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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este estudo clinico randomizado contribuira de forma inovadora para a compreensao dos efeitos
de diferentes medicacdes intracanal sobre mediadores inflamatorios, enzimas de remodelacao
tecidual e biomarcadores 0sseos, fornecendo evidéncias diretas sobre sua influéncia na
resolucdo da periodontite apical. Além de medicacOes intracanal convencionais, a incluséo da
N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante com potencial efeito anti-inflamatorio, representa um

avanco na busca por terapias intracanal mais eficazes.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This randomized clinical study will innovatively contribute to the understanding of the effects
of different intracanal medications on inflammatory mediators, tissue remodeling enzymes,
and bone biomarkers, providing direct evidence of their influence on the resolution of apical
periodontitis. In addition to conventional intracanal medications, the inclusion of N-
acetylcysteine (NAC), an antioxidant with potential anti-inflammatory effects, represents a

breakthrough in the search for more effective intracanal therapies.
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RESUMO

Santos AC. Avaliacao clinica de medicag¢fes intracanal associadas ao hidroxido de
calcio sobre o perfil inflamatério em infeccées endododnticas primarias [dissertacao].
Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2025.

A terapia endodéntica visa controlar a infeccdo e modular a resposta inflamatéria por
meio da limpeza e modelagem dos canais radiculares, associadas ao uso de
medicacdes intracanal (MICs). Este estudo clinico avaliou a acdo da N-acetilcisteina
(NAC) associada ao hidroxido de célcio (Ca(OH),) como medicacao intracanal,
comparando sua eficAcia com o Ca(OH), associado a solucdo salina. Foram
selecionados dentes unirradiculares com infeccdo endodontica primaria e lesao
periapical, submetidos ao preparo biomecanico com lima UGnica reciprocante e
irrigacdo com hipoclorito de sddio 2,5%. Artigo 1: Avaliou os niveis de perfil
inflamatorio inicial, correlacionando mediadores inflamatérios (IL-6, IL-18 e TNF-a),
lipopolissacarideos (LPS) e volume da lesé&o periapical com MMP-9. Foram realizadas
tomografia computadorizada de feixe cénico (TCFC), para analise do volume da leséo
periapical e a mensuracao foi realizada através do software ITK-SNAP. A analise dos
biomarcadores, foram realizadas a partir de coletas do fluido intersticial da regiao
periapical (SF) e analisados através do ensaio de multiplex. Ja para analise de LPS,
foi realizada coleta do interior do canal radicular, que foi quantificado pelo ensaio
cinético-cromogénico de amebdcitos de limulus. Os dados foram analisados pelos
testes estatisticos apropriados. Os achados indicaram uma associacao direta entre
esses biomarcadores, sugerindo o envolvimento ativo da MMP-9 no desenvolvimento
da periodontite apical. Além disso, o estudo reforca a importancia da MMP-9 no
processo inflamatério periapical. Artigo 2: Este estudo avaliou niveis de citocinas (IL-
4, IL-7 e TNF-a) na regiao periapical, antes e ap6s 14 dias do uso de medicacdes
intracanal de Ca(OH): + solucgéo salina, e Ca(OH)2 + NAC, através da coleta do fluido
intersticial. A quantificacdo dos mediadores inflamatérios, foi realizada por teste de
multiplex, e os dados foram submetidos aos testes estatisticos que revelou tendéncia
a reducdo das citocinas ap6s o uso das MICs (p>0,05), exceto pela IL-17, que
apresentou aumento no grupo tratado com Ca(OH), + NAC. Artigo 3: Quantificou
marcadores 0sseos (osteoprotegerina, esclerostina e RANKL) e metaloproteinases de
matriz (MMP-8 e MMP-13) antes e ap0s as MICs de Ca(OH), + solugéo salina e
Ca(OH), + NAC. Observou-se reducéao significativa de MMP-8 e MMP-13 no grupo
Ca(OH), + soro (p<0,05), enquanto os marcadores 6sseos nao demonstraram
variagéo significativa. Os achados desses estudos contribuem para a compreenséo
do papel das metaloproteinases e citocinas na periodontite apical e reforcam a
necessidade de investigacdes adicionais para validar o impacto da NAC na resposta
inflamatoria e no metabolismo 6sseo periapical.



