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Rabello DGD. Endotoxinas nas infec¢coes endoddénticas: revisdo sistematica com
metandlise e ensaio clinico randomizado [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2016.

RESUMO

Sabe-se que as endotoxinas provenientes das bactérias gra-negativas
desempenham um importante papel nas infecces endododnticas se relacionando a
sinais e sintomas clinicos/radiogréficos. Sendo assim, a reducdo ou eliminacdo de
endotoxinas é fundamental para a resolucdo da inflamacéo periapical. Os objetivos
do presente estudo foram: Artigo 1 - realizar uma revisdo sistemética com
metanalise com o intuito de avaliar a relagdo entre niveis de endotoxinas e a
presenca de sinais e sintomas clinicos, bem como de sinais radiograficos em
pacientes com infeccdo endodéntica primaria; Artigo 2 - fazer um ensaio clinico
randomizado para avaliarmos estratégias clinicas para otimizar a eliminagéo
microbianana e de lipopolissacarideos (LPS) utilizando a Terapia Fotodinamica
(PDT) como tratamento suplementar ao PQM nas modalidades de terapia
endodoéntica em Unica e multiplas sessdes. Métodos: Artigo 1 - para a revisao
sistematica uma busca eletrénica foi realizada por dois autores, no idioma inglés,
nas bases de dados Medline/PubMed, Embase, Cochrane Library, Scielo, Science
Direct, Web of Knowledge e Scopus. Apés selecao dos artigos foi realizado uma
metanalise com andlises de sinais e sintomas clinicos/radiogréficos. Artigo 2 -
Selecionou-se 24 casos de dentes com infeccdo endododntica priméaria que foram
aleatoriamente divididos em 2 grupos (n=12): SU - sessdo Unica e SM — sessdo
multipla. Foram realizadas coletas microbiol6gica e de endotoxinas dos canais
radiculares utilizando cone de papel estéril/ apirogénico em diferentes momentos
operatorios. Foi realizado cultura microbiana para determinar a carga bacteriana em
UFC/mL (Unidades Formadoras de Colbnias/mL) e para quantificacdo de
endotoxinas foi realizado o teste KQCL de “Lisado de Amebdcito Limulus” (LAL).
Resultados: Artigo 1 - A metanalise revelou que individuos com dor a percusséo
(TTP) (P=0,04; 1> 57%) e episédio de dor prévio (PEP) (P=0,001; 1> 81%)
apresentaram maior nivel de endotoxina que 0s casos que nao apresentaram
nenhum destes sintomas. O tamanho da area radiolucente (SRL) > 2 mm (P=0,02; I
68%) e presenca de exudacédo (EX) (P=0,0007; 1> 0%) estavam associados com
maior nivel de endotoxinas. Artigo 2 - Para carga microbiana, a suplementacédo do
tratamento em sessdo Unica com PDT reduziu significativamente o0s niveis
bacterianos (p<0,05), mas ndo nos casos de duas sessfes (p>0,05). Para os niveis
de endotoxinas, na sessdo Unica e de duas sessdes, ndo houve diferenca
significativa apdés uso de PDT (p>0,05). Foi possivel concluir que Artigo 1 — A
metandlise mostrou forte evidéncia que endotoxina esta relacionada com a presence
de sinais e sintomas clinicos/radiograficos em pacientes com infec¢cdo endodéntica.
Artigo 2 - A terapia fotodindmica melhorou o desempenho da desinfeccéo
bacteriana dos canais radiculares em uma visita, mas nao para a modadilidade de 2
visitas apds uso de medicacdo a base de Ca(OH)2. PDT néo foi efetivo contra
endotoxinas.

Palavras-chave: Periodontite periapical. Tratamento do canal radicular. Desinfecgéao.
Endotoxina. Revisdo sisteméatica. Metanalise.



Rabello DGD. Endotoxins in endodontic infection: a systematic review with meta-
analysis and a clinical trial [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sao Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2016.

ABSTRACT

Endotoxins originating from gram negatives bacterias are related to signals and
clinical/radiographic symptoms. Therefore, reduction or elimination of endotoxins is
essential to solve periapical inflammation. The aim of this dissertation was: Article 1
- To relate endotoxin levels and presence of clinical signs/symptoms and
radiographic features in endodontic infection. Article 2 - To evaluate the
effectiveness of supplemental photodynamic therapy (PDT) in optimizing the removal
of bacteria and endotoxins from primarily infected root canals after one-visit and two-
visit treatments. Methodology: Article 1 - Electronic searches were performed on
Medline/PubMed, Embase, Cochrane Library, Scielo, Science Direct, Web of
Knowledge and Scopus databases for identification of relevant studies published up
to July 2016. Only reports in English were included. The selected literature was
reviewed by two authors and classified as either suitable or unsuitable for inclusion in
this review. The relationship between endotoxin levels and presence of clinical
signs/symptoms and radiographic features were determined. Additionally, a meta-
analysis was performed. Article 2 - 24 primarily infected root canals with apical
periodontitis were selected and randomly divided into one-visit (n=12) and two-visit
(n=12). Samples were collected before and after root canal procedures. Endotoxins
were quantified by chromogenic limulus amebocyte lysate assay. Culture techniques
were used to determine bacterial colony-forming unit counts. The systematic review
and meta-analysis aimed to evaluate the relationship between endotoxin levels and
presence of clinical signs/symptoms and radiographic features in patients with
endodontic infection. Results: Article 1 - Among the 285 articles identified in the
initial search, 29 were included for full-text appraisal and only eight studies met the
inclusion criteria for this systematic review. Meta-analysis revealed that individuals
having teeth with tenderness to percussion (TTP) (P=0.04; |12 57%) and previous
episode of pain (PEP) (P=0.001; I2 81%) had higher levels of endotoxin than their
counterparts. Size of radiographic lesion (SRL) > 2 mm (P=0.02; 12 68%) and
presence of root canal exudation (EX) (P=0.0007; |12 0%) were associated with higher
levels of endotoxin. Article 2 - Bacteria and endotoxins were detected in 100% of the
initial samples, with median values of 1.97 x 10> CFU/mL and 24.983 EU/mL,
respectively. The CMP using single-file reciprocating technique was effective in the
reduction of bacteria and endotoxins (All, p < .05). The supplemental PDT was
effective in reducing bacterial load in the one-visit (p < .05) but not in the two-visit
treatment after use of Ca(OH). medication for 14 days (p>.05). In the two-visit group,
after 14 days of inter- appointment medