo de 6xido nitrico
(NO) e inducéo de sintese dessa mesma substancia, induzida pelo LPS
da Prevotella nigrescens. O Oxido nitrico € uma molécula bioativa
produzida por células imunocompetentes, como os macrofagos, que age
como uma molécula mensageira para varios processos fisioldgicos e
patolégicos. A Prevotella nigrescens é um dos agentes causadores da
doenca periodontal e infecgbes endodénticas. Os autores verificaram a
produgédo de oxido nitrico (NO) e indugdo de sintese dessa mesma
substancia, induzida pelo LPS da Prevotella nigrescens, utilizando
macrofagos de roedores da linhagem RAW264.7. Os autores relatam que
fica claro neste estudo que o LPS do P. nigrescens sozinho é capaz de
induzir a sintese e a produgdo de NO em células RAW264.7. A
capacidade do LPS do P. nigrescens de promover a produgdo de NO
pode ser importante no desenvolvimento de lesbes cronicas
acompanhadas da destruicdo Ossea tecidual observada na doenca
periodontal inflamatéria e infec¢cdes endodonticas.

Pezelj-Ribaric et al., 2007, avaliaram os niveis de TNF- a
em exudatos de tecidos periapicais de dentes com periodontite apical,
além de avaliarem seu relacionamento com achados radiolégicos. Os
exudatos foram coletados dos canais radiculares de 60 dentes
unirradiculados com auxilio de cones de papel absorvente e os pacientes
divididos em 3 grupos, de acordo com seus aspectos clinicos e
radiolégicos: G1- 20 pacientes com dentes com diagnéstico de
periodontite apical cronica, com dor intensa ou auséncia de dor, e

tamanho da les&o periapical < 1cm; G2- 20 pacientes com dentes com
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diagnostico de periodontite apical crénica, com dor intensa ou auséncia
de dor, e tamanho da lesao periapical > 1cm; G3- (controle) — 20
pacientes com sintomas de periodontite aguda acompanhada de dor
muito intensa, necrose pulpar e espessamento do ligamento periodontal
observado radiograficamente. A analise das amostras coletadas dos
canais radiculares foram utilizadas para quantificagcdo de TNF-a através
do teste imunoenzimatico ELISA e os resultados encontrados mostraram
que houve um aumento significante nos niveis de TNF-a de dentes com
patologia periapical, das lesbes menores para as maiores, o0 que
estabelece um relacionamento entre as diferentes concentragées de TNF-
a e diferentes imagens radiologicas.

Prso et al.,, 2007, avaliaram a presenca de TNF-a e
interleucina-6 em lesbes periapicais humanas. Para que tal estudo fosse
realizado, foram obtidas amostras de 3 situagbes clinicas: dentes
sintomaticos, presenca de lesdes assintomaticas e dentes com tecidos
periapicais sem inflamacéo (controle), No grupo dos dentes sintomaticos
estavam incluidos aqueles que apresentassem aspectos clinicos e
radiograficos de existéncia de patologia perirradicular, envolvendo
destruigdo da cortical 6ssea e sensibilidade a percussao e/ou a palpagéo.
No grupo das lesdes assintomaticas estavam incluidos os dentes que
apresentasse lesdes periapicais sem, no entanto, apresentar qualquer
sintomatologia a percussdo e/ou a palpagédo. Os pacientes participantes
deste estudo foram submetidos a apicetomia para remoc¢ao dos tecidos
periapicais. Apds a excisao, cada espécime foi dividido em duas partes;
metade utilizada para analise histopatoldgica 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 concentragdes
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de IL-6. Assim, os autores concluem que as lesdes sintomaticas
representam o estagio ativo da doenca, e as lesdes assintomaticas
representam o processo da doenga em evolugao, além de afirmarem que
o TNF-a e a IL-6 possuem um papel importante na patogénese da
reabsorgao ossea.

Queiroz et al.,, 2008, avaliaram a capacidade do
hidroxido de calcio em neutralizar o lipopolissacarideo (LPS) de
Pseudomonas aeruginosa, através de duas metodologias: liberacao de
oxido nitrico (NO) e TNF-a em cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos. Para o ensaio do NO, as células peritoneais foram
expostas a uma solugcédo de LPS e a suspensao LPS/hidroxido de calcio
em duas concentrag¢des (50 mg/25 mg e 25 mg/25 mg). Apds 8 horas de
incubacéo, foi utilizado o reagente de Griess para quantificagdo do NO
liberado. No ensaio do TNF-a, a solucdo de LPS foi usada na
concentragéo de 25 mg/mL e o LPS/hidroxido de calcio a 25 mg/25 mg.
Aposs 24 horas, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta e os
valores de absorbancia obtidos. Os resultados encontrados mostraram
que a presenca do hidroxido de calcio nas duas concentragbes avaliadas
reduziu significativamente a liberacdo de NO e TNF- a. Os autores
concluem que o LPS bacteriano representa um forte estimulo para
liberagdo destas citocinas, mas o hidréxido de célcio € capaz de
neutralizar esse efeito.

Silva et al., 2008, estudaram o efeito de uma pasta a
base de hidroxido (Calen) associada ou nao ao digluconato de clorexidina
0,4% em cultura de macrofagos da linhagem celular RAW 264.7. Foram
avaliados a viabilidade celular através do teste de MTT, as propriedades
imunoestimulantes pela dosagem de é6xido nitrico (NO), e as propriedades
antinflamatérias pela dosagem de NO, TNF-q, e IL-1a, ap6s a exposigao
aos materiais acima citados. Os resultados para o teste de MTT
demonstraram que nem o Ca(OH), pasta (Calen), nem a pasta Calen

associada a clorexidina ou o Ca(OH), p.a. apresentaram citotoxicidade



44

sobre os macréfagos. Além disso, os autores encontraram baixa atividade
imunolégica da pasta Calen associada ou ndo a clorexidina 0,4% nas
concentragbes avaliadas (p>0,05). A atividade antinflamatéria com
inibicdo do 6xido nitrico e citocinas (TNF-a, e IL-1a) foi observada apenas
com Ca(OH); + clorexidina na maior concentragdo avaliada (25 pg/mL).
Assim, e possivel concluir que a pasta Calen associada a clorexidina
0,4% néo alterou a viabilidade celular ou suas propriedades imunologicas
e antinflamatérias. Além disso, a adigcdo de clorexidina a pasta de
Ca(OH), nao traz grandes beneficios frente aos parametros testados.
Gazivoda et al.,, 2009, prospuseram-se a estudar a
correlacdo entre as citocinas pro-inflamatérias e imunorregulatérias em
lesbes periapicais e seu relacionamento com a composicdo celular e
situacao clinica. Para isto, foram isoladas células inflamatérias de 67
lesbes periapicais e cultivadas por 24 horas. Dos sobrenadantes das
culturas celulares foram quantificados os niveis de IL-1(3, 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 simtomaticas que possuiam grande
quantidade de granulécitos, secretaram altos niveis de IL-1, IL-6 e IL-8,
quando comparadas as lesdes assintomaticas. Dentes com grandes
lesdes visiveis radiograficamente apresentavam baixa porcentagem de
fagocitos mononucleares, altos porcentagens de células T e niveis
consideraveis de TNF-a, IL-6 e IL-10. Uma correlagdo negativa foi
encontrada entre as concentracbes de TGF-B e citocinas pro-
inflamatérias. TGF-B adicionada as culturas celulares provocou uma
diminuicdo nos niveis de citocinas pro-inflamatoérias, principalmente de IL-
10, independente do aspecto clinico e do tamanho da lesédo. Ao contrario,
a IL-10 exégena foi principalmente imunossupressora em culturas de
lesbes assintomaticas. Frente aos resultados encontrados, os autores

concluiram que as lesbes sintomaticas sao caracterizadas pela elevada
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producéo de citocinas pré-inflamatérias. As citocinas imunorregulatérias
sdo mais importantes na supressdo da inflamagdo em lesdes
assintomaticas.

Silva et al.,, 2009, estudaram a presencga, localizagéo,
distribuicdo e concentragdo de algumas citocinas inflamatérias em polpas
saudaveis e inflamadas, através de imunohistoquimica e teste ELISA.
Vinte polpas, obtidas a partir de terceiros molares saudaveis (n = 10) e de
pulpectomias (n = 10) foram utilizadas para o estudo, com metade
de cada grupo usada para analise através de imuno-histoquimica e outra
metade utilizada para extracdo de proteinas e testes de ELISA.
Fibroblastos obtidos de polpas dentarias saudaveis foram estimulados ou
nao por lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), com a intengcao de
simular uma agressao em culturas de células, sendo analisados através
do teste ELISA os niveis de IL-13 e IL-8. De acordo com os resultados
encontrados, os autores afirmam que, imunohistoquimicamente, as polpas
inflamadas apresentaram-se fortemente marcadas para citocinas
inflamatdrias, enquanto as polpas saudaveis ndo apresentaram nenhuma
marcagédo. O teste ELISA confirmou grande quantidade de ambas as
citocinas, sendo que polpas de fibroblastos estimulados por LPS
produziram maior quantidade de citocinas do que as células saudaveis do
grupo controle. Assim, conclui-se que polpas inflamadas apresentam
valores mais altos de IL-18 e IL-8, quando comparadas a polpas
saudaveis, e fibroblastos da polpa estimulados por LPS de bactérias
produzem maiores niveis de IL-1B e IL-8, quando comparados ao grupo

controle.



46

2.3 Solugao irrigadora e/ou medicagéao intracanal

Craig et al., 1974, estudaram a possibilidade de
prevencao da reagéo generalizada de Shwartzman, através da inibicao da
endotoxina pelo uso localizado de polimixina B. A reagado de Shwartzman
€ uma reagdo toxica a endotoxinas bacterianas em que ocorre
coagulacao intravascular local ou sistémica. O tratamento com multiplas
doses de polimixina B e colistimetase foi testado quanto a possivel
capacidade de sequestrar nos tecidos, quantidade suficiente de
antibiotico para neutralizar os efeitos da endotoxina em trés modelos
animais. Os animais receberam injecdo intravenosa de endotoxina nos
periodos de 24, 48 ou 72 horas ap6s a ultima dose de antibi6tico, quando
era detectada uma quantidade minima da droga no soro. O pré-
tratamento com polimixina B foi bem sucedido na prevenc¢do da reagao
generalizada de Shwartzman em coelhos e na redugédo da mortalidade em
camundongos. Entretanto, grandes doses (20 mg/Kg por dia, durante 2 ou
4 dias) foram necessarias. A extenséo para mais de 24 horas de intervalo
entre a ultima dose de polimixina B e de endotoxina, provocou uma
reducao ou perda de protecao antibidtica. Os caes, também utilizados no
estudo, ndo foram capazes de tolerar a alta dosagem de polimixina B.
Doses mais baixas de polimixina B, n&o téxicas para caes, ndo impediu o
choque por endotoxina e consequiente mortalidade. O pré-tratamento com
colismetate foi ineficaz para todos os modelos animais.

Morrison e Jacobs, 1976, realizaram um estudo da
literatura sobre a inibicdo do lipopolissacarideo pela ativagdo do
complemento sérico pela polimixina B. O complemento sérico consiste em
um grupo de proteinas que facilitam as respostas imunolégica e
inflamatéria. A chamada cascata do complemento refere-se a uma série
de reacgbes enzimaticas que acontecem no sangue. Ha 9 componentes

principais designados pelos simbolos C1 a C9. A cascata pode se iniciar
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de varias maneiras, principalmente por complexos antigeno-anticorpo.
Neste trabalho, os autores afirmam que o tratamento de
lipopolisacarideos bacterianos (isolados de Salmonella Minnesota R595
ou purificado do lipidio A) com o antibiético polimixina B consegue anular
a capacidade destas moléculas de ativar o complemento sérico.
Jeansonne & White, 1994, realizaram um estudo
comparativo para avaliar a eficiéncia antimicrobiana de duas solugdes
irrigadoras, o gluconato de clorexidina 2% e o NaOCI 5,25%. Foram
selecionados para o estudo canais de dentes unirradiculados, raizes
distais de molares inferiores ou canais palatinos de molares superiores.
Os dentes foram divididos aleatoriamente em 3 grupos, de acordo com a
solugao irrigante: 1- solugcao de gluconato de clorexidina 2%; 2- solugéo
de hipoclorito de sodio 5,25% e; 3- solugdo salina fisioldgica estéril.
Espécimes microbianos foram cultivados em 10 mL de caldo tioglicolato e
as culturas foram cultivadas a 37°C por 72 hs em uma incubadora
anaerobica. Ap6s a remocgao das polpas, estas foram levadas ao meio de
cultura, constituindo a cultura antes da instrumentacdo. Em seguida, os
canais radiculares foram instrumentados pela técnica coroa-apice,
utilizando-se 1 mL de irrigante a cada troca de lima e 3 mL de irrigante
apoés a ultima lima utilizada. Os canais foram entdo secos com cones de
papel e preenchidos, com ajuda de uma seringa, com caldo tioglicolato
que, apos a agitacéo sbénica dos canais por 5 segundos, foi removido com
uma seringa estéril e aplicado na superficie do agar, constituindo a cultura
pés-irrigacdo. A andlise de variancia, teste de comparacado de Kruskal-
Wallis, foi realizada para avaliar a diferenca entre a atividade
antimicrobiana e os diferentes irrigantes. Os resultados mostraram que
tanto a irrigagdo com clorexidina, quanto com hipoclorito de soédio,
reduzem significantemente o numero de -culturas bacterianas pos-
irrigacéo, nado havendo diferenca significante entre as duas solugdes

avaliadas.
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Tanomaru Filho et al.,, 2002, avaliaram a resposta
inflamatéria a diferentes solugdes irrigadoras endodénticas, através de
injecbes em cavidades peritoneais de ratos. Sessenta ratos receberam
injegdo 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 injecéo. Foi coletado liquido da cavidade
peritoneal de cada animal para contagem e diferenciacdo celular e
infiltragdo protéica. A solugéo de hipoclorito de sodio 0,5% apresentou
maior migragéo de neutrofilos e células mononucleares ap6s periodos de
48 a 168 horas (p<0,05). Houve um aumento significante na infiltracao
protéica na cavidade peritoneal de 4 a 48 horas no grupo do hipoclorito de
sédio 0,5% comparado ao grupo controle. A infiltracdo 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 concluem que o hipoclorito de sodio
0,5% provocou resposta inflamatoéria, enquanto a clorexidina 2% né&o
levou a uma resposta inflamatoria significante.

Ongag 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
solugdes testadas foi avaliada in vitro em dentes humanos unirradiculados
contaminados com E. faecalis po 24 h. Os canais foram instrumentados
com as solugdes irrigadoras e deixados vazios por 48 h. O crescimento
bacteriano foi avaliado apds 5 min. da instrumentacéo e apdés 48 h. Os
efeitos toxicos destas solu¢des foram avaliadas pela injecdo das mesmas
em tecido subcutaneo de ratos e a reacéo inflamatéria foi acompanhada
apods 2 e 48 h 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% apdés 5 min.,

entretanto apos 48 h, as solugdes ndo apresentaram diferenca estatistica
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entre si. Na avaliacdo dos efeitos toxicos, reacéo inflamatoria moderada
foi observada no grupo do NaOCI nos 3 periodos avaliados. Os grupos da
clorexidina e da clorexidina 0,2% + cetrimide 0,2% apresentaram reagé&o
inflamatéria moderada, entretanto, ap6s 48 h, houve uma diminuicao
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
téxicos que a solucéo de NaOCI 5,25%.

Tanomaru et al., 2003, avaliaram o efeito do preparo
biomecanico com diferentes solu¢des irrigadoras e medicagéo a base de
hidréxido de calcio, em canais radiculares de cdes contendo LPS. Cento e
quarenta raizes de pré-molares de sete caes foram preenchidas com LPS
de Eschecrichia coli, que permaneceram nos canais radiculares por 10
dias. Das raizes tratadas trés foram perdidas durante o processamento
histologico. Foram utilizadas como solu¢des irrigadoras durante o preparo
biomecénico: Grupo 1- hipoclorito de sédio 1% (n=20); Grupo 2-
hipoclorito de sodio 2,5% (n=19); Grupo 3- hipoclorito de s6dio 5% (n=19);
Gupo 4- digluconato de clorexidina 2% (n=20); Grupo 5- solugdo salina
fisioldgica (n=19). No grupo 6 (n=20) , a solugao de LPS permaneceu no
canal radicular durante todo experimento e no grupo 7 (n=20), apos o
preparo biomecanico com solugdo salina, os canais foram preenchidos
com hidroxido de calcio (controle). Apdés 60 dias os animais foram
sacrificados e os seguintes parametros de alteragbes periapicais foram
avaliados: a) infiltrado inflamatério; b) espessamento do ligamento
periodontal; c) reabsor¢cdo cementaria; e, d) reabsor¢cédo O0ssea. Escores
foram atribuidos e os dados foram analisados estatisticamente através
dos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). A analise histopatologica
mostrou que os grupos 1 e 4 apresentaram maior infiltrado inflamatoério,
aumento da espessura do ligamento periodontal, e maiores reabsorgdes
O0ssea e cementaria, quando comparados ao grupo 7 que recebeu
hidréxido de célcio como medicagéo intracanal. Dessa forma, os autores

concluem que o preparo biomecanico com as solugdes irrigadoras
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avaliadas ndo inativa os efeitos da endotoxina bacteriana, mas o hidroxido
de calcio parece inativar os efeitos induzidos pela endotoxina in vivo.