Palavras-chave: Periodontite apical; hidroxido de calcio; N-acetilcisteina; citocinas.



ABSTRACT

Santos AC. Clinical evaluation of intracanal medications associated with calcium
hydroxide on the inflammatory profile in primary endodontic infections [dissertation].
Séo José dos Campos (SP): Sédo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2025.

Endodontic therapy aims to control infection and modulate the inflammatory response
through root canal cleaning and shaping, combined with the use of intracanal
medications (ICMs). This clinical study evaluated the action of N-acetylcysteine (NAC)
associated with calcium hydroxide [Ca(OH);] as an intracanal medication, comparing
its efficacy with Ca(OH), combined with saline solution. Single-rooted teeth with
primary endodontic infection and periapical lesions were selected and subjected to
biomechanical preparation using a single reciprocating file and irrigation with 2.5%
sodium hypochlorite. Article 1: Evaluated initial inflammatory profile levels, correlating
inflammatory mediators (IL-6, IL-718, and TNF-a), lipopolysaccharides (LPS), and
periapical lesion volume with MMP-9. Cone-beam computed tomography (CBCT) was
performed to analyze the periapical lesion volume, and the measurement was
conducted using ITK-SNAP software. Biomarker analysis was performed from
interstitial fluid (SF) collections from the periapical region and analyzed through a
multiplex assay. Additionally, for LPS analysis, samples were collected from the root
canal and quantified using the kinetic chromogenic limulus amebocyte lysate assay.
The data were analyzed using appropriate statistical tests. The findings indicated a
direct association between these biomarkers, suggesting the active involvement of
MMP-9 in the development of apical periodontitis. Furthermore, the study reinforces
the importance of MMP-9 in the periapical inflammatory process. Article 2: This study
evaluated cytokine levels (IL-4, IL-17, and TNF-a) in the periapical region before and
after 14 days of intracanal medication with Ca(OH). + saline solution and Ca(OH), +
NAC through interstitial fluid collection. The quantification of inflammatory mediators
was performed using a multiplex assay, and the data were subjected to statistical tests,
revealing a tendency for cytokine reduction after the use of ICMs (p>0.05), except for
IL-17, which showed an increase in the group treated with Ca(OH), + NAC. Article 3:
Quantified bone markers (osteoprotegerin, sclerostin, and RANKL) and matrix
metalloproteinases (MMP-8 and MMP-13) before and after ICMs of Ca(OH), + saline
solution and Ca(OH), + NAC. A significant reduction in MMP-8 and MMP-13 was
observed in the Ca(OH), + saline group (p<0.05), while bone markers did not show
significant variation. The findings from these studies contribute to the understanding of
the role of metalloproteinases and cytokines in apical periodontitis and highlight the
need for further investigations to validate the impact of NAC on the inflammatory
response and periapical bone metabolism.

Keywords: Apical periodontitis; Calcium hydroxide; N-acetylcysteine; cytokines.
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1 INTRODUCAO

O tecido pulpar possui diversas fungcdes importantes para a manutengao da
saude dental, como resposta imune e formacao de dentina, que ocorre frente a
agressfes, como contaminagdo dos canais por bactérias, por lesdes de carie,
infiltracdes de restauracdes, trincas ou até mesmo pelo periodonto e corrente
sanguinea (Tennert et al., 2014). Uma vez que o sistema de canais radiculares
estando contaminado, isso levara a uma série de eventos inflamatérios na regiao

apical e periapical que resultara em uma lesao periapical (Nair, 1997).

