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‘ntroducio

Embora  estimulos  fisicos e quimicos estejam
relacionados a etiopatogenia das alteragdes pulpares e periapicais, os de
natureza bacteriana representam a causa mais comum. Tem sido
demonstrada a correlagdo entre a invasdo microbiana na cavidade pulpar
e as alteragdbes inflamatérias da polpa dentaria, com posterior
comprometimento do seu suprimento sanglineo, e conseqlente necrose
do tecido pulpar (Kakehashi et. al., 1965).66 Concomitantemente, o
potencial imunogénico do conteudo séptico/toxico do sistema de canais
radiculares, atua no desenvolvimento das reacdes periapicais (Wittgow &
Sabiston, 1975;162 Moller et al., 1981;%4 Sundqvist,1976;'4" Walton &
Ardjamand, 1992;'57 Fouad et al., 1992, 1993;41.42 Watts & Paterson,
1992;160 Yamasaki et al., 1992, 1994;166.165 Almeida, 1993;4 Leonardo et
al., 1994, 1995;77.78 Tani-ishi et al., 1994, 1995).147.148

Segundo Morse (1981),°7 antes de 1970, devido a falta de
técnicas para isolamento de bactérias anaerobias, as espécies
bacterianas mais comumente observadas nos canais radiculares eram do
grupo conhecido como Estreptococos viridans, recuperadas em técnicas
aerébias de crescimento microbiano. Posteriormente, o desenvolvimento
de meios de cultura pré-reduzido aplicados a area da microbiologia
médica e a microbiologia bucal proporcionou um avango técnico e

cientifico que revolucionou o conceito de infecgdo endoddntica. Assim, os
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microrganismos anaerobios obrigatorios passaram a ser reconhecidos
como os predominantes na microbiota endoddntica de dentes com reagéo
periapical crénica (Sundqvist, 1976;'4" Moller et al., 1981;% Fabricius et
al., 1982;38 Bystrom & Sundqvist, 1981, 1983, 1985;26.27.28 yan Winkelhoff
et al., 1992;156 Assed et al., 1996;'0 Gomes et al., 1994, 1996).44.45
Também, foi comprovado que este quadro infeccioso € resultante de
sucessivas e dindmicas alteragbes das condi¢gbes bioquimicas na
cavidade pulpar, as quais estdo relacionadas a tensdo de oxigénio,
disponibilidade de nutrientes e trocas metabdlicas (Fabricius et al.,
1982;38 Fischer & Huerta, 1984;39 Ter Steeg & van der Hoeven, 1992;15"
Sundqvist, 1992),142,

Apos infecgdo inicial do canal radicular  por
microrganismos aerébios e anaerobios facultativos, instala-se uma
infeccdo enddgena e polimicrobiana, onde passam a predominar, com o
aumento do tempo de infec¢do, as espécies anaerdbias obrigatorias e
Gram-negativas, particularmente as espécies Prevotella e
Porphyromonas, caracterizando assim o denominado shift microbiano
(Moller et al., 1981;% Fabricius et al., 1982;38 Sundqvist et al., 1989;144
Wu et al., 1989;164 Sundqvist, 1992, 1994;142.143 Tani-ishii et al.,1994).147

A microbiota endoddntica (Moller et al., 1981;% Pitt Ford,
1982;110 Wu et al., 1989;64 Fouad et al., 1992;4" Tani et al., 1992;146
Wang & Stashenko, 1993;159 Yamasaki et al., 1992, 1994)166.165 ¢ seus

subprodutos (Pitts et al.,1982;112 Stashenko, 1990;138 Horiba et al., 1991,



7%/760@/5096?0 73

1992;60.61 |to et al., 1996),63 tém sido os responsaveis pela indugdo das
respostas inflamatéria e imunolégica na regido periapical (Stashenko,
1990;138 Fouad et al., 1992;41 Stashenko, et al., 1992;139 Yamasaki et al.,
1992;166 Kettering & Torabinejad, 1993;68 Wang & Stashenko, 1993;159
Tani-Ishi et al., 1995),48 bem como pelas alteragdes bioquimicas desse
ambiente, como mudanga de pH (Mc Cormick et al., 1983),87 liberagdo de
imunoglobulinas (Stern et al., 1981;140 Rocha et al., 1993),'"7 metabdlitos
do éacido aracdonico (Wang & Stashenko, 1993;159 Cotti & Torabinejad,
1994;33 Takayama et al., 1996),45 enzimas (Agrabawi et al., 1993)% e
peptideos com propriedades inflamatérias, ou seja, as citocinas
(Stashenko et al., 1992;13%9 Wang & Stashenko, 1993;15% Takayama et al.,
1996)14% os quais contribuem para a ocorréncia da reabsorgdo dssea e
cemento-dentinaria, dos tecidos apicais e periapicais (Moller et al.,
1981;94 Pitt Ford, 1982;'10 Tronstad 1992;154 Fouad et al.,1992, 1993;41.42
Yamasaki et al., 1994;165 Leonardo & Silva, 1998;75 Lomgali et al., 1996;85
Silveira, 1997).134

Os microrganismos Gram-negativos, predominantes na
micobiota de dentes sem vitalidade pulpar e lesdo periapical crdnica
visivel radiograficamente, além de possuirem diferentes fatores de
viruléncia, e gerarem produtos e sub-produtos toxicos aos tecidos apicais
e periapicais, contém a endotoxina em sua parede celular. Esse fato é
particularmente importante, uma vez que a endotoxina, constituida de

lipopolissacarideos (LPS), é liberada durante a multiplicagdo ou morte
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bacteriana, exercendo uma série de efeitos bioldgicos (Mc Gee et al.,
1992;88 Barthel et al.,, 1997),"3 que conduzem & reacdo inflamatoria
(Rietschel & Brade, 1992)'15 e a reabsor¢do 6ssea na regido periapical
(Stashenko, 1990;138 Yamasaki et al., 1992).166

O involucro das bactérias Gram-negativas € composto por
duas camadas: a membrana citoplasmatica e a parede celular. A
membrana citoplasmatica, mais interna, constitui-se de uma bi-camada
fosfolipidica, com proteinas e esta envolvida no transporte de nutrientes,
ions e elétrons, na sintese de lipideos e em outras atividades metabolicas
(Rietschel & Brade, 1992).115 A parede celular ou membrana esquelética,
¢ composta de peptideoglicano, proteinas, uma bi-camada de
fosfolipideos e  lipopolissacarideos, também  conhecidos como
endotoxinas ou LPS (Mc Gee et al., 1992).88 O LPS é constituido de trés
regides (lto et al., 1998),64 sendo a primeira delas denominada cadeia
lateral O (antigeno O ou somatico), responsavel pelo fraco potencial
antigénico do LPS. A segunda, localizada mais profundamente é a regiao
do core (nucleo), que contém 2-keto-3-deoxioctanato (KDO) ou heptose,
galactose, glicose e N-acetilglicosamina ligados a terceira regido, que €
denominada Lipide A (Mc Gee et al., 1992;88 Rietshel & Brade, 1992).115

A toxicidade da endotoxina (LPS) encontra-se situada na
regido da molécula correspondente ao Lipide A (Mc Gee et al., 1992),88 o
qual, estruturalmente, é composto por duas moléculas de agucar

(glicosamina) modificadas por fosfato (PO4), € um numero variavel de
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cadeias de acidos graxos, que apresenta de 14 a 17 atomos de carbono
(Rietshel & Brade, 1992).115

O ser humano apresenta alta sensibilidade a endotoxina
bacteriana, observada por meio de varios parametros, como
granulocitoses, febre e produgdo de Fator de Crescimento (Wolff,
1973).163  Qutros trabalhos demonstram que a agdo da endotoxina
bacteriana n&o ocasiona lesdes celulares ou teciduais diretamente, mas
ocorre por meio do estimulo de células do sistema imunoldgico através da
liberagdo de mediadores quimicos. A endotoxina de bactérias vivas ou
mortas, integras ou em fragmentos, atuando sobre macréfagos (Rietschel
& Brade, 1992),'15 neutrofilos (Munford & Hall, 1986)98 e fibroblastos (Day
et al., 1998),3¢ desencadeia a liberacdo de um numero de mediadores
quimicos inflamatoérios ou citocinas, tais como TNF (Fator de Necrose
Tumoral), Interleucinas, Interferon e Prostaglandinas (Cotran et al.,
1991;32 Mc Gee et al., 1992,88 Matsushita et al., 1999).89 O LPS é também
citotoxico (Horiba et al., 1989),62 atuando como potente indutor da
producdo de oxido nitrico, decorrente da explosdo oxidativa nas células
que estdo em contato com a endotoxina (Blix & Helgeland, 1998).20

O LPS induz febre, ativa o Fator de Hageman (Mc Gee et
al., 1992)88 e o sistema complemento (Cotran et al., 1991;32 Horiba et al.,
1992),61 atuando em eventos da resposta inflamatéria como aumento da
permeabilidade vascular, quimiotaxia para neutréfilos e macréfagos,

liberagdo de lizozima e linfocinas (Morrison & Kline, 1977),% ativacao da
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cascata do é&cido aracdonico (Cotran et al.,, 1991;32 Mc Gee et al.,
1992),88 sendo mitogénico para linfocitos B (Mc Gee et al., 1992)88 e
provocando degranulagdo de mastocitos (Hook et al., 1970).59 Em canais
radiculares infectados, de acordo com Seltzer & Farber (1994),126 a
endotoxina pode contribuir para o aumento na liberagdo de substancias
vasoativas e neurotransmissoras na regido das terminacdes nervosas dos
tecidos periapicais, conduzindo a ocorréncia de dor.

Segundo Torabinejad et al. (1985),15%2 e Stashenko
(1990)138, os produtos do metabolismo do acido aracdénico, a ativagdo do
sistema complemento e a liberagdo de mediadores quimicos,
principalmente pelos macréfagos, desempenham um importante papel na
reabsorcdo Ossea, correlacionadas com as lesdes periapicais observadas
em dentes humanos.

Além de promover reacdo inflamatéria, o LPS adere-se de
forma irreversivel aos tecidos mineralizados, mantendo-se como potente
estimulador da reabsorgcdo d6ssea (Schein & Schilder, 1975;123 Yamasaki
et al., 1992),166 atuando na sintese e na liberacdo de citocinas ativadoras
de osteoclastos (Ito et al., 1996).63

Atualmente, durante o tratamento de canais radiculares
de dentes portadores de necrose pulpar e reagdo periapical crbnica, o
objetivo maior do profissional ndo deve ser apenas a morte bacteriana,
mas também a inativacdo da endotoxina, ou melhor, a inativacdo do

Lipide A, que é a porgdo virulenta da endotoxina. Segundo Niwa et al.
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(1969)104 e Dwyer & Torabinejad (1981),37 substéncias altamente
alcalinas, como a soda caustica (NaOH), sdo capazes de hidrolisar a
molécula do Lipide A, tornando-a nao téxica. No entanto, tais substancias
sdo consideradas altamente agressivas aos tecidos periapicais vivos,
limitando sua utilizagdo na pratica clinica.

O tratamento endoddntico dos dentes portadores de
necrose pulpar e radiolucidez periapical tem como objetivo a diminuicdo
desta infeccdo a niveis que permitam o processo de reparo do organismo
(Abranson, 1963;' Seltzer et al., 1963;'27 Zeldow & Ingle, 1963;171
Leonardo, 1967;7% Morse, 1971;%¢ Fouad et al., 1993).42 Com essa
finalidade, a neutralizagdo imediata do conteudo séptico-téxico, seguida
do preparo biomecanico, coadjuvados por solugdo irrigadora a base de
hipoclorito de sdédio concentrado, consistem em importantes passos para
o controle dessa infecgdo. Contudo, essa fase de modelagem e limpeza,
nao tem proporcionado adequado saneamento a todo o sistema de canal
radicular (Bystrom & Sundqvist (1981), (1983), (1985);26.27.28 Sjogren &
Sundqvist, 1987;135 Rodrigues & Biffi, 1989;1'18 Gomes et al., 1996;46
Sjogren et al., 1997).136

No entanto, o preparo biomecanico coadjuvado por
solugbes que apresentem acdo antimicrobiana é de fundamental
importancia no tratamento endoddntico de dentes sem vitalidade pulpar e
com reagado periapical crénica (Bystrom & Sundqvist, 1983, 1985;27.28

Sjogren & Sundqvist, 1987)'35 embora, tem sido demonstrado que a
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solugdo de hipoclorito de sdédio, mesmo em elevada concentragdo, nao
neutraliza grandes quantidades de endotoxinas (Buttler & Crawford,
1982).25 Acrescenta-se, ainda, que na eventualidade de eliminar toda a
microbiota situada no canal radicular principal, a solu¢do de hipoclorito
de sodio é incapaz de atuar efetivamente em toda extensdo dos tubulos
dentinarios, ramificagdbes do canal principal e no biofilme apical, mesmo
quando associada a substéncia quelante ou tensoativa (Berutti et al.,
1997),'% ou a outros agentes antibacterianos (Gutiérrez et al., 1990;49
Heling & Chandler, 1998),5" sendo necessario nestes tratamentos, para
complementar a desinfecgdo proporcionada pelo preparo biomecénico, o
emprego do curativo de demora. Quanto a solugdo de clorexidina, por
meio da avaliagdo da liberagdo de IL-6 pelos macrofagos em cultura de
células, Aibel & Stevens (1999)2 concluiram que a solugdo de gluconato
de clorexidina a 1,25% ocasionou pouca ou nenhuma inativagéo do LPS.

O hidréxido de calcio apresenta um pH altamente
alcalino, sendo utilizado para inumeras finalidades clinicas, como
protecdes pulpares diretas (Cohen & Burns, 1997;3" Andreasen et al.,
2000),” pulpotomias (Holland & Souza, 1998),54 tratamento endodéntico
de dentes permanentes com rizogénese incompleta (Silva, 1988,
1991;129.130 | eonardo et al., 1993),80 como parte da composi¢do de
cimentos  endodénticos (Tanomaru Filho, 1996;'4° Leonardo et al.,
1997;82 Silva et al., 1997;132.133 Grecca, 1999),47 em perfuragbes

radiculares (Benatti Neto, 1984),'5 em casos de reabsorgdes dentarias
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(Andreasen & Andreasen, 1994)6 e como curativo de demora de dentes
com reacdo periapical crénica (Assed, 1994;° Leonardo et al., 1995;78
Silveira, 1997;134 Soares, 1999;137 Tanomaru Filho, 2001).150

O emprego de pastas a base de hidréxido de calcio tem
sido amplamente divulgado como curativo de demora em dentes com ou
sem vitalidade pulpar. As pastas de hidroxido de calcio em veiculos
aquosos, como o soro fisiologico, agua destilada ou solugdo anestésica,
apresentam grande dificuldade para o emprego clinico das mesmas.
(Lopes et al., 1986).86 A pasta Calen, composta de hidroxido de calcio,
6xido de zinco e colofonia, possui o polietileno glicol 400 como veiculo, o
que favorece o seu uso clinico. Sua principal indicagdo estad relacionada
ao emprego como curativo de demora no tratamento de canais radiculares
de dentes com vitalidade pulpar (Leonardo & Silva, 1998).75

Nelson  Filho em  2000,'0" demonstrou que o
preenchimento de canais radiculares de dentes de cdes com a associagdo
de LPS e hidroxido de calcio ndo promoveu o desenvolvimento de lesédo
periapical, ao contrario do grupo em que o0s canais radiculares foram
preenchidos com solucdo de LPS, confirmando a neutralizagdo dos
efeitos virulentos do LPS pela acdo do hidroxido de calcio. Safavi &
Nichols, (1993; 1994)121.122 demonstraram que o hidroxido de calcio
neutralizou in vitro o Lipide A, porcdo téxica do LPS, transformando-o em
acidos graxos e amino-aglUcares, que sao compostos atoxicos. Tais

afirmativas foram confirmadas por Barthel et al. (1997)'3 e Olsen et al
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(1999),105 cujos resultados revelaram que o hidréxido de calcio foi capaz
de inativar o LPS bacteriano in vitro.

Torna-se oportuno, o estudo do efeito do preparo
biomecénico efetuado com diferentes solugdes irrigadoras endoddnticas e
do emprego de curativo de demora a base de hidroxido de calcio na
inativacdo do LPS presente no sistema de canais radiculares de dentes

com leséo periapical.



'~ pvisdo da literatura

A. Da microbiota isolada dos canais radiculares de dentes com
lesao periapical

Berg & Nord,'® em 1973, apo6s aplicagdo de técnica
desenvolvida para colheita de microrganismos anaerobios, empregando-
se um sistema de mistura gasosa de hidrogénio e nitrogénio, aplicado
sobre o campo operatorio, coroa do dente e canal radicular, permitindo
num estudo clinico, a recuperacdo de 50% a mais de bactérias

anaerbbias, comparativamente a técnica convencional.

Wittgow & Sabiston,162 em 1975, avaliaram as condigdes
microbiolégicas de 36 dentes sem vitalidade pulpar e coroas clinicamente
intactas. Apds isolamento absoluto, anti-sepsia e abertura coronaria,
foram colhidas amostras dos dentes com pontas de papel absorvente e
transferidas para tubos contendo solugéo salina e gés carbdnico livre de
oxigénio, e em seguida para tubos contendo agar-BHI e placas com agar-
sangue pré-reduzidos, em jarra anaerdbia. Cada placa de &gar-sangue
semeada, foi incubada em aerobiose e anaerobiose. Obtiveram 32
culturas positivas, sendo que 30 dentes apresentavam radiolucidez

periapical. Bactérias anaerdbias obrigatérias foram isoladas de 31
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dentes. Encontraram bacilos Gram-negativos anaerdbios em 84% das
amostras, sendo Prevotella ruminicula e Prevotella oralis as mais
frequentes. Bacilos Gram-positivos foram isolados em 10 dentes, sendo a
espécie Eubacterium alactolyticum a mais frequente. Os cocos Gram-
positivos foram identificados em 9 dentes, prevalecendo
Pepstreptococcus micros. Em 4 dentes foram observados cocos Gram-
negativos, representados por Veillonella parvulla. Bactérias facultativas
estavam presentes em 15 dentes, sendo mais freqlentes o0s
Streptococcus  facultativos. Segundo os autores, muitos destes
microrganismos fazem parte da microbiota bucal, mas significativamente,

muitos deles foram conhecidos como patégenos oportunistas.