Basrani et al., 2004, estudaram as propriedades fisicas e
quimicas da clorexidina e do hidroxido de calcio em medicacdes
intracanais. As propriedades avaliadas foram o pH, o angulo de contato, a
radiopacidade, o tempo de trabalho e a viscosidade da clorexidina (CLX)
e de medicagdes contendo hidroxido de calcio [Ca(OH);] em diferentes
concentragde: CLX 2%, CLX 0,2%, Ca(OH); 40% + CLX 0,2%, Ca(OH),
40%, controle (metilcelulose). O ph foi avaliado com o auxilio de um
pHmetro; o angulo de contato com o auxilio de um gonidbmetro; a
radiopacidade e o tempo de trabalho foram calculados de acordo com as
normas da International Organization for Standardization; e a viscosidade
foi medida com o auxilio de um viscémetro. De acordo com os resultados
encontrados, a CLX nao afetou o pH, a radiopacidade e o tempo de
trabalho do hidréxido de célcio em medicacgdes intracanais (p<0,05). No
entanto, o acréscimo da CLX diminuiu o angulo de contato e aumentou a
viscosidade do hidroxido de calcio significativamente. Para que as
medicagbes apresentem uma boa eficacia, € importante que estejam em
contato com a dentina por um periodo de tempo, assim a diminuicdo do
angulo de contato seria prejudicial ao tratamento. A baixa viscosidade
também é desejavel para permitir melhor fluidez da medicag&o no interior
dos canais radiculares, garantindo um alto coeficiente de penetracgéo.
Neste estudo, embora a combinagéo Ca(OH), + CLX tenha mostrado uma
alta viscosidade, esta ainda foi considerada dentro de uma faixa
desejavel. Assim, os autores concluiram que tanto a CLX, nas diferentes
concentragbes, quanto sua combinacdo com o hidroxido de calcio,
apresentaram propriedades fisico-quimicas satisfatérias para uso como
medicacéo intracanal.

Menezes et al., 2004, avaliaram in vitro a efetividade do
hipoclorito de sédio (NaOCI), clorexidina e 5 medicamentos intracanais

sobre microrganismos do canal radicular. Para realizagdo deste estudo,
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foram utilizados noventa e seis dentes unirradiculados humanos
extraidos. Apos a remogao das coroas, os canais foram preparados e as
superficies externas das raizes impermeabilizadas com resina epoxi.
Apbds a esterilizacdo, os dentes foram contaminados com Candida
albicans e Enterococcus faecalis, e em seguida mantidos em estufa
microbiologica a 37 £ 1 °C por 7 dias. A divisdo dos grupos ocorreu de
acordo com as solugbes irrigadoras e medicacgdes intracanal utilizadas:
grupo 1- solucao salina fisiologica e hidroxido de célcio; grupo 2- solugéo
salina fisiolégica e paramonoclorofenolcanforado (PMCC); grupo 3-
solugdo salina fisiologica e tricresol formalina; grupo 4- solugdo salina
fisiologica e pasta de hidroxido de calcio + PMCC; grupo 5- solugdo salina
fisiolégica + paramonoclorofenol furacin; grupo 6- NaOCl 2,5% sem
medicagdo intracanal, e grupo 8- solugdo salina fisiolégica sem
medicagdo intracanal (controle). Foram coletadas amostras
microbiolégicas com cones de papel e as colénias bacterianas foram
contadas. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA
(p=0,05). Para C. albicans, os grupos 3 e 8 foram estatisticamente menos
efetivos que os grupos 1, 2, 4 e 5. Para E. faecalis, os grupos 6 e 8 foram
estatisticamente menos efetivos do que os grupos de 1 a 4 e 7. Os
resultados encontrados permitiu aos autores concluirem que a pasta de
hidroxido de calcio + PMCC foi a medicagéo intracanal mais eficaz na
eliminacdo dos dois microrganismos estudados e que a solugdo de
clorexidina 2% foi mais efetiva sobre E. faecalis do que o NaOCl 2,5%.
Oliveira et al., 2005, realizaram um estudo in vitro com
objetivo de avaliar os efeitos do hidroxido de calcio e da polimixina B em
canais radiculares. Setenta e cinco incisivos superiores recém extraidos
foram usados neste estudo. As coroas dos dentes foram seccionadas e
as raizes padronizadas em 14mm. Todos os canais radiculares foram
instrumentados até a lima Kerr n°® 50 sob irrigagdo com hipoclorito de
sodio 1% e esterilizagcdo com radiagdo gama-cobalto. Uma suspenséo

padronizada contendo endotoxina de Escherichia coli foi inoculada dentro
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dos 60 canais radiculares. Os espécimes foram entdo aleatoriamente
divididos em 5 grupos (n=15), de acordo com a medicagéo intracanal
utilizada: G1- hidréxido de calcio; G2- polimixina B; G3- combinagédo de
neomicina - polimixina B — hidrocortisona; G4- controle positivo (sem
medicagdo intracanal); G5- controle negativo (sem endotoxina e sem
medicacgéo intracanal). Passados 7 dias, a quantidade de endotoxina foi
medida pelo teste do lisado de amebdcito de limulus e a producdo de
anticorpos pela cultura de linfocitos B (teste ELISA). Os grupos 1, 2 e 5
apresentaram os melhores resultados pelo teste do lisado de amebdcito
de limulus e foi significantemente diferente dos grupos 3 e 4 (p< 0,05). O
estimulo da produgao de anticorpos em cultura celular pelos grupos 1 e 6
foi menor e estatisticamente diferente dos grupos 2, 3, 4 e 5 (p<0,05). Os
grupos 2 e 5 produziram um pequeno aumento na produg¢ao de anticorpos
em relagdo aos grupos 1 e 6. Os grupos 3 e 4 tiveram um aumento
significante na produgéo de anticorpos. Com estes resultados, os autores
concluem que o hidroxido de calcio e a polimixina B como medicagao
intracanal inibiram a toxicidade da endotoxina nos canais radiculares e
alteraram as propriedades do LPS estimulando a produgao de anticorpos
por linfécitos B. A combinagdo neomicina- polimixina B- hidrocortisona
nao foi capaz de eliminar a endotoxina.

Tanomaru et al., em 2005, avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana das seguintes solug¢des irrigadoras: hipoclorito de soédio
1%, 2,5% e 5,25% e clorexidina 1% e 2% (solugao) e 2% (gel), sobre seis
diferentes cepas de microrganismos (Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Foi utilizada a técnica de difusdo em agar
pelo método de pogo. Todos os materiais estudados foram capazes de
inibir as cepas microbianas, sendo que as solugdes e gel de clorexidina
foram mais eficientes que as solugdes de hipoclorito de sodio.

Soares et al., 2006, avaliaram a eficacia anti-séptica da

instrumentacgdo rotatéria associada as pastas a base de hidroxido de
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céalcio [Ca(OH);] contendo diferentes veiculos e anti-sépticos. Foram
experimentalmente induzidas lesdes periapicais crénicas em 72 canais
radiculares de pré-molares de 4 cées e, sob controlada assepsia, apos
amostras microbiolégicas iniciais (A1), fez-se a instrumentacdo com o
sistema ProFile, utilizando-se o hipoclorito de sédio a 5,25% como
irrigante, seguido de medicagao intracanal. Em funcdo das pastas
utilizadas obtiveram-se 4 grupos: grupo 1- pasta Calen, grupo 2-
Calen+PMCC, grupo 3- Ca(OH),p.a.+ solugcdo anestésica e grupo 4-
Ca(OH); p.a.+ solugao de digluconato de clorexidina a 2%. Apo6s 21 dias
as pastas foram removidas, permanecendo os canais radiculares vazios.
Apds 96 horas a segunda amostragem microbioldgica (A2) foi obtida. O
numero de unidades formadoras de colénias de microrganismos (UFC) e
a incidéncia de culturas positivas antes e apds cada tratamento foram
analisados pelo teste de Wilcoxon enquanto a influéncia dos diferentes
tratamentos na infecgdo intracanal foi avaliada pelo teste de Kruskal-
Wallis com nivel de signficancia de 5,0%. Verificaram-se nas amostras A1
elevadas quantidades de anaerdbios obrigatérios, facultativos e
estreptococos do grupo viridans em 100% dos canais radiculares. Nas
amostras A2, todos os tratamentos proporcionaram significativa redugao
do numero de UFC e de culturas positivas (p<0.05), mas somente nos
grupos 3 e 4 foram alcancados 100,0% dos canais radiculares livres de
microrganismos. Os autores concluem que a instrumentacdo
automatizada coadjuvada pela solu¢do de hipoclorito de sodio a 5,25%
associada a medicacao intracanal proporcionaram drastica reducdo ou
eliminagcao da microbiota intracanal, cujo desempenho nao foi influenciado
pela natureza do veiculo ou do anti-séptico acrescido ao hidréxido de
calcio p.a.

Ballal et al., 2007, estudaram a acao antimicrobiana de
uma pasta de hidréxido de célcio, da clorexidina gel 2% e da combinacao
destes sobre patogenos endodénticos (Candida albicans e Enterococcus

faecalis). A inoculagcdo dos microrganismos foi realizada em placas de
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cultura em agar dextrose Sabouraud e em agar sangue. As placas foram
contaminadas e entdo preenchidas com pasta de hidroxido de calcio,
clorexidina gel 2% e com a combinacao destes. As placas de agar foram
foram mantidas overnight em incubacéo a 37°C e as zonas de inibicao
foram examinadas apdés 24 e 72 horas. Os resultados encontrados
sugeriram que a clorexidina gel 2% sozinha foi mais efetiva do que a
pasta de hidroxido de calcio sozinha ou em combinagdo com a CLX gel
2%, sobre ambos os microrganismos testados, ambora o hidréxido de
calcio tenha apresentado melhor agéo antifungica sobre Candida albicans
apo6s 24 horas. Assim, os autores concluiram que, em tratamentos
endodénticos, a clorexidina gel 2% pode ser uma alternativa mais efetiva
como medicagao intracanal do que a pasta de hidréxido de calcio, ou
mesmo a combinacéo dessas duas substancias.

Manzur et al., 2007, realizaram clinicamente um estudo
para quantificacdo de dentes com periodontite apical em dois diferentes
momentos, apds a instrumentacao e apds o uso de diferentes medicacdes
intracanais. Participaram do estudo 33 pacientes que apresentassem
resposta negativa aos testes de sensibilidade pulpar e radioluscéncia
periapical visivel radiograficamente. Todos os tratamentos foram
realizados em duas sessbes, com intervalos de uma semana. As
primeiras coletas (S1) foram obtidas logo ap6s a abertura coronaria, com
auxilio de cones de papel. Apds a realizagdo da instrumentagdo dos
canais radiculares, com uso do hipoclorito de sédio 1% como solugéo
irrigadora, foram coletadas novas amostras bacteriologicas (S2).
Terminada essa estapa, os pacientes foram aleatoriamente divididos em 3
grupos, de acordo com a medicagdo intracanal utilizada: Grupo A —
Ca(OH); misturado com solugéo salina estéril; Grupo B — clorexidina gel
2% e; Grupo C — hidroxido de calcio misturado com clorexidina liquida
2%. As terceiras coletas foram obtidas apds a remog¢ao das medicagdes
(S3), que permaneceram por uma semana no interior dos canais

radiculares. Todas as coletas foram realizadas com a colocagdo de cones
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de papel no interior dos canais radiculares. As amostras bacteriologicas
coletadas foram avaliadas para crescimento bacteriano, observado pela
turbidade e crescimento em Agar, e contagem de unidades formadoras de
colénia (CFU) viaveis. O crescimento bacteriano e as unidades
formadoras de colbénia diminuiram significantemente de S1 para S2. As
diferengcas no crescimento de S2 para S3 ndo foram estatisticamente
significantes para todos os grupos avaliados. Assim, os autores concluem
que a eficacia antimicrobiana do hidroxido de calcio , da clorexidina, e da
associagao entre eles, foi semelhante.

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
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 epOxi, exceto a abertura cervical. Todos os
espécimes foram autoclavados e posteriormente enviados para radiagao
com gama cobalto para degradacao do LPS pré-existente. Terminados os
preparos iniciais os canais foram inoculados com endotoxina de
Escherichia coli. A divisdao dos grupos ocorreu de acordo com a solucao
utilizada. Grupo 1 (G1): NaOCI 2,5%; G2: NaOCI 5,25%; G3: clorexidina
2%; G4: hidréxido de calcio 0,14%; G5: polimixina B; G6: controle
positivo, solugdo salina; G7: controle negativo, sem endotoxina. Para
cada dente foram realizadas duas coletas, a primeira logo apds a
instrumentacédo e a segunda apés 7 dias. Para todas as amostras
(imediata e apos 7 dias), dois métodos foram utilizados para verificar a
detoxificagdo da endotoxina: o teste do lisado de amebdcito de limulus e a
producao de anticorpos pela cultura de linfécitos B. Os resultados foram
analisados pelos testes de Kruskal-Wallis/Dunn e ANOVA/Tukey. Tanto

na coleta imediata quanto na segunda coleta, o hidroxido de calcio e a
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polimixina B detoxificaram a endotoxina dos canais radiculares e
alteraram as propriedades do LPS de estimular a produc¢ao de anticorpos
por linfocitos B. O hipoclorito de sodio e a clorexidina sozinhos nao foram
capazes de inibir a endotoxina.

Valera et al.,, 2010, avaliaram a ac&o de medicagbes
intracanais sobre Escherichia coli e endotoxinas. Quarenta e oito canais
radiculares foram contaminados in vitro com E. coli e, em seguida,
instrumentados com solucéo glicdlica de propolis e divididos entre os
grupos de acordo com a medicagao intracanal utilizada: Ca(OH),,
polimixina B ou Ca(OH), + clorexidina gel 2%. 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, p<0,05) mostrou que a irrigagdo dos
canais radiculares com prépolis foi efetiva, eliminando completamente a
E. coli e reduzindo os niveis de endotoxinas. Todas as medicacgdes
intracanais  contribuiram  significativamente na diminuicdo das
endotoxinas. Os autores concluem que apenas as medicag¢des intracanais
foram capazes de reduzir os niveis de endotoxinas nos canais radiculares
e, a maior eficacia foi observada nas medicagbes contendo hidroxido de

calcio.



3 PROPOSICAO

Considerando que as endotoxinas representam um
importante agente etioloégico envolvido na patogénese das lesdes
periapicais, e que as bactérias Gram-negativas liberam endotoxinas
durante sua duplicagdo ou morte celular, os objetivos desta pesquisa
foram:

a) avaliar in vivo os niveis de endotoxinas em canais
radiculares com polpa necrosada e lesdo periapical visivel
radiograficamente, antes da realizagéo do tratamento endodontico;

b) avaliar a efetividade do preparo biomecanico
utilizando diferentes associacbes de agentes irrigantes: hipoclorito de
sédio (NaOCl) 2,5% + polimixina B; NaOCIl 2,5% + hidréxido de calcio
(0,14%) e NaOCl 2,5% (controle) sobre endotoxinas em canais
radiculares;

c) avaliar a agdo da medicagéo intracanal (clorexidina gel
2% + hidroxido de calcio) sobre endotoxinas em canais radiculares com
polpa necrosada;

d) quantificar, durante todo o tratamento endodéntico, a
producgéo de citocinas (IL-18 e TNF-a) por macréfagos estimulados pelas

amostras coletadas dos canais radiculares.



4. MATERIAL E METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP (023/2008-PH/CEP) — (Anexo A).

4.1 Selecao dos pacientes

Participaram desta pesquisa 33 pacientes, maiores de 18
anos, da clinica de Endodontia da Faculdade de Odontologia de S&ao José
dos Campos — UNESP. Para inclusdo neste estudo, os pacientes
deveriam apresentar dentes unirradiculados com necrose pulpar e lesao
periapicalvisivel radiograficamente.

O diagnéstico de necrose pulpar e lesdo periapical foi
realizado por exame clinico minucioso, que compreendia testes de
sensibilidade pulpar ao frio, testes de percussao, palpacao apical e exame
radiografico. Foram excluidos pacientes que tivessem recebido terapia
antibiética nos ultimos trés meses, dentes com bolsas periodontais
superiores a 4 mm e portadores de lesdes endo-periodontais. Assim, o0s
dentes incluidos na pesquisa deveriam apresentar estrutura dentaria
remanescente suficiente para permitir adequado isolamento absoluto.

Os pacientes que efetivamente participaram deste
estudo, o fizeram apdés o preenchimento e assinatura de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B), instrumento pelo qual
foram informados acerca de sua contribuigdo para o referido estudo. Os
pacientes autorizaram a utilizacdo dos dados a serem obtidos, além de
serem informados de outras implicagbes legais de ordem geral.

Assim, foram selecionados 33 dentes unirradiculados

(incisivos superiores, caninos superiores e inferiores e premolares
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inferiores) que, apds a realizacdo dos testes de sensibilidade pulpar e
exame radiografico, apresentaram diagnoéstico de necrose pulpar com

lesdo periapical visivel radiograficamente.

4.2 Coleta de dados clinicos

Formularios  especificos (fichas clinicas) foram
devidamente preenchidos, contendo idade, género e o historico minucioso
do paciente (anamnese).

Com relacao ao dente, foi verificada a presenca de carie,
dor espontanea, dor a percussao, dor a palpacéo, histéria prévia de dor,
situacdo periodontal, presenca de fistula, edema e abscesso.

Foi verificado também o tamanho da lesdo periapical em
radiografias realizadas com posicionador radiografico. Apds acesso aos
canais radiculares, a situagao interna do canal foi avaliada, como
presenca de exsudato (claro, purulento ou hemorragico), presenca de
restos de tecido pulpar ou canal seco.

Todas estas informagdes adicionais coletadas podem

contribuir com a discussao dos resultados obtidos.

4.3 Preparo dos canais radiculares — Grupos experimentais

Os tratamentos endodénticos seguiram rigorosamente
um protocolo técnico previamente estabelecido. Para tanto, foi
inicialmente realizado o isolamento absoluto, utilizando-se grampo, lencol
de borracha e cimento de fosfato de zinco na interface

dente/lencol/grampo, a fim de impedir qualquer tipo de contaminacao por
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saliva e impedir a passagem de substéncias utilizadas na irrigacédo do
canal radicular para a cavidade bucal. A anti-sepsia do campo operatério
foi realizada com peroxido de hidrogénio (30%) (Terapéutica Farmacia de
Manipulagdo, Sao José dos Campos, SP, Brasil) por 30 segundos,
seguido de solugéo de hipoclorito de sédio 2,5% (Terapéutica Farmacia
de Manipulagdo, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) por mais 30
segundos. Apos, foi realizada a neutralizagao da solu¢ao de hipoclorito de
sédio com tiossulfato de so6dio 5% estéril (Terapéutica Farmacia de
Manipulagéo, Sao José dos Campos, SP, Brasil) [Jacinto et al., 2005;
Jacinto et al., 2006; Vianna et al., 2006; Schirrmeister et al., 2007; Vianna
et al., 2007].