A lesdo periapical advém dessa inflamacdo que ocorre apds a invasao
bacteriana nos canais necrosados, onde ha uma diversidade de microrganismos
presentes, com espécies Gram-negativas e Gram-positivas (Machado et al., 2020). O
acido lipoteicoico (LTA) compde a parede celular das bactérias Gram-positivas, e
possui importante papel na resposta tecidual crénica apos a bacteridlise (Barbosa-
Ribeiro et al., 2016). Ja a parede celular das espécies Gram-negativas € composta
por lipopolissacarideos (LPS) que sao endotoxinas capazes de induzir resposta
inflamatdria exacerbada do hospedeiro quando da sua reproducédo ou morte celular
(Liu et al., 2019). O LPS, é reconhecido no organismo através de receptores de
reconhecimento padrao, Toll-like (TLR) (Akira et al., 2001), e a partir desses estimulos
ativam o sistema complemento, onde a via C5a é quimiotatica e atrai células imune,
além de induzir a secregao de interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF-a) (Zou
et al., 2021).

O TNF-a esta associado a reabsor¢do 0ssea, onde este é capaz de recrutar
osteoclastos e promover sua ativagdo e diferenciacdo (Gravallese et al., 2000;
Takayanagi et al., 2000). Para ser ativado, o TNF-a requer a ativagéo da via do Fator
Nuclear KappaB ligante (RANKL), onde a partir desse receptor proteinas sao ativadas
e vao se traduzir na ativacao dos osteoclastos em que € entéo, iniciado o processo de
reabsorgéo ossea (lotsova et al., 1997). Zhang et al. mostraram que RANKL e TNF
associados, induzem a expressao de determinados genes que aceleram

acentuadamente esse processo (Zhang et al., 2001).
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Para resolugdo desse processo, € indicado o tratamento endoddntico, e o
preparo biomecanico do canal radicular € uma etapa essencial deste, cujo objetivo é
a remogao completa do tecido pulpar, microrganismos e dentina infectada, além da
modelagem do sistema de canais radiculares através da agdo mecénica de
instrumentos endoddnticos e acdo quimica de solugdes auxiliares, fornecendo
condicbes adequadas para o selamento da cavidade pulpar e reparo dos tecidos

periapicais (Versiani et al., 2018).

Dessa forma, embora a instrumentacédo reduza a quantidade de bactérias do
canal (Hulsmann et al., 2005), é indicado uso de substancias quimicas irrigadoras que
apresentem acao antimicrobiana (Haapasalo et al., 2010), para auxilio na limpeza e
eliminac&o de microrganismos presentes no interior do sistemas de canais radiculares
(Ferreira et al., 2015).

O hipoclorito de sddio € a solugao irrigadora amplamente indicada para uso na
terapia endodéntica, a qual apresenta atuacédo na dissolugcao de tecidos e atividade
antimicrobiana (Haapasalo et al., 2010). A fim de intensificar esse processo
antibacteriano, visto que apesar de reduzir significativamente os microrganismos
presentes, a etapa do preparo biomecanico nao elimina completamente os
microrganismos do interior do canal, é indicada a utilizagdo de medicacéao intracanal
(MIC), entre as consultas (Cavalli et al., 2017; Ferreira et al., 2015). A MIC age contra
0S microrganismos presentes nas areas onde os instrumentos nédo conseguem atuar,
como reentrancias, istmos, canais acessoérios e tubulos dentinarios, bem como

modular a inflamacgao periapical (Barbosa-Ribeiro et al., 2019; Martinho et al., 2015).

O hidroxido de calcio [Ca(OH)2] é uma medicacgdo intracanal, que tem sua
atividade antimicrobiana pela dissociacdo dos ions Ca?* e OH-, em que os ions
hidroxila apresentam alta reatividade (Mohammadi,Dummer, 2011). Além disso, ha
evidéncia da efetividade dessa medicagdo também sobre as endotoxinas e a
diminuigdo na diferenciagao de osteoclastos (Silva et al., 2002), como também da
diminuicdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1B, e de metaloproteinases
(MMPs) (Barbosa-Ribeiro et al., 2019).

Ha evidéncia de que mesmo apos a medicacao intracanal de hidréxido de

calcio, alguns microrganismos sao capazes de resistir, como Enterococus faecalis (um
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dos microrganismos mais associados a infecgées endodonticas persistentes (Lima et
al., 2015; Najafi et al., 2020). Para ampliar o espectro de agao, a clorexidina (CHX)

tem sido associada ao hidroxido de calcio (Zancan et al., 2019).