Sundqvist  (1976)'4" avaliou microbiologicamente 32
dentes com coroas intactas e necrose pulpar decorrente de trauma.
Empregando sistema de cultura em aerobiose e anaerobiose, observou
que sempre havia entre trés a doze espécies de bactérias por canal
radicular. De 88 linhagens bacterianas cultivadas, 83 foram anaerébias
obrigatérias, demonstrando uma aparente correlagdo de causa e efeito
entre microrganismos especificos e sintomas endoddnticos. Assim,
Peptostreptococcus,  Campylobacter,  Peptococcus, Eubacterium e
principalmente as bactérias Gram-negativas, Prevotella melaninogenica
foram identificadas com alta frequéncia, isoladas ou em combinagdo com

outras bactérias, nos dentes com sintomas de inflamagado periapical
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aguda, como sensibilidade, edema ou exsudagdo. Também, correlacionou
a presenca de Prevotella melaninogenica com os casos de sensibilidade
dolorosa, em cujos canais radiculares havia sempre mais de seis
espécies bacterianas. As lesdes periapicais de maior dimenséo

apresentaram maior numero de espécies bacterianas.

A microbiota de canais radiculares de dentes sem
vitalidade pulpar foi avaliada quantitativamente por Zavistoski et al.,
(1980).170 Amostras microbiolégicas foram obtidas dos canais radiculares,
utilizando-se cones de papel absorvente, os quais eram previamente
pesados em balanga eletrbnica com precisdo de 0,000mg. Apdés a
obtencdo das amostras, as pontas eram novamente pesadas calculando-
se em seguida, a quantidade de microrganismos por miligrama de
contetdo recolhido dos canais radiculares. Ap6s removidos dos canais
radiculares, os cones de papel foram transferidos para tubo contendo 1
mL de RTF, agitados por 10 minutos, diluidos e semeados em varios
meios de cultura, em condi¢des aerobia e anaer6bia. Verificaram que o
peso das 10 amostras endodénticas variou de 0,10 a 8,69mg. O numero
médio de bactérias recuperado foi de 107.7+ 0,6ufc/mL. Todas as
amostras apresentavam varias espécies bacterianas, sendo encontrada
uma média de 6 espécies por amostra, com os anaerdbios obrigatérios
representando 63%. A média de concentracdo bacteriana obtida foi muito

similar a de outros sitios infectados do corpo humano.
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De acordo com Morse (1981),°7 antes de 1970, as
espécies bacterianas mais comumente isoladas dos canais radiculares
eram do grupo conhecido como Estreptococos viridans (Estreptococos
alfa hemoliticos). Estas bactérias Gram-positivas facultativas incluiam
espécies de Streptococcus mitis, Micrococcus, Corynebacterium,
Lactobacilus, Neisseria, bactéria entérica (Proteus), Pseudomonas e
Candida albicans. Menos frequentemente, identificavam 0S
Staphylococcus aureus e Streptococcus beta-hemoliticos. Estes
microrganismos eram isolados usando-se técnicas de cultura
padronizadas em ambiente de aerobiose. Posteriormente, estudos do
Instituto Politécnico da Virginia (VPI) desenvolveram meios de cultura
pré-induzidos, aplicados a area microbioléogica médica e bucal. Desta
maneira ocorreu marcante avango na microbiologia endoddntica a partir
de 1970, com a descoberta de recursos especiais para isolamento e

cultivo de bactérias anaerobias obrigatorias.

Utilizando  cultura  bacteriolégica,  microscopia  de
contraste de fase e coloragdo de Gram e Giemsa, Fabricius et al.,38 em
1982 analisaram a dindmica da infecgdo endoddntica, em dentes de
macacos. Realizaram exposi¢do pulpar de 24 dentes, sendo 8 dentes em
cada animal, permanecendo expostas ao meio bucal por 7 dias, quando
selaram coronariamente. Apos 7 dias, efetuou-se colheita bacteriana de

16 canais radiculares de 2 macacos, sendo realizadas novas coletas apos
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90, 180 e 1060 dias, ap6s o selamento coronario. Ao final de cada
avaliacdo, os 24 dentes apresentaram alteragdes patoldgicas visiveis
radiograficamente. Os Bacteroides e o0s bacilos Gram-positivos
anaerobios, foram encontrados em quase todas as amostras iniciais e
finais, porém, em alguns casos, nado observaram a presenga de
anaerébios facultativos na amostra final. A porcentagem das bactérias
anaerébias estritas nas amostras iniciais dos grupos de 90 e 180 dias, foi
de 50 e 55%, respectivamente, enquanto nas amostras finais, as
bactérias anaerdbias estritas representaram 85 a 95% do total das
bactérias e no grupo de 1060 dias, os anaerobios obrigatorios atingiram
98%. Nas amostras iniciais, 0s principais grupos bacterianos estavam
presentes em proporgbdes significantes, com excegdo dos cocos gram-
negativos. Nas amostras finais, obtidas ap6s a limagem das paredes dos
canais radiculares, houve predominio de bacilos anaerdbios estritos
Gram-positivos e Gram-negativos. Encontraram diferenca significativa
entre os achados bacterianos em diferentes partes do canal radicular,
com predominio de bactérias anaerébias estritas na regido apical,
incluindo  bacilos Gram-positivos e Gram-negativos, especialmente
Prevotella melaninogenica, sugerindo a participacdo destas bactérias no

desenvolvimento e manutencédo da periodontite apical.

Keudell et al.,69 em 1982, avaliaram os niveis de

anticorpos circulantes para bactérias anaerébias em pacientes portadores



Revisao da literalura 27

de patologia pulpar e periapical. Amostras bacteriolégicas foram obtidas
na primeira sessdo, quando também colheram sangue dos pacientes. Seis
a nove meses apos completar o tratamento endoddntico, novas amostras
de sangue foram colhidas. As amostras bacterianas dos canais
radiculares foram incubadas em tioglicolato, centrifugadas, lavadas em
PBS, sendo a suspensdo bacteriana colocada em &gua em ebulicdo. O
antigeno soluvel aquecido foi distribuido em aliquotas e congelado para
posterior uso. Realizaram a detectagdo e quantificagcdo da precipitagdo de
anticorpos por imunoeletroforese e os niveis de 1gG e IgM detectados por
imunodifusdo. Sete pacientes apresentavam patologia pulpo-periapical
aguda, e os 2 restantes, patologia periapical crénica. As bactérias
predominantes isoladas foram bacilos Gram-negativos anaerébios, tais
como Bacteroides e Fusobacterium. Com relagéo aos niveis de IgG e IgM,
ndo houve diferenga estatistica significativa entre os pacientes
portadores de patologia pulpo-periapical e os pacientes normais, de
controle. Todavia, atestaram significativos niveis de precipitagdo de
anticorpos para bactérias anaerdbias obrigatérias, na amostra sangiinea
inicial, quando comparados a pacientes normais. Observaram também que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os niveis de anticorpos
nos pacientes no momento do tratamento e apdés 6 a 9 meses da sua

concluséo.
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Fischer & Huerta,3® em 1984 avaliaram o efeito do pH do
meio de cultura, sobre bactérias isoladas de dentes humanos com polpa
necrotica. Selecionaram 33 dentes, os quais ap6s abertura coronaria,
tiveram o canal radicular preenchido com solugdo salina, aqual foi
imediatamente aspirada e colocada em jarra de anaerobiose. Foi
realizada coloragdo de Gram. Em seguida, pontas de papel absorventes
esterilizadas foram introduzidas nos canais radiculares, por 3 minutos e
posteriormente, colocadas em tubos de cultura. As amostras foram
incubadas a 370C, por 24hs. Nos esfregacgos diretos e coloragdo de Gram,
observaram-se o0s seguintes morfotipos: cocos Gram-positivos (90%);
bacilos Gram-positivos (54,5%); bacilos Gram-negativos (51,5%); cocos
Gram-negativos (18,1%); filamentos Gram-negativos (9%); filamentos
Gram-negativos (6%). Em anaerobiose, o crescimento apresentou
correlagdo com o pH, uma vez que em pH 5, 7 e 9, foi observado 81,8,
93,9 e 60,6% de crescimento bacteriano, respectivamente. Concluiram
que a microbiota anaerébia dos dentes com polpa necrética € inibida pelo

pH alcalino.

Pesquisando a microbiota endodontica em dentes
portadores de necrose pulpar e lesdo periapical, Yoshida et al.,'68 em
1987 procuraram correlacionar os microrganismos isolados com o0s sinais
e sintomas clinicos. Em 11 casos de dor esponténea, dor a percusséo e

exsudacdo, as bactérias anaerobias estritas representaram mais de
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79,0% do total, e os anaerobios facultativos foram isolados como
principais constituintes, somente em dois casos (18%). Dentre os
anaerdbios estritos, Eubacterium spp, Prevotella ssp, Porphyromonas ssp
e Peptostreptococcus foram os mais freqlientemente encontrados,
especialmente Peptococcus magnus, isolado em 6 casos, sendo que em
trés, a incidéncia foi superior a 60%. Dentre os anaerdbios facultativos,
foram isolados Streptococcus faecalis e Streptococcus MG-intermedius
em trés casos. No segundo grupo, contendo 13 canais radiculares, havia
dor a percussdo e auséncia de dor espontadnea, o quadro bacteriolégico
ndo foi estatisticamente diferente do observado no primeiro grupo. No
terceiro grupo, com 12 casos, onde ndo havia dor espontdnea, nem a
percussdo e auséncia de exsudagado, os anaerébios facultativos foram os
microrganismos prevalecentes e o numero de bactérias isoladas menor
que nos outros grupos. Houve diferenga estatisticamente significativa com
relagdo ao crescimento de anaerobios facultativos ou auséncia de

crescimento bacteriano, entre o grupo 3 e o grupo 1 ou 2.

Sundqvist et al.,’4 em 1989, investigaram a prevaléncia
da bacteroides pigmentados de negro (BPN), nos canais radiculares de 72
dentes humanos portadores de periodontite apical. Observaram que 22
canais radiculares (30%) apresentavam uma ou mais dessas espécies.
Dos 25 BPN recuperados, Prevotella intermedia (14) e Porphyromonas

endodontalis (5) foram os mais comuns. O numero médio de bactérias
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recuperadas dos canais contendo BPN foi de 2,8x10% enquanto nos
canais radiculares com auséncia de BPN foi de 3,0x103. O numero médio
de espécies foi de 7,9 e 3,3 respectivamente. Dos 72 canais radiculares,
91,4% abrigavam bactérias anaerdbias obrigatorias. Dezesseis dos 22
canais que continham BPN, foram associados com abscesso apical agudo
e drenagem purulenta através do canal radicular. As espécies mais
freqUentes foram F. nucleatum, P. intermedia, Peptostreptococcus micros,

P. anaerobius, Eubacterium lentum e E. alactolyticum.

Kobayashi et al.,’0 em 1990 investigaram a microbiota dos
canais radiculares e da regido subgengival de dentes sem vitalidade
pulpar e com avangada bolsa periodontal. Analisaram 15 dentes livres de
carie. Sob meios anaerdbios foi realizada a colheita com uma ponta de
papel absorvente 25 até o nivel do forame apical, que ap6s removida foi
transferida imediatamente para 2mL de meio de transporte anaerodbio e
em seguida para jarra contendo mistura gasosa anaerobia. Apo6s a
remogdo completa da placa subgengival, uma ponta absorvente numero
40 foi inserida até alcancar resisténcia no fundo da bolsa e deixada por
60 segundos, e transferida para jarra anaerdébia. Empregaram incubagao
aerobia e anaerobia. Verificaram que os anaerdbios predominaram nos
canais radiculares, em comparacdo com os da bolsa periodontal. Com
excegdo das outras bactérias que foram incluidas num mesmo grupo, 0s

cocos foram os mais encontrados nos canais radiculares (28,9%),
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seguidos por bacilos méveis (22,1%) e espiroquetas (2,7%). Um similar
padrdo foi observado nas bolsas periodontais, com percentual de
distribuicdo de 31,9; 22,0 e 4,9%, respectivamente. Com relagdo a
distribuicdo proporcional de bactérias anaerobias facultativas e
obrigatérias, de acordo com sua morfologia e coloragdo pelo Gram, com
excegdo dos cocos gram-positivos facultativos, as demais néo
apresentaram nenhuma diferenga significativa entre o canal radicular e a
bolsa periodontal. Os Estreptococos e Actinomicetos facultativos foram
predominantes na bolsa periodontal. Das 41 espécies que foram
identificadas, 16 foram comuns ao canal radicular e bolsa periodontal.
Consideraram que a alta incidéncia de anaerdbios facultativos na bolsa
periodontal ocorreu devido a coleta da por¢do mais superior da bolsa. Os
achados fortalecem a hipdtese que as bolsas periodontais profundas
podem ser fontes de infeccdo endodOntica e prévias evidéncias
histolégicas sugerem que a infeccdo pulpar pode ser causada por
periodontite avancada, através da qual os microrganismos podem acessar

o forame principal.

Stashenko, 38 em 1990 estudou o papel das citocinas na
patogénese das lesdes periapicais. Componentes bacterianos como
lipopolissacarideos (LPS), induzem a produgdo de muitos mediadores
polipeptideos, ou citocinas, pelas células inflamatérias. Estas citocinas,

que incluem Interleucina-1 beta (IL-1b), Interleucina-1 alfa (IL-1a) e
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Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), derivadas de macrofagos
ativados, e uma linfotoxina (TNF-b), derivada dos linfécitos T, tém se
mostrado potentes estimuladoras da reabsorcdo dssea e inibidoras da
reparacdo Ossea in vitro e in vivo. A reabsorgcdo 6ssea nas doengas
inflamatérias tem sido atribuida a agdo do fator ativador de osteoclastos
(OAF). A maioria dos componentes do OAF foram purificados e verificou-
se ser a IL-1b responsavel por 60% da atividade clastica na reabsorgao
6ssea. A IL-1a, TNF-a, TNF-b, e interacdes sinérgicas entre estes
mediadores, foram responsaveis pelos 40% restantes da reabsorgédo

ossea.

Sundqvist,’42 em 1992 ressaltou que a presenca de
substancias semelhantes as do soro, nos canais radiculares, seja o fator
ecolégico mais importante para o desenvolvimento da infecgao
endodontica. Os nutrientes necessarios para o crescimento de muitos
microrganismos exigentes estdo presentes no fluido tecidual e podem
também estar disponiveis quando h& desintegracdo do tecido conjuntivo.
As bactérias podem utilizar os produtos e subprodutos de outras
bactérias, tornando o crescimento de populagbes bacterianas mistas e
dependentes principalmente quanto ao tipo da cadeia alimentar existente,
onde o metabolismo de uma espécie supre 0s nutrientes essenciais para
o crescimento de outros membros da populagdo. Varios fatores podem

contribuir nas relagbes interbacterianas, entre eles; as bacteriocinas,
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produzidas por Bacteroides negros pigmentados e o0 processo de
coagregacdo, verificado na espécie Fusobacterium nucleatum. Portanto,
durante o processo da infecgdo, as fortes interagdes entre as espécies
bacterianas, assim como as forgas seletivas do meio, resultam em “shifts
microbianos”, passando a dominar um grupo restrito de bactérias

patogénicas.

Yamasaki et al.,'%6 em 1992, quantificaram a endotoxina,
bem como identificaram as bactérias Gram negativas em lesdes
periapicais experimentais em ratos. Polpas de molares de ratos foram
expostas e infectadas e a quantidade de endotoxina avaliada no tecido
periapical do primeiro molar direito, enquanto, nos molares esquerdos foi
determinado o numero de coldonias de bactérias Gram-negativas. Nos
animais controle, a quantidade de endotoxina nos tecidos periapicais néo
sofreu alteragdo durante o periodo experimental e nenhuma bactéria
Gram-negativa foi isolada. Nos animais experimentais, a quantidade de
endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente do 1° dia ao
700 dia, e o nivel foi significantemente maior que o grupo controle apo6s o
70 dia . Bactérias Gram-negativas foram isoladas dos tecidos periapicais
e seu numero aumentou gradualmente do 1° ao 14° dia (26 para 82%),
mas decresceu no 21° dia, sendo de aproximadamente 60% do 28° ao 70°
dia. Os resultados deste estudo mostraram que a quantidade de
endotoxinas nos tecidos periapicais aumentou gradualmente com o passar

do tempo, sendo isoladas bactérias Gram-negativas na mesma regido.
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Andreana et al.,> em 1993 pesquisaram, por meio da
técnica da imunofluorescéncia indireta, a presenca de bactérias no terco
apical de raizes associada a lesOes periapicais refratarias ao tratamento
endodontico. Foram utilizados 17 apices radiculares, obtidos por meio de
microcirurgia periapical, os quais foram armazenados em solugdo de
Ringer esterilizada contendo 2% de formalina. Os tubos contendo os
apices foram agitados por um minuto em poténcia maxima e aliquotas de
10m preparadas para técnica da imunofluorescéncia indireta, onde foram
pesquisadas a presenga de A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, B.
forsythus, P. gingivalis, E. saburreum, F. nucleatum, Campylobacter
rectus e P. endodontalis. Todas as bactérias foram identificadas, com
excegdo de F. nucleatum, e a mais frequente foi a espécie Bacteroides
forsythus, identificadas em 12 amostras. De consideravel interesse, A.
actinomycetemcomitans, um microrganismo associado com patologia
periodontal, foi encontrado em 10 amostras e P. gingivalis em 7 casos. O
nivel de infecgdo por espécie variou de 0,9% para P. gingivalis a 25%
para P. endodontalis. O nimero médio de espécies por amostra foi 3,
variando de 1 a 7. Assim, identificaram uma infeccdo mista anaerbbia,

nos apices de dentes com leséo periapical refrataria.

Na sequéncia de estudos, Wang & Stashenko (1993)159

verificaram que o tratamento com anti-soros especificos para IL-1b e

TNF-b, neutralizou significantemente a atividade reabsorvedora, em
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lesbes periapicais humanas obtidas cirurgicamente. No entanto, os anti-
soros especificos para IL-1b, TNF-a ndo demonstraram efeito, sugerindo
entdo que a citocina IL-1b é mediadora da destruicdo dssea periapical,
em canais rediculares infectados. Também notaram que a indometacina,
um bloqueador da cicloxigenase, aboliu a atividade reabsorvedora oOssea
em 74%, indicando que esta atividade é mediada via indometacina-
dependente e independente. A similaridade de citocinas presentes nas
lesbes agudas e cronicas sugeriu que o comportamento da atividade das

lesdes periapicais é decorrente da quantidade de citocinas identificadas.

As mudangas na microbiota endodbntica em molares de
ratos, correlacionando-se a fase ativa de expansdo da lesdo com a
distribuicdo de microrganismos especificos, foram conduzidas por Tani-
Ishii et al.,’47 em 1994, utilizando-se 20 ratos Sprague-Dawley. Foram
realizadas exposi¢gdes pulpares permanecendo em contato com o meio
bucal por 7 e 15 dias, quando os animais foram mortos. Dentes com
polpas ndo expostas serviram como controle negativo. Concluiram
através de culturas e contagem de unidades formadoras de coldnia, que
houve diversificacdo qualitativa da microbiota durante a fase ativa de
expansdo da lesdo. No entanto, ndo ocorreu diversificagdo quantitativa
(3,4 espécies por canal, aos 7 dias, para 3,5 por canal aos 15 dias).
Previamente a fase de extensa destruicdo periapical, a microbiota

predominante era de Streptococcus e posteriormente mantendo-se com
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altos niveis e elevando-se os de Peptostreptococcus, Neisseria e
Bacteroides. Nao observaram a especificidade na microbiota associada a
fase de expansdo da lesdo, a qual foi unicamente caracterizada pelo
aumento temporario de anaerébios e Gram-negativos, significando que
muitas combinagdes bacterianas podem, de fato, serem patogénicas,

mediando a destruicdo tecidual.

Assed et al.,’0 em 1996 examinaram microbiologicamente
25 dentes incisivos superiores de humanos, portadores de leséo
periapical cronica, empregando a técnica de imunofluorescéncia indireta
para Actinomyces viscosus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermédia. Neste estudo, a espécie P. gingivalis
mostrou o grau mais leve de infecgdo. As bactérias anaerdbias estavam
presentes em 96% das amostras. A. viscosus foi detectada em 56% dos
casos e P. intermedia, F. nucleatum e P. gingivalis em 48, 40 e 16%,

respectivamente.

Gomes et al., (1996)4> observaram que, determinadas
espécies bacterianas sediadas nos canais radiculares, estdo intimamente
relacionadas a incidéncia de sinais e sintomas endoddnticos. Assim,
correlacionaram a presenca de Prevotella ssp / Peptostreptococcus ssp,
Prevotella melanninogenica / Peptostreptococcus ssp e

Peptostreptococcus micros / Prevotella melaninogenica com a incidéncia
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de dor espontédnea. Nos casos de inflamagdo periodontal, notaram forte
correlagdo entre as espécies Peptostreptococcus micros / Prevotella ssp.
A ocorréncia de canais Umidos foi atribuida & presenca da associagéo
Prevotella spp / Eubacterium spp e Peptostreptococcus spp / Eubacterium
spp. As bactérias Gram-negativas sdo de fundamental importancia clinica,
pois as endotoxinas podem ser liberadas no meio, como vesiculas
durante o crescimento bacteriano, ou como fragmentos maiores da
membrana ap6s a morte celular, podendo dentre outras multiplas fungdes,
ativar o fator de Hageman e promover a liberagdo bradicinina, um potente

mediador da dor.

Miller et al.,93 em 1996, pesquisando
imunocitoquimicamente o infiltrado celular de lesdes periapicais humanas,
obtidas cirurgicamente, certificaram que nos granulomas, as citocinas IL-
1b e IL-1a foram identificadas no infiltrado neutrofilico em 92 e 93%,
respectivamente. Ademais, a estimulacdo destas células com LPS 055:B5
de Escherichia coli, forneceu niveis adicionais significativos dessas
citocinas, tanto nos sobrenadantes, quanto nos lisados de células. Em
vista do grande numero de células nas lesbGes periapicais, positivas
imunocitoquimicamente para IL-1b e IL-1a, e considerando o amplo
espectro de atividade metabdlica, catalitica, imunoldgica, fisiologica e
hematopoiética, concluiram que estas citocinas desempenham

importantes fungdes no processo de evolugdo das lesdes periapicais.
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B. Da participacao das endotoxinas bacterianas na patologia pulpar
e periapical

Schein & Schilder,'23 em 1975, avaliaram a concentracdo
de endotoxina nos dentes com envolvimento endoddntico, aspirando
fluido de 40 canais radiculares e analisado pelo teste de Limulus. Dentes
sem vitalidade pulpar apresentaram maiores concentragcbes de
endotoxinas quando comparados aos dentes com vitalidade pulpar.
Dentes sintomaticos também apresentaram maiores quantidades que os

assintomaticos.

Em 1981, Dahlén et al.35 avaliaram a influéncia do LPS de
cepas de Fusobacterium nucleatum, originalmente isoladas de um canal
radicular infectado, sobre os tecidos periapicais de dentes de macacos. O
LPS foi preparado e purificado da cepa Fus-MC8 de Fusobacterium
nucleatum, liofilizado e suspenso em solugdo salina esterilizada, na
concentracdo de 10mg/mL. O experimento foi efetuado utilizando 44
dentes de 4 macacos jovens (Macaca facicularis), os quais, apdés
anestesia, isolamento absoluto, abertura coronaria, pulpectomia e exame
radiografico e foram divididos nos seguintes grupos: grupo experimental
(27 dentes), onde apos instrumentacdo além do apice radiografico, os

canais radiculares foram preenchidos com 5-10nmL da solugdo de LPS,

com auxilio de seringa e agulha (18 dentes acompanhados por 3 meses e
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9 dentes por 7 meses, com novo preenchimento de LPS aos 5 meses) e
grupo controle (17 dentes), preenchidos com solu¢do salina por 3 ou 7
meses, como ja descrito. Nos 10 dentes restantes, a polpa foi removida
no nivel do &pice e os canais foram mantidos vazios por 3 ou 7 meses.
Nos dois grupos foi realizado selamento coronério com cimento a base de
6xido de zinco e eugenol. Em ambos os grupos, os dentes foram
radiografados no inicio e no final do experimento, quando o0s animais
foram mortos por sobredose de anestésico, os maxilares removidos e
submetidos ao processamento histoldgico. Cortes seriados de 8nmm de
espessura foram corados pela hematoxilina e eosina e Weigert van
Gieson. De acordo com os resultados obtidos durante a analise
radiografica, dos 27 dentes do grupo experimental, preenchidos com LPS,
6 evidenciaram destruicdo dos tecidos periapicais e, em 21 dentes, os
achados radiograficos foram inconclusivos. Nos 17 dentes do grupo
controle nado foram observadas alteragcdes na regido periapical. Com
relagdo aos resultados histopatoldgicos, observaram infiltrado de células
inflamatérias, aumento da espessura da membrana periodontal (perda
6ssea) e reabsorgdo 6ssea e radicular, todos de intensidade
predominantemente moderada, tanto no grupo de 3 quanto no de 7
meses, quando os canais foram preenchidos com LPS. O desenvolvimento
de granuloma periapical foi comum nos dentes desse grupo. Nos
espécimes do grupo controle, mantidos vazios ou preenchidos com

solugdo salina por 3 ou 7 meses, as reagbes observadas foram
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predominantemente ausentes/leves. A analise histoquimica evidenciou
que, na presenca de reacdo inflamatéria, as células do osso apical e
periapical aumentaram sua atividade enzimatica, sugerindo atividade
reabsorvedora e demonstrando que o LPS induziu a destruicdo dssea, in
vivo. Nos dentes do grupo controle, as reag¢des enzimaticas foram muito

leves.

Dwyer & Torabinejad,3” em 1981, efetuaram um estudo
com o objetivo de avaliar radiografica e histologicamente o efeito da
endotoxina sobre os tecidos periapicais de dentes de gatos, utilizando a
endotoxina de Escherichia coli 0111:B4 liofilizada. Uma por¢édo da
endotoxina foi neutralizada com NaOH 0,2M, a 37°C, por 24 horas, e
novamente liofilizada. Ambas as preparagbes de endotoxina foram
dissolvidas em solugdo salina esterilizada, nas concentragbes de
100nmg/mL, 10mg/mL e 1ng/mL. Caninos maxilares e mandibulares foram
isolados e suas polpas extirpadas, em seguida as solugbes de LPS foram
injetadas nos canais radiculares e as cavidades seladas. Apds periodos
de 2, 4 e 6 semanas, os gatos foram mortos por sobredose de anestésico,
0os blocos contendo os caninos foram removidos, radiografados e
submetidos ao processamento histolégico. Cortes seriados de 6nmm de
espessura foram corados pela hematoxilina e eosina, e analisados
histopatologicamente. As radiografias de cada espécime foram montadas

em um projetor, € o contorno das lesdes radiograficas foi tracado em
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folnas de plasticos. As lesGes foram entdo medidas utilizando-se uma
grade de plastico milimetrada, e classificadas, das maiores para as
menores, em graus 1, 2, 3 e 4. Os valores foram submetidos & analise
estatistica, para determinacdo de diferengcas entre tratamentos. Os
resultados da analise radiografica evidenciaram é&reas radiolucidas
relativamente extensas nos dentes em que foi injetada a endotoxina pura,
em todos os periodos de tempo. Por outro lado, nos dentes que utilizaram
a solugdo salina ou a endotoxina inativada, as é&reas radiolucidas
periapicais eram muito pequenas ou ausentes. De acordo com a analise
estatistica houve diferenga entre os tratamentos, porém ndo houve
diferenca entre as 3 concentragbes de endotoxina testadas. De acordo
com os resultados histopatologicos, a inflamagdo foi mais intensa nos
dentes que receberam a endotoxina pura, quando comparada aqueles
preenchidos com solugdo salina ou endotoxina inativada. O infiltrado
inflamatdrio consistiu, basicamente de neutrofilos, com presenca também
de macrofagos, plasmécitos e linfocitos. Osteoclastos foram observados
com frequéncia, na periferia do tecido dsseo circundante, o qual se
apresentava reabsorvido. A técnica de imunodifusdo dupla néo
demonstrou a formagédo de anticorpos no soro colhido. Concluiram que a
endotoxina, indiretamente, toma parte na iniciacdo e perpetuagdo das

reagdes periapicais.
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Pitts et al.,"'2 em 1982, avaliaram o efeito da endotoxina
de Salmonella minnesota R-595, em solugdo salina esterilizada, na
concentracdo de 1 mg/mL, sobre os tecidos apicais e periapicais de
dentes de caes. Foram utilizados 16 dentes, onde apdés exame
radiografico padronizado, foi realizada anestesia, isolamento absoluto
com dique de borracha, abertura coronaria e pulpectomia. Apds a
realizacdo da odontometria, 12 dentes foram instrumentados no nivel do
delta apical, com limas tipo K e solugcdo salina como solugdo irrigadora.
Os quatro dentes restantes foram submetidos ao arrombamento apical,
com brocas de Gates-Glidden de tamanhos 1 e 3. O arrombamento foi
confirmado introduzindo-se uma lima tipo K, estendendo-se além do apice
radiografico. Metade dos canais radiculares de cada grupo foi preenchida
com 0,YmL da solugdo de endotoxina, com agulha hipodérmica e seringa
descartavel, e os demais preenchidos com solugado salina. Um dente foi
instrumentado e mantido vazio (controle). Os dentes foram restaurados
com améalgama de prata, sobre uma base de cimento de 6xido de zinco e
eugenol, sendo realizadas tomadas radiografias po6s-operatorias.
Semanalmente, as solug¢des (endotoxina ou salina) foram renovadas no
interior dos canais radiculares. Decorrido o periodo experimental de 4
semanas para os dentes submetidos ao arrombamento apical, e 5
semanas para os demais, os cdes foram mortos, radiografados e as pegas
submetidas ao processamento histoldgico. Os cortes, com 6 mm de

espessura, foram corados pela hematoxilina e eosina. A analise
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radiografica evidenciou lesdes pobremente circunscritas, difusas em sua
maioria. Os dentes submetidos ao arrombamento apical e preenchidos
com endotoxina apresentaram alteragcdes radiograficas na regido
periapical mais precocemente, € em grau mais severo, que os dentes
preenchidos com solugdo salina. Por outro lado, os dentes néo
arrombados, preenchidos com endotoxina, apresentaram alteragdes
radiograficas minimas ou ausentes, de forma semelhante aqueles
preenchidos com solug¢édo salina. O grupo controle, apenas instrumentado
e mantido vazio, ndo apresentou alteragbes radiograficas. Observaram,
durante a andlise histopatolégica, que os dentes arrombados e
preenchidos com endotoxina apresentaram maiores areas de reabsorgédo
6ssea periapical, reabsor¢do radicular e reagdo inflamatéria com
predominio de neutréfilos, ou seja, a reagdo foi mais intensa nos dentes
arrombados e preenchidos com salina. As raizes ndo arrombadas e
preenchidas com endotoxina, bem como as raizes instrumentadas e
mantidas vazias apresentaram inflamacédo periapical minima. Concluiram
que as endotoxinas podem desempenhar um papel de fundamental

importéncia na inflamacédo 6ssea periapical.

Com o objetivo de analisar os efeitos da endotoxina sobre
os tecidos periapicais de dentes de cades, Mattison et al.,%0 em 1987,
utilizaram endotoxina de Eikenella corrodens cepa 23834, e de

Escherichia coli 055:B5, diluidas em agua destilada, na concentragdo de



0?07;/,'40Z0 da literalura 44

10mg/mL. Apo6s exame radiografico periapical, 28 dentes (56 raizes) de 7
cdes, foram submetidos a abertura coronaria, pulpectomia e
odontometria, 0,5 mm aquém do é&pice radiografico, sob anestesia e
isolamento absoluto do campo operatério. Apds o preparo biomecanico,
utilizando-se a agua destilada como solucdo irrigadora, as raizes foram
submetidas ao arrombamento, 1mm além do apice radiografico, com uma
lima de numero 20. Os canais radiculares foram irrigados e secos com
pontas de papel absorvente. Utilizando agulhas e seringas descartaveis
de 1 mL, 42 raizes foram preenchidas com 0,1 mL de endotoxina de E.
corrodens, 8 raizes com endotoxina de E. coli e 6 raizes com agua
destilada. A camara pulpar foi selada com cimento a base de 6xido de
zinco e eugenol. Este procedimento foi repetido, semanalmente, por 4
semanas. Radiografias e colheita de amostras de sangue dos animais,
para analise dos niveis de anticorpos para E. corrodens, foram efetuadas
por 12 semanas. Ao final do experimento, 1 animal foi morto por
sobredose de anestésico, os blocos contendo as raizes em estudo foram
removidos e submetidos ao processamento histoldgico. Os cortes, com
6mm de espessura, foram corados pela hematoxilina e eosina. Os
resultados da analise radiografica, evidenciaram é&reas radiolucidas bem
circunscritas. As 6 raizes preenchidas com &gua, por 4 semanas,
apresentaram leve espessamento do ligamento periodontal. A anélise
histopatoldgica evidenciou reagdo inflamatéria mais severa nos dentes

preenchidos com endotoxina de E. corrodens e E. coli, quando
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comparados aos dentes preenchidos apenas com 4&gua. Quando a
endotoxina de E. corrodens foi utilizada, observaram reabsorgdo Ossea
periapical e reabsor¢do radicular externa significantes, proliferagdo
vascular, edema e infiltrado inflamatério mais intenso nas regides
centrais, com abundancia de neutrofilos. Perifericamente, o processo
inflamatério era predominantemente do tipo crénico, com linfécitos e
plasmécitos. A andlise imunolégica ndo evidenciou a formagéo de
anticorpos no soro dos caes, durante todo periodo experimental. Os
resultados deste estudo sugerem que a iniciagdo e perpetuacdo da
inflamagado e da reabsorgdo dssea periapical em dentes infectados podem

ser mediadas pela endotoxina da microbiota gram-negativa.

Horiba et al.,89 em 1991, avaliaram a correlagdo entre a
quantidade de endotoxinas e sinais e sintomas clinicos, tais como, dor
espontanea, dor a percusséo, exsudagado e areas radiolucidas periapicais.
Observaram que as endotoxinas estavam presentes em todos os dentes
sintomaticos e em 28,6% dos dentes assintomaticos, com diferenga
altamente significativa, uma vez que nos dentes com sintomatologia, a
concentragcdo de endotoxina foi de 8,7 £ 4,7ng/mL, enquanto que nos
dentes assintomaticos foi de 0,7 = 1,6 ng/mL. Endotoxina foi detectada
em 86,4% dos dentes com areas radiolucidas e somente em 12,5% dos
dentes sem radiolucidez periapical, com diferenga estatisticamente
significativa. Em 95% dos dentes com exsudagéo, detectaram altos niveis

de endotoxina, em comparagdo aos dentes sem exsudagao.



Revisao da literalura 46

Horiba et al.,6' em 1992, avaliaram a velocidade de
ativacdo do fator C3 do sistema complemento, frente aos
lipopolissacarideos de bactérias isoladas de canais radiculares. Aliquotas
de 0,1 mL de solugdo contendo 1.000, 500, 100 e 10 ng de extrato de
LPS obtido de Porphyromonas gingivalis, Veillonella parvulla e
Fusobacterium nucleatum foram adicionadas a 0,4mL de soro humano
liofilizado, numa concentracdo final de 100, 50, 10 e 1ng de LPS. A
endotoxina de Escherichia coli foi usada como padrdo e a solugdo salina
serviu como controle negativo. De acordo com os resultados obtidos, a
ativacédo do fator C3T foi maior que 60 e 70% quando 50 ou 100ng de
LPS das 4 espécies bacterianas foram adicionados ao soro humano, nao
havendo diferengcas entre os varios lipopolissacarideos. Esse
comportamento dos diferentes LPS & luz dos conhecimentos atuais foi
algo surpreendente, visto que essas substancias ndo sdo idénticas,
havendo relatos na literatura de que as respostas biolégicas diferem em
relagdo aos diferentes tipos de LPS. Consideraram que essa similaridade
de resposta observada deva-se a ativagdo do fator C3T pela porgao

antigeno-O do LPS de cada bactéria.

Yoshinuma et al.,'69 em 1994, avaliaram in vitro, o efeito
da endotoxina obtida de bolsas periodontais, por meio de irrigagdo com
solucdo salina e, endotoxina adquirida comercialmente, sobre culturas de

células humanas obtidas de carcinoma bucal (Ca 9-22) e fibroblastos
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gengivais. As células em concentracdo de 5x103/mL, adicionaram 5, 50 e
500nmg/mL de endotoxina. Ap6s 24 horas de inoculagdo das linhagens de
células, mensuraram a concentracdo de células. As endotoxinas controle
foram obtidas de Escherichia coli 011:B4, Escherichia coli 055:5B,
Salmonella typhimurium e Salmonella enteritidis. Observaram que o0
numero de células Ca9-22 e fibroblastos humanos diminuiram
significativamente na presenca da endotoxina de E. coli, na concentragao
de 500mg/mL. Contudo, na concentragdo de 5Sng/mL, a citotoxicidade da
endotoxina obtida das bolsas periodontais foi superior. Portanto, ambas
as endotoxinas apresentaram citotoxicidade, quantitativamente diferentes,
confirmando que o potencial téxico do LPS é particular a cada tipo de

bactéria.

Kumada et al.,”' em 1995, isolaram o lipide A do
lipopolissacarideo de Porphyromonas gingivalis, e sua estrutura quimica
analisada por meio de analise composicional, espectrometria de massa e
ressonancia magnética nuclear. Verificaram que esta parte da molécula é
composta por acidos graxos com 15 a 17 atomos de carbono, ligados a
duas moléculas de amino-agucares (glicosaminas), as quais se ligam dois
radicais fosfato. Nesse ultimo, liga-se um residuo de proteina.
Consideram que as posi¢des dos radicais fosfato, assim como o numero ,
tipo e sitio de ligagdo parecem determinar a patogenicidade dos

diferentes lipopolissacarideos.
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Em 1995, Nissan et al.,'0%3 avaliaram a capacidade de
difusdo da endotoxina bacteriana (LPS) através da dentina humana.
Foram selecionados cinco terceiros molares humanos, nos quais foram
preparadas cavidades, uma oclusal e uma pulpar, separadas por 0,5 mm
de dentina. Ap6s a remogdo da camada residual e lavagem, aplicaram
0,fmL de solugdo contendo 100ng/mL de endotoxina, extraida de
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Nos periodos de 15 e 30 minutos
e posteriormente a cada 30 minutos, até completar 5 horas e 24 horas de
difusédo, o conteludo era colhido na cavidade pulpar e avaliado com
relacdo a presenca de endotoxina. Em uma amostra ndo detectou-se
endotoxina na cavidade pulpar, durante 24 horas. Nas amostras
restantes, o conteudo de endotoxina continuou a difundir-se de forma
variavel para a cavidade pulpar, durante o experimento. Assim, em duas
amostras, observaram um nivel constante de fluxo, a partir de 4:30 e 5
horas, enquanto nas duas amostras restantes a concentragdo de
endotoxina aumentou progressivamente. Consideraram que os fatores
responsaveis pela variagdo na permeabilidade foram o peso molecular da
endotoxina, bem como sua capacidade de ligagdo a dentina, como
comprimento, didmetro, densidade, diregdo e presenga ou auséncia de

esclerose dentinaria e dentina reparadora.
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lto et al.,8% em 1996, avaliaram a ac¢ado dos
lipopolissacarideos de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Actinobacillus actinomycetemcomitans e do lipide A sintético de
Escherichia coli, em promover a diferenciagdo osteoclastica in vitro, de
células da medula déssea de camundongos C3HH-H e N reagentes e
C3H/H e J né&o reagentes. Verificaram que as endotoxinas de P.
gingivalis, P. intermedia e A.a. estimularam as células C3H-H e N,
enquanto somente as endotoxinas de P. gingivalis e P. intermedia
induziram a proliferacdo de células C3H-H e J. O LPS do A.a. mostrou
apenas um efeito leve. As células C3H-H e N contendo 1,25
diidroxivitamina D3 associada a dexametasona, as quais foram
adicionadas varias doses de LPS de todas as bactérias, inclusive lipide A
sintético, evidenciaram formagdo de grandes numeros de células
multinucleadas, com reacdo positiva para enzima fosfatase tartrato-
resistente, enquanto nenhum dos LPS acima foram capazes de estimular
células C3H-H e J a transformarem-se em osteoclastos. Verificaram que a
adicdo da polimixina B, em doses de 5 a 10ng/mL a cultura de células
C3H-H e N, eliminou completamente o efeito promotor da diferenciagéo,
sem causar qualquer efeito citotdéxico. Consideraram que a capacidade de
estimular a diferenciagdo osteoclastica pelos lipopolissacarideos (LPS),
possa acontecer de forma direta sobre as células progenitoras dos

osteoclastos ou através de mediadores sollveis, como as citocinas.
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O o6xido nitrico atua na modulagdo da resposta
inflamatéria, possuindo papel tanto inflamatério como protetor, Blix &
Helgeland20 em 1998, estudaram o efeito de LPS extraido de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, na sintese de NO em cultura de
macréfagos de murino. O LPS de A. actinomycetemcomitans induziram
uma significante producdo de NO, mesmo em concentragdes inferiores a 1
ng/mL, enquanto que o LPS de E. coli necessitou de concentragdes de

100ng/mL para obter efeitos similares.
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C. Da inativacdo da endotoxina bacteriana pelas solucoes
irrigadoras

No ano de 1982, Buttler & Crawford,2% estudaram a agao
da solugdo de hipoclorito de so6dio em trés diferentes concentragdes
(0,58, 2,7 e 5,2%) na inativagdo de duas endotoxinas provenientes da
Escherichia coli e da Salmonella typhosa. A avaliagao foi realizada apos
o contato das solugdes de hipoclorito de sddio com as endotoxinas por
uma hora a temperatura ambiente. Os resultados obtidos revelaram que
todas as concentragdes da solugdo de hipoclorito de sddio ndo foram
efetivas na completa inativagdo das endotoxinas estudadas (na
concentracdo de 100 ng/mL de solugdo). Um procedimento posterior in
vivo foi realizado para avaliar a acdo da solucdo de hipoclorito de sédio
em quantidades maiores de endotoxinas. Os resultados indicaram que,
com 1 mL das solugdes de hipoclorito de sédio a 0,58 ou 2,7%, ndo houve
inativagdo de grande quantidade de endotoxina da Escherichia coli
(concentragdo de 2 ug/mL), sendo que os dados relacionados ao

hipoclorito de sédio na concentracdo de 5,2% nao foram conclusivos.

Aibel & Stevens?, em 1999, estudaram em cultura de
células o efeito da clorexidina na producdo de IL-6 por macréfagos de
camundongos. A mensuragcdo da interleucina produzida por células
estimuladas por LPS ndo tratado e por LPS tratado com clorexidina,
foram realizadas utilizando-se o teste ELISA. Houve diminuicdo da
produgdo de IL-6 nos grupos tratados com a clorexidina, porém o

tratamento ndo causou inativagcdo do LPS.
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Buck et al.,24 em 2001, avaliaram o efeito de solugdes
irrigadoras endodonticas e do hidroxido de célcio sobre a endotoxina
bacteriana, usando uma técnica altamente seletiva de espectrometria de
massa e cromatografia gasosa com monitoragdo de ions selecionados.
Solucdo aquosa de endotoxina foi misturada com uma variedade de
solugbes irrigadoras endoddénticas, por 30 minutos. Por ser comumente
utilizado como curativo de demora, o hidroxido de calcio foi associado ao
LPS por 1, 2 ou 5 dias. A inativagdo do LPS foi medida pela quantificagdo
dos 4cidos graxos livres liberados. Agua, EDTA, etanol, solucdo de
clorexidina a 0,12% + hipoclorito de sodio e solugdo de hipoclorito de
sodio somente mostraram pouca quebra de LPS. A agdo por longos
periodos do hidroxido de calcio sobre o LPS, bem como 30 minutos de
exposi¢cdo a uma mistura alcalina de clorexidina, etanol e hipoclorito de
sodio inativaram o LPS pela hidrélise das ligagbes éster na cadeia de

acidos graxos do lipide A.
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D. Da inativacdo da endotoxina bacteriana pelo hidraxido de calcio.

Safavi & Nichols,'2" em 1993, realizaram um estudo para
avaliar a agdo do hidroxido de céalcio sobre o LPS bacteriano in vitro. Uma
suspensao aquosa de LPS de Salmonella typhimurium (30 pg/mL) foi
adicionada a 25 mg/mL de hidréxido de calcio p.a., agitada por 20
segundos e incubada a 37°C. Decorridos 7 dias, a quantidade de acidos
graxos livres foi quantificada, utilizando a cromatografia gasosa. Uma
suspensdo de LPS puro foi utilizada como controle positivo, e a agua
como controle negativo. Observaram que o tratamento do LPS com
hidroxido de célcio levou a liberagdo de elevadas quantidades de acidos
graxos. Concluiram que o hidroxido de calcio foi capaz de hidrolizar a
molécula da endotoxina bacteriana, resultando na liberagdo de acidos
graxos livres, sugerindo que tal ocorréncia possa desempenhar um papel
de fundamental importdncia nos excelentes resultados obtidos da
utilizagdo do hidréxido de céalcio como curativo de demora durante o

tratamento endoddntico.

Safavi & Nichols'22 em 1994, partindo do conhecimento
de que o hidroxido de calcio hidrolisava a molécula da endotoxina,
avaliaram se os componentes liberados durante essa reagéo
apresentavam toxicidade ou ndo, em culturas de células. As endotoxinas

bacterianas de Salmonella typhimurium e Prevotella intermedia ATCC
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33563 foram preparadas nas concentragbes de 10ng/mL a 1ng/mL.
Aliquotas dessas endotoxinas foram misturadas com uma suspenséo
aquosa de hidréxido de calcio (25mg/mL). A endotoxina pura ou
associada ao hidréxido de calcio foi adicionada a culturas de monécitos
humanos, e a mistura incubada por 24 horas. Decorrido esse periodo, o
sobrenadante da cultura foi colhido, e o seu conteudo de prostaglandinas
E2 (PGE2) foi analisado. Os niveis de PGE2 no sobrenadante das
culturas de mondcitos estimuladas com endotoxina de S. typhimurium
foram substancialmente mais altos que aqueles da P. intermedia. Nao
recuperaram PGE2 das culturas de mondcitos estimuladas com
endotoxina tratada com hidroxido de calcio. Concluiram que o tratamento
com hidroxido de calcio pode alterar as propriedades biologicas do LPS
bacteriano. Assim, o uso do hidréxido de calcio, como medicagao
endodébntica entre sessfes, pode resultar na inativagdo do LPS residual,

presente no sistema de canais radiculares de dentes infectados.

A capacidade do hidroxido de calcio de neutralizar a
atividade biologica téxica da endotoxina bacteriana foi avaliada, in vitro,
por Barthel et al.,’3 em 1997. Endotoxina liofilizada de Escherichia coli
055:B5 foi dissolvida em &gua esterilizada, nas concentragbes de 1
ngmL-1, 10ngmL-', 100ngmL-1' e 1000ngmL-'. Adicionaram, em metade das
amostras, 25mg de hidréxido de calcio p.a., resultando em uma solugéo

saturada. A agua esterilizada, associada ou ndo ao hidroxido de calcio,
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foi utilizada como controle. Todas as amostras foram incubadas a 37°C
por 1 semana, quando o hidroxido de calcio insolivel foi removido por
centrifugacédo a 2000 rpm, por 5 minutos, e o sobrenadante coletado.
Mondécitos do sangue periférico de um doador saudavel foram obtidos e
plaqgueados na densidade de 4x106 células mL-'. Os mondcitos aderentes
foram incubados por 4 dias, a 37°C, com 5% de CO2, em meio M199 com
10% de soro autélogo. As diferentes solugbes a serem testadas foram
adicionadas aos pogos no 5° dia. Apos 4 horas, o sobrenadante foi
colhido, para andlise quantitativa de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-
a), utilizando um kit comercial para uso no teste ELISA. Os niveis TNF-a
variaram de 1-9 pgmL-'" nos grupos controle, (sem a adicdo do LPS).
Quando os mondcitos foram expostos as diferentes concentragdes de
LPS puro, os niveis de TNF-a observados estiveram entre 870 e 1800
pgmL-1. Entretanto, quando o hidréxido de calcio foi adicionado as
solugbes contendo LPS, os niveis de TNF-a resultantes estavam entre 5
19 pgmL*. Concluiram que o hidroxido de calcio foi capaz de inativar, in
vitro, o LPS bacteriano, uma vez que, neste estudo, a capacidade da
endotoxina de E. coli de estimular a produgdo de TNF-a em culturas de

monocitos foi eliminada.

Em 1999, Olsen et al.,'95 avaliaram o efeito do hidréxido
de calcio sobre o LPS bacteriano, utilizando um modelo experimental in

vitro. Aliquotas de sangue total humano foram colocadas em contato com
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LPS de Pseudomonas aeruginosa, nas concentragcdes de 1000 ng/mL,
100ng/mL, 10ng/mL e 1 ng/mL e, em seguida, tratadas com uma solugéo
saturada de hidréxido de calcio, por periodos de tempo variando de 10
minutos a 24 horas, num total de 48 experimentos, em triplicata.
Amostras de sangue colocadas em contato com LPS n&o exposto ao
hidroxido de calcio foram utilizadas como controle positivo, enquanto que
uma solucdo saturada de hidréxido de calcio, adicionada ao sangue total,
serviram como controle negativo. As concentragdes de IL-1b liberadas
pelos mondcitos foram medidas no sobrenadante pelo teste ELISA. Os
resultados obtidos evidenciaram que o hidroxido de calcio reduziu a
produgao de IL-1b, em todos os periodos de tempo. No grupo do LPS, os
niveis de IL-1b detectados variaram de 300-1500 pg/mL, enquanto que
no grupo do LPS tratado com hidroxido de calcio esses niveis foram
semelhantes aos do controle negativo, na ordem de 10-20 pg/mL.
Concluiram que a agdo do LPS foi inibida pelo hidroxido de calcio, uma
vez que observaram uma drastica diminui¢cdo da liberagdo de IL-1b pelos

monocitos, em todos os periodos de tempo.

Nelson Filho,"0" em 2000, avaliou, in vivo, o efeito da
endotoxina (LPS) associada ou ndo ao hidroxido de calcio, sobre os
tecidos apicais e periapicais de dentes de cées, por meio de avaliagao
histopatolégica. Foram utilizadas 59 raizes de pré-molares de 3 cdes que,

apds abertura coronaria e biopulpectomia, foram preenchidas, por 30



Revisao da literalura 57

dias, com diferentes materiais, de acordo com o0s seguintes grupos:
Grupo I: LPS; Grupo II: LPS/hidréxido de calcio; Grupo Ill: soro
fisioldégico; Grupo IV: lesbGes periapicais experimentalmente induzidas.
Decorrido o periodo experimental, os animais foram sacrificados, as
pecas removidas e submetidas ao processamento histoldgico. Verificou
que a intensidade do infiltrado inflamatério, a espessura do ligamento
periodontal e a presenca de reabsor¢bes cementarias, dentinarias e
6sseas no Grupo | (LPS) foram semelhantes ao Grupo IV (indugéo
experimental de lesdes periapicais), enquanto que no Grupo I
(LPS/hidréxido de calcio) foram semelhantes ao Grupo |IIl (soro
fisiologico). Concluiu-se que a endotoxina bacteriana (LPS) ocasionou o
desenvolvimento de reagdo periapical, e que o hidréxido de calcio foi

capaz de inativar os efeitos téxicos da mesma, in vivo.

Buck et al.,24 em 2001, avaliaram o efeito de solugdes
irrigadoras endoddnticas e do hidroxido de calcio sobre a endotoxina
bacteriana, usando uma técnica altamente seletiva de espectrometria de
massa e cromatografia gasosa com monitoragdo de ions selecionados.
Solucdo aquosa de endotoxina foi misturada com uma variedade de
solugdes irrigadoras endodonticas, por 30 minutos. Por ser comumente
utilizado como curativo de demora, o hidroxido de calcio foi associado ao
LPS por 1, 2 ou 5 dias. A inativagdo do LPS foi medida pela quantificagéo

dos 4&cidos graxos livres liberados. Agua, EDTA, etanol, solucdo de



Revisao da literalura 58

clorexidina a 0,12% + hipoclorito de sodio e solugdo de hipoclorito de
sodio somente mostraram pouca quebra de LPS. A agdo por longos
periodos do hidréxido de calcio sobre o LPS, bem como 30 minutos de
exposi¢cdo a uma mistura alcalina de clorexidina, etanol e hipoclorito de
sodio inativaram o LPS pela hidrélise das ligagbes éster na cadeia de

acidos graxos do lipide A.

Queiroz,'13 em 2001 avaliou a capacidade do hidréxido de
calcio em neutralizar o LPS de Pseudomonas aerugeginosa, através de
duas metodologias, a liberagdo de o6xido nitrico e o Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) em cultura de macrofagos peritoneais de
camundongos. O autor concluiu que o LPS bacteriano é um potente
estimulador da produgdo de NO e TNF-a e que o tratamento do LPS com

hidroxido de célcio causou sua inativagéao.



roposicdo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito sobre os
tecidos apicais e periapicais de dentes de cédes do preparo biomecéanico
dos canais radiculares coadjuvado por diferentes solugdes irrigadoras,
assim como da pasta de hidréxido de calcio empregada como curativo de
demora, em canais radiculares que receberam previamente LPS

bacteriano ap6s remogao do tecido pulpar.



|aterial e método

Foram utilizados sete cdes, de ambos 0s sexos, sem raga
definida, com aproximadamente um ano a um ano e meio de idade e
pesando entre 10 e 15 Kg. Anteriormente as intervengdes endodonticas,
0s animais permaneceram por um periodo de 30 a 45 dias, sob os
cuidados relacionados & dieta e vacinas. Nesta fase e durante todo o
experimento, os mesmos foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-Campus-UNESP.

Os dentes utilizados para o estudo foram os segundos,
terceiros e quartos pré-molares inferiores e segundos e terceiros pré-
molares superiores, totalizando 70 dentes, ou 140 raizes divididas em 7
grupos experimentais de 20 raizes cada, distribuidos de tal forma que
quatro diferentes grupos fossem testados em cada animal em sistema de
rodizio de quadrantes e distribui¢do dos grupos entre os animais.

Para cada intervengdo, os animais foram pré-
anestesiados com injecdo intramuscular de 2 mL de Rompum (Cloridrato
de dihidroiazina — Bayer do Brasil S/A — S&o Paulo-SP) e, posteriormente,
anestesiados por via endovenosa, com Thiopental Sédico a 3% ( Abott do
Brasil Ltda. - S&o Paulo-SP), na dosagem de 30 mg/kg de peso do
animal. Durante toda a intervengdo cirurgica, o animal foi mantido com

uma solucéo isoténica de cloreto de so6dio (Darrow Lab. S/A - Sdo Paulo-
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SP), administrada endovenosamente e, quando necessaria, realizou-se a
complementagao anestésica.

Apés a anestesia, foram efetuadas radiografias
periapicais para avaliacdo e sele¢cdo dos dentes. A seguir, apos limpeza
mecdnica das coroas dentais com curetas periodontais e gaze
esterilizada, foi realizada a anestesia terminal infiltrativa na é&rea
periapical dos dentes envolvidos, empregando-se o0 anestésico
Novocol/100 (S.S. White Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ). Os
dentes foram isolados com dique de borracha, seguido da anti-sepsia do
campo operatorio com alcool 70% e 0,3% de iodo e neutralizagdo com
alcool/éter (partes iguais).

As aberturas coronarias foram realizadas com pontas
diamantadas esféricas nimero 1013 e 1015 (K.G. Sorensen — S&o Paulo -
SP), em turbina de alta velocidade refrigerada a ar e agua, de modo a
serem obtidas duas aberturas, uma mesial e outra distal, mantendo-se a
ponte de esmalte com a finalidade de evitar fraturas coronarias. As
aberturas oclusais foram completadas com pontas diamantadas tronco-
conicas de extremidade inativa numero 3081 (K.G. Sorensen — Sao Paulo-
SP), também em alta rotagao.

Baseado nas radiografias para diagnostico, e apos
irrigacdo da camara pulpar com soro fisioldgico, efetuou-se a exploragédo
do canal radicular com uma lima tipo K n215 (Dentsply Maillefer S/A -

Suiga), até o nivel do platé apical, o qual localiza-se normalmente a 2mm
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do apice radiografico. Com a mesma lima, a polpa radicular foi deslocada
e, posteriormente, removida com uma lima tipo Hedstréem (Dentsply
Maillefer S/A — Suica), de tamanho compativel com o didmetro do canal
radicular.

Apé6s inundacdo do canal radicular com soro fisioldgico e
com base na radiografia para diagnostico, foi realizada a tomada
radiografica para odontometria, determinando-se o Comprimento Real de
Trabalho (C.R.T.), o qual se localizava aproximadamente 2 mm aquém do
Comprimento Real do Dente (C.R.D.).

A seguir foi realizado o arrombamento do delta apical com
limas tipo K de nos 20, 25 e 30, utilizadas sequencialmente, para a
padronizagdo do didmetro da abertura apical dos dentes estudados sendo
a lima tipo K numero 30 considerada como o Instrumento Apical
Foraminal (I.A.F.). Apés o arrombamento apical foi realizado o preparo
biomecanico, utilizando-se limas tipo K no Comprimento Real de
Trabalho, através da técnica classica de instrumentagdo. Os canais
radiculares foram instrumentados, a partir do Instrumento Apical Inicial
(ILA.l.) até o de n°40. A cada troca de instrumento foram realizadas
irrigagao/aspiracdo/inundacdo do canal radicular com 3,6 mL de soro
fisiolégico. Para irrigacdo dos canais radiculares, a solugdo foi
armazenada em tubetes de anestésico esterilizados, sendo empregada
seringa carpule provida de agulha descartavel G27 longa (Gengibras -

27G Ibras CBO - Ind. Bras., Séo Paulo - SP). Ao término do preparo
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biomecanico, uma lima tipo K n°30 foi novamente utilizada, no
Comprimento Real do Dente, para remogdo de possiveis raspas de
dentina acumuladas na regido da abertura apical durante o preparo
biomecanico e os canais radiculares foram secos com pontas de papel
absorventes esterilizadas e inundados, a seguir, com solugcdo de &cido
etilenodiaminotetracético, (EDTA Trissdédico - Biodindmica Quimica e
Farmacéutica Ltda. — Sdo Paulo - SP) durante 3 minutos, agitada pela
ultima lima utilizada. Apds este periodo, os canais radiculares foram
copiosamente irrigados com soro fisiolégico, secos com pontas de papel
absorventes esterilizadas e a seguir, preenchidos com uma solugdo de
LPS e soro fisiolégico na concentracdo de 10 mg/mL, conforme descrito
por Nelson Filho (2000),'9" sendo mantida no canal radicular por um

periodo de 10 dias.

Preparo da solucdo de LPS

No fluxo laminar, um frasco contendo 100 mg de
endotoxina de Escherichia coli (Lipopolysaccharide B E. coli 055:B5 -
Lipid A 9.20% - Difco - Bacto — Detroit - Michigan — USA) foi diluido em
10 mL de Solugdo Salina Tamponada Fosfatada (PBS), originando uma

solugdo na concentracdo de 10 mg/mL.
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Um volume de 5 mL dessa solugdo foi colocado em
frascos tipo ependorfs (Corning — Mundial Quimica - Ribeirédo Preto-SP) ,
0os quais foram mantidos em freezer a, aproximadamente, -70°C, até o
momento da utilizagdo da solugéo.

Ap6és o preenchimento dos canais radiculares com a
solugdo de LPS, o selamento das aberturas coronéarias foi realizado com
cimento de o6xido de zinco e eugenol (Pulposan - S.S. White Artigos
Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ) sobre uma mecha de algodéo
esterilizada colocada na cémara pulpar. Em seguida, foi administrada
uma ampola de 3 mL de Diclofenaco sddico injetavel (Voltarenda -
Novartis Biociéncias S.A., Tabodo da Serra, SP) intramuscular na

concentragéo de 75mg.

Preparo biomecanico dos canais radiculares

Decorrido o periodo de dez dias, os animais foram
novamente anestesiados e os dentes isolados, seguindo os passos
descritos anteriormente, e o selamento coronario removido. Apds nova
anti-sepsia do campo operatorio, os 140 canais radiculares foram

divididos em 7 grupos, de 20 raizes cada, conforme descritos no Quadro 1.



Material ¢ mélodo * 67

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o0s
procedimentos realizados.

GRUPO PROCEDIMENTO

I Preparo biomecanico codjuvado com Solucdo de hipoclorito
de sodio a 1,0%.

I Preparo biomecanico coadjuvado com Solugdo de hipoclorito
de sodio a 2,5%.

Il Preparo biomecanico coadjuvado com Solugdo de hipoclorito
de sddio a 5%.

v Preparo biomecénico coadjuvado com Solugéo de digluconato
de clorexidina a 2%.

v Preparo biomecénico coadjuvado com Soro fisiologico
(Darrow Lab. S/A — Sao Paulo).

Vi Manutengao da solugdo de LPS (sem preparo biomecanico).

Vii Preparo biomecénico coadjuvado com soro fisiolégico e

emprego de pasta de hidroxido de calcio - Calen(S.S. White
— Artigos Dentéarios Ltda., Rio de Janeiro, R.J)

As solugbes dos Grupos | a IV foram dosadas e
preparadas no Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP.

Os canais radiculares de cada grupo foram preparados
pela técnica classica no C.R.T. utilizando as limas tipo K n240 até a de
ne70 para os dentes inferiores e o de n2 60 para os dentes superiores,
pela técnica classica. A cada troca de instrumento, foi realizada
irrigagao/aspiracdo/inundacdo do canal radicular com 3,6 mL de cada
solugdo em estudo. Ao término do preparo biomecénico, uma lima tipo K
ne3d0 foi novamente utilizada, no Comprimento Real do Dente, para
remogdo de possiveis raspas de dentina acumuladas na regido da

abertura apical, durante o preparo biomecanico.
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Apés o término do preparo biomecanico, 0s canais
radiculares foram secos com pontas de papel absorvente esterilizadas e
inundados com EDTA, durante 3 minutos, sob agitacdo, com o emprego
da Jultima lima utilizada no preparo biomecéanico. Em seguida, foi
realizada nova irrigacdo com as respectivas solugdes em estudo, as quais
foram mantidas nos canais radiculares durante 60 dias. No Grupo VII,
onde foi utilizada a pasta Calen (S.S. White Artigos Dentéarios Ltda., Rio
de Janeiro, RJ), o preparo biomecanico foi realizado utilizando soro
fisiologico como solugéo irrigadora e apds secagem com pontas de papel
absorvente esterilizadas (Tanari Industrial Ltda., Manaus, AM) e emprego
da solugdo de EDTA, os canais radiculares foram preenchidos com uma
pasta a base de hidroxido de célcio (Calen — S.S. White Artigos dentéarios
Ltda., Rio de Janeiro, RJ), empregando-se a seringa especial com émbolo
rosqueavel (ML - S.S. White Artigos dentérios Ltda., Rio de Janeiro, RJ),
provida de agulha longa calibre 27 (Gengibrds - 27G Ibras CBO Ind.

Bras., SP). A composicédo da pasta Calen é a seguinte:

Hidroxido de calcio p.a.....ccocoevviiiiiininennn. 2,59
OXido de ZINCO ...vvvvveeeeeeeeeeeceeee e 0,59
ColofOnio oo, 0,05¢
Polietilenoglicol 400..............cooviiiiiiiiiinnnn. 2,0 mL

Em todos os grupos, as aberturas coronarias foram
seladas com amalgama de prata, condensado sobre uma base de cimento
de policarboxilato de zinco (Durelon-ESPE-Germany), depositada sobre

uma mecha de algod&o esterilizada na camara pulpar.



Material ¢ mélodo * 69

No grupo VI, ap6s preenchimento dos canais radiculares
com solugdo de LPS, na primeira sessdo, os procedimentos de
condensagdo do amalgama foram realizados, sendo a solugdo de LPS
mantida nos canais radiculares. Decorridos 60 dias do preparo
biomecéanico, ou 70 dias da colocagdo de LPS no grupo VI, os animais
foram mortos por sobredose anestésica. As maxilas e mandibulas foram
removidas e as pegas fixadas em solugdo de cacodilato de sdédio em
associagao com sacarose e glutaraldeido (Soares, 1999).137

Depois de fixadas, as pegas foram lavadas,
radiografadas, recortadas em pequenos blocos, contendo cada raiz e
tecidos adjacentes. Para a desmineralizagcdo, as pegas foram imersas em
solugdo desmineralizadora a base de EDTA e submetidas & exposi¢do em
forno de microondas (Continental Aw 42 - B.S. Continental S.A.
Utilidades Domésticas — Sao Paulo, SP) ajustado na poténcia 2 e com
tempo de exposi¢cdo de 4 minutos. Apds cada exposi¢éo, a temperatura da
solugdo foi verificada, de modo a manté-la entre 30 e 36°C. A cada seis
exposigdes, as pecas foram agitadas em solugdo tampédo de cacodilato de
sodio (fixadora) e imersas em nova solugdo desmineralizadora, repetindo-
se exposi¢des até que a completa desmineralizagdo fosse observada. O
periodo necessario para o processo de desmineralizagdo foi de 15 a 20

dias e a constatacado foi feita por meio de tomada radiografica das pecas.
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Composicao da solugao fixadora (para 1 litro)

Solugdo aquosa de glutaraldeido a 25% .............cvvenne. 50 mL
SACAN0SE ot 5¢
Solugdo tamponada de cacodilato de sodio (pH 7,4) ... .. 1L
Solucao de hidréxido de sédio 0,1N ..........coooiviiinnnnn. qsp

Composig¢ao da solugdao desmineralizadora:

Sal EDTA dihidratado .......ccovviiiiiiii e 93,05 ¢
Solugdo aquosa de glutaraldeido 25% ................ceeee. 20mL

S [oF- | {011 N 34,25 ¢
Solugdo tamponada de cacodilato de sddio (pH7,4) ..... 280 mL
Agua destilada ........oooovvviiiiii 200mL

Solugao de hidroxido de sodio 0,1N .............ooeinininnn. qsp

pH final da SOIUGAD ..o, 7,4

Constatada a desmineralizagdo, as pegas foram
submetidas a rotina histolégica, sendo lavadas em &gua corrente por 24
horas, desidratadas em alcool de concentragdes crescentes, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. Os blocos contendo a raiz disposta
longitudinalmente, foram reduzidos para facilitar a microtomia, quando
entdo obteve-se cortes seriados com espessura de 6 micrometros. Para a
analise histopatologica, os cortes foram corados usando-se Hematoxilina

e Eosina (HE) e Tricrémico de Mallory.

Método de Avaliagao Histopatolagica

O material corado pelo HE foi analisado empregando-se
fotomicroscopio binocular (Olympus BX50, Tokyo, Japan). Foram
avaliados de forma subjetiva, por meio de escores, os seguintes

aspectos:
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a) Intensidade do infiltrado inflamatério periapical:
0 - ausente/suave
1 - moderado

2 - severo

b) Espago do ligamento periodontal apical:
0 - normal ou suavemente aumentado
1 - moderadamente aumentado

2 - severamente aumentado

c) Reabsorgao dos tecidos mineralizados - cemento:
0 - ausente

1 - presente

d) Reabsorgao dos tecidos mineralizados — osso alveolar:
0 - ausente
1 - presente

Os dados obtidos foram anotados em fichas cujo modelo

esté representado a seguir.

" 77

Quadro 2 - Modelo de ficha utilizada para anotagao dos resultados histopatoldgicos.

AVALIACAO RAIZ RAIZ RAIZ
INFILTRADO Ausente/suave
INFLAMATORIO Moderado
(intensidade) Severo

ESPESSURA
DO LIGAMENTO
PERIODONTAL

Normal/suavemente aumentado
Moderadamente aumentado
Severamente aumentada

REABSORCAO DOS
TECIDOS
MINERALIZADOS

Cemento

Osso alveolar
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Planejamento Estatistico dos Resultados da Avaliagao Histopatoldgica

Os escores estabelecidos para os fendmenos
histopatologicos analisados foram submetidos ao teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, e a comparacdo entre grupos foi realizada pelo teste
de Dunn buscando diferenciar cada fendmeno individualmente e
posteriormente agrupa-los para a analise global. Assim, para
diferenciagdo  dos  varios grupos, foi considerada  diferenca
estatisticamente significante, quando o nivel de significancia fosse

superior a 5%.



< esultado

= Avaliacdo histopatoldgica em dentes de caes

No Quadro 3 encontram-se dispostas as freqUéncias dos

espécimes para cada fendmeno histopatolégico avaliado, distribuidas em

funcdo de suas ocorréncias nos diversos grupos experimentais.

Quadro 3 - Frequéncia dos espécimes de acordo com os fenémenos

histopatolégicos avaliados, distribuidos em fungdo dos
grupos experimentais
NaOCI | NaOCIl | NaOCI | Clorex |Soro| LPS | Ca (OH)2
ASPESTOS HISTOPATOLOGICOS 1% 2,5% 5% 2%
Infiltrado Ausente/Suave 2 3 7 5 0 2 16
Moderado 6 5 6 10 4 5 2
Inflamatério Severo 12 11 6 5 15 13 2
Espessura do |Normal/Suavemente 2 3 0 3 0 2 16
ampliado
Ligamento Moderadamente 7 7 13 10 5 6 2
ampliado
Periodontal Severamente 11 9 6 7 14 12 2
Ampliado
Cemento 18 15 14 13 15 14 3
Reabsoygéo
Dos tecidos Osso alveolar 19 19 17 18 16 | 17 3
Mineralizados
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= Analise descritiva do Grupo | - Solugao de HIPOCLORITO DE SODIO A 1%

Neste grupo, onde no preparo biomecanico dos canais
radiculares foi utilizada a solugdo de hipoclorito de sédio a 1% nas 20
raizes avaliadas, foram observadas alteragdes inflamatérias e reabsorgéo
de tecidos mineralizados na regido apical e periapical (Figura 1).

Na regido periapical, o infiltrado inflamatério era misto
composto por células mononucleares entremeadas por neutréfilos de grau
severo em 12, moderado em 6 e suave em 2 raizes.

No ligamento periodontal havia células inflamatorias
difusamente espalhadas por toda a regido periapical sendo observado em
varios espécimes um ou mais focos inflamatérios localizados préximo a
abertura apical. A espessura do ligamento periodontal periapical
mostrava-se suavemente ampliada em 2 casos, moderada e severamente
aumentada em 7 e 11 espécimes respectivamente.

Reabsorgbes cementarias foram observadas em 18 das 20
raizes e reabsorgdes 6sseas em 19 casos.

Junto ao osso alveolar havia grande quantidade de
osteoclastos evidenciando a elevada atividade de reabsor¢do 6ssea

existente.
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= Analise descritiva do Grupo Il - Solu¢do de HIPOCLORITO DE SODIO A 2,5%

Neste grupo as alteragdes apicais e periapicais
evidenciaram nas 19 raizes, quadro histopatolégico semelhante aquele
encontrado no grupo | (solugdo de hipoclorito a 1%), ou seja, processo
inflamatério moderado/severo, presenga de reabsorgfes cementarias e
Osseas ativas e areas de necrose e congestdo/proliferagdo vascular
intensa (Figura 2).

O infiltrado inflamatério observado na regido periapical
era severo em 11, moderado em 5 e suave em 3 raizes.

A espessura do ligamento periodontal periapical estava
suavemente ampliada em 3 casos, moderada e severamente aumentada
em 7 e 9 espécimes respectivamente. Havia células inflamatérias
concentradas por toda a regido periapical, edema generalizado e
dissociagao fibrilar.