O acesso a cavidade pulpar e remocgao de teto e demais
interferéncias foi realizado com a utilizagdo de brocas estéreis
apirogénicas em alta rotagao sob irrigacado com solugao fisiologica estéril
apirogénica (Aster Produtos Médicos Ltda, Sorocaba, SP, Brasil). Para
obtencao da primeira amostra (12 coleta) do conteudo do canal radicular,
os canais foram preenchidos com solugéo fisiol6gica estéril apirogénica, o
qual sofreu agitagdo com auxilio de uma lima K15 por 1 minuto e, por fim,
foi aspirada com auxilio de seringa e agulha tipo insulina (Injex, Sao
Paulo, Brasil). Este procedimento se repetiu até obtencéo do volume final
de 100 pL. Esta primeira amostra foi coletada imediatamente apos a
abertura coronaria e antes da utilizacdo de qualquer solugdo com
atividade antimicrobiana.

Apés a primeira coleta, os tergcos cervical e médio dos
canais radiculares foram preparados utilizando-se a técnica coroa-apice
com uso de instrumentos oscilatérios (Figuras 1A, 1B e 2 ) (Endo-Eze —
Ultradent Endodontics — USA). As limas do sistema Endo-Eze foram
adaptadas ao contra-angulo Endo-Eze, em um micro-motor (Kavo do
Brasil Ltda, Joinvile, SC, Brasil), e o preparo entdo realizado com
movimentos de rotacdo alternada de 30 graus para cada lado. A cada

troca de lima do sistema oscilatério, um instrumento manual, lima K 15



61

(Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland), foi utilizado
(Figura 3). As limas e todos os demais instrumentais e materiais utilizados
na pesquisa receberam esterilizacdo com radiagdo gama Co60 (20 Kgy

por 6 horas) para eliminagdo de endotoxinas pré-existentes.

Figura 1 — Instrumentos oscilatorios Endo-Eze (1A — Contra-angulo Endo Eze; 1B- limas
do sistema Endo-Eze).

Figura 2 - Preparo coroa-apice com a utilizagdo de limas do sistema Endo-Eze.

Assim, tendo como referéncia a radiografia para
diagndéstico, o comprimento provisorio de trabalho ou pré-odontométrico

(CPO = comprimento aparente radiografico subtraido em 3 mm) foi
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estabelecido. Com uma lima tipo Kerr n° 10 (Dentsply/Maillefer
Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) foi feita a explorag&o inicial
para localizar a luz do canal e, em seguida, utilizado o instrumento
13/.060 do sistema Endo-Eze, com objetivo de remover interferéncias
cervicais, usando os mesmos principios do “crown down pressureless
technique”, sempre tendo como medida limitadora o CPO. Em seguida,
um instrumento manual (lima K15) foi levado ao canal para verificar a

manutencéo da luz do mesmo.

Figura 3 - Recapitulagdo com lima Kerr 15 a cada troca de instrumento oscilatério.

Na seqUéncia, um instrumento oscilatério 13/.045, sem
pressdo apical, foi utilizado com o objetivo de continuar removendo
interferéncias, variando a conicidade do canal e progredindo em direcao
apical, sempre mantendo como medida limitadora o CPO. Este passo foi
seguido da lima manual K15 (Dentsply/Maillefer Instruments SA,
Ballaigues, Swistzerland), instrumento oscilatério 13/.035, lima manual
K15 e instrumento oscilatério 10/.025, até atingir o CPO.

Durante todo o preparo dos tercos cervical e médio do

canal radicular, a solugdo de hipoclorito de so6dio 2,5% (Terapéutica
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Farmacia de Manipulagdo, S&o José dos Campos, SP, Brasil) foi
escolhida como solugéo irrigadora, renovada a cada troca de instrumento.

Ao atingir o CPO, foi colocado um instrumento manual
para realizagdo da odontometria (Figura 4). Apdés a obtencdo do
comprimento do dente, realizou-se o preparo apical (0,5 a 1 mm aquém
do apice radiografico) com a utilizacdo de 4 limas manuais tipo Kerr

(Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland).

Figura 4 - Modelo radiografico da realizagdo da odontometria para obtengdo do
comprimento de trabalho.

Assim, de acordo com a associacao de substancias
quimicas auxiliares utilizadas durante o preparo apical, os dentes foram
divididos em 3 grupos experimentais (n=11):

G1) solugcdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 2,5%
(Terapéutica Farmacia de Manipulagdo, Sado José dos Campos, SP,
Brasil);

G2) NaOCl 2,5% (Terapéutica Farmacia de Manipulacao,
Sao José dos Campos, SP, Brasil), seguido de agua de cal (Ca(OH);
0,14%);
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G3) NaOCl 2,5% (Terapéutica Farmacia de Manipulacao,
Sao José dos Campos, SP, Brasil) seguido de polimixina B (Ophtalmos
Formulas Oficiais Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) [Quadro 1].

Quadro 1 — Divisao dos grupos experimentais.

Grupos/ tratamento IRRIGAGAO MEDICAGAO

G1 NaOClI 2,5% clorexidina gel 2%
(n=11) + Ca(OH).

G2 NaOCI 2,5% / agua de cal clorexidina gel 2%
(n=11) (Ca(OH); 0,14%) + Ca(OH),

G3 NaOCI 2,5% / polimixina B clorexidina gel 2%
(n=11) + Ca(OH)2

No grupo G1, para as quatro limas usadas na confecgao
do batente apical, foi utilizada solugdo de hipoclorito de sédio 2,5%,
renovada a cada troca de lima.

Desta forma, no grupo G2, para as duas primeiras limas
usadas na confecgéo do batente apical, foi utilizada solugao de hipoclorito
de sédio 2,5%. Em seguida, para as duas ultimas limas, foram utilizados 5
mL de agua de cal (Ca(OH), 0,14%) como agente irrigante, com a
finalidade de promover uma possivel neutralizacdo de endotoxinas apos a
morte das bactérias Gram-negativas. Apos a ultima lima, os canais foram
novamente preenchidos com agua de cal (Ca(OH), 0,14%), que sofreu
agitacdo por 3 minutos (lima K 25 - Dentsply/Maillefer Instruments SA,
Ballaigues, Swistzerland), antes da irrigacao final com solugéo fisiolégica
apirogénica (Aster Produtos Médicos Ltda, Sorocaba, SP, Brasil).

No grupo G3, para as duas primeiras limas usadas na
confecgao do batente apical, foi utilizada solugao de hipoclorito de sodio
2,5%. Em seguida, para as duas ultimas limas, foi utilizada polimixina B

(Ophtalmos Foérmulas Oficiais Ltda, Sao Paulo, Brasil) como agente
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irrigante, também com a finalidade de promover uma possivel
neutralizagdo de endotoxinas apos a morte das bactérias Gram-negativas.
A cada troca de lima, os canais eram irrigados com 5 mL de solucao
salina fisiolégica apirogénica. Apos a ultima lima, os canais foram
novamente preenchidos com polimixina B, agitados por 3 minutos (lima K
25) antes da irrigacao final com solugéo fisioloégica apirogénica (Aster
Produtos Médicos Ltda, Sorocaba, SP, Brasil).

ApoOs o término do preparo biomecanico, em todos os
canais radiculares foi realizada uma irrigagéo final com 5 mL de solugéo
fisioldgica estéril e apirogénica (Aster Produtos Médicos Ltda, Sorocaba,
SP, Brasil) e, em seguida, foi realizada a segunda coleta do conteudo do
canal radicular, conforme descrito no item 5.4.

Todos os canais radiculares foram inundados com EDTA
(Asfer Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) a 17%, o
qual foi agitado com uma lima por 3 minutos e removido com 5 mL de
solucéo fisiologica estéril e apirogénica (Aster Produtos Médicos Ltda,
Sorocaba, SP, Brasil). Apds a aplicagédo do EDTA para remocgéo da smear
layer, efetuou-se a terceira coleta do canal radicular.

Na sequéncia, os canais foram secos com cones de
papel absorvente (estéril e apirogénico) de tamanho compativel ao canal
radicular, e preenchidos com medicagao intracanal.

Uma pasta de clorexidina gel a 2% (Terapéutica
Farmacia de Manipulacdo, Sao José dos Campos, SP, Brasil) associada
ao hidréxido de caélcio p.a. (proporgdes iguais em volume) foi a medicagao
intracanal de escolha para uso em todos os grupos desta pesquisa
(Quadro 1). A medicacao foi levada aos canais radiculares com a
utilizagdo de espiral Lentulo apirogénico (Dentsply/Maillefer Instruments
SA, Ballaigues, Swistzerland), em baixa rotacdo (Figura 5A e 5B). Em
seguida, foram realizadas tomadas radiograficas periapicais para

confirmar o completo preenchimento dos canais radiculares pela
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medicacgédo. A restauragéo provisoria dos dentes foi realizada com cimento

de iondbmero de vidro (CIV).

Figura 5 — Preenchimento do canal com medicagdo a base de hidroxido de calcio e
clorexidina gel 2% (A — colocagdo do curativo com auxilio de limas
endodoénticas; B — complementagéo do preenchimento do canal com espiral
lentulo).

Apo6s 14 dias de permanéncia da medicagéo (MIC), novo
isolamento absoluto foi realizado. A restauragéo provisoéria (CIV) foi
retirada com auxilio de alta rotacédo e os canais radiculares receberam
irrigacdo com 10 mL de solugdo salina fisioldégica apirogénica (Aster
Produtos Médicos Ltda, Sorocaba, SP, Brasil) para remog¢do da
medicacédo intracanal. Em seguida, foi realizada a quarta e ultima coleta

do conteudo dos canais (Quadro 2).
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Quadro 2 — Coletas dos canais radiculares.

Coletas Momento da realizagao das coletas
12 Imediatamente apds abertura coronaria
22 Apds preparo biomecéanico (antes da remocgao
da smear layer)
32 Apos aplicagéo do EDTA
42 Apds remocdo da medicacgdo intracanal (MIC)

Para finalizagdo do tratamento endodéntico, todos os
canais radiculares foram obturados com cones de guta-percha
(Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) e cimento
AH Plus (Dentsply/Maillefer SA, Ballaigues, Swistzerland), pela técnica da
condensacao lateral ativa. A obturagcdo foi realizada somente quando
constatada auséncia de sintomatologia, bem como de exsudato,
sangramento e odor.

Apds o término do tratamento endodontico, os dentes
foram encaminhados para realizacdo de tratamentos restauradores
definitivos. Os casos serdo proservados por um periodo de 2 anos para

verificagdo do sucesso do tratamento.

4.4 Coletas do conteudo do canal radicular

Foram realizadas 4 coletas dos canais radiculares: 1?)
imediatamente apds abertura coronaria; 2%) apds preparo biomecanico;
3?%) ap6s aplicacao do EDTA; 42) ap6s remogao da medicagao intracanal
(Quadro 2).
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Todas as coletas do conteudo do canal radicular foram
realizadas da seguinte forma: canais inundados com solucgdo fisiolégica
estéril e apirogénica (Aster Produtos Médicos Ltda, Sorocaba, SP, Brasil),
agitada por 1 minuto com uma lima estéril e apirogénica e aspiragdo com
auxilio de seringa e agulha tipo insulina (Injex, Sdo Paulo, Brasil). Este
procedimento foi repetido até completar o volume final da amostra de 100
uL. As amostras coletadas foram transferidas para microtubos de
polipropileno tipo Eppendorf contendo 900 uL de agua estéril e
apirogénica. Todas as amostras foram utilizadas para quantificacédo de
endotoxinas e para avaliagdo dos efeitos citotoxicos (producéo de

citocinas) em cultura de macréfagos.

4.5 Quantificagdo de endotoxinas (LPS) pelo teste cinético

cromogeénico do lisado de amebdcitos de Limulus (LAL)

Para todas as coletas dos canais radiculares, o teste
escolhido para verificar a presenga de endotoxinas foi o teste cinético

cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (analise quantitativa).

O Limulus é constituido por um lisado dos amebdcitos
circulantes de um caranguejo ferradura (Limulus polyphemus) que,
quando exposto a quantidade pequena de endotoxina, aumenta sua
opacidade bem como sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin &
Bang, 1968). Estes autores demonstraram que a formagao do coagulo era
resultado de uma reagao enzimatica entre a endotoxina e uma proteina
coagulavel presente na circulagdo do amebécito de Limulus. Assim, pelo
método QCL cinético do LAL, a endotoxina da bactéria Gram-negativa

catalisa a ativagcdo de uma pré-enzima em enzima. A enzima ativada
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catalisa a clivagem do substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em
peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-Arg) e p-nitroanilina (pNa), de coloragéo amarela.
A pNa transformada durante a reacdo é medida fotometricamente a 405
nm, continuamente, durante o periodo de incubagcdo (37°C). A
concentracdo de endotoxina da amostra é calculada a partir de seu tempo
de reagcdo por comparacado ao tempo de reagdo das solugdes-padrao

contendo quantidades conhecidas de endotoxina.

Nos dias das coletas, foram realizadas diluicbes da
endotoxina padrédo de E. coli (Cambrex Bio Science, MD, USA) em
diferentes concentragcdes que representam os padrdes de comparagao
das amostras (curva-padréo). Para cada amostra, foi realizado um
controle positivo (amostra do conteudo do canal radicular adicionada de
uma quantidade conhecida de endotoxina), para verificar a presencga ou

nao de interferentes.

Em uma microplaca apirogénica de 96 pocgos, foram
adicionados 100uL de agua apirogénica (branco da reacéo), os padrdes
de endotoxina, as amostras coletadas dos canais radiculares e os
controles positivos. Os testes foram realizados em quadruplicata. A placa
foi entdo incubada no leitor cinético QCL (Cambrex Bio Science, MD,
USA) a 37+£1°C por 10 min, o qual esta acoplado a um microcomputador
com software Wink QCL especifico para gerenciamento, execucao e
emissao de relatérios. A seguir, foram adicionados em cada pogo da
placa 100 pyL do reagente cinético cromogénico do LAL (Sigma Chemical
Company, St Louis, USA), com uma micropipeta de 8 canais e ponteiras
apirogénicas (Figura 7). Apds o inicio do ensaio cinético, o software da
leitora de microplacas monitorou, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada pog¢o da microplaca. O leitor
determinou o tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada
poco a 0,200 unidades de absorbéancia, denominado tempo de reacao. O

software Wink QCL automaticamente calculou uma correlagéo linear
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log/log do tempo de reagdo de cada padrdao com a concentragéo de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrdo foram

impressos no relatério.

Figura 7— Preparo para realizagdo do teste para quantificagdo de endotoxina; colocagao
do reagente cinético cromogénico (LAL).

Os resultados deste teste foram  avaliados
estatisticamente pela analise de variancia ANOVA, com nivel de
significancia de 5%, e pelo teste de Tukey, para os valores reais de

endotoxinas encontrados.

A analise do percentual de reducdo entre as coletas foi
realizada através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de
Dunn (5%).
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4.6 Avaliagao dos efeitos citotoxicos do conteudo do canal radicular

— producgao de citocinas em macrofagos

4.6.1 Cultura Celular

Uma linhagem de macréfagos de camundongos (RAW
264.7) obtida do banco de células da Associagédo Técnico Cientifica Paul
Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ) foi mantida em meio DMEM
(LGCBio, Sao Paulo, SP, Brasil) enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, SP) (Figura 8). O meio de cultura
era trocado a cada 2 dias e as células permaneceram em estufa a 37°C
com 5% de CO; (Figura 9).

Figura 8 — Macréfagos de camundongo (RAW 264.7) em meio DMEM enriquecido com
soro fetal bovino (aumento 200x).
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Figura 9 — Estufa utilizada para crescimento celular (A). Temperatura de 37°C e
concentragao de CO, de 5% (B).

4.6.2 Viabilidade da cultura de células

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusao
utilizando azul de tripan e contagem das células viaveis em camara de
Neubauer (Figura 10). Para realizacdo dos testes, foram colocadas 10°
células viaveis em cada pog¢o da placa de polistireno de 24 pogos
(Corning Costar Cell Culture Plates, Cole Parmer, Canada), acrescentado
de meio DMEM enriquecido com soro fetal bovino até a obtengcdo de um

volume final de 500 pL.

Figura 10— Preparo da camara de Neubauer para contagem, em microscépio de luz
invertida, das células viaveis.
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Previamente a contagem, as células foram removidas
dos frascos de crescimento celular com o auxilio de um varredor de
células (TPP, Switzerland) (Figura 11A) e colocadas em um tubo falcon
para centrifugacdo a 9000 rpm por 5 minutos. ApOs esse periodo,
observou-se no tubo a aglomeragdo das células “pelet” em uma unica

superficie (Figura 11B).

Figura 11 — (A) Remocgéo celular para utilizagdo no experimento; (B) Formagao de
aglomerado celular (“pelet” ap6s centrifugacao.

4.6.3 Ativagao celular

Apds distribuicdo das células nos pogos (Figura 12),
estas permaneceram em estufa a 37°C por 4 horas para adequada

aderéncia dos macrofagos.
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Figura 12— Distribuigdo das células nas microplacas de 24 pogos.

Passado esse periodo, as células foram ativadas com as
amostras coletadas dos canais radiculares (Figura 13) e as placas
contendo as células ativadas permaneceram em estufa a 37°C e 5% de
CO; por um periodo de 24 horas, periodo suficiente para desencadear
uma resposta imunoldgica celular as endotoxinas, com conseqlente
liberagdo de mediadores quimicos inflamatorios.