A N-aceltilcisteina (NAC), também foi proposta como um potencial agente
terapéutico alternativo no tratamento endodéntico (Karapinar et al., 2016), a fim de
atuar sobre comunidade bacterianas organizadas em biofiime que mostra ser
importante fator de viruléncia para a infeccdo endodéntica (Ferreira et al., 2015; Rabin
et al., 2015). Essa substancia quimica é derivada da cisteina que apresenta atividade
antioxidante pela presenca do grupo tiol (Samuni et al., 2013) e que estimula a sintese
de GSH, atuando na desintoxicagao, eliminagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Cacciatore et al., 2010) e combate radicais livres usando a interacdo com
radical hidroxila e perdxido de hidrogénio, pois € uma fonte de grupo sulfidril nas
células (Dinicola et al., 2014). Além disso, a NAC mostrou em estudos in vitro que
pode desorganizar completamente biofilmes polimicrobianos endoddnticos (Choi et
al., 2018; Moon et al., 2016) e que na associagao a outros antimicrobianos, tem maior
espectro de agao, penetrando em camadas mais profundas do biofilme (Dinicola et
al., 2014). Em outro estudo in vitro, essa substancia foi capaz de atuar contra E.

faecalis e S. mutans, onde foi utilizada como irrigante (Bhasin et al., 2019).

Ainda a N-acetilcisteina, mostrou importante papel como medicacéao intracanal,
atuando no aumento da expressao de mediadores lipidicos como Resolvinas, que
possuem atividade pré-resolugéo do processo inflamatério (Corazza et al., 2020). Foi
capaz de atuar sobre citocinas presentes no processo inflamatério, onde observou-se
diminuicao da expressao de interleucina-18, IL-6, IL-8, TNF-a e fator de crescimento
transformador (TGF-B) em macréfagos (Karapinar et al., 2016). Essas citocinas
favorecem a progresséo do processo inflamatério, onde o TNF-a atua como ativador
de RANKL e osteoprotegerina (OPG). A regulagdo da remodelagdo 6ssea normal e
patologica ocorre quando RANKL se liga ao receptor RANK, que esta presente na
membrana celular de precursores de osteoclastos. Ja OPG, é responsavel pela

protecao 6ssea a reabsorg¢ao excessiva (Boyce,Xing, 2008).

Frente a condicao de inflamacao outra citocina responsavel pelo recrutamento
de células para combater a infeccao, é a IL-17, que recruta neutroéfilos pela liberagcao

de peptideos antimicrobianos e quimiocinas (Chung et al., 2009). Sdo capazes ainda
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de recrutar linfocitos e auxilia a expressao de algumas citocinas que leva a progressao
da inflamagao apical (Monin,Gaffen, 2018). Além disso, em um estudo in vitro, essa
citocina mostrou ser capaz de aumentar a produgcdo de RANKL (Duka et al., 2019).
Outra interleucina envolvida nesse processo € a IL-4, que é uma citocina anti-
inflamatdria capaz de inibir de maneira seletiva a sinalizagdo do TNF e de bloquear
vias que vao ativar o receptor RANK que resulta na interrupgao da diferenciagcao de
osteoclastos. Ainda a IL-4 tem atuac&o sobre a expresséo de IL-1 e osteoprotegerina

(OPG), regulando a reabsorgéo 6ssea (Freire et al., 2021; Palmqvist et al., 2006).