Havia reabsor¢do de cemento em 15 espécimes e de 0sso
alveolar em todos os 19 casos avaliados. Osteoclastos eram vistos em

consideravel quantidade, confirmando a reabsorgdo 6ssea presente.
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= Analise descritiva do Grupo Il - HIPOCLORITO DE SODIO A 5%

Nas 19 raizes do grupo Ill, onde no preparo biomecéanico
dos canais radiculares foi utilizada a solu¢do de hipoclorito de sodio a
5%, o tecido intersticial na regido apical apresentava tecido conjuntivo
necrético, edema, células inflamatérias predominantemente
mononucleadas, difusas entre acentuada hemorragia (Figura 3).

A intensidade da reacdo inflamatéria na regido periapical
foi considerada suave em 7 casos, moderada em 6 e intensa em 6
espécimes.

No ligamento periodontal junto ao éapice radicular era
evidenciado em infiltrado inflamatério difuso, predominantemente
composto de células mononucleadas em meio a areas de edema e
dissociagao fibrilar. Pode-se observar intensa proliferacdo e congestao
vascular e areas hemorragicas espalhadas. A distancia do forame havia
células inflamatérias mononucleadas circundadas pela presenga de fibras
e escassa quantidade de matriz colagena. A espessura do ligamento
estava severamente ampliada em 6 e moderadamente ampliada em 13 das
raizes avaliadas.

A superficie do cemento apical apresentava areas de
reabsorcdo em 14, das 19 raizes avaliadas e, auséncia de
cementoblastos em sua superficie.

O osso alveolar em 17 das 19 raizes, mostrava areas de
reabsorgcdo ativa, auséncia de osteoblastos e presenga de osteoclastos

em quantidade consideravel.



Resultado 78

= Analise descritiva do Grupo IV - Solugéo de digluconato de CLOREXIDINA A 2%

Nos 20 canais radiculares irrigados com a solugdo de
digluconato de clorexidina a 2% durante o preparo biomecénico, no
cemento apical, pode-se observar lacunas cementarias ampliadas e, em
sua maioria vazias ou preenchidas por células inflamatérias. O tecido
intersticial mostrava areas de necrose e intensa quantidade de células
inflamatérias mononucleadas em meio a necrose tecidual e dissociagdo
fibrilar (Figura 4).

Proximo a abertura apical era visto infiltrado inflamatério
moderado e misto em 10 das 20 raizes sendo o mesmo, intenso e suave
em 5 e 5 espécimes respectivamente. Havia intensa proliferagcédo e
congestdo vascular e edema generalizado. A espessura do ligamento
periodontal estava severamente ampliada em 7, moderadamente ampliada
em 10 e suavemente ampliada em 3 raizes.

A distancia do forame apical, o infiltrado inflamatério
também misto, mostrava predomindncia de macréfagos e presenca
discreta de fibras coldgenas na tentativa de circunscrever o processo
inflamatorio.

Em 13 casos, a superficie do cemento era irregular
devido a reabsorgéo presente.

O osso alveolar apresentava com freqliéncia osteoclastos
em sua superficie, sendo evidenciada reabsor¢do ativa em 18 dos 20

espécimes.
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= Analise descritiva do Grupo V - SORO FisioLéGICO

Nas 19 raizes avaliadas neste grupo, as alteraghes
observadas na regido apical e periapical foram também severas em todas
as variaveis analisadas (Figura 5).

No ligamento periodontal, o infiltrado inflamatorio era
misto, intenso e concentrado em 14 raizes, sendo de grau moderado em 5
espécimes. Junto a abertura foraminal, esse infiltrado era mais
concentrado e entremeado com considerdvel presenga de neutrofilos.

A distancia do forame apical no infiltrado inflamatério,
pode-se observar presenca marcante de macrofagos e de intensa
proliferacdo e congestdo vascular. O edema era espalhado por toda a
regido havendo escassa presenca de fibras colagenas na tentativa de
circunscrever o processo inflamatorio presente.

Na superficie do cemento havia reabsor¢cdo ativa em 15
das 19 raizes avaliadas, auséncia de fibras e de cementoblastos.

No osso alveolar, em 16 espécimes havia a presenca
acentuada de osteoclastos os quais determinavam a reabsorgdo do

mesmo.
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Analise descritiva do Grupo VI - solugao de LPS mantida no canal radicular

No Grupo VI, onde a solugdo de LPS bacteriano foi
mantida nos canais radiculares, sem a realizagdo do preparo
biomecénico, foram evidenciadas alteragdes apicais e periapicais graves
(Figura 6).

O ligamento periodontal mostrava células inflamatérias
concentradas junto ao forame apical e, espalhadas a distdncia do mesmo.
Préximo ao osso alveolar havia a presenga de fibras colagenas dispostas
paralelamente a superficie apical na tentativa de circunscrever o
processo inflamatério presente.

O infiltrado inflamatério presente foi classificado como
suave em 2, moderado em 5 e severo em 13 espécimes.

As lacunas cementarias encontravam-se ampliadas e
vazias ou contendo areas de necrose tecidual, hemorragia e células
inflamatdrias. No interior da abertura apical do canal radicular, o tecido
intersticial invaginado do periodonto mostrava dissociagdo fibrilar,
hemorragia acentuada e infiltrado inflamatério severo e misto, quadro
este também observado préximo a abertura foraminal.

A superficie do cemento proximo a abertura apical
apresentava reabsorgcdo cementaria em 14 espécimes. No osso alveolar
havia areas de reabsorgcdo ativa com presenga de osteoclastos em sua

superficie (17 casos).
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= Analise descritiva do Grupo VIl - emprego da pasta de hidréxido de calcio
(Calen)

No Grupo VII, onde no preparo biomecanico foi utilizado o
soro fisiolégico e a pasta de hidroxido de calcio Calen como curativo de
demora, as alteragbes apicais e periapicais foram consideradas suaves
(Figuras 7 e 8).

O ligamento periodontal apical mostrava reacéo
inflamatéria de pequena intensidade junto ao forame apical, sendo
ausente a distancia do apice. O infiltrado inflamatério presente foi
classificado como suave em 16, moderado em 2 e severo em 2 raizes.

Junto a abertura apical do canal radicular, o tecido
intersticial invaginado do periodonto mostrava formacdo fibrilar e
infiltrado inflamatério suave.

O ligamento periodontal apical apresentava espessura
normal em 16 raizes, moderada e severamente espessado em 2 e 2
casos, respectivamente. A superficie do cemento proximo a abertura
apical apresentava reabsor¢cdo cementaria em 3 espécimes.

No osso alveolar ndo eram observadas areas de
reabsorcdo ativa, na qual pode ser observada a presenca de osteoblastos
em sua superficie. Apenas 3 casos apresentavam reabsor¢do na

superficie do osso alveolar.
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= Resultados Estatisticos da Avaliacao Histopatolagica

As freqUéncias apresentadas no Quadro 3 foram
dispostas de modo a receberem escores em forma crescente de
adversidade a reparagao, propiciando a aplicacdo do teste estatistico néo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Este teste comparou os sete grupos
experimentais entre si, para posteriormente, quando observada diferenca
significante em nivel de 5 por cento, fosse realizada a comparagdo entre
0s grupos, dois a dois, pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn,
buscando as diferenciacbes entre eles. Cada aspecto histolégico
avaliado: infiltrado inflamatério periapical, espessura do espacgo
periodontal, reabsor¢gdo dos tecidos mineralizados cemento e 0sso
alveolar, tiveram seus dados submetidos a este teste estatistico. Assim,
foram compostas as tabelas de numero 1 a 10 , as quais apresentam a
soma de postos e postos médios dos grupos experimentais. Nos seus
rodapés encontram-se os dados dos resultados do teste de Kruskal-
Wallis. Quando ocorreu diferenga significante entre os grupos, a tabela
complementar apresenta os dados das comparagdes entre os postos
médios dos diferentes grupos, dois a dois, de acordo com o teste de

comparagdes multiplas de Dunn.
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Tabela 1 — Soma dos postos, posto médio e resultados estatisticos das
comparagdes entre os grupos experimentais, quanto ao
infiltrado inflamatério periapical.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTOS POSTO MEDIO

I - NaOCl 1% 1629 81,45
Il - NaOCI 2,5% 1487 78,26
1l - NaOCI 5% 1086 57,16
IV - Clorexidina 2% 1162,5 58,12
V - Soro fisioldgico 1800,5 94,76
VI - LPS 1680 84

VIl -Ca(OH)2 - Calen 608 30,4

Kruskal-Wallis KW = 41,82 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 2 - Comparacgéo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto ao infiltrado inflamatério periapical de
acordo com o teste de comparagdes multiplas de Dunn.

COMPARAGCAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. =5%
NaOCIl 1% X NaOCI 2,5% 3,19 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X NaOCl 5% 24,29 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Clorex.2% 23,33 n.s. p>0,05
NaOCIl 1% X Soro fisiol. -13,31 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X LPS -2,55 n.s. p>0,05
NaOCIl 1% X Calen 51,05 ol p<0,001
NaOCI 2,5% X NaOCl 5% 21,11 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Clorex.2% 20,14 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Soro fisiol. -16,5 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X LPS -5,74 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Calen 47,86 o p<0,01
NaOClI 5% X Clorex.2% -0,97 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Soro fisiol. -37,61 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X LPS -26,84 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X Calen 26,76 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Soro fisiol. -36,64 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X LPS -25,88 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Calen 27,73 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X LPS 10,76 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X Calen 64,36 xx p<0,001
LPS X Calen 53,60 e p<0,001

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS [, II, V, VI E O GRUPO VII - CALEN
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Tabela 3 - Soma dos postos, posto médio e resultados estatisticos das
comparagdes entre 0s grupos experimentais, quanto a
espessura do ligamento periodontal apical.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTOS POSTO MEDIO

I - NaOCl 1% 1564,5 78,23
Il - NaOCI 2,5% 1364 71,79
I1l - NaOCI 5% 1311,5 69,03
IV - Clorexidina 2% 1304,5 65,23
V - Soro fisioldgico 1755,5 92,4
VI - LPS 1620 81

VIl -Ca(OH)2 - Calen 533 26,65

Kruskal-Wallis KW = 38,01 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 4 - Comparagédo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a espessura do ligamento periodontal
apical de acordo com o teste de comparagdes mdltiplas de

Dunn.
COMPARAGCAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. =5%
NaOCIl 1% X NaOCI 2,5% 6,44 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X NaOCl 5% 9,2 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Clorex.2% 13 n.s. p>0,05
NaOCI 1% X Soro fisiol. -14,17 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X LPS 2,77 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Calen 51,57 Hrk p<0,001
NaOCl 2,5% X NaOCI 5% 2,76 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Clorex.2% 6,56 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Soro fisiol. -20,6 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X LPS -9,21 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Calen 45,14 o p<0,01
NaOCl 5% X Clorex.2% 3,8 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Soro fisiol. -11,97 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X LPS 42,38 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X Calen -27,17 o p<0,01
Clorex. 2% X Soro fisiol. -15,77 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X LPS 38,57 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Calen 11,39 * p<0,05
Soro fisiol. X LPS 65,74 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X Calen 54,35 xx p<0,001
LPS X Calen 53,60 K p<0,001

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS | A VIE O GRUPO VII - CALEN
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Tabela 5 - Soma dos postos, posto médio e resultados estatisticos das
comparagdes entre 0s grupos experimentais, quanto as
reabsorgdes cementarias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTOS POSTO MEDIO
I - NaOCl 1% 1693 84,65
Il - NaOCI 2,5% 1464,5 77,08
I1l - NaOClI 5% 1396 73,47
IV - Clorexidina 2% 1350,5 67,52
V - Soro fisioldgico 1464,5 77,08
VI - LPS 1419 70,95
VIl -Ca(OH)2 - Calen 665,5 33,27

Kruskal-Wallis KW = 32,03 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 6 - Comparagédo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto as reabsorgdes cementarias de acordo
com o teste de comparagdes multiplas de Dunn.

COMPARAGCAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. =5%
NaOCl 1% X NaOCI 2,5% 7,57 n.s. p>0,05
NaOCIl 1% X NaOCIl 5% 11,18 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Clorex.2% 17,12 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Soro fisiol. 7,57 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X LPS 13,7 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Calen 51,37 Hrk p<0,001
NaOCl 2,5% X NaOCI 5% 3,6 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Clorex.2% 9,55 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Soro fisiol. 0 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X LPS 6,13 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Calen 43,8 b p<0,001
NaOCl 5% X Clorex.2% 5,95 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Soro fisiol. -3,6 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X LPS 2,52 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X Calen 40,2 o p<0,01
Clorex. 2% X Soro fisiol. -9,55 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X LPS -3,42 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Calen 34,25 * p<0,05
Soro fisiol. X LPS 6,13 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X Calen 43,8 xx p<0,001

LPS X Calen 37,67 ** p<0,01

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS | A VIE O GRUPO VII - CALEN
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Tabela 7 - Soma dos postos, posto médio e resultados estatisticos das
comparagdes entre 0s grupos experimentais, quanto a
reabsorgdo 0ssea.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTOS POSTO MEDIO

I - NaOCl 1% 1591,5 79,57
Il - NaOCI 2,5% 1577 83

1l - NaOClI 5% 1440 75,79
IV - Clorexidina 2% 1523 76,15
V - Soro fisioldgico 1371,5 72,18
VI - LPS 1454,5 72,72
VIl -Ca(OH)2 - Calen 495,5 24,77

Kruskal-Wallis KW = 61,73 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 8 - Comparagédo, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a reabsorgdo 6ssea, de acordo com o
teste de comparagbes multiplas de Dunn.

COMPARAGCAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. =5%

NaOCIl 1% X NaOCI 2,5% -3,42 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X NaOCl 5% 3,79 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Clorex.2% 3,42 n.s. p>0,05
NaOCI 1% X Soro fisiol. 7,4 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X LPS 6,85 n.s. p>0,05
NaOCIl 1% X Calen 54,8 e p<0,001
NaOCl 2,5% X NaOCl 5% 7,21 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Clorex.2% 6,85 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Soro fisiol. 10,82 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X LPS 10,27 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Calen 58,22 ol p<0,001
NaOClI 5% X Clorex.2% -0,36 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Soro fisiol. 3,6 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X LPS 3,06 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Calen 51,01 ol p<0,001
Clorex. 2% X Soro fisiol. 3,97 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X LPS 3,42 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Calen 51,37 ol p<0,001
Soro fisiol. X LPS -0,54 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X Calen 47,41 xx p<0,001
LPS X Calen 37,95 ol p<0,001

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS | A VIE O GRUPO VII - CALEN
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Tabela 9 - Soma dos postos, posto médio e resultados estatisticos das
comparagdes entre os grupos experimentais, considerando-
se 0s aspectos avaliados de maneira global - infiltrado
inflamatério periapical, espessura do ligamento periodontal
apical e rebsorgdes cementéaria e 6ssea.

GRUPOS EXPERIMENTAIS SOMA DE POSTOS POSTO MEDIO
I - NaOCl 1% 25601 320,01
Il - NaOCI 2,5% 23229 305,64
I1l - NaOClI 5% 20727 272,72
IV - Clorexidina 2% 21209 265,11
V - Soro fisioldgico 25727 338,51
VI - LPS 24746 309,32
VIl -Ca(OH)2 - Calen 9189 114,86

Kruskal-Wallis KW = 129,9 (significante)

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESTATISTICAMENTE DIFERENTES

Tabela 10 - Comparagao, dois a dois, entre postos médios dos grupos
experimentais, quanto a avaliagdo global, de acordo com o
teste de comparagbes multiplas de Dunn.

COMPARAGCAO DIFERENCA SIGNIFICANCIA
ENTRE
ENTRE GRUPOS POSTOS MEDIOS n.s. =5%
NaOCI 1% X NaOCl 2,5% 14,36 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X NaOCl 5% 47,28 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X Clorex.2% 54,9 n.s. p>0,05
NaOCI 1% X Soro fisiol. -18,5 n.s. p>0,05
NaOCl 1% X LPS 10,69 n.s. p>0,05
NaOCIl 1% X Calen 205,1 K p<0,001
NaOCl 2,5% X NaOCI 5% 32,92 n.s. p>0,05
NaOCI 2,5% X Clorex.2% 40,54 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Soro fisiol. -32,86 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X LPS -3,67 n.s. p>0,05
NaOCl 2,5% X Calen 190,8 K p<0,001
NaOCl 5% X Clorex.2% 7,62 n.s. p>0,05
NaOCI 5% X Soro fisiol. -65,78 n.s. p>0,05
NaOCl 5% X LPS -36,6 n.s. p>0,05
NaOCIl 5% X Calen 157,9 K p<0,001
Clorex. 2% X Soro fisiol. -73,4 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X LPS -44,21 n.s. p>0,05
Clorex. 2% X Calen 150,2 K p<0,001
Soro fisiol. X LPS 29,19 n.s. p>0,05
Soro fisiol. X Calen 223,6 xx p<0,001
LPS X Calen 194,5 K p<0,001

DIFERENCAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE ENTRE GRUPOS
EXPERIMENTAIS | A VIE O GRUPO VII - CALEN
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Considerando-se o0s resultados da analise estatistica
realizada, observamos que, o grupo em que foi empregado curativo de
demora a base de hidroxido de calcio (VII - Calen) apresentou resultados
superiores em todos os aspectos histopatolégicos analisados (p<0,05).
Os grupos em que nao foi utilizado curativo de demora, sendo o preparo
biomecénico coadjuvado por diferentes solugdes irrigadoras (I a V) ou o
grupo controle (VI), no qual o LPS foi mantido no canal radicular por todo
periodo experimental, apresentaram resultados inferiores, sendo
semelhantes entre si (p>0,05) em todos os aspectos avaliados.

Apesar da semelhanga entre o0s grupos que nao
receberam o curativo de demora, quando o preparo biomecanico foi
coadjuvado pelas solugdes de hipoclorito de sédio a 5% ou clorexidina a
2%, nao foi observada diferenga significante quando analisada a
intensidade do infiltrado inflamatério periapical (p>0,05) em comparagéo
ao grupo com curativo de demora. Nos demais parametros avaliados,
incluindo a avaliagdo global, as diferengcas entre os grupos que néo
receberam e o que empregou curativo de demora foram significantes
(p<0,05).