Nesta fase da pesquisa, foram realizados dois grupos
controles (positivo e negativo). No grupo controle positivo (G4), as células
foram ativadas com uma concentragdo conhecida de endotoxina (10
EU/mL), e no grupo controle negativo (G5), as células foram distribuidas
nos pogos sem, no entanto, receberem nenhuma ativagéo por coletas ou

endotoxinas.
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Figura 13 — Ativacdo das células com as coletas obtidas do conteudo dos canais
radiculares.

Apds 24 horas, os sobrenadantes foram removidos e
congelados em freezer convencional.

As amostras congeladas foram submetidas a detecgéo e
quantificacédo de citocinas (IL-1p e TNF-a) pelo teste imunoenzimatico
(ELISA).

4.6.4 Teste imunoenzimatico (ELISA) para quantificar citocinas

A producdo de TNF-a e IL-1B foi avaliada por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) utilizando os Kits DuoSet® ELISA
Development System (R&D Systems, Minneapolis, USA) (Figura 14).
Assim, placas de microtitulagdo de 96 pocos (Nunc) foram sensibilizadas
com anticorpos de deteccdo anti-IL-13 ou anti-TNF-a de camundongo
(R&D Systems INC, Marquette, NE) [Figura 15] e mantidas overnight em

temperatura ambiente.
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Figura 14- Kit e Reagentes utilizados para quantificagdo de citocinas - Kit DuoSet®
ELISA Development System (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Figura 15 — Sensibilizagédo da placa com anticorpo de detecgéo anti-1L-1.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS
contendo Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com soro albumina bovina
(BSA, 0,1%) por 1 h a 37°C. Apos, as placas foram lavadas com PBS-T e

receberam os sobrenadantes da cultura de células (100 uL por pogo)
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[Figura 16] e os padrbes das citocinas com concentragbes conhecidas

(curva-padrao) [Figura 17].

Figura 16— Distribuicdo dos sobrenadantes obtidos da cultura de células (100 pL/pogo).

Figura 17— Distribuigdo dos padrées das citocinas (curva-padréo).

Os testes foram realizados em duplicata. Apds incubagao

a 37°C por duas horas, as placas foram novamente lavadas (PBS-T) e,
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em seguida, receberam anticorpos de captura anti-IL-1 ou anti-TNF-a
marcados com biotina ( 100 uL por po¢o).

Ap6s duas horas de incubagédo, as placas foram
novamente lavadas e foi adicionada estreptavidina conjugada com
peroxidase (R&D Systems), mantidas por 20 minutos ao abrigo da luz
(Figura 18).

Figura 18- Distribuicdo da estreptavidina conjugada com peroxidase (100 pL por po¢o).

Passados 20 minutos, a reacgéo foi revelada com solugéo
de substrato cromogénico que contém Reagente A (peroxido de
hidrogénio) e Reagente B (tetrametilbenzidina) (R&D Systems) [Figura 19]
e, apos 20 minutos, a reacgéo foi bloqueada com acido sulfurico 2N (Figura
20).
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Figura 19— Revelacao da reagdo com substrato cromogénico e perdxido de hidrogénio.

Figura 20 — Bloqueio da reagdo com acido sulfurico. Alteracdo de cor da reagdo apos
aplicagéo do acido.

As densidades o6pticas (DO) foram lidas no leitor de
microplacas (Biotek) (Figura 21) com comprimento de onda de 450 nm e
posteriormente convertidas em concentracdo (pg/mL) de TNF-a e IL-1

com utilizagcado do programa GraphPad Prism 4.0.
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Figura 21— Placa posicionada no leitor de microplacas para obtencédo das densidades
Opticas das amostras.

Os resultados foram analisados estatisticamente, pela
analise de variancia ANOVA, com nivel de significancia de 5%, e pelo
teste de Tukey.

Uma analise complementar (Teste de Pearson) foi
realizada para verificar uma possivel correlacdo entre os niveis de

endotoxinas e citocinas encontrados.



5. RESULTADOS

5.1. Resultados para quantificagcao de endotoxinas

Os valores da quantidade de endotoxinas (EU/mL)
presentes nas quatro coletas dos canais radiculares dos pacientes dos
grupos G1, G2 e G3 estdo representados nas Tabelas 1, 2 e 3,

respectivamente.

Tabela 1— Valores de endotoxinas (EU/mL) obtidos nos canais radiculares
de pacientes do grupo G1* (n=11), antes e apos o0s

tratamentos.
Pacientes 1% coleta 2° coleta 37 coleta 4? coleta
(inicial) (ap6s PBM) (apos EDTA) (apds MIC)

1 211 13,3 7,14 62

2 3020 2700 428 69,8
3 2080 2100 37,7 210
4 24,3 47,6 47,3 7,3
5 218 32,6 20,3 14,9
6 93,4 891 205 88,5
7 31,6 16 31,8 13,3
8 34,8 26,2 4,72 8,44
9 50000 6680 1070 618
10 440 217 183 6,49
11 472 174 454 142

*G1: irrigagao com NaOCI 2,5%; Medicagao intracanal (MIC): pasta de Ca(OH)2 + clorexidina
gel 2%
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Tabela 2— Valores de endotoxinas (EU/mL) obtidos nos canais radiculares
de pacientes do grupo G2* (n=11), antes e apos o0s

tratamentos.
Pacientes 1% coleta 2° coleta 3% coleta 4? coleta
(inicial) (ap6s PBM) (ap6s EDTA) (apés MIC)
12 4360 342 612 152
13 1010 160 289 131
14 8830 337 229 501
15 766 471 479 20,5
16 1430 7,45 4,38 25,9
17 46,5 22 55,3 9,88
18 188 26,2 37,1 24,5
19 18,8 12,8 14 5,57
20 10,5 30,1 22,3 18,1
21 336 84,5 108 35,5
22 68,1 8,14 17,2 13,1

*G2: irrigagdo com NaOCl 2,5% + agua de cal; Medicagdo intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%
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Tabela 3— Valores de endotoxinas (EU/mL) obtidos nos canais radiculares
de pacientes do grupo G3* (n=11), antes e apos os

tratamentos.
Pacientes 1% coleta 2° coleta 3% coleta 4? coleta
(inicial) (ap6s PBM) (ap6s EDTA) (apés MIC)

23 36,1 31,4 28,4 12,2
24 4480 27,2 38,2 10,6
25 511 15,5 7,71 52,5
26 802 32,5 16,5 41,9
27 2710 63,2 8,69 19,9
28 73,6 421 43,5 3,95
29 1370 5,82 20,7 9

30 7,93 5,82 19,5 7,37
31 1110 9,31 77,4 596
32 898 290 140 89,3
33 791 7,65 15,2 4,85

*G3: irrigagcdo com NaOCI 2,5% + polimixina B; Medicacado intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%

A estatistica descritiva para os valores reais de

endotoxinas (EU/mL) encontrados encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4— Estatistica descritiva para quantidade de endotoxinas (EU/mL)
obtidas nas 4 coletas (1%, 2%, 3% e 4° coletas) de cada grupo
(G1- NaOCI 2,5%; G2- NaOCI 2,5% + Agua de cal; G3- NaOCI
2,5% + Polimixina B).

Variaveis

12 coleta G1
22 coleta G1
3% coleta G1

42 coleta G1

1% coleta G2
2% coleta G2
3%coleta G2
4% coleta G2

1% coleta G3
2% coleta G3
3%coleta G3
4% coleta G3

N
11

11
11
11

11
11
11
11

11
11
11
11

Média Desvio-Padrao

5147,5
1172,4
188,82
112,45

1551,1
136,27
169,64
84,818

1162,5
47,818
37,364
76,545

14908
2051,3
319,13
179,98

2726,2
168,25
209,87
146,82

1341,6
82,341
39,503
174,31

Minimo
24,000
13,000
4,000

6,000

10,000
7,000
4,000
5,000

7,000
5,000
7,000
3,000

Maximo

50000
6680,0
1070,0
618,00

8830,0
471,00
612,00
501,00

4480,0
290,00
140,00
596,00

Pode-se verificar que todos os grupos apresentaram uma

alta média de endotoxinas na primeira coleta, ocorrendo uma diminuigao

gradativa durante o tratamento. Excegcédo encontrada no Grupo 3, em que

se observa um aumento da média de endotoxinas da 3® para 4? coleta.

Aplicando-se o teste de anadlise de variadncia (ANOVA)

dois fatores (coletas e solugdes irrigadoras), &€ possivel observar na

Tabela 5 que o valor de p foi maior que 0,05 tanto na comparacao entre
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grupos quanto na comparacgéo entre coletas, o que caracteriza igualdade

entre os grupos sob o ponto de vista estatistico.

Tabela 5 — ANOVA de medidas repetidas para os dados obtidos (17, 22, 3°
e 4° coletas dos grupos G1, G2 e G3).

Efeito Gl SQ QM F P
Grupos 2 46135930 23067965 1,17 0,313
Coletas | 3 144558970 48186323 2,45 0,067

Interagdo | 6 68829355 11471559 0,58 0,743
Erro 120 2359527049 19662725
Total 131 2619051305

Como o objetivo principal da realizacdo do teste de
endotoxinas neste trabalho foi avaliar a efetividade das solucgdes
irrigadoras (G1: NaOCI 2,5%; G2: NaOCI 2,5% + agua de cal; G3: NaOCl
2,5% + Polimixina B), a comparacdo entre o percentual de reducgéo
encontrado para cada paciente apés a instrumentacao (da primeira para a
segunda coletas), nos dara uma melhor visualizacdo dos resultados
obtidos para as solugdes irrigadoras avaliadas.

Para a obtencdo dos percentuais de reducéo
encontrados entre a primeira e a segunda coletas, foi realizada a seguinte

equagao matematica:

22 coleta x 100 / 12 coleta = % correspondente a 22 coleta

100 — (% correspondente a 22 coleta) = % de redugdao EU/mL da 1?
para a 22 coleta
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Com isso, foram encontrados os valores apresentados
nas Tabelas 6, 7 e 8. O valor 0 representa casos em que nao houve
nenhuma redugéo no percentual de endotoxinas da 12 para 22 coletas,

podendo inclusive ter ocorrido um aumento da concentracao.

Tabela 6. Percentuais de redugéo encontradas, da 12 para 22 coleta, para
cada paciente no Grupo 1 (NaOCI 2,5%).

Pacientes | % de redugdo EU/mL da 12 para 22 coleta
93,7%
10,6%

0

0
85,05%

0

49,37%
24,71%
86,64%
50,68%
63,14%
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Tabela 7. Percentuais de redugéo encontradas, da 12 para 22 coleta, para
cada paciente no Grupo 2 (NaOCI 2,5% + agua de cal).

Pacientes | % de redugao EU/mL da 12 para 22 coletas
12 92,16%
13 84,16%
14 96,18%
15 38,52%
16 99,48%
17 52,69%
18 86,06%
19 31,92%
20 0
21 74,85%
22 88,05%
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Tabela 8. Percentuais de redugéo encontradas, da 12 para 22 coleta, para
cada paciente no Grupo 3 (NaOCI 2,5% + Polimixina B).

Pacientes

% de reducao EU/mL da 1? para a 22 coleta

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

13,02%
99,39%
96,97 %
95,95%
97,67%
42,8%
99,58%
26,61%
99,16%
67,71%
99,04 %

A estatistica descritiva dos valores de redugao estdo

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Estatistica descritiva dos percentuais de redugdo, 12 para 22
coletas, encontrados nos grupos 1, 2 e 3 (G1- NaOCI 2,5%;
G2- NaOCl 2,5% + Agua de cal; G3- NaOCI 2,5% + Polimixina

B).

Variaveis N Média Desvio-padrao Minimo Maximo
G1 11 42,172 36,976 0,0000 93,700
G2 11 67,643 32,300 0,0000 99,480
G3 11 76,173 33,248 13,020 99,580

Os percentuais de redugdo encontrados nos grupos, da

12 para 22 coletas, foram submetidos ao teste estatistico ndo-paramétrico

de Kruskal-Wallis. Na presenca de diferencas estatisticas significantes

(p<0,05) foi aplicado o teste de Dunn, a fim de localizar as diferencas

encontradas.
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O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis apontou um p
= 0,0228 para o percentual de reducdo entre a 12 e a 22 coletas, o que
confirma a presenca de diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos. Assim, a aplicacao do teste de Dunn localizou a diferenga entre

os grupos 1 e 3 (Quadro 3).

Quadro 3. Resultados encontrados no Teste de Dunn, para o percentual
de redugéo da 12 para a 22 coletas.

Variaveis Medianas Grupos Homogéneos*

G3 22.182 A
G2 17.591 AB
G1 11.227 B

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente

Propusemo-nos também a avaliar o tratamento
endodontico como um todo, analisando a efetividade do uso de
medicagéo intracanal por um periodo de 14 dias. Assim, foi avaliado
também o percentual de reducéo encontrado da 1? para a 42 coletas, para
cada paciente participante da pesquisa.

Para a obtengcdo dos percentuais de reducéo
encontrados entre a primeira e a quarta coletas, foi aplicado o mesmo

modelo de equacdo matematica:

42 coleta x 100 / 12 coleta = % correspondente a 4° coleta

100 — (% correspondente a 4? coleta) = % de reducao (EU/mL) da 12
para a 42 coletas
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Com isso, foram encontrados os valores apresentados
nas Tabelas 10, 11 e 12. O valor 0 representa casos em que ndo houve
nenhuma reducéo na porcentagem de endotoxinas da 12 para 42 coletas,

podendo inclusive ter ocorrido um aumento da concentracgao.

Tabela 10. Percentuais de reducdo encontradas, da 12 para 42 coletas,
para cada paciente no Grupo 1 (NaOCI 2,5%).

Pacientes (G1) % de redugao EU/mL da 12 para a 4? coleta
70,62%
97,69%
89,91%
70,0%
93,17%
5,3%
57,92%
75,75%
98,76%
98,52%
69,92%
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Tabela 11. Percentuais de reducdo encontradas, da 12 para 42 coletas,
para cada paciente no Grupo 2 (NaOCI 2,5% + agua de cal).

Pacientes (G2) % de redug¢ao EU/mL da 12 para a 4? coleta

12 96,52%
13 87,03%
14 94,33%
15 97,33%
16 98,19%
17 78,75%
18 86,97 %
19 70,38%
20 0

21 89,44%

22 80,77%
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Tabela 12. Percentuais de reducdo encontradas, da 12 para 42 coletas,
para cada paciente no Grupo 3 (NaOCI 2,5% + Polimixina B).

Pacientes (G3) % de redugcdao EU/mL da 12 para a 4? coleta

23 66,21%
24 99,76%
25 89,72%
26 94,78%
27 99,27%
28 94,64%
29 99,35%
30 7,07%

31 46,31%
32 90,06%
33 99,39%

A estatistica descritiva dos valores de redugao estao

apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Estatistica descritiva dos percentuais de redugéo, da 12 para
42 coletas, encontrados nos grupos 1, 2 e 3.

Variaveis N Média Desvio-padrao Minimo Maximo
G1 11 75,233 27,212 5,3000 98,760
G2 11 79,974 27,913 0,0000 98,190
G3 11 80,596 29,632 7,0700 99,760

Os percentuais de redugao encontrados nos grupos, da 12 para

42 coletas, foram submetidos ao teste estatistico nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis apontou um p

= 0,4475 (p>0,05) para o percentual de reducdo entre a 12 e a 42 coletas,

0 que garante a auséncia de diferencas estatisticas significantes entre os

grupos.
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5.1.1 Correlacao entre sintomatologia dolorosa e quantidade de

endotoxinas

Todas as caracteristicas clinicas observadas e relatadas
pelos pacientes participantes da pesquisa no primeiro dia de consulta,
bem como no decorrer do tratamento, foram devidamente anotadas em
seus respectivos prontuarios odontoldgicos.

Tal cuidado permitiu a observacdo e correlagdo de
algumas caracteristicas relevantes naqueles pacientes que apresentaram
altos indices de endotoxinas na coleta inicial realizada imediatamente

apos a abertura coronaria (Quadro 4).

Quadro 4. Sinais clinicos apresentados pelos pacientes que apresentaram
alta concentragdo de endotoxina na primeira coleta.

Pacientes Sintomatologia clinica
2 Histérico prévio de dor. Dente aberto.
G1
3 Auséncia de dor. Fistula persistente que regrediu
apos o tratamento.
9 Histérico de abscesso. No momento do tratamento
apresentava um processo cronico com fistula.
12 Histérico prévio de dor e edema. Durante
tratamento auséncia de dor.
G2 13 Historico prévio de dor. Presenca de edema.
14 Histérico prévio de dor. Dente aberto.
16 Historico prévio de dor. Dente aberto.
24 Mobilidade. Alteracdo de cor e carie. Sem
G3 sintomatologia.
27 Mobilidade. Auséncia de dor.
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E possivel observar que uma parte dos pacientes citados
acima, que apresentavam uma quantidade elevada de endotoxinas na
primeira coleta, relatou ter apresentado dor em algum momento da
evolugao do processo patoldgico de seus dentes.

No momento do atendimento e da realizagdo da primeira
coleta, todos esses pacientes apresentavam-se sem sintomatologia
dolorosa.

Outros pacientes que nao relataram histéria prévia de
dor, mas apresentaram altos indices de endotoxinas na primeira coleta,
apresentaram-se para tratamento com o0s dentes abertos e,

consequentemente, com o canal radicular exposto ao meio bucal.
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5.2 Resultados para produgao de citocinas por macréfagos

5.2.1 Producgao de TNF-a

Os valores da quantidade de TNF-a produzida por

macrofagos estimulados pelas amostras coletadas dos canais radiculares

dos pacientes dos grupos G1, G2 e G3 estado representados nas Tabelas

14, 15 e 16, respectivamente.

Tabela 14— Valores médios de TNF-a (pg/mL) produzido por macrofagos

Pacientes

© o0 N o O B~ W N -
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estimulados

amostras

radiculares dos pacientes do Grupo 1*.