A OPG compete pelo sitio de ligagdo RANK com RANKL, e quando esta em
maior nivel no tecido, ha diminuigdo da progressao da leséo periapical regulando assim,
a reabsorcdo Ossea (Cavalla et al.,, 2021; Estrela et al., 2016). Ademais também
mostrou importante papel no sistema imune, tendo aumentado a produgao de células
responsaveis pela defesa do organismo, quando da sua diminuigdo no meio (Kimura
et al., 2020). A via de sinalizagdo Wingless (Wnt) & outra via que atua sobre o
mecanismo 0sseo, estimulando células mesenquimais para que se diferenciem em
osteoblastos (Delgado-Calle et al., 2017), participando da remodelagao,
desenvolvimento e homeostase 6ssea (Kramer et al., 2010). Uma glicoproteina que é
antagonista dessa via, expressa pelo gene Sost, € a esclerostina (Brunkow et al.,
2001). A esclerostina é uma proteina produzida por ostedcitos que regula a
remodelagao 6ssea, inibindo a formagao dssea e promovendo a reabsorgao éssea; a
via de sinalizagdo da Wnt/b-catenina pode sofrer inibicdo por algumas moléculas
como a SOST e impedir a ligagado da proteina Wnt com seus receptores, suprimindo

a osteogénese (Omran et al., 2022).

E importante ressaltar que RANKL é um fator necessario em lesées dsseas
independentemente do processo inflamatério e que a maioria das citocinas proé-
inflamatadrias, como IL-183, IL-6 e TNF-a, parecem agir indiretamente facilitando sua
expressao (Spelling et al., 2008). Portanto, uma vez que MMPs sé&o liberadas em
presenca de bactérias e fatores de viruléncia bacteriano (Sorsa et al., 2016), células
do periodonto sao estimuladas por mediadores inflamatdrios como IL-18 e TNF-a (Cox
et al., 2006).

O aumento dessas citocinas no meio, esta associada a progressao da lesao

periapical, onde estas podem ativar enzimas que sao capazes de degradar matriz
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extracelular na regido dos tecidos periapicais. Essas enzimas sao conhecidas como
metaloproteinases (MMPs) (Page-McCaw et al., 2007; Paula-Silva et al., 2010). As
MMPs sé&o subdividas em colagenases, gelatinases, estromelisinas e outros tipos; as
colagenases, em especifico a MMP-8 e MMP-13, s&o responsaveis principalmente
pela degradagao de colagenos fibrilares dos tipos I, Il e lll (Tsubota et al., 2002). Em
um estudo conduzido em ratos por Matsui et al., em 2011, o aumento da expressao
de MMP-8 nos tecidos periapicais, foi observado apés uma semana de exposicao
pulpar, enquanto a expressao de MMP-13 aumentou apds 2 semanas, o que corrobora
com os achados de Wahlgren et al. em 2002, que relatou grande quantidade de MMP-

8 na polpa inflamada (Matsui et al., 2011).

Ainda outra metaloproteinase envolvida, é a MMP-9, a mais investigada dentre
todas e que participa de diversos processos bioldgicos, clivando muitas proteinas da
matriz extracelular (Huang, 2018). A liberacao dessa metaloproteinase no meio esta
ligada a presencga de bactérias, a qual frente a lipopolissacarideos (LPS), parece ter
sua produgao aumentada em mastdcitos (Tanaka et al., 2001). Ha evidéncia de que
as células mononucleares sao as principais responsaveis pela expressao de MMPs
(Paula-Silva et al., 2010). Ainda, em lesdes periapicais a MMP-9 também foi expressa
por macrofogos e linfocitos (Carneiro et al., 2009). Em outros tecidos, sua expressao
€ induzida a partir de LPS no meio, que € capaz de intensificar a inflamagao (DeLeon-
Pennell et al., 2014; Yang et al., 2019) e na periodontite apical a presenca de bactérias

Gram-negativas e MMP-9 estao relacionadas a aumento da dor (Ahmed et al., 2013).

A destruicido 6ssea causada a partir dos processos acima supracitados, se
resulta em uma area radiolucida ao redor do apice radicular (Bender, 1997). Contudo,
o tamanho real dessa lesdo é dada através da utilizacdo da tomografia
computadorizada de feixe conico (TCFC) e que segundo as recomendagdes da AAE
(American Association of Endodontics), a utilizagdo deste exame € necessaria para
analise da real presenca da lesdo periapical. Dessa forma, para avaliacdo da presenca
e volume desta, foi realizada TCFC previamente aos procedimentos clinicos.