A analise global dos aspectos histoldgicos estudados, de
acordo com as Tabelas 9 e 10, demonstra diferenga significante entre os
grupos experimentais, destacando o grupo no qual foi empregado o
curativo de demora & base de hidroxido de calcio, com melhores
resultados de reparo dos tecidos apicais e periapicais (p<0,05), sendo os

demais grupos inferiores e semelhantes entre si (p>0,05).



| iscussdo

= Da Metodologia

Vérios métodos tém sido descritos para a avaliagdo da
biocompatibilidade de materiais empregados na Odontologia, desde
trabalhos in vitro como cultura de células, como 0s in vivo, 0S quais
procuram reproduzir as  condigbes clinicas de tratamento. Assim, a
resposta dos tecidos apicais e periapicais ao tratamento endodéntico, s6
poderia ser avaliada em sua plenitude por meio de exame histopatologico,
a partir de material colhido em cirurgia periapical (Paterson & Watts,
1990).198 A necessidade de biépsia do dente em conjunto com os tecidos
periapicais de suporte, descartada hoje em humanos por aspectos éticos,
torna essencial a utilizacdo de um modelo animal que permita o exame
microscdpico das respostas celulares (Browne, 1994).23

A selecdo de um modelo de experimentacdo animal
depende de uma série de fatores como: facilidade de obtengéo e
manutencdo do animal, padrdo mastigatério, resisténcia a infecgao,
tamanho, numero e morfologia dental compativeis com o humano. A
resposta tecidual e o padrdo de crescimento devem ser semelhantes ao
do homem, porém, rapidos o suficiente para que se obtenha resposta em
menor periodo de tempo (Rowe, 1965, 1980;120.119 Torneck & Smith,

1970;153 Pitt Ford, 1984;111 Callis, 1987;2° Tanomaru Filho,2001).150
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Os cées, utilizados neste estudo como modelo
experimental sdo animais de facil obtengdo e de manutengdo viavel
economicamente. S&o faceis de serem anestesiados e, com resisténcia a
prolongados periodos de sedacdo. Além disso, o cado apresenta dentes
com estruturas mineralizadas, dentina e cemento, semelhantes as do
homem, assim como o processo de reparo (Citrome, 1979).30 Rowe,
(1980)119 relata que o cdo possui crescimento rapido, o que permite a
obtencéo de resultados em menores periodos de tempo.

O céo, como modelo experimental, tem sido empregado
em uma grande quantidade de estudos, como os realizados por Holland et
al.,, 1978, 1983, 1992;57.55.58 Pijtt Ford, 1982, 1984;'10.111 Allard et al.,
1987;3 Silva, 1988, 1991;129.130 Bonetti Filho, 1990, 2000;2".22 Leonardo et
al., 1994, 1995, 1996, 1997;77.78.79.82 Tanomaru Filho, 1996, 2001;149.150
Berbert, 1999;'7 Katebzadeh et al., 1999;67 Shabanhang et al., 1999;128
Soares, 1999;137 Nelson Filho, 2000;'0" Mattos, 200121, dentre outros.

A correlacdo entre a idade dos cdes para com o0s
humanos pode ser efetuada utilizando a tabela de conversdo de idade
sugerida por Lebeau’2 em 1953, na qual um cdo aos 2 anos € equivalente
a um homem de 24 anos e, cada ano apos esses dois, sera equivalente a
quatro anos nos humanos. Assim optamos por animais jovens, com idade
entre 1 ano e 1 ano e meio, que equivaleria no homem a idade entre 15 e
20 anos, visto que a velocidade de formagdo e o tamanho da lesao

periapical estdo relacionadas também com o volume da cavidade pulpar.
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Os dentes dos caes utilizados neste experimento foram os
segundos, terceiros e quartos pré-molares inferiores e 0s segundos e
terceiros pré-molares superiores, selecionados por apresentarem
semelhanga anatémica, igual numero de raizes e canais amplos e retos,
permitindo maior padronizagdo dos procedimentos técnicos durante o
tratamento endoddntico e processamento histopatoldgico (Silva, 1988,
1991;129.130 | eonardo et al., 1994, 1995;77.78 Soares, 1999;137 Tanomaru
Filho, 2001).150

Optou-se pela manutencdo da cuspide oclusal, com o
objetivo de diminuir a ocorréncia de fraturas coronarias, sendo esta
considerada area de reforco (Barker & Lockett, 1971;'2 Berbert, 1978;16
Silva, 1988, 1991,129.130 L eonardo et al., 1994).77

Concordamos com Katebzadeh et al. (1999),67 quando
afirmam ser dificil efetuar-se uma correlagcdo direta entre os resultados
obtidos com animais experimentais e aqueles que seriam obtidos no
homem. Assim, para atenuar a influéncia da resisténcia individual do
animal na resposta tecidual observada, em cada animal foram realizados
4 grupos experimentais, obedecendo um sistema de rodizio para
distribuicdo dos mesmos, possibilitando a  discriminagdo quanto ao
comportamento de cada tratamento comparativamente. No homem,
certamente, essa diferengca entre os tratamentos também ocorreria

(Nelson Filho, 2000).101
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Wolff (1973)'63 considera os humanos como 0s seres
mais sensiveis aos efeitos bioldgicos da endotoxina. Dessa forma,
podemos inferir que o presente trabalho, efetuado em cédes, se
reproduzido em humanos, provavelmente ocasionaria reagdes mais
acentuadas.

Devido a presenga de um delta apical com inumeras
ramificacdes nos dentes do cédo (Pitts et al., 1982)'12, e considerando ser
objetivo deste trabalho a avaliagdo do efeito da endotoxina sobre os
tecidos apicais e periapicais, julgamos imprescindivel realizar o
arrombamento do apice radicular permitindo, dessa forma, maior atuagao
da endotoxina nos tecidos peripaicais, em periodo de tempo mais curto,
devido a eliminacdo da barreira tecidual existente no canal cementario.

A necessidade do arrombamento apical foi avaliada por
Pitts et al.,"'2 em 1982, que injetaram LPS de Salmonella minnesota em
canais radiculares de dentes de caes, apds pulpectomia, seguida ou néo
de arrombamento apical, com brocas de Gates-Glidden de numeros 1 a 3,
associadas a limas tipo K. De acordo com os resultados obtidos, as
raizes ndo arrombadas, preenchidas com LPS, evidenciaram alteragdes
radiograficas e histopatoldgicas leves ou ausentes, ap6s 4 ou 5 semanas,
de forma semelhante ao grupo controle, onde os canais radiculares foram
preenchidos com solugdo salina. Assim, concluiram que, possivelmente,
uma quantidade minima de endotoxina tenha alcangado o apice e

periapice radicular, nos dentes ndo arrombados. Mattison et al.,?0 em
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1987, também avaliaram o efeito de LPS de E. corrodens sobre os tecidos
apicais e periapicais de dentes de caes, ap6s pulpectomia, arrombando o
forame apical com limas tipo K n°20. Concordamos com esses autores,
quando salientam a necessidade da realizacdo do arrombamento apical,
em dentes de cées, quando da realizagdo de experimentos dessa
natureza, para obtengao de resultados mais rapidos e confiaveis.

Nelson Filho,19" em 2000 avaliando a inativagdo do LPS
de E. coli pelo hidroxido de calcio, considerou o arrombamento apical de
fundamental importédncia para permitir contato direto da solugdo de LPS
com os tecidos apicais e periapicais. O arrombamento apical foi realizado
conforme Bonetti Filho (1990),2" Silva (1995);13" Tanomaru Filho (1996,
2001);149.150 Nelson Filho (2000);'01 utilizando-se limas tipo K de n°15,
20, 25 e 30 no Comprimento Real do Dente, previamente estabelecido na
odontometria. Porém existem outras formas de arrombamento em relagao
ao didmetro da lima utilizada, ou seja, ao didmetro da paténcia atribuida
ao forame apical, podendo ser equivalente a uma lima tipo K n°20
(Mattison et al., 1987;90 Holland et al., 1990;%6 Otoboni Filho, 2000),107
n°25 (Soares et al., 1999),'37 n°30 (Bonetti Filho, 1990)2" ou n°40
(Holland & Souza, 1985).5% No presente trabalho optou-se pelo
arrombamento até a lima tipo K n°30, com o objetivo de criar um forame
unico e padronizado e permitindo maior contato da solu¢gdo de LPS com

os tecidos periapicais.
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Apdés o arrombamento apical, recuou-se 2mm do apice e
foi realizada uma pré dilatagdo do canal radicular até a lima n°40, pela
técnica classica (Leonardo, 1998),74 sendo a irrigacdo realizada com soro
fisiolégico, seguido da remogdo da camada residual com solugdo de
EDTA mantida por 3 minutos e neutralizagdo com soro fisiolégico. O
emprego do Instrumento Apical Foraminal nesta fase, ou seja, a lima tipo
K numero 30, teve a finalidade de remogdo de possiveis raspas de
dentina da regido foraminal. A manuten¢ado da solugdo de LPS por 10 dias
teve como objetivo possibilitar a sua difusdo pela dentina.

Nissan et al.,193 em 1995 estudando a capacidade de
difusdo pela dentina da endotoxina bacteriana, demonstraram que a
endotoxina é capaz de penetrar 0,5 mm na dentina, em 24 horas, sem uso
de pressdo. Segal et al.,’25 em 1990, estudando a penetracdo da
endotoxina em discos de dentina, demonstraram difusdo de £ 0,2 mm, no
periodo de 5 minutos. Michelich et al.,%2 em 1980 demonstraram que
utilizando-se de uma certa pressdo, foi suficiente para a penetragdo da
endotoxina em 1,0mm do disco de dentina apds 20 minutos. O fator
determinante no periodo de penetracdo na dentina pode estar relacionado
ao alto peso molecular da endotoxina e também a sua ligacdo a estrutura
mineral, neste caso a dentina. Estes dados justificam o periodo de 10
dias, no qual a endotoxina foi mantida no interior do canal radicular
anteriormente ao preparo biomecéanico, utilizando-se as solugdes

irrigadoras em teste. Assim, durante o preparo biomecanico ndo deveria
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ocorrer a completa remogédo da endotoxina, para que a agao das solugdes
irrigadoras pudesse ser avaliada.

Neste trabalho, a opg¢do pela endotoxina derivada da
Escherichia coli, baseou-se em trabalho anteriormente realizado por
Nelson Filho,101" em 2000, além da ampla citagcdo e indicagdo como grupo
controle nos trabalhos de pesquisa (Hausmann et al., 1970;%0 Dahlén &
Bergenholtz, 1980;%4 Mattison et al., 1987;°0 Horiba et al., 1989; 1991;
1992;62.60.61 Yamasaki et al., 1992;166 Nakane et al., 1995;100 Blix &
Helgeland, 1998;20 Opal et al., 1999;106 Nelson Filho, 2000),0"
fundamentada em sua comprovada toxicidade, assim como grupo
experimental, para avaliagdo da atividade biolégica do LPS, em diferentes
niveis de pesquisa (Niwa et al., 1969;'04 Robinson & Shapiro, 1975;116
Dwyer & Torabinejad, 1981;37 Pinero et al., 1983;109 Hirafuji & Shinoda,
1994;52 Yoshinuma et al., 1994;169 Nagaoka et al., 1996;%° Barthel et al.,
1997;13 Day et al., 1998;36 Levin et al., 1998;84 Aibel & Stevens, 1999,2
Nelson Filho, 2000).19" Embora seja um microrganismo entérico, a
estrutura molecular da E. coli, de acordo com Mattison et al. (1987),90 ¢
representativa da maioria das endotoxinas. Também, essa endotoxina é
de mais facil obtengao e de menor custo.

A concentracdo ideal de LPS de Fusobacterium nucleatum
utilizada por Dahlén et al. (1981),35 em dentes de macacos, foi de 10

mg/mL. Cada canal radicular foi preenchido com 5-10nL da solugdo, num

total de 50-100ng de LPS por canal radicular. Dwyer & Torabinejad
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(1981)37 avaliaram, em gatos, o efeito de 3 concentracdes de endotoxina
de E. coli (1,10 e 100mg/ mL). Cada canal radicular foi preenchido com
0,1 mL da solugdo, contendo cerca de 0,1 a 10ng de endotoxina. No
entanto, ndo observaram diferengas nas respostas ocasionadas pelas trés
diferentes concentragdes utilizadas. Ja em 1982, Pitts et al.112
preencheram os canais radiculares de dentes de cdes com 0,1mL de
endotoxina de Salmonella minnesota, na concentracdo de 1mg/mL,
enquanto que Mattison et al.(1987)%0 utilizaram esse mesmo volume de
endotoxina de E. corrodens e E.coli, na concentracdo de 10mg/mL.
Verificando que a literatura, além de restrita, tem utilizado concentragées
de endotoxina bastante variadas, Nelson Filho (2000),'0" realizou um
estudo piloto, onde foram injetadas nos canais radiculares de dentes de
cédes trés diferentes concentragdes de LPS : 0,1, 1 e 10 mg/mL e a opgéo
para utilizagdo em seu estudo que avaliou a inativagdo in vivo da
endotoxina de E. coli pelo hidroxido de calcio foi de 10mg/mL, uma vez
que esta evidenciou alteragdes radiograficas em periodos mais precoces.
Baseado neste estudo prévio e na experiéncia do grupo de pesquisa com
a endotoxina de E. coli, optou-se por utilizar esta mesma concentragao,
ou seja, de 10mg/mL.

Apés o periodo de 10 dias, foi realizado o preparo
biomecanico pela técnica cléassica, de acordo com Leonardo (1998)74 até a
lima tipo K n°60 para os prés-molares superiores e n°70 para os

inferiores, em funcdo da diferenca na anatomia dos canais radiculares,
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sendo utilizado o volume de 3,6mL de solugéo irrigadora, de acordo com
0 grupo experimental, a cada troca de lima. Ao final, utilizou-se a solugao
de EDTA (Leonardo et al., 1993),80 por 3 minutos para remogado da
camada residual. Em seguida, o canal radicular foi preenchido novamente
com a solugéo irrigadora em teste, permanecendo no seu interior por 60
dias.

Dentre as solugdes irrigadoras em avaliagdo, outros
trabalhos in vitro demonstraram a ineficacia das mesmas na inativagdo da
endotoxina. A solugdo de hipoclorito de so6dio, em diferentes
concentracgdes, € a de uso mais difundido (Baumgartner & Cuenin, 1992;14
Walton & Rivera, 1996;5¢ West & Roane, 2000),'8" sendo recomendada
na endodontia desde os anos 20.

As solugdes empregadas neste estudo foram tituladas
quanto as suas concentragbes, previamente ao seu emprego, uma vez
que a concentracdo de cloro ativo presente na solugdo € de fundamental
importéncia, sendo sua agao bactericida proporcional & concentra¢do da
mesma (Bystrom & Sundqvist, 1983;27 Foley et al., 1983;40 Sundqvist et
al., 1989;144 Ayham et al., 1999).11

Também foi utilizada a solugdo de digluconato de
clorexidina a 2%, um bisguanideo com acgdo antimicrobiana contra
microrganismos  Gram-positivos e Gram-negativos, esporos, virus
lipofilicos, blastésporos e dermatofilos, apresentando acao

bacteriostatica em baixas concentracbes e bactericida em altas
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concentracdes (Greenstein et al., 1986;4¢ Jeansone & White, 1994,65
Leonardo et al., 1999).83

O soro fisiolégico foi utilizado como controle, ja que o
mesmo ndo possui nenhuma atividade antimicrobiana e de inativacdo da
endotoxina bacteriana (Nelson Filho, 2000),'0" além de n&o exercer
agressao aos tecidos periapicais. Em outro grupo controle, a endotoxina
foi mantida por todo periodo experimental, com a finalidade de
demonstrar a ag¢do da endotoxina, permitindo a comparagcdo quanto ao
efeito do preparo biomecanico com as diferentes solugdes irrigadoras.

No grupo em que foi utilizada a pasta a base de hidréxido
de caélcio (Calen), o preparo foi realizado, utilizando-se como solugao
irrigadora o soro fisioldgico, possibilitando a avaliagdo da acgdo do
curativo de demora a base de hidroxido de calcio, o qual tem sido
indicado nos tratamentos de dentes com lesdo periapical cronica visivel
radiograficamente, onde existe um predominio das bactérias anaerobias
Gram-negativas, sendo a Unica substédncia biocompativel capaz de
promover a hidrélise do Lipide A (Safavi & Nichols, 1993, 1994;121.122
Barthel et al.,1997;'3 Nelson Filho, 2000).1" O grupo onde o preparo
biomecanico foi realizado utilizando-se soro fisiolégico permitiu a
diferenciagdo da acdo do preparo biomecanico e da pasta de hidréxido de
célcio.

No grupo em que a solugdo de LPS foi mantida, nao foi

realizado o preparo biomecanico, sendo o material restaurador definitivo
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colocado logo apdés o preenchimento com solugdo de LPS. Nos outros
grupos, o amalgama de prata, material restaurador definitivo foi utilizado
apo6s o preparo biomecanico com as diferentes solugdes irrigadoras ou
emprego do curativo de demora. O amalgama de prata tem sido
amplamente utilizado pela disciplina de Endodontia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, devido as suas excelentes propriedades
como: resisténcia a compressdo, vedamento marginal, oclusédo e
alteracdo dimensional, além de fornecer resisténcia as cuspides
(Tanomaru Filho, 2001),150 evitando a fratura durante a pesquisa.

Apbés o periodo experimental, os animais foram mortos
com sobredose anestésica para a remogado das pegas e processamento
das mesmas para analise histopatoldgica.

A metodologia adotada para a descalcificagdo das pecgas
empregando a solugdo tamponada de cacodilato de sodio em forno de
microondas, foi realizada de acordo com Soares (1999)'37 e Berbert
(1999)'7, tendo como proposito a preservagdo da morfologia tecidual e
integridade celular durante o processo de descalcificagdo, o que favorece
a analise dos fenémenos histopatolégicos. Outro fator favoravel, para o
processamento histolégico, foi a descalcificagdo mais rapida das pecas,
quando comparado ao método de Morse, que consiste no emprego de
solucdo a base de 4&cido citrico e citrato de sddio, cujo periodo
necessario para descalcificacdo de pecas de cdes pode alcangar alguns

meses.