(inicial)
24246
19387,1
22571,8
19546
9167
7506,8
19374,6
8260
21564,7
1845,3
6694,6

12 coleta

2% coleta 3% coleta
(ap6s PBM) (apés EDTA)
7229 845
19336,9 19353,1
15186,5 882,3
1737,6 1821,6
996,9 674,7
18732,5 3311,2
1949,1 1401,3
1297,2 868,6
6465,6 5723,7
403,1 519,4
1232,1 566,7

coletadas

dos canais

42 coleta
(ap6s MIC)
2625,7

16462
15069,2
422,3
2685,3
16798,3
42600
1010,9
9531,3
470,4
483,1

*G1: irrigagdo com NaOCI 2,5%; Medicacgéao intracanal (MIC): pasta de Ca(OH)2 + clorexidina gel

2%
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Tabela 15— Valores médios de TNF-a (pg/mL) produzido por macrofagos
estimulados pelas amostras coletadas dos canais
radiculares dos pacientes do Grupo 2*.

Pacientes 12 coleta 2% coleta 3% coleta 47 coleta
(inicial) (ap6s PBM) (apos EDTA) (apés MIC)
12 10579,7 1323,2 23974 13180
13 19896,3 513,9 1400,8 973,1
14 13294,3 6720,5 16023,4 9344,7
15 17410,6 1044,7 1219,1 900,7
16 16089, 1 1327,5 21391 22,4
17 2100,3 97,2 1182,9 412,2
18 5699,1 1591,8 1707,4 575
19 13470,5 1138,6 1040,6 396,1
20 680,7 706,2 1148,8 276,6
21 3979 544,9 766,4 148,6
22 1792,2 354 212,7 694,6

*G2: irrigagdo com NaOCI 2,5% + agua de cal; Medicagdo intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%
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Tabela 16— Valores médios de TNF-a (pg/mL) produzido por macrofagos
estimulados pelas amostras coletadas dos canais
radiculares dos pacientes do Grupo 3*.

Pacientes 12 coleta 2% coleta 3% coleta 47 coleta
(inicial) (ap6s PBM) (apos EDTA) (apés MIC)

23 1945,2 471,3 476,1 385,4
24 19749 961,1 605,9 464,2
25 19169,8 7941 624,6 464,2
26 37951 662,1 752,5 518,9
27 768,7 6343,3 471,3 1372,7
28 7117,7 471,3 523,6 267,7
29 14229,6 1304,1 1582,1 753,2

30 31041 1101,8 1051,7 3104

31 13731,8 1279,6 1875,6 1379,6
32 9586, 1 12901,5 7005,1 7421,4
33 15825,4 1746,7 1215,3 956,6

*G3: irrigagdo com NaOCI 2,5% + polimixina B; Medicagado intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%

Dois grupos controles (positivo e negativo) foram
realizados neste momento da pesquisa. No grupo controle positivo as
células foram ativadas com uma concentracdo conhecida de endotoxina
(10 EU/mL) e, no grupo controle negativo, as células nao receberam
ativacao por coletas ou endotoxinas.

Os valores encontrados nos grupos controle positivo (G4)

e negativo (G5) estao representados na Tabela 17.
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Tabela 17- Quantidade de TNF-a (pg/mL) produzida pelos grupos controle
(G4- positivo e G5- negativo) apdés a ativacdo celular dos

macrofagos.
Pocgos de cultura Controle Controle
positivo (G4)* negativo (G5)**
1 6074,65 78,27
2 5644,08 79,04
3 6624,4 69,4
4 2797,08 64,57
5 3688,91 45,94
6 4348,32 39,27
7 5028,18 30,08
8 4621,22 52,06
9 4244,35 41,87
10 4498,98 55,51
11 4776,07 85,65

*G4: quantidade de TNF-a (pg/mL) produzida pela ativagdo celular com concentragdo de
endotoxina de 10 EU/mL; **G5: quantidade de TNF- a (pg/mL) produzida com a auséncia de
ativagao celular com endotoxina.

A estatistica descritiva para os valores de TNF-a
produzida por macrofagos estimulados pelas amostras coletadas dos
canais radiculares dos pacientes dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 estao

representados na Tabela 18.
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Tabela 18- Média e desvio-padrao da producdo de TNF-a (pg/mL) por
macrofagos nas 4 coletas de cada grupo avaliado (G1-
NaOCI 2,5%; G2- NaOCI 2,5% + agua de cal; G3- NaOCI
2,5% + polimixina B) e nos grupos controle positivo e
negativo.

Variaveis N Média Desvio-Padrao Minimo Maximo

1%coleta G1 11 12547,0 7941,3 1845 22571
2%coleta G1 11 6186,8 7667,0 403 19936
3?coleta G1 11 3269,4 5561,0 519 19353
4%coleta G1 11 9832,3 12799 422 42600
1%coleta G2 11 95444 6944 4 680 19896
2%coleta G2 11 1396,1 1825,9 97 6720
3?coleta G2 11 2657,5 4473,9 212 16023
4%coleta G2 11 2447,3 2447.3 22 13180
1% coleta G3 11 9910,7 9910,7 768 19749
2%coleta G3 11 2548,5 2548.,5 471 12901
3%coleta G3 11 1470,8 1470,8 471 7005
4%coleta G3 11 1553,0 1553,0 267 7421
G4 11 4759 1076,0 2797 6624
G5 11 583,3 183,5 300,8 856,5

Aplicando-se o teste de analise de variancia (ANOVA)
dois fatores (coletas e solugbes irrigadoras), € possivel observar na
Tabela 19 que o valor de p foi menor que 0,05 tanto na comparagéo entre
grupos quanto na comparagao entre coletas, o que caracteriza a presenca

de diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.
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Tabela 19 — ANOVA de medidas repetidas para os dados referentes a
producdo de TNF-a por macréfagos (1%, 2%, 3% e 4 coletas
dos grupos G1, G2 e G3).

Efeito Gl sSQ QM F P
Grupos 2 475679987 237839993 5,05 0,000*
Coletas | 3 1356821037 452273679 13  0,000*

Interagdo | 6 194760037 32460006 0,81 0,562
Erro 120 4794706805 39955890
Total 131 6821967866
*p<0,05

Ao aplicar o Teste de Tukey para confirmar e localizar as
diferengas estatisticas entre as coletas (Tabela 20) foi possivel observar
que, a 1% e a 4? coletas, considerando todos os grupos avaliados, diferem

estatisticamente da segunda e terceira coletas.

Tabela 20— Resultados obtidos pelo Teste de Tukey, para produgao de
TNF-a, confirmando a hipotese de desigualdade entre as
coletas (p<0,05).

Coletas Média (pg/mL) Grupos
homogéneos*
Primeira 10677 A
Quarta 4611 A
Segunda 3377
Terceira 2466

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente
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Aplicando-se novamente o Teste de Tukey, agora para
confirmacéo e localizagdo das diferengcas estatisticas entre os grupos
(Tabela 21), foi possivel observar que o grupo 1 (NaOCI 2,5%) difere
estatisticamente dos grupos 2 (NaOCI 2,5% + agua de cal) e 3 (NaOCI
2,5% + Polimixina B).

Tabela 21— Resultados obtidos pelo Teste de Tukey confirmando a
hipotese de desigualdade entre os grupos (p<0,05),
referente a producao de TNF-a por macréfagos.

Grupos Média (pg/mL) Grupos
homogéneos*
G1 (NaOCl 2,5%) 7966,2 A
G2 (NaOCl 2,5%+ 4011,3 B
agua de cal)

G3 (NaOCl 2,5% + 3870,7 B

Polimixina B)

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente.

Considerando-se todos os grupos e coletas estudados,
bem como os grupos controle realizados, a aplicagdo do Teste ANOVA
mostrou um valor de p=0,000, o que garante a existéncia de diferengas
entre as condigbes experimentais estudadas. Para localizagdo das
diferencas estatisticas, foi novamente aplicado o teste de Tukey, e os

resultados encontrados encontram-se na Tabela 22.
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Tabela 22— Resultados obtidos pelo Teste de Tukey confirmando a
hipotese de desigualdade entre todas as condigbes
experimentais (p<0,05), referente a producdo de TNF-a por
macrofagos (pg/mL).

Variaveis Média (pg/mL) Grupos
Homogéneos
1% coleta G1 12577 A
1% coleta G3 9911,1 AB
42 coleta G1 9832,6 ABC
1% coleta G2 9544,7 ABCD
2% coleta G1 6187,3 ABCDE
G4 (controle +) 4758,7 ABCDE
3%coleta G1 3269,8 BCDE
3%coleta G2 2658, 1 BCDE
2% coleta G3 2548,8 BCDE
4% coleta G2 24476 BCDE
42 coleta G3 1553,4 BCDE
3%coleta G3 1471,3 CDE
2% coleta G2 1396,6 CDE
G5 (controle -) 583,33 E

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente. (G1- NaOCI
2,5%; G2- NaOCl 2,5% + agua de cal; G3- NaOCI 2,5% + Polimixina B; G4- controle
positivo; G5- controle negativo).
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5.2.2 Producgéao de IL-1B

Os valores da quantidade de IL-1B (pg/mL) produzida por
macrofagos estimulados pelas amostras coletadas dos canais radiculares
dos pacientes dos grupos G1, G2 e G3 estado representados nas Tabelas

23, 24 e 25, respectivamente.

Tabela 23— Valores médios de IL-1B (pg/mL) produzido por macréfagos
estimulados pelas amostras coletadas dos canais
radiculares dos pacientes do Grupo 1*.

Pacientes 12 coleta 2% coleta 3% coleta 4? coleta

(inicial) (apos (apos (apos MIC)
PBM) EDTA)

1 0 0 2,11 0
2 60,06 0 3,28 48,51
3 0,68 0 0 11,11
4 0 0 0 3,67
5 0 7,19 1,46 0
6 5,49 0 1,59 0
7 47,43 12,81 0 0
8 6,15 4,58 0 0
9 150,51 0 4,32 50,51
10 0 1,51 0 0
11 0 0 0,51 0,4

*G1: irrigagdo com NaOCI 2,5%; Medicagao intracanal (MIC): pasta de Ca(OH)2 + clorexidina
gel 2%
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Tabela 24— Valores médios de IL-1B (pg/mL) produzida por macrofagos
estimulados pelas amostras coletadas dos canais
radiculares dos pacientes do Grupo 2*.

Pacientes 17 coleta 2% coleta 3% coleta 4? coleta
(inicial) (ap6s PBM) (apés EDTA) (apés MIC)

12 686,91 0 4,26 89,51
13 22,69 1,82 0 0,9

14 621,71 0,8 174,02 68,85
15 26,32 8,14 0,81 2,43
16 6,08 3,95 5,88 0,91
17 6,8 0 0,09 0

18 10,93 0,19 2,73 517
19 21,41 517 1,61 1,11
20 0 0,14 0 0,03
21 318,77 0 0,6 38,24
22 1,51 0,94 0 0,14

*G2: irrigagdo com NaOCl 2,5% + agua de cal; Medicagdo intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%
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Tabela 25— Valores médios de IL-1B (pg/mL) produzido por macrofagos
estimulados pelas amostras coletadas dos canais
radiculares dos pacientes do Grupo 3*.

Pacientes 17 coleta 2% coleta 3% coleta 4? coleta
(inicial) (ap6s PBM) (apés EDTA) (apés MIC)

23 0 0 1,17 0,6
24 23,01 0 0 0,03
25 0 0 0,83 0
26 0 0 0,26 0
27 0,26 0,94 0,14 0,14
28 0,26 0,37 0,49 36,51
29 175,53 0 0,03 0
30 1,58 0 1,43 4404
31 148,01 0 0 193,49
32 0 0 1,58 0
33 1,43 0 0 0

*G3: irrigagcdo com NaOCI 2,5% + polimixina B; Medicacado intracanal (MIC): pasta de
Ca(OH)2 + clorexidina gel 2%

Os valores encontrados nos grupos controle positivo (G4)

e negativo (G5) estao representados na Tabela 26.
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Tabela 26- Quantidade de IL-1B (pg/mL) produzida pelos grupos controle
(G4- positivo e G5- negativo) apdés a ativacdo celular dos

macrofagos.
Pocos de cultura Controle positivo Controle negativo
(G4)* (GS)
1 8,22 0
2 8,22 0
3 7,46 0
4 19,64 0
5 23,55 0
6 20,42 0
7 21,21 0
8 11,99 0
9 13,12 0
10 15,42 0
11 17,73 0

*G4: quantidade de IL-1B (pg/mL) produzida pela ativagdo celular com concentragido de
endotoxina de 10 EU/mL; *G5: quantidade de IL-1B8 (pg/mL) produzida com a auséncia de
ativacao celular com endotoxina.

A estatistica descritiva para os valores de IL-1B (pg/mL),
produzida pela estimulagdo de macr6fagos com as amostras coletadas
dos canais radiculares, nos grupos estudados estdo representados na
Tabela 27.
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Tabela 27- Média e desvio-padrdo da produgédo de IL-18 (pg/mL) por
macrofagos nas 4 coletas de cada grupo avaliado (G1-
NaOCI 2,5%; G2- NaOCI 2,5% + agua de cal; G3- NaOCI
2,5% + polimixina B, G4- controle positivo e G5 — controle
negativo

Variaveis N Média Desvio-Padrao Minimo Maximo

1%coleta G1 11 24,364 46,734 0,0 150,0
2%coleta G1 11 2,1818 3,9703 0,0 12,0
3%coleta G1 11 1,0000 1,4142 0,0 4,0
4%coleta G1 11 10,182 19,477 0,0 50,0
1%coleta G2 11 156,09 262,89 0,0 686,0
2%coleta G2 11 1,5455 2,6968 0,0 8,0
3%coleta G2 11 16,909 52,131 0,0 174,0
4%coleta G2 11 18,455 32,051 0,0 89,0
1%coleta G3 11 31,636 64,846 0,0 175,0
2%coletaG3 11 0,0 0,0 0,0 0,0
3%coleta G3 11 0,2727 0,4671 0,0 1,0
4%coleta G3 11 24,818 58,057 0,0 193,0
G4 11 15,18 5,76 7,46 23,55
G5 11 0 0 0 0

Aplicando-se o teste de analise de variancia (ANOVA)
dois fatores (coletas e solugdes irrigadoras), foi possivel observar (Tabela
28) que o valor de p foi menor que 0,05 apenas na comparagao entre

coletas, confirmando a presenca de diferenca estatistica significante.
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Entre os grupos, o valor de p foi igual a 0,06, o que caracteriza igualdade

estatistica.

Tabela 28 — ANOVA de medidas repetidas para os dados referentes a
producéo de IL-1B por macrofagos (1%, 2%, 3% e 4° coletas
dos grupos G1, G2 e G3).

Efeito Gl SQ Qv F P
Grupos 2 39941 199706 2,88 0,060
Coleta 3 101142 337141 4,87 *

Interag&o 6 84529 14088,1 2,03 0,066
Erro 120 831363 6928,0
Total 131 1056975

*p<0,05

Ao aplicar o Teste de Tukey para confirmar e localizar as
diferencas estatisticas entre as coletas (Tabela 29) foi possivel observar
que, a primeira coleta encontra-se em situacdo de semelhanca estatistica
com a quarta coleta, mas difere estatisticamente da segunda e terceira

coletas.

Tabela 29— Resultados obtidos pelo Teste de Tukey confirmando a
hipotese de desigualdade entre as coletas (p<0,05), para
producéo de IL-1B por macrofagos.

Coletas Média (pg/mL) Grupos
homogéneos*
Primeira 70,697 A
Quarta 17,818 AB
Segunda 6,061 B
Terceira 1,242 B

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente
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Considerando-se todos os grupos e coletas estudados,
além dos grupos controle, a aplicagdo do Teste ANOVA para producéo de
IL-18 mostrou um valor de p=0,0007, o que confirma a existéncia de
diferencas entre as condigdes experimentais estudadas. Para localizagao

das diferengas estatisticas, foi aplicado o teste de Tukey (Tabela 30).

Tabela 30— Resultados obtidos pelo Teste de Tukey confirmando a
hipotese de desigualdade entre todas as condigbes
experimentais (p<0,05), referente a producéo de IL-1p por
macréfagos (pg/mL).

Variaveis Média (pg/mL) Grupos
Homogéneos
1% coleta G2 156,09 A
1% coleta G3 31,636 B
4% coleta G3 24,818 B
1% coleta G1 24,364 B
42 coleta G2 18,455 B
3%coleta G2 16,909 B
G4 14,727 B
4% coleta G1 10,182 B
2%coleta G1 2,1818 B
2%coleta G2 1,5455 B
3%coleta G1 1,000 B
3%coleta G3 0,2727 B
2% coleta G3 0,000 B
G5 0,000 B

*letras diferentes representam grupos diferentes estatisticamente. (G1- NaOCI
2,5%; G2- NaOCl 2,5% + agua de cal; G3- NaOCI 2,5% + Polimixina B; G4- controle
positivo; G5- controle negativo).
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5.3 — Teste de correlagao (Pearson)

Para avaliar possivel correlagdo entre os valores obtidos
para endotoxinas, fator de necrose tumoral-a e interleucina 1B, foi
realizada uma analise estatistica complementar denominada Teste de
Pearson.

Para a analise de uma provavel correlagdo, o
procedimento mais usado € a correlagdo expressa por um coeficiente.
Este coeficiente € zero quando duas variaveis sdo absolutamente
independentes entre si, ou seja, ndo existe nenhuma relagao entre elas.
Pode assumir um valor maximo de +1,00, quando a associagao for
positiva, ou assumir um valor minimo de -1,00, quando a associagéo for
negativa.

A aplicacdo do teste de Pearson visa analisar se
alteragbes na concentracdo de endotoxina estdo correlacionadas com
modificacdes na concentragcdo de citocinas, de forma diretamente
proporcional, caracterizando uma correlagdo positiva, ou de forma
inversamente proporcional, caracterizando uma correlagao negativa.

Os resultados encontrados no teste de correlagéo, para

os grupos estudados, sao apresentados no Quadro 5.

Quadro 5- Resultados encontrados para o teste de correlacdo de Pearson
(r), comparando os valores obtidos para endotoxinas com os
encontrados para TNF-a e IL-13 entre os grupos.