Isso posto, o presente estudo propds avaliar clinicamente a agao de diferentes
medicagdes intracanais a base de hidréxido de calcio sobre a inflamagao periapical
em dentes com infeccao endoddntica primaria, além das relagdes entre os mediadores
da inflamagao (MMP-9, LPS, IL-6, IL-13, TNF-a) e volume de lesao.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Os achados deste estudo demonstram uma correlacdo significativa entre a
MMP-9, endotoxinas bacterianas, citocinas pré-inflamatoérias (IL-6, IL-18 e TNF-a) e 0
volume da lesdo periapical, reforcando o papel central das metaloproteinases na
progressdo da doenca (de Paula e Silva et al., 2020). A ativacao do sistema imune
pelo LPS bacteriano leva a producdo exacerbada dessas moléculas inflamatorias,
promovendo um ambiente propicio para a degradacdo da matriz extracelular e a

reabsorcéo Ossea (Liu et al., 2019).

A relacdo entre MMP-9 e periodontite apical, no entanto, ainda apresenta
aspectos controversos. Enquanto alguns estudos sugerem que a MMP-9 atua
predominantemente na destruicdo tecidual e progressao da doenca (Barreiros et al.,
2018; Carneiro et al., 2009; Francio et al., 2023), outros indicam um possivel papel
regulador dessa enzima na resposta inflamatéria, limitando a producéo de citocinas
pro-inflamatorias e reduzindo a reabsorgdo 6ssea em certas condi¢des (Zhang et al.,
2019). Essas divergéncias ressaltam a necessidade de investigacdes adicionais para
esclarecer os mecanismos pelos quais a MMP-9 influencia a resposta imune e a

remodelacao 6ssea.

Outro aspecto relevante identificado neste estudo € a correlagao positiva entre
MMP-9 e IL-6, que tem um papel dual na periodontite apical, podendo tanto contribuir
para a inflamac&o quanto exercer um efeito modulador na reabsorcéo 6ssea (Azuma
et al., 2014). Além disso, a IL-6 e a IL-13 tém sido associadas a superexpressao em
tecidos periapicais, possivelmente devido a mecanismos epigenéticos, como a
hipometilagdo do DNA (Adeodato et al., 2023). Essa inter-relagéo entre citocinas e
MMPs reforca a hipétese de que a degradacao tecidual ocorre por um mecanismo em
cascata, onde diferentes moléculas interagem e amplificam o processo inflamatério
(Cox et al., 2006).

No contexto da reabsorcdo Ossea, sabe-se que as MMPs participam
ativamente do processo, degradando o colageno e a matriz extracelular expostos apos
a acao dos osteoclastos em meio acido (Radzki et al., 2024). Especificamente, a MMP-

9 tem sido associada a remodelacdo O0ssea, sendo expressa por osteoclastos e
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influenciando diretamente a extensao da reabsorcdo O0ssea em lesdes periapicais
(Okada et al., 1995; Lu & Rabie, 2006). Esses achados corroboram os dados deste
estudo, que demonstraram uma associacao direta entre a MMP-9 e o volume da leséo

periapical.

Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos inflamatorios da
periodontite apical, muitos desafios ainda persistem. A variabilidade na expresséo de
mediadores inflamatérios e enzimas de degradacao da matriz dificulta a padronizacéo
de estratégias terapéuticas e ressalta a necessidade de biomarcadores preditivos para
guiar a conduta clinica. Além disso, a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos,
como inibidores seletivos de MMPs ou moduladores da resposta imune, pode

representar um avanco significativo na preservacao dos tecidos periapicais.

Diante desse cenario, este estudo contribui para o entendimento da
periodontite apical ao evidenciar a inter-relacdo entre MMP-9, endotoxinas
bacterianas e citocinas pro-inflamatoérias. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para aprofundar a compreenséo desses mecanismos e avaliar potenciais intervencdes
terapéuticas. O avanc¢o nas pesquisas pode levar ao desenvolvimento de estratégias
mais eficazes para o manejo da periodontite apical, minimizando a destruicéo tecidual

e melhorando os desfechos clinicos dos pacientes.
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