@MM&M@@ 772

= Dos Resultados

A) Preparo biomecanico com diferentes solugdes irrigadoras

Os resultados histopatoldégicos demonstraram que o
preparo biomecénico associado as diferentes solugbes irrigadoras
endodo6nticas avaliadas néo foi eficiente na inativacdo dos efeitos téxicos
da endotoxina bacteriana. Assim, podemos observar que as alteragdes
inflamatérias na regido apical e periapical, bem como reabsorgdo dos
tecidos mineralizados, cemento e osso alveolar foram intensas, em todos
0S grupos experimentais, onde somente o preparo biomecanico foi
realizado, sendo os resultados semelhantes ao grupo controle (p<0,05),
no qual a solugdo de LPS foi mantida nos canais radiculares, sem a
realizagdo do preparo biomecénico ou quando o mesmo foi realizado
utilizando-se o soro fisiolégico como solugéo irrigadora.

A manutencgdo da solugdo de LPS pelo periodo de 60 dias
mostrou-se capaz de promover intensa reacgdo inflamatéria dos tecidos
apicais e periapicais, a qual apresentava-se severa em 13 casos e
moderada em 5 espécimes dos 20 avaliados. O ligamento periodontal
apical mostrava-se severa e moderadamente espessado em 9 e 7 casos
respectivamente. A reabsor¢cdo dos tecidos mineralizados, cemento e
osso alveolar também foi frequentemente observada. Estes resultados
sdo concordantes com os obtidos por Nelson Filho,'01 2000, ap6s

preenchimento dos canais radiculares de dentes de cdes com solugao de
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endotoxina de Escherichia coli pelo periodo de 30 dias, de forma
semelhante a realizada neste estudo.

Também, Mattison et al.,°0 em 1987, observaram apds
preenchimento dos canais radiculares de dentes de cdes com endotoxina
de E. corrodens por 4 semanas, reabsorgdo 6ssea periapical, reabsorgao
cementaria, proliferacdo vascular, edema e infiltrado inflamatério com
predominio neutrofilico na regido adjacente ao é&pice e infiltrado
inflamatério predominantemente do tipo crénico, com linfécitos e
plasmoécitos nas areas periféricas.

Desta forma, o preparo biomecanico, empregando-se
solucdo de hipoclorito de sddio em diferentes concentragbes como
solucdo irrigadora, mostrou-se incapaz de inativar os efeitos virulentos do
LPS bacteriano. Em nosso estudo foram utilizados hipoclorito de sdédio
nas concentragdes de 1%, 2,5% e 5%. A concentragdo de 5% apresenta
maior agado bactericida sobre as bactérias anaerobias Gram-negativas
(Nikolaus et al., 1988;102 Georgopoulou et al., 1994;43 Yelsilsoy et al.,
1995),167 porém em nenhuma das trés concentragbes foi encontrada
inativagdo da endotoxina bacteriana de Escherichia coli e da Salmonella
typhosa in vitro (Buttler & Crowford, 1982).25

A solugéo de digluconato de clorexidina empregada como
solugdo irrigadora durante o preparo biomecanico também foi ineficaz na

inativagdo da endotoxina. Tais resultados concordam com resultados in
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vitro obtidos por Aibel & Stevens, (1999)2 apds estudo desta solugado na
concentragdo de 1,2%, sem observar ac¢ao efetiva sobre a endotoxina.

Avaliando o efeito de solugdes irrigadoras endodénticas e
do hidréxido de calcio sobre a endotoxina, por meio da quantificagdo de
acidos graxos livres, Buck et al.,24 em 2001, ndo observaram eficiéncia
para a agua, EDTA, etanol, solugdo de clorexidina a 0,12%, solugdo de
hipoclorito de sddio a 2,6% ou associagdo das solugbes de hipoclorito de
sodio e clorexidina. Porém, a exposicdo por 30 minutos a uma associagéo
alcalina de clorexidina, etanol e solugcdo de hipoclorito de sodio, bem
como a pasta a base de hidréxido de calcio por 1, 2 ou 5 dias
apresentaram capacidade de hidrolisar o LPS. Esta associagdo de
solugdes irrigadoras nédo tem sido aplicada no tratamento endodéntico,
bem como a condi¢do de contato direto da mesma com a endotoxina
presente no sistema de canais radiculares, pelo periodo de 30 minutos,
durante o preparo biomecanico ndo corresponde a realidade clinica.

Neste estudo, ap6s o preparo biomecanico, a solugéo
irrigadora foi mantida nos canais radiculares durante o periodo
experimental. Este procedimento ndo tem demonstrado ser fator
importante para o desenvolvimento da lesdo periapical, quando os canais
radiculares ndo apresentam endotoxina. Assim, Nelson Filho,101 em 2000,
em estudo semelhante ndo observou alteragdes inflamatérias periapicais
significativas ap6s manutengdo dos canais radiculares de dentes de cées

com soro fisiolégico pelo periodo de 30 dias. Também, Dahlén et al.35
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avaliando a influéncia do LPS sobre os tecidos periapicais de dentes de
macacos, usaram em grupo controle, canais radiculares mantidos vazios
ou preenchidos com solugdo salina por 3 ou 7 meses, sendo as reagdes
inflamatdrias periapicais observadas predominantemente ausentes/leves.

A anélise da intensidade do infiltrado inflamatério
periapical demonstrou para as solu¢des de hipoclorito de sédio a 5% e
de clorexidina a 2%, resultados semelhantes ao grupo em que o curativo
de demora a base de hidroxido de calcio foi empregado (p>0,05). Estes
resultados podem estar relacionados a uma agédo parcial destas solugdes
irrigadoras diminuindo a resposta inflamatéria periapical. No entanto, os
demais paréametros avaliados como espessura do ligamento periodontal e
reabsorcdo do cemento e osso alveolar, bem como, a analise global
revelaram diferenca significante com relagédo ao grupo com curativo de
demora a base de hidréxido de calcio (p<0,05), o qual apresentou

melhores resultados de reparo dos tecidos apicais e periapicais.

B) Emprego do curativo de demora a base de hidréxido de calcio

Na Endodontia atual, a necessidade de emprego do
curativo de demora em dentes com lesdo periapical tem sido um tema
amplamente estudado, sendo essa necessidade correlacionada com a
microbiota especifica do sistema de canais radiculares de dentes

portadores de necrose pulpar e reacdo periapical crénica. Concordando
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com esta afirmativa, Sundqvist (1976);'4" e Sundqvist et al. (1989),144
demonstraram que, em dentes sem vitalidade pulpar e com reagao
periapical crénica hd grande concentracdo de microrganismos anaerébios
gram-negativos, o0s quais se distribuem pelo sistema de canais
radiculares, atingindo a regido apical e periapical (Tronstad et al.,,
1990).1%5  Atualmente, a presenca de grande concentragdo de
microrganismos anaerébios gram-negativos e consequentemente de
endotoxinas (Schein & Shilder, 1975;123 Schonfeld et al., 1982;124
Sundqvist, 1992),142 sdo consideradas importantes justificativas para o
emprego de um curativo de demora.

Assim, um dente com necrose pulpar e area radiollcida
na regido periapical, visivel radiograficamente, caracteriza uma infecgédo
de longa duragdo, onde as bactérias estdo localizadas e difundidas no
sistema de canais radiculares, incluindo as ramifica¢des, tubulos
dentinarios e cemento apical (Leonardo et al., 1994, 1999;77.76 Ribeiro &
Consolaro, 2000;'"4 Silveira, 1997;134 Soares, 1999).137

Desta forma, somente o preparo biomecanico, mesmo
associado a solugbes irrigadoras comprovadamente bactericidas, nao
sera capaz de promover desinfeccdo adequada do sistema de canais
radiculares, e conseqlentemente proporcionar condi¢cdes de reparo dos
tecidos apicais e periapicais apdés o tratamento endodéntico de dentes
com reacdo periapical cronica, sendo necessario o emprego do curativo

de demora. Concordando com esta afirmagdo, Tanomaru Filho,’50 em
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2001, demonstrou, ap6s tratamento endodontico em unica sessdo de
dentes de cdes com lesdo periapical visivel radiograficamente , estagio
de reparo involutivo nos tecidos apicais e periapicais, sendo o preparo
biomecénico coadjuvado pelas solugdes de hipoclorito de sodio a 5,25%
ou de digluconato de clorexidina a 2%. No entanto, quando o mesmo
tratamento foi associado ao curativo de demora a base de hidréxido de
calcio, resultados satisfatérios de reparo dos tecidos apicais e periapicais
foi observado.

Os resultados obtidos neste estudo ressaltam a
importédncia dos subprodutos bacterianos, destacando as bactérias Gram-
negativas, uma vez que as lesdes periapicais foram induzidas pela
endotoxina (LPS bacteriano) introduzida nos canais radiculares de dentes
com vitalidade pulpar, apdés pulpectomia. Da mesma forma, o preparo
biomecanico associado as varias solugdes irrigadoras foi incapaz de
inativar os efeitos téxicos da endotoxina, ja difundida pelo sistema de
canais radiculares e aderida de forma irreversivel aos tecidos
mineralizados adjacentes, resultando na formagado de extensas areas de
reabsorgdo Ossea periapical e reagao inflamatéria severa. Assim, o0s
resultados obtidos enfatizam a necessidade do emprego de um curativo
de demora, o qual deve apresentar capacidade de inativagdo dos efeitos
da endotoxina.

Os resultados obtidos com o grupo VII, que recebeu o

curativo de demora a base de hidroxido de calcio foram satisfatorios e
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superiores aos observados para os demais grupos (p<0,05). Neste grupo,
observou-se a menor intensidade da resposta inflamatéria dos tecidos
apicais e periapicais, bem como a auséncia ou suavidade dos fendmenos
de reabsorcdo dos tecidos mineralizados, quando comparadas aos demais
grupos (p<0,05). Desta forma, o emprego de um curativo de demora a
base de hidroxido de calcio foi fundamental para proporcionar condigdo
adequada de reparo dos tecidos periapicais, em funcdo da sua agao
sobre a endotoxina, inativando os seus efeitos virulentos.

Cabe ressaltar que neste estudo ndo foram introduzidas
bactérias no canal radicular, mas somente o LPS bacteriano. Assim, além
da propriedade bactericida, torna-se evidente que a capacidade de agao
sobre a endotoxina passa a ser uma caracteristica importante para as
substancias empregadas no tratamento endoddntico de dentes com lesao
periapical. O emprego do hidroxido de calcio como curativo de demora
mostrou-se eficiente, destacando a necessidade de seu emprego no
tratamento endoddntico de dentes com leséo periapical.

Alguns estudos realizados reforcam esta caracteristica do
hidroxido de calcio. Safavi & Nichols,'2" em 1993, observaram, in vitro,
que o hidréxido de calcio hidrolisa a molécula do Lipide A e, em 1994 122
concluiram que a hidrélise do Lipide A resulta na sua conversdo em
acidos graxos e amino-agucares, que sdo componentes atoxicos. Barthel
et al.,’® em 1997, avaliaram a capacidade de neutralizagdo da atividade

bioldgica da endotoxina de Escherichia coli pelo hidroxido de calcio, por
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meio da dosagem da liberacdo de TNF-alfa em cultura de mondcitos
humanos, concluindo que o hidréxido de calcio foi capaz de neutralizar o
LPS bacteriano in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos por Olsen
et al.,’95 em 1999, utilizando como modelo experimental a liberagcdo de IL-
1Beta por mondcitos. Também, Queiroz,''3 em 2001, observou agdo do
hidroxido de calcio sobre o LPS bacteriano por meio de analise da
liberagdo de TNF-a em cultura de macrofagos.

Nelson  Filho,'9" em 2000, verificou resultados
histopatologicos satisfatorios nos tecidos apicais e periapicais ap6s o
preenchimento de canais radiculares de dentes de cdes com uma
associacdo da solugdo de LPS e hidroxido de célcio, comprovando a
inativagao da endotoxina pelo hidréxido de calcio.

No presente estudo o LPS foi introduzido previamente ao
canal radicular, pelo periodo de 10 dias, para difusdo do mesmo no
sistema de canais radiculares. Ap6s este periodo foi estudada a agédo do
preparo biomecénico coadjuvado por diferentes solugdes irrigadoras e da
sua associagdo ao curativo de demora a base de hidréxido de célcio,
buscando uma situagdo mais proxima a clinica na qual o LPS bacteriano
estd presente no sistema de canais radiculares anteriormente aos
procedimentos endoddnticos.

Assim, considerando a presenca do LPS bacteriano nos
dentes com lesdo periapical e os seus efeitos sobre os tecidos apicais e

periapicais, torna-se evidente a importdncia de substancias com
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capacidade de inativar seus efeitos virulentos durante o tratamento
endodontico, destacando o emprego do hidroxido de céalcio como Unico
medicamento  capaz de ser empregado in vivo, para inativagdo da
endotoxina presente no sistema de canais radiculares de dentes sem

vitalidade pulpar e com reagéo periapical cronica.



Conclusio

Nas condi¢cdes experimentais em que esta pesquisa foi

conduzida e, com base nos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

A endotoxina bacteriana (LPS) promoveu o desenvolvimento de
reacdo inflamatéria periapical e reabsorcdo dos tecidos

mineralizados.

O preparo biomecanico coadjuvado por diferentes solugdes
irrigadoras (solucdo de hipoclorito de sédio a 1,0; 2,5 e 5%,
solugdo de digluconato de clorexidina a 2,0% ou soro fisioldgico)
ndo foi capaz de inativar o efeito téxico da endotoxina, uma vez que
0 reparo dos tecidos apicais e periapicais destes grupos foi
insatisfatério e semelhante ao controle, onde o LPS foi mantido

nas canais radiculares (p>0,05).

O emprego de pasta a base de hidréxido de calcio (Calen) como
curativo de demora, ap6s o preparo biomecanico, foi capaz de
inativar os efeitos téxicos da endotoxina in vivo, confirmada pela
suave resposta inflamatoria observada nos tecidos apicais e

periapicais no grupo VII.
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TANOMARU, J.M.G. Efeito do preparo biomecénico coadjuvado por
diferentes solugdes irrigadoras e do hidréxido de célcio usado como
curativo de demora sobre o LPS bacteriano. Estudo histoldégico em
dentes de cdes. Araraquara, 2002. 159p. Dissertagdo (Mestrado) -
Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara, Universidade

Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do preparo biomecanico
coadjuvado por diferentes solugdes irrigadoras e da sua associagdo a um
curativo de demora & base de hidroxido de calcio em canais radiculares
de dentes de caes contendo endotoxina (LPS bacteriano). Foram
utilizados 137 raizes de pré-molares com vitalidade pulpar de 7 cées,
cujos canais radiculares, apo6s pulpectomia foram preenchidos por
solugdo de LPS de Eschechia coli na concentragdo de 10mg/mL, por 10
dias, quando receberam os seguintes procedimentos:

Nos grupos | a V foi realizado o preparo biomecanico dos canais
radiculares, coadjuvado pelas seguintes solugdes irrigadoras: solugdo de
hipoclorito de sodio a 1, 2,5 e 5% (grupos | a Ill); solugdo de digluconato
de clorexidina a 2% (Grupo |V); soro fisiolégico (Grupo V). No grupo VI, a
solucdo de LPS foi mantida no canal radicular durante todo o periodo
experimental e no grupo VII, apés o preparo biomecanico coadjuvado por
soro fisiolégico, os canais radiculares foram preenchidos por pasta a
base de hidréxido de calcio (Calen). Decorridos 60 dias, os animais foram
mortos e as pegas submetidas ao processamento histoldgico para

avaliacdo do reparo apical e periapical. A avaliacdo histopatoldgica
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demostrou que, os grupos | a VI, que nédo receberam curativo de demora
apresentaram maior intensidade de infiltrado inflamatério, espessura do
ligamento periodontal e reabsorgdo cementaria e 6ssea (p<0,05) do que o
grupo VII, o qual recebeu curativo de demora a base de hidréxido de
calcio. Conclui-se que o preparo biomecanico coadjuvado por diferentes
solugbes irrigadoras nado foi capaz de inativar a endotoxina. Porém, o
emprego do curativo de demora a base de hidroxido de céalcio mostrou-se

eficaz na inativagéo, in vivo, dos efeitos toxicos da endotoxina.

Palavras-chave: Endotoxinas; ; Hidroxido de célcio; Irrigantes do canal

radicular; Medicagao intracanal.



TANOMARU, J.M.G. Effect of biomechanical preparation associated with
different irrigant solutions and calcium hydroxide used as root canal
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teeth.  Araraquara, 2002. 159p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade
de Odontologia, Cémpus de Araraquara, Universidade Estadual

Paulista "Julio de Mesquita Filho”.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of biomechanical
preparation with different irrigating solutions and its association with a
calcium hydroxide based root canal dressing (Calen) in root canals of
dog’s teeth containing endotoxin (bacterial LPS). One hundred and thirty-
seven root canals of pre-molars with pulp vitality from 7 mongrel dogs
were used. The root canals, after pulpectomy, were filled with LPS
solution from Escherichia coli with 10mg/mL, for 10 days. Then, they were
submitted to the following treatments:

In the groups | to V, biomechanical preparation of root canals was done
using the following irrigating solutions: 1, 2.5 and 5% sodium hypochlorite
solution in the groups | to Ill; 2.0% digluconate chlorhexidine (Group 1V);
saline solution (Group V). In the group VI, LPS solution was mantained in
the root canal during all the experimental period and in the group VII,
after the biomechanical preparation using saline solution as irrigating
solution, the root canals were filled with a calcium hydroxide based root
canal dressing (Calen). After 60 days, the animals were killed and the

obtained histological sections were processed for evaluation of the apical
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and periapical repair. The histopathological evaluation showed that, the
groups | to VI, with no root canal dressing demonstrated more intensive
inflammatory infiltrate, thickness of periodontal ligament and cement and
osseus reabsorption (p<0,05) than group VII, that received a root canal
dressing based on calcium hydroxide. In conclusion, the biomechanical
preparation with different irrigating solutions didn’t inativate the
endotoxin. The intracanal dressing based on calcium hydroxide was

efficient, in vivo, in the inativation of the deletery effects of endotoxin.

Keywords: Endotoxins; Root canal irrigants; Calcium hydroxide;

Intracanal medicament.
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