NaOCl 2,5% NaOCI 2,5% + Agua NaOCl 2,5% +
de cal Polimixina B
EU/mL TNF EU/mL TNF EU/mL TNF
r | TNFa 0,260 TNFa 0,433 TNFa 0,584
D 0,088 0,003 0,000
r | IL1B 0,826 0,347 IL18 0,846 0,405 IL18 0,268 0,291
p 0,000 0,021 0,000 0,006 0,078 0,056
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Os valores de r encontrados para os grupos foram
positivos, o que confirma que um aumento na producédo de endotoxinas
provoca também um aumento na produgdo das citocinas. A maior
correlacao foi obtida entre endotoxinas e producéo de IL-1B nos grupos
do NaOCI 2,5% (r = 0,826) e do NaOCI 2,5% associado a agua de cal (r =
0,846), que apresentaram valores de r mais proximos de 1.

No grupo do NaOCI 2,5% associado a Polimixina B (G3)
verifica-se uma correlacdo média entre a concentragdo de endotoxinas e
a producgéo de TNF-a, com um valor de rigual a 0,584.

Os resultados encontrados no teste de correlagéo, para
tratamento endoddntico, estao

as coletas realizadas durante o

representados no Quadro 6.

Quadro 6- Resultados encontrados para o teste de correlacdo de Pearson
(r), comparando os valores obtidos para endotoxinas com os
encontrados para TNF-a e IL-1[ entre as coletas.

12 coleta 2% coleta
EU/mL TNF EU/mL TNF

r | TNFa 0,325 TNFa 0,474

P 0,065 0,005

r [IL1g 0,233 0,094 |IL1B -0,120 -0,174

P 0,193 0,601 0,505 0,333
3?coleta 4% coleta
EU/mL TNF EU/mL TNF

r | TNFa 0,407 TNFa 0,159

P 0,019 0,005

r | IL1g 0,101 0,596 | IL1B 0,722 0,089

P 0,576 0,000 0,000 0,621
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Considerando os dados obtidos entre as coletas dos
canais radiculares, a maior correlacdo ocorreu entre a concentragao de
endotoxinas e a de IL-1B na 4° coleta, com r=0,722.

Na 2% coleta, a correlacdo entre a concentracdo de
endotoxinas e a producao de IL-13, bem como entre as concentracbes
das duas citocinas, foi negativa, pronunciando alteragdes de valores de

forma inversamente proporcional.



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

A selecdo dos pacientes participantes da pesquisa
baseia-se em critérios utilizados em pesquisas anteriores realizadas na
disciplina de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos - UNESP, bem como em trabalhos da literatura que também
adquiriram amostras de canais radiculares de dentes necrosados (Jacinto
et al., 2003; Jacinto et al., 2005; Pezelj-Ribaric et al, 2007; Siqueira Jr et
al., 2007; Vianna et al., 2007; Martinho et al., 2008; Gazivoda et al., 2009;
Gomes et al., 2009). Tanto nesta pesquisa, quanto nos trabalhos citados
acima, foram selecionados pacientes que apresentassem dentes com
diagnéstico de necrose pulpar com lesdo periapical visivel
radiograficamente, comprovados através de exames clinicos e
radiograficos.

Foram excluidos pacientes que tivessem recebido terapia
antibiética nos ultimos trés meses, garantindo assim a auséncia de agao
de qualquer agente antimicrobiano sobre a microbiota presente nos
canais radiculares (Pezelj-Ribaric et al, 2007; Martinho et al., 2008;
Gazivoda et al., 2009).

Também foram excluidos dentes que apresentassem
envolvimento periodontal associado a necrose pulpar, visto que a doenga
periodontal apresenta uma microbiota especifica que poderia elevar os
niveis de endotoxinas encontrados nos canais radiculares. De acordo com
Agarwal et al., patdbgenos periodontais possuem alta capacidade de ativar
mondécitos e induzir secre¢cdo de citocinas, logo o fluido gengival de

pacientes com bolsas periodontais contém elevados niveis de IL-1j3, IL-6



112

e TNF-qa, sugerindo que essas citocinas estédo intimamente envolvidas na
patogénese da infecgao periodontal. Tanto a IL-18 quanto o TNF-a s&o
citocinas avaliadas neste trabalho, logo, a presenca de bolsas
periodontais nos dentes avaliados poderia promover uma elevagao nos
niveis de endotoxina e, consequentemente, de citocinas, o que interferiria
nos resultados da presente pesquisa.

Cuidado especial foi tomado durante o isolamento
absoluto dos dentes que receberiam tratamento endodéntico para garantir
a anti-sepsia do meio externo envolvendo dente, grampo e lengol de
borracha. Baseado em outros trabalhos da literatura que realizaram
coletas in vivo diretamente dos canais radiculares, a anti-sepsia do campo
operatorio foi realizada com peréxido de hidrogénio 30% por 30
segundos, seguido de solugéo de hipoclorito de sédio 2,5% por mais 30
segundos e, por fim, a neutralizagao da solu¢do de hipoclorito de sédio foi
realizada com solugdo de tiossulfato de sédio 5% estéril (Jacinto et al.,
2005; Jacinto et al., 2006; Vianna et al., 2006; Schirrmeister et al., 2007;
Vianna et al., 2007; Gomes et al.,2009).

As limas e todos os demais instrumentais e materiais
utilizados nesta pesquisa receberam esterilizacdo com radiagdo gama
Co60 (20 Kgy por 6 horas) para eliminacao de endotoxinas pré-existentes
(Czako et al., 1983). De acordo com informagdes fornecidas pela
EMBRARAD, empresa responsavel pela realizagdo deste tipo de
esterilizagdo no estado de SP (CBE Embrarad, Cotia, SP), o processo de
esterilizacdo e descontaminagdo por energia ionizante, consiste na
exposicao dos produtos a acdo de ondas eletromagnéticas curtas,
geradas a partir de fontes seladas de Cobalto 60 que, ao encontrarem
organismos vivos presentes no produto em tratamento, provocam o
rompimento de seu DNA, levando-os a faléncia ou a incapacidade de
reproducdo. Dado o elevado poder de penetracdo das ondas
eletromagnéticas, os organismos vivos podem ser alcangados onde quer

que eles estejam, sejam em embalagens lacradas ou em produtos
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acondicionados das mais variadas formas. Essa caracteristica garante a
eficacia do processo. A principal vantagem deste tipo de esterilizagdo é
sua alta efetividade na eliminagdo microbiana. Como desvantagens
devem ser citados o custo elevado.

A escolha das solugdes irrigadoras, e associagdes,
utilizadas neste estudo foi baseada em diversos trabalhos na literatura
que comprovam a eficacia destes agentes irrigantes durante a
instrumentacado (Holland et al., 1981; Ringel et al., 1982; Buttler et al.,
1982; Barthel et al., 1997; Evans et al., 1999; Buck et al., 2001; Menezes
et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Siqueira Jr et al.,
2007; Martinho et al., 2008; Gomes et al., 2009).

O hipoclorito de sddio € o composto quimico mais
utilizado como solugao irrigadora em Endodontia. Possui capacidade de
alterar biossinteticamente o metabolismo celular e de formar cloraminas
que interferem no metabolismo celular, além de suas ac¢bes oxidativa,
inativando de forma irreversivel as enzimas bacterianas, e degradativa,
agindo sobre lipidios e acidos graxos (Estrela et al., 2002). Sabe-se que o
aumento da concentragdo da solugdo de hipoclorito de sédio é
diretamente proporcional ao efeito antimicrobiano e a capacidade de
dissolugéo tecidual, e inversamente proporcional a sua compatibilidade
bioldgica (Estrela et al.,2002; Ringel et al.,1982; Vianna et al., 2004).

Siqueira Jr et al., 2007, encontraram uma porcentagem
de reducgdo bacteriana superior a 95% na maioria das coletas clinicas
realizadas apdés o preparo biomecanico com NaOCl 2,5% ou com
clorexidina gel 2%.

Também Jeansonne e White, 1994, realizando um
estudo comparativo para avaliar a eficiéncia antimicrobiana do hipoclorito
de sddio 5,25% e da solugéo de clorexidina 2%, encontraram resultados
satisfatérios para ambas as solugdes, com auséncia de diferencas
siginficantes entre elas. Uma elevada reducdo de culturas bacterianas

pés-irrigacao foi encontrada na totalidade dos casos avaliados.
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Apesar de sua comprovada eficiéncia na eliminagao
bacteriana, trabalhos relatam uma pequena ou ausente eficacia do NaOCI
na neutralizagédo de endotoxinas (Gomes et al., 2009; Tanomaru et al.
2003).

Martinho e Gomes, 2008, em trabalho de pesquisa de
quantificacdo de endotoxinas e cultivo de microrganismos de bactérias de
canais radiculares infectados, antes e apdés o preparo biomecanico com
hipoclorito de sédio 2,5%, encontraram uma reducao efetiva sobre o
crescimento bacteriano, mas pouco efetiva sobre as endotoxinas dos
canais radiculares.

Com isso, foi proposto neste estudo associar o NaOCI de
sddio a substancias com efetividade comprovada sobre LPS, tentando
compensar sua principal falha como irrigante de canais radiculares.

Um dos compostos quimicos escolhidos para ser
utilizado durante a irrigacéo, associado ao NaOCI 2,5%, foi o hidréxido de
célcio [Ca(OH),], na forma de agua de cal (Oliveira et al., 2007).

O hidroxido de calcio desempenha um importante papel
na Endodontia, principalmente por sua capacidade de induzir a formagéo
de tecido mineralizado, além de seu reconhecido efeito antimicrobiano
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, comumente
encontradas em canais radiculares infectados (Silva et al.,2002; Oliveira
et al.2005; Ballal et al.,2007). Seu elevado pH (entre 11 e 12.5) possui um
efeito destrutivo sobre a membrana celular bacteriana e sua estrutura
protéica (Ballal et al., 2007). Sua atividade antimicrobiana esta
relacionada a liberagdo de ions hidroxila em meio aquoso, que séao
altamente oxidantes e mostram extrema reatividade com muitas
biomoléculas (Sathorn et al.,2007), além de detoxificar o LPS pela
hidrélise de acidos graxos da molécula de lipidio A (Baik et al., 2008).

E preciso reafirmar, no entanto, que apenas a eliminagéo
das bactérias do interior dos canais radiculares néo é suficiente para a

garantia de sucesso do tratamento endodéntico, sendo essencial uma
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efetiva eliminacdo do LPS, que permanece ativo mesmo apds a morte
bacteriana.

Um trabalho in vivo realizado em dentes de caes por
Silva et al., 2004, demonstrou que apos 30 dias, mesmo na auséncia de
bactérias, a presencga da endotoxina nos canais radiculares foi capaz de
induzir reacgbes periapicais visiveis radiograficamente, com intenso
infiltrado inflamatério, aumento na espessura do ligamento periodontal e
reabsorcao de cemento e osso alveolar.

Safavi e Nichols, 1994, e Barthel et al.,, 1997,
demonstraram que o Ca(OH), altera algumas propriedades bioldgicas do
LPS bacteriano, como sua capacidade de estimular prostraglandina E; e
TNF-a produzidos por monocitos.

De forma semelhante, Queiroz et al., 2008, avaliando a
capacidade do Ca(OH), de neutralizar o LPS através da producao de
oxido nitrico (NO) e de TNF-a, encontraram que a presenga do Ca(OH);
reduziu significativamente a liberacdo dessas citocinas. Dessa forma, os
autores concluiram que o LPS bacteriano representa um forte estimulo
para liberagdo dessas citocinas, mas o hidréxido de calcio é capaz de
neutralizar esse efeito.

Outro composto quimico escolhido para ser utilizado
durante a irrigagao, associado ao NaOCI 2,5%, foi a polimixina B (PMB)
(Oliveira et al. 2007). A polimixina B € um peptideo catibnico com potente
acao sobre endotoxina (Oliveira et al., 2005). Sua ligagao com o lipideo A,
porcao téxica e anibnica da molécula de LPS, inibe a maior parte de suas
atividades (Hong et al., 2004). Em modelos animais, a PMB inibe a
coagulacao intravascular induzida pelo LPS, a inibicdo do sistema
complemento, a reagdo generalizada de Shwartzman (reacdo téxica a
endotoxina bacteriana, com indugédo de coagulacao intravascular local ou
sistémica), a produgcado de interferon gama, TNF-a e interleucina-1 por

macrofagos ativados por LPS, além de prevenir choques endotéxicos
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(Craig et al.,1974; Morrison e Jacobs,1976; Holland et.,1981; Oliveira et
al., 2005 e 2007).

De acordo com Morrison e Jacobs, 1976, a interacéo
lipideo A — Polimixina B, resulta em um aumento do peso molecular global
da molécula de LPS, além da diminuigdo da densidade. Além disso, essa
interagdo forma uma complexo molecular altamente estavel.

Em estudo realizado por Hong et al. (2004) a polimixina
B inibiu a sintese de IL-1a e TNFa por macréfagos ativados por LPS.
Além disso, a administragdo de polimixina B reduziu o tamanho das
lesbes Osseas localizadas no periapice de dentes de ratos que
apresentavam lesbes periapicais induzidas pela inoculagcdo de LPS em
seus canais.

Oliveira et al., 2007, encontraram resultados promissores
para o uso de polimixina B e de hidroxido de calcio como irrigantes
endodénticos (in vitro). Os resultados encontrados pelos autores
mostraram que a irrigacdo dos canais radiculares com solugdo de
hidroxido de calcio 0,14% ou com polimixina B reduziram
significativamente os niveis de endotoxinas nos canais radiculares em
comparagao as outras solugbes testadas (hipoclorito de sbdio e
clorexidina), permanecendo apenas uma pequena quantidade de LPS nas
coletas apds a instrumentacao.

Baseada na pesquisa citada anteriormente e como
complemento a mesma, este trabalho propdés avaliar o uso dessas
solugdes realizando coletas in vivo, diretamente dos canais de pacientes
que apresentaram dentes com diagnéstico de necrose pulpar com lesao
periapical visivel radiograficamente. Dessas coletas foram quantificadas
tanto os niveis de endotoxinas, quanto de citocinas produzidas por
macrofagos ativados pelo LPS presente nas coletas realizadas.

Para obtencdo das amostras (coletas do conteudo do
canal radicular), os canais foram preenchidos com solugéo fisioldgica

estéril apirogénica. Esse conteudo foi agitado com auxilio de uma lima
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K15 por 1 minuto e, por fim, aspirado com auxilio de seringa e agulha tipo
insulina (Injex, Sdo Paulo, Brasil). Este procedimento se repetiu até
obtencédo do volume final de 100 uL (Oliveira et al., 2005; Oliveira et al.,
2007; Maekawa et al., 2010).

Essa forma de coleta é diferente da maioria dos
trabalhos com coletas in vivo encontrados na literatura, que utilizam a
colocagédo de cones de papel estéreis, normalmente de calibre #25 no
comprimento total do canal por 1 minuto, com repeticbes desse
procedimento de 3 a 5 vezes por coleta (Ringel et al., 1982; Jacinto et al.,
2003; Jacinto et al., 2005; Manzur et al., 2007; Pezelj-Ribaric et al., 2007;
Prso et al., 2007; Siqueira Jr et al., 2007; Vianna et al., 2007; Martinho et
al.,2008; Gazivoda et al., 2009). No entanto, na presente pesquisa foi
realizada uma nova alternativa para coleta microbiolégica dos canais
radiculares por acreditar que a colocagdo de um cone de papel de calibre
#25 nem sempre chega ao terco apical no momento da realizagédo da
primeira coleta, momento este em que o dente ainda n&o foi submetido a
instrumentacao e, principalmente, por ser o cone de papel um possivel
interferente (barreira) para a coleta de endotoxinas, uma vez que nao se
sabe se a endotoxina do canal radicular que sera absorvida pelo cone de
papel se desprendera facilmente apos agitagbes, o que poderia levar a
falsos resultados.

Assim, acreditamos que a agitagcdo da solucéo inserida
no interior do canal radicular ressuspende um maior numero de
microrganismos e, consequentemente, de endotoxinas nas amostras
coletadas em todas as fases do tratamento.

A primeira coleta, realizada no momento da abertura
coronaria, fornece a quantidade total de endotoxinas encontrada
inicialmente no dente, sem a acdo de qualquer agente antimicrobiano,
servindo como parametro de comparagao para as demais coletas.

A segunda coleta, semelhantemente a outros trabalhos

da literatura que realizaram coletas clinicas (Manzur et al., 2007; Siqueira
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Jr et al., 2007; Vianna et al., 2007; Martinho et al., 2008), foi realizada
imediatamente apds o preparo biomecanico, almejando a analise da agéo
das solugdes irrigadoras utilizadas durante a instrumentagéo sobre LPS.

A terceira coleta, realizada logo ap6s o preenchimento
do canal radicular com EDTA por 3 minutos, foi realizada tendo em vista a
curiosidade quanto a presengca ou auséncia de propriedade
antimicrobiana e sobre endotoxinas dessa substancia.

Maekawa et al., 2009, através um estudo para avaliagéo
da ac&o antimicrobiana de um EDTA gel, comparando-o ao hipoclorito de
sodio 2,5%, sobre amostras clinicas de Candida albicans e método de
diluicdo em caldo, encontraram que o gel de EDTA foi capaz de inibir
todas as cepas clinicas a partir da diluicao de 0,75%.

Estudos complementares precisam ser realizados para
verificagdo da efetividade antimocrobiana do EDTA sobre a variedade de
microrganismos presentes nos canais radiculares de dentes necrosados.
Por sua vez, Clark-Holke et al., 2003, sugerem que a importancia do uso
do EDTA esta na relagéo da presenca de smear layer com a propagagao
bacteriana. Segundo trabalho realizado por esses autores, quando a
smear layer € mantida, a propagacao bacteriana para o periapice é maior
do que nos casos em que essa camada é removida. Assim, a remocgéao da
smear layer pelo EDTA 17% (3 minutos) reduz significantemente a
infiltracdo de bactérias ao longo dos canais radiculares.

A quarta e ultima coleta realizada neste trabalho,
ocorreu apds 14 dias de medicagdo com pasta de hidroxido de calcio
associado a clorexidina gel 2%, com o objetivo de se verificar a ocorréncia
de uma reducgado ainda maior nos niveis de endotoxinas apos o periodo
preconizado de 14 dias de medicagao (Leonardo et al., 2005).

A clorexidina € uma molécula catibnica que tem sido
amplamente utilizada em Endodontia. Sua estrutura catibnica |he
proporciona uma caracteristica importante denominada substantividade.

Os ions carregados positivamente liberados pela CLX podem fixar-se a
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dentina e prevenir a colonizagdo de microorganismos na superficie da
mesma por um tempo prolongado, mesmo apdés o periodo realmente
utilizado (Mohammadi e Abbot, 2009).

Embora nao seja capaz de promover a inativagdo do LPS
ou de dissolver tecidos organicos, a CLX, além de possuir
substantividade, possui também biocompatibilidade, baixa toxicidade,
amplo espectro de acgdo antimicrobiana sobre bactérias aerdbias,
anaerobias, Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e fungos (Basrani
et al., 2004; Ballal et al., 2007; Silva et al., 2008).

Acredita-se que a associagao do hidroxido de calcio com
a clorexidina possa resultar em maior atividade antimicrobiana do que o
hidroxido de calcio sozinho, o que garantiria grandes beneficios no
tratamento de dentes com necrose pulpar e periodontite apical (Manzur et
al., 2007; Vianna et al., 2007; Silva et al., 2008).

Os meétodos escolhidos para analise das coletas dos
canais radiculares obtidas durante o tratamento endoddntico dos
pacientes participantes da pesquisa foram o teste cinético cromogénico
do lisado de amebdcitos de limulus (LAL) para quantificagdo de
endotoxinas e o teste imunoenzimatico (ELISA) para quantificacdo das
citocinas.

O teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus foi escolhido para quantificar os niveis de endotoxinas devido a
sua grande sensibilidade para deteccdo de minimas quantidades de
endotoxina (Haight-Ponce et al., 1999; Khabbaz et al., 2000 e 2001;
Oliveira et al., 2005 e 2007; Jacinto et al., 2005; Martinho et al., 2008;
Schein e Schilder, 2006; Gomes et al., 2009; Maekawa et al., 2010).

O uso do lisado de amebdcito de Limulus para detecgao
de endotoxinas foi preconizado por Bang (1956), que observou que uma
infeccdo por bactérias Gram-negativas no caranguejo ferradura Limulus
polyphemus, resultava em uma fatal coagulagéo intravascular. Mais tarde,

em 1964, Levin e Bang demonstraram que essa coagulagéo intravascular
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é resultante de uma reac&o entre a endotoxina e uma proteina presente
na circulagcao desses animais. Seguindo seus trabalhos, Levin e Bang, em
1968, prepararam um lisado dos amebdcitos circulantes no sangue do
Limulus polyphemus, que é extremamente sensivel a presenca de
endotoxinas.

Para que as citocinas pudessem ser produzidas e
posteriormente quantificadas, macréfagos de camundongos da linhagem
RAW 264.7 foram ativados com as coletas obtidas durante o tratamento
endodéntico. Os macréfagos foram escolhidos devido ao seu papel
essencial nos processos inflamatério e de cicatrizacdo (Queiroz et al.,
2008).

Silva et al.,, 2008, comprovaram que, na presencga de
diferentes estimulos, como o LPS bacteriano ou mesmo materiais
odontolégicos, os macrofagos séo capazes de produzir citocinas proé-
inflamatérias como a IL-1a, IL-18, TNF- a e IL-6, que estdo envolvidas no
desenvolvimento, manutencéo e cicatrizacdo das lesdes periapicais.

Com relagao a importancia das citocinas escolhidas para
andlise neste trabalho, deve ser ressaltado que essas citocinas (IL-1 e
TNF-a), entre outras, ndo apenas orientam a resposta imune, recrutando
células de defesa, mas também causam significante destruicao tecidual
pela indugdo de colagenase por fibroblastos e ativagdo de osteoclastos,
sendo valido ressaltar que a mesma quantidade de LPS produzira
quantidades diferentes de IL-1B e de TNF-a, com a primeira sendo
produzida em menor quantidade (Agarwal et al., 1995).

O TNF-a é uma citocina que estimula a reabsorgao
Ossea, a sintese de prostraglandinas, e a produgdo de proteases por
diversos tipos de células, incluindo fibroblastos e osteoblastos (Prso et al.,
2007; Pezelj-Ribaric et al., 2007).

Por sua vez, a IL-13 tem como principal papel, em baixas
concentragbes, mediar a inflamacéo local. Em altas concentragdes possui

efeitos enddcrinos (Silva et al., 2009).
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De acordo com Gazivoda et al., 2009, na patogénese da
lesdo periapical, os niveis de TNF-a, mas nao de IL-1B, sdo altos em
lesbes de tamanhos maiores, o que, segundo os autores, sugere que a IL-
18, sozinha, ndo é responsavel pela progressao da lesdo. Somado a isso,
a alta secregdo de TNF-a em lesdes grandes pode estar associada as
diferentes composi¢des do infiltrado inflamatorio.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pezelj-
Ribaric et al., 2007, com altas concentracbes de TNF-a detectadas em
lesdes periapicais com grandes areas de radioluscéncia e baixas
concentracbes em lesbes periapicais com pequenas areas de
radioluscéncia.

O teste ELISA (do inglés “Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay) se baseia nas reagbes antigeno-anticorpo
detectaveis através de reagbes enzimaticas. A técnica utiliza a uni&do
Antigeno/Anticorpo (Ag/AC) imobilizado em placa, e anticorpo conjugado
a uma enzima especifica para a analise em teste a qual, ap6s agir sobre
seu substrato em presenca de substancia cromdgena, amplifica a
detecgdo da interacdo Ag/Ac através da formag¢do de cor (descricao do
fabricante - R&D Systems, Minneapolis, USA).

O complexo estreptavidina-biotina € formado pela ligagéo
de uma molécula de estreptavidina com varias de biotina associadas a
uma enzima, a peroxidase ou a fosfatase alcalina, que tem como funcéao a
conversdo de um cromdgeno incolor num produto final que pode conferir
diversas cores aos anticorpos marcados. Cada molécula de estreptavidina
contém 4 sitios de ligacao para a biotina, sendo a biotina uma molécula
facilmente conjugavel com anticorpos e enzimas (Gonzalez et al., 1997).

A utilizacdo do método ELISA neste trabalho deve-se,
principalmente, pela sua alta sensibilidade e especificidade, com alto grau

de confiabilidade como ensaio quantitativo.
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6.2 Dos resultados

6.2.1 Endotoxinas

Os microrganismos e seus produtos tém papel essencial
no desenvolvimento da necrose pulpar e lesbes periapicais. Estudos
mostram que essas infecgdes sao polimicrobianas, com prevaléncia de
bactérias anaerobias, incluindo espécies Gram-negativas e também
espécies Gram-positivas (Siqueira Jr e Roégas, 2007). Entretanto,
microrganismos facultativos sdo considerados as espécies mais
resistentes da cavidade oral, e os principais causadores de falhas nos
tratamentos endodénticos (Dahlén e Bergenholtz, 1980; Vianna et al.,
2004).

A grande quantidade de microrganismos Gram-negativos
€ responsavel pela liberagdo do LPS presente nos canais radiculares
necrosados, visto que as paredes celulares desse grupo de bactérias
contém endotoxina, macromolécula composta por um complexo de
lipopolissacarideos (LPS). A molécula de LPS é liberada durante a morte
e multiplicacao bacteriana, causando efeitos biol6gicos que levam a uma
reacao inflamatoria e reabsorcao 6ssea periapical (Khabbaz et al., 2000).

Entre as etapas do tratamento endoddntico que
envolvem o controle da infeccdo, o preparo biomecéanico assume um
importante papel na desinfeccdo dos canais radiculares. Instrumentos e
irrigantes agem primeiramente no canal principal, area mais volumosa do
sistema de canais e, consequentemente, eliminam grande numero de
células bacterianas. Somado aos efeitos mecanicos exercidos pelos
instrumentos e pelos movimentos de irrigagcdo e aspiracdo, o uso de
substancias antimicrobianas na irrigacdo € necessario para a eliminagao
das bacterias (Siqueira et al., 2007).

Analisando os numeros reais obtidos na quantificacao de

endotoxinas neste estudo, foram observadas diminuicbes nas
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quantidades das primeiras para as segundas coletas e das primeiras para
as quartas coletas em todos os grupos estudados, o que demonstra a
existéncia de alguma efetividade das solugdes irrigadoras associadas ao
preparo biomecanico, bem como da medicacao intracanal utilizada, sobre
endotoxinas.

Para facilitar a visualizagao dos resultados, com relagcéo
aos efeitos do uso das solugdes irrigadoras e da medicagéo intracanal
sobre as endotoxinas presentes nos canais radiculares, optou-se por
avaliar o percentual de redugdo, usando como parametro de comparagao
os valores obtidos nas primeiras coletas.

As médias de reducéo das primeiras para as segundas
coletas (apds o preparo biomecanico) foram de 42,17% para o grupo do
NaOCI 2,5% utilizado sozinho; 67,64% para o grupo do NaOCI 2,5%
associado a agua de cal; e de 76,17% para o grupo do NaOCI 2,5%
associado a Polimixina B.

O valor médio de reducéo encontrado para o grupo do
NaOCI 2,5% sozinho neste trabalho foi mediano (42,17%), um pouco
inferior aos valores encontrados por Gomes et al, 2009, que encontraram
um percentual de reducao de 57,98% de endotoxinas apds a utilizagao da
mesma solugdo irrigadora e por Martinho e Gomes, 2008, que
encontraram um percentual de redugédo de 59,99%. Provavelmente esta
reducdo de endotoxinas ocorreu devido ao ato de instrumentar, irrigar e
aspirar, e ndo devido a acdo do NaOCI sobre LPS, como também foi
observado por Martinho e Gomes (2008) e Gomes et al. (2009).

Estes dados permitem-nos considerar que o NaOCI 2,5%
utilizado sozinho durante o preparo biomecanico é pouco efetivo sobre as
endotoxinas presentes nos canais radiculares infectados, embora
trabalhos demonstrem que apresenta excelente capacidade de reducéo e
eliminacao bacteriana (Vianna et al., 2004; Tannomaru et al., 2005;
Siqueira Jr et al., 2007; Martinho e Gomes, 2008).



124

Em Silva et al., 2004, foi realizado um estudo in vivo,
com analise histologica dos efeitos de algumas solugdes irrigadoras apos
a inoculacdo de endotoxinas em dentes de caes. Os resultados
encontrados para o grupo que recebeu tratamento endoddntico com a
utilizagédo do NaOCI 2,5%, foram semelhantes aos encontrados no grupo
que ndo recebeu nenhum tratamento, apenas com inoculagdo de LPS.
Foram encontrados moderado/severo infiltrado inflamatério, reabsorcao
cementaria, reabsorcdo Ossea ativa, areas de necrose, intensa
proliferagdo vascular, consideravel numero de osteoclastos e auséncia de
osteoblastos. E importante ressaltar que os dentes permaneceram
selados por 60 dias sem nenhuma medicagao intracanal, o que facilitaria
a presenga de endotoxinas viaveis nos tubulos dentinarios apds a
instrumentacao.

Os resultados encontrados nos trabalhos citados acima,
bem como os encontrados nesta pesquisa, leva-nos a acreditar que o
NaOCl 2,5% apresenta falhas na eliminacdo de endotoxinas que,
permanecendo no sistema de canais radiculares pode prejudicar o
sucesso do tratamento endoddntico.

Visando melhorar a efetividade do preparo biomecanico,
optou-se na presente pesquisa por associar o NaOCI a agua de cal e a
polimixina B, compostos que apresentam comprovada ag¢ao sobre
endotoxinas (Silva et al., 2002; Haenni et al., 2003; Tanomaru et al., 2003;
Hong et al., 2004; Oliveira et al., 2005 e 2007).

Os resultados encontrados para a associagao
NaOCl/agua de cal foi de um percentual de redug¢do da primeira para a
segunda coletas de 67,64% e para a associacao NaOCI/polimixina B de
76,17%, demonstrando uma melhora da efetividade da irrigacdo para
ambas as associagdes, embora apenas 0O grupo da associagao
NaOCl/polimixina B tenha se apresentado diferente significativamente do
NaOCI sozinho.
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Nao foram encontrados trabalhos na literatura que
fizessem referéncia ao uso da associagcdo do NaOCl com a agua de cal
sobre endotoxinas.

O uso do hidréxido de calcio em solugdo de agua
apirogénica (agua de cal 0,14%), bem como da polimixina B, utilizados
como irrigantes, foi relatado por Oliveira et al. (2007) em pesquisa
realizada in vitro. Os autores avaliaram a detoxificacdo da endotoxina pelo
teste cinético de Limulus e pela produg¢ao de anticorpos por linfocitos B e
os resultados apontaram que o hidroxido de calcio e a polimixina B
apresentaram excelente efeito sobre a eliminagcdo das endotoxinas. Além
disso, o uso desses irrigantes alterou as propriedades do LPS, impedindo
a producao de anticorpos por linfécitos B. Embora uma diminuicao nos
niveis de endotoxina tenha sido encontrada com o uso das associag¢des
citadas, em comparagao ao hipoclorito sozinho, uma pequena quantidade
de endotoxina permaneceu nos canais radiculares apds o preparo
biomecanico. A presenca desse remanescente de endotoxina
provavelmente ocorreu porque o hidroxido de calcio e a polimixina B,
embora seja efetivos sobre LPS, ndo penetram o suficiente nos tubulos
dentinarios para eliminar o remanescente presente nas por¢des mais
profundas, quando usada como agentes irrigantes.

Safavi e Nichols, 1993, mostraram que o tratamento do
LPS com hidroxido de calcio libera elevada quantidade de acidos graxos
pela hidrolise das ligagdes éster das cadeias lipidicas do LPS bacteriano.
Assim, o tratamento com hidréxido de calcio detoxificaria o LPS, inibindo
seus efeitos patolégicos na ativacao celular, sob mediadores inflamatorios
e indugdo de lesbes periapicais em animais (Safavi e Nichols, 1994;
Barthel et al., 1997; Nelson Filho et al., 2002; Silva et al., 2002). A
detoxificagdo do LPS pelo hidroxido de calcio pode ser um dos
mecanismos pelo qual este agente exerca seus efeitos benéficos na

endodontia.
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A efetividade da polimixina B sobre endotoxinas
apresentada neste trabalho estd de acordo com outros trabalhos
relatados na literatura (Craig et al., 1974; Morrison e Jacobs, 1976; Hong
et al., 2004; Oliveira et al., 2005 e 2007).

Hong et al. (2004) verificaram que a administragao
sistémica da polimixina B em ratos reduziu o tamanho das lesdes
periapicais em cerca de 80%. De acordo com estes autores, a polimixina
B é um peptideo catibnico com potente atividade antioxidante. Sua
molécula liga-se ao lipideo A, carregado negativamente, alterando a
conformacao tridimensional da molécula de LPS.

Semelhantemente, Craig et al. (1974) afirmaram que a
polimixina B forma complexos com a endotoxina através de interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas, confirmando a hipotese de atragéo da carga
negativa da molécula de lipidio A com a carga positiva da polimixina.

No atual estudo, o grupo da polimixina B associada ao
NaOCI 2,5% apresentou o maior percentual de redugédo dos indices de
endotoxinas (76,17%), da primeira para a segunda coletas, diferindo
estatisticamente do hipoclorito de so6dio sozinho, o que confirma o
resultado alcangado por Oliveira et al., 2005, que também encontraram
maior efetividade da polimixina B (utilizada como medicacgéo intracanal)
sobre os demais grupos estudados (hidréxido de calcio e combinagao
neomicina-polimixina B- hidrocortisona).

Os resultados alcangados pelo grupo da Polimixina-B
possibilita afirmar que o uso associado do hipoclorito de sédio a este
medicamento pode ser uma alternativa viavel para uso em canais
radiculares.

Existem trabalhos na literatura que avaliam a
biocompatibilidade do Otosporin (polimixina B + neomicina +
hidrocortisona), medicamento muito utilizado em Endodontia, mas o uso
isolado da polimixina B € pouco divulgado. Holland et al., 1981, avaliando

tecidos periapicais de dentes de caes apods sobreinstrumentacao,
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verificaram que o Otosporin levado em contato com os tecidos agredidos
por 7 dias, promoveu a diminuicdo da reagao inflamatéria, evidenciando
rapidamente o processo de reparo.

Com base nos resultados encontrados para eliminagao
de endotoxinas apds o preparo biomecanico, que confirmam a hipétese
de permanéncia da mesma no sistema de canais radiculares ap6s a
instrumentacdo, aumenta a curiosidade com relagdo a necessidade do
uso de medicacgdo intracanal complementar ao tratamento. Serd que o
uso de medicagao intracanal garantiria um maior percentual de redugéo
de endotoxinas no sistema de canais radiculares, ou apenas o preparo
biomecanico associado a um eficiente irrigante seria suficiente para
garantir o sucesso do tratamento?

Os resultados do presente estudo mostraram que o
percentual de reducéo alcangado do inicio ao final do tratamento foi mais
eficaz na eliminagdo de endotoxinas, o que permite-nos defender o uso
de medicagdo intracanal em casos de necrose pulpar. A medicacao
utilizada, pasta de hidroxido de célcio associada a clorexidina gel 2%, foi
escolhida com base em trabalhos da literatura que comprovam a eficacia
da mesma sobre microrganismos e endotoxinas (Soares et al., 200; Ballal
et al., 2007; Manzur et al., 2007; Vianna et al., 2007; Silva et al., 2008;
Maekawa et al., 2010).

As médias dos percentuais de redugé&o encontradas do
inicio ao final do tratamento (das coletas inicias para as coletas realizadas
logo apds a remogéo da medicagao intracanal) foram de 75,23% para o
grupo em que se utilizou apenas a solu¢ao de hipoclorito de so6dio durante
a instrumentagao; de 79,97% para o grupo do hipoclorito associado a
agua de cal; e de 80,59% para o grupo do hipoclorito de sédio associado
a polimixina B.

E possivel notar que, comparados os percentuais
alcancados apos a segunda coleta, as médias de reducéo obtidas apds o

uso da medicagao intracanal foram superiores. Em alguns pacientes,
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principalmente entre os participantes do grupo da polimixina B, o indice
de reducdo de endotoxinas aproximou-se de 100% ao final do tratamento.
Acredita-se que o uso da medicacao intracanal desempenhe adequada
acao antimicrobiana também por permanecer em contato com os tecidos
e por se difundir através destes (Basrani et al., 2004). Sendo assim, a
medicacéo utilizada alia as propriedades antimicrobianas de ambos os
componentes, e a agao do hidroxido de calcio sobre endotoxinas, a
substantividade da clorexidina (Silva et al., 2002; Basrani et al., 2004;
Vianna et al., 2007; Mohammadi e Abbott, 2009).

De acordo com um trabalho de revisdo de literatura
realizado por Mohammadi e Abbott, em 2009, a CLX pode ser
considerada uma boa alternativa para uso como medicac&o intracanal,
utilizada sozinha ou associada a outros medicamentos. A CLX é uma
molécula hidrofébica e lipofilica. Sua dissociagdo resulta em ions
carregados positivamente que interagem com os fosfolipideos e os
lipopolissacarideos das membranas celulares bacterianas, carregados
negativamente, penetrando nas células através de algum mecanismo de
transporte ativo ou passivo. Sua eficacia € devida a interacdo das cargas
positivas da molécula e as cargas negativas dos grupos fosfato das
paredes celulares bacterianas, alterando assim o equilibrio osmético
celular. Em concentragdes mais altas, como a utilizada em nosso trabalho
(2%), a CLX é bactericida e a precipitacdo do conteudo citoplasmatico
resulta em morte celular. Contudo, a utilizacdo da clorexidina associada
ao hidréxido de calcio possibilitou importante redugdo de endotoxinas no
presente estudo, sendo interessante sua utilizacdo como medicagao

intracanal em canais radiculares com polpa necrosada e lesao periapical.
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6.2.2 Citocinas

Periapicopatias de origem pulpar desenvolvem-se
principalmente em resposta a irritantes microbianos presentes no sistema
de canais radiculares. Componentes da parede celular bacteriana reagem
com mondcitos, macréfagos, bem como com fibroblastos, levando a
producao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1a, IL-18, TNF- q, IL-6 e
IL-8 (Pezelj-Ribaric et al., 2007).

Entre todas as citocinas, o TNF- a e a IL-1[, através de
suas multiplas atividades, possuem um papel especialmente importante
nas reagdes inflamatérias (Murakami et al., 2001). Alguns trabalhos
(Wang & Stashenko, 1993; Barthel et al., 1997; e Pezelj-Ribaric et al.,
2007) tém mostrado que essas citocinas estdo presentes em niveis
significantes nas lesbes periapicais de humanos e de modelos
experimentais em animais.

E sabido que o TNF-a leva a reabsorcdo dssea através da
ativagcdo dos osteoclastos e estimulacdo da secregdo de enzimas
proteoliticas, ativador plasminogénico e metaloproteinases da matriz, que
sdo responsaveis pela destruicdo da matriz extracelular do tecido 6sseo
(Prso et al., 2007; Pezelj-Ribaric et al., 2007). Por sua vez, a IL-1B tem
sua funcdo diretamente relacionada com a sintese de colageno
(Barkhoradar et al., 2002; Silva et al., 2009). Em baixas concentragbes, a
principal fungdo da IL-13 é mediar o local da inflamacéo e, em altas
concentragdes, possui efeitos endocrinos (Silva et al., 2009).

De acordo com Agarwal et al., 1995, tanto o TNF-a quanto
a IL-1p estimulam a sintese de colageno e a proliferacéo de fibroblastos,
contribuindo e, possivelmente assegurando, o reparo periapical. Neste
mesmo trabalho, no qual os autores quantificaram a expressao relativa de
cada citocina, foi demonstrado que o grau de ativacdo de monocitos
depende da especificidade do LPS. O fato de um unico LPS induzir

diferentes niveis de citocinas indica que uma mesma quantidade de



130

endotoxina podera induzir a producéo de citocinas de forma diferente, o
que pdde ser observado no presente estudo.

Também foi possivel observar na atual pesquisa, que os
niveis de IL-13 obtidos foram sensivelmente menores do que os niveis
alcancados para o TNF- a. De acordo com Agarwal et al. (1995), isso
pode ser explicado porque a IL-1B € uma citocina que pode permanecer
associada a célula, exercendo sua atividade de forma localizada, como
em células endoteliais, fibroblastos e outras células dos sistema
imunolégico. Assim, os baixos niveis destas citocinas nos sobrenadantes
recolhidos para analise podem refletir apenas uma parte do total de
citocinas sintetizadas pelos macréfagos.

Outra explicagédo para os baixos niveis de IL-1, pode ser
obtida através de uma pesquisa realizada por Hong et al. (2004).
Utilizando uma linhagem celular de macréfagos de ratos (J774) diferente
da utilizada neste estudo, baixos niveis de IL-13 foram obtidos em
comparacao aos niveis de TNF- a. Segundo este autor, seu trabalho
somado a outros encontrados na literatura, excluem o papel da IL-13 da
patogénese das lesdes periapicais em ratos.

De fato, pesquisas que utilizam polpas humanas
inflamadas para cultura celular e posterior quantificacdo de citocinas,
como em Barkhordar et al., 2002 e Silva et al., 2009, os niveis de IL-13
sao proporcionais a outras citocinas avaliadas.

Gazivoda et al., 2009, afirmaram em seu trabalho, que o
papel da IL-18 e TNF-a na patogénese da lesédo periapical € diferente.
Seus resultados mostram que os niveis de TNF-a, mas n&o de IL-1p3, séo
maiores em lesdes de grande tamanho, suportando a hipotese e
sugerindo que a IL-1B sozinha provavelmente ndo € responsavel pela
progressao da lesdo. Além disso, a maior secregao de TNF-a nas lesdes
de grande extenséo pode estar associada as diferengcas de composigao

do infiltrado celular.
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Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a
producdo de citocinas foi maior na primeira coleta, realizada
imediatamente apds a abertura coronaria dos dentes com necrose pulpar
e lesdo periapical, demonstrando maior efeito citotdxico na presenca de
maiores quantidades de endotoxinas. Tanto para o TNF-a quanto para a
IL-18, a primeira e a quarta coletas foram semelhantes estatisticamente.

Observando-se o0s valores reais alcangados, e
considerando as coletas realizadas em todos os grupos, € possivel notar
que as citocinas quantificadas nas segundas e terceiras coletas
diminuiram gradativamente em comparacdo as primeiras coletas. No
entanto, apds a utilizacdo da medicacgéo intracanal por um periodo de 14
dias, um novo aumento na quantidade de citocinas foi observado.
Estatisticamente, esse aumento nao foi significativo para a quantificacéo
de endotoxinas, mas apresentou significancia para ambas as citocinas.

Esse aumento na concentragdo de endotoxinas e
consequente elevacéo dos niveis de citocinas apds o uso de medicacéo a
base de hidréxido de calcio, também foi observado por Barthel et al.
(1997). Este autor sugere que elevadas concentragcdes de endotoxinas
tém capacidade de esgotar os efeitos inibitérios do hidroxido de calcio,
além de considerar que a inativagdo do LPS pelo hidréxido de célcio é
reversivel, permitindo as bactérias recuperarem seu potencial inflamatério.

Embora uma atencdo especial tenha sido dada ao
selamento dos dentes durante o periodo de medicagédo, com a utilizagao
de cimento de ionémero de vidro, e observacao da integridade do mesmo
no retorno apdés o periodo de 14 dias, a possibilidade de infiltracao
coronaria e recontaminagédo também podem ser consideradas. Tal fato
leva-nos a questionar uma provavel necessidade de novas trocas de
medicagdo como medida preventiva em casos de dentes com necrose
pulpar, ou ainda, a proservacdo dos casos por até 2 anos. Esse
acompanhamento provavelmente ira fornecer informacdes a respeito da

relacdo entre a presenca de pequenas quantidades de endotoxinas nos
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canais radiculares no momento da obturagdo e o sucesso do tratamento
endodéntico com reparagcdo da reabsorgdo é6ssea periapical. Nao ha
relatos na literatura sobre a quantidade de endotoxina necessaria para
manter a lesdo no periapice e prejudicar o tratamento endoddntico.

Analisando separadamente as médias obtidas em cada
coleta, dentro de cada grupo avaliado, observa-se que no Grupo 1
(NaOCl 2,5%) ocorreu um aumento significativo da produg&o de citocinas
na quarta coleta, comparadas as coletas anteriores. No Grupo 2 (NaOCI
2,5% + agua de cal), comparado também a segundas e terceira coletas,
embora em propor¢cdes menores, esse aumento também é observado. O
Grupo 3 (NaOCl 2,5% + polimixina B) foi o grupo mais homogéneo,
embora também tenha ocorrido um elevacéo para os niveis de IL-18,
comparado a segunda e terceira coletas.

Considerando-se o principal objetivo deste estudo, que
visa comparar a efetividade das diferentes associacbes de solugbes
irrigadoras, pode-se dizer que a quantidade de citocinas encontradas logo
apos o preparo biomecanico (2% coleta) foi significativamente menor do
que as concentragbes obtidas inicialmente (1% coleta) em todos os grupos
estudados. No entanto, diferengcas significantes foram encontradas
apenas para a produgdo de TNF-a. Os melhores resultados, com menor
producao de TNF-a, foram alcangados pelo grupo da associacdo NaOCI
2,5% + polimixina B (G3), seguido pela associacao NaOCI 2,5% + agua
de cal. Estes dois grupos diferiram estatisticamente do grupo do NaOCI
2,5% utilizado sozinho, que apresentou os maiores indices de produgao
desta citocina.

Este resultado é coerente com os obtidos para produgéo
de endotoxinas. O grupo da associagdo NaOCI 2,5% + Polimixina B foi o
que apresentou o0s menores indices de endotoxinas apds a
instrumentacdo, o que confirma a capacidade inibidora de LPS da
polimixina B. Embora para IL-13 ndo tenham sido localizadas diferengas

estatisticas entre os diferentes grupos, a coleta realizada logo apds o
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preparo biomecanico com utilizagdo de polimixina B apresentou média
zero para producgao de interleucina, assemelhando-se ao grupo controle
negativo, no qual os macréfagos nédo receberam ativagcéo por endotoxina.

Uma pesquisa realizada por Hong et al. (2004) mostrou
que a polimixina B aboliu a sintese de IL-1a e TNF-a em macrofagos
ativados por LPS. Também Oliveira et al. (2005 e 2007) encontraram
reducao significante nos niveis de endotoxinas ap6s a utilizacdo da
polimixina B, tanto para a utilizagdo deste como agente irrigante (Oliveira
et al.,2007), quanto para sua utilizagdo como medicagédo intracanal
(Oliveira et al., 2005).

A somatoéria dos resultados deste estudo aos resultados
encontrados na literatura leva-nos a acreditar na polimixina B como uma
alternativa para uso em Endodontia. Este antibidtico polipeptidico ciclico
catibnico tem seu uso, ja ha bastante tempo, difundido na medicina para
casos de infecgbes bacterianas (Craig et al., 1974; Morrison e Jacobs,
1975), no entanto, em Odontologia ha poucos relatos da utilizagdo desta
substancia em condi¢des patoldgicas microbianas.

O uso da associagdo NaOCI 2,5% + agua de cal também
apresentou resultados satisfatérios para a producdo de citocinas,
comportando-se de forma semelhante a associacdo NaOCI| 2,5% +
polimixina B para a producdo de TNF-a e diferente estatisticamente do
NaOCI 2,5% utilizado sozinho.

A escolha para o uso do hidroxido de calcio, tanto para uso
como irrigante quanto para uso como medicagdo, baseia-se em trabalhos
da literatura que comprovam a acgdo deste composto quimico sobre
endotoxinas. Safavi e Nichols (1993) reportaram que, in vitro, o hidréxido
de calcio provoca a hidrolise do lipidio A, componente tdxico da
endotoxina. Além disso, os autores concluiram que apds a hidrélise do
lipidio A, seu potente agente toxico & convertido em acidos graxos e

amino agucares que n&o sao toxicos.
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Também Barthel et al. (1997) avaliando a capacidade de
neutralizagdo do hidréxido de calcio através da atividade biologica das
endotoxinas de Escherichia coli pela quantificagcdo de TNF-a liberada por
monocitos humanos, concluiram que o hidréxido de calcio neutralizou o
LPS bacteriano in vitro.

De fato, a analise dos resultados apresentados nesta
pesquisa comprova que o uso do hidroxido de calcio como irrigante na
forma de agua de cal, diminuiu a quantidade de TNF-a presente nos
sobrenadantes das culturas celulares de macréfagos, comportando-se de
forma diferente estatisticamente e superior ao hipoclorito de sédio 2,5%.
Tal diferenga entre os grupos néo foi observada para a producgao de IL-1f3
que, conforme discutido anteriormente, apresentou niveis bem menores
do que o TNF-a. No entanto, € importante reafirmar que, em baixas
concentragdes, a IL-1B possui um papel fundamental da mediagao local
da inflamacao (Silva et al., 2009).

Os resultados inferiores obtidos para o uso do hipoclorito
de sédio 2,5% sozinho levantam a duvida quanto a sua efetividade sobre
LPS. Embora tenha ocorrido uma diminui¢cao significativa nos niveis de
endotoxinas e citocinas apds o preparo biomecanico com esta solugao, é
notavel que o uso das associacdes foi significantemente superior, 0 que

leva-nos a acreditar e defender o uso das associagbes aqui propostas.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se

concluir que:

A) Os niveis de endotoxinas e citocinas em canais radiculares com
polpa necrosada e lesao periapical visivel radiograficamente séo

bastante elevados;

B) A associagcdo NaOCI 2,5% + polimixina B foi a mais eficaz na
eliminagcdo de endotoxinas e consequentemente na diminuicdo da
producéo de citocinas, seguido pela associagdo NaOCIl 2,5% +
agua de cal. O uso do NaOCl 2,5% foi inferior as demais

associagoes utilizadas;

C) O uso da medicacgéo intracanal (hidréxido de calcio + clorexidina
2%) nao foi efetivo em diminuir, de forma significativa, os indices

de endotoxinas;

D) A producdo de citocinas foi superior nas coletas com maiores
quantidades de endotoxinas, com maiores indices obtidos nas
coletas realizadas imediatamente apds a abertura coronaria e, os
menores indices obtidos logo ap6s o preparo biomecanico dos

canais radiculares;

E) A quantidade de endotoxinas e a produgcdo de citocinas

apresentam correlagéo positiva.
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ABSTRACT

In radicular canals with necrotic pulp, infection is caused by several
bacterium, mainly by the facultative anaerobic and strict Gram-negative,
which, afterwards, release various endotoxins throughout its duplication or
cellular death. This analysis aims at: a) evaluate in vivo the endotoxin
amount in radicular canals with necrotic pulp, prior to endodontic
treatment; b) evaluate the effects of biomechanical preparation using
various associations of irrigating agents (sodium hypochlorite 2.5% +
polymyxin B; sodium hypochlorite 2.5% + calcium hydroxide (0.14%) and
sodium hypochlorite 2.5% on endotoxins in radicular canals; c)evaluate
the intracanal gauge (2% chlorhexidine gel + calcium hydroxide) on
endotoxins; d)evaluate, throughout the entire endodontic treatment, the
macrophages cytokine output stimulated by the collected samples in
radicular canals. 33 teeth, from various patients with necrotic pulp and
periapical lesion visible on x-ray, were selected. The first sampling was
performed immediately after the complete isolation and access into
radicular canal. The cervical e medium thirds of the canals were prepared
by using sodium hypochlorite 2.5% irrigating solution, and for the manual
preparation of the apical third, the canals were divided into 3 groups
(n=11): G1) sodium hypochlorite 2.5%; G2) sodium hypochlorite 2.5% +
limewater (0.14%); G3) sodium hypochlorite 2.5% + polymyxin B. The
second sampling was performed after the biomechanical preparation, and
the third was performed 3 minutes after the EDTA was applied. The fourth
sampling was performed after 14 days on intracanal medication of
chlorhexidine gel 2% paste + calcium hydroxide. To all the samplings,
endotoxin quantification was performed, using the Limulus amebocyte
lysate (LAL) chromogenic kinetic test, and evaluating citotoxic effects due
to the production of cytokines (IL-15, TNF-a) in macrophage cultures. A
significant estatistical difference between the groups G1 and G3 was
detected (Kruskall-Wallis and Dunn tests, p<0.05) in relation to the
percentage reduction between the first and second samplings, with G3
being the most effective, and with greatest potential to decrease the
endotoxins after the biomechanical preparation. In relation to the cytokines
production, the statistical tests ANOVA 2 factors and Tukey were
performed (p<0.05). In relation to TNF-a production, significant estatistical
differences were detected in the groups as well as in the evaluated
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samplings. Among the samplings, the largest production of this cytokine
was obtained during the first and fourth samplings, statically differing from
the second and third sampling. Among the groups, the greatest TNF-a
production was found in the sodium hypochlorite 2.5% group (G1),
statically differing from the other groups. On the other hand, IL-1f3
production presented differences only among the samplings, with the first
sampling differing statically from the others. An additional estatistical
analysis was performed in order to analyze the possible correlation
between endotoxins and cytokines concentration (Pearson Test). There is
a positive correlation among the groups, which confirms that an increase
in the endotoxin output also creates an increase in the cytokines
production.

Keywords: endotoxin, dental pulp necrosis, sodium hypochlorite,
polymyxin B, calcium hydroxide; cytokines.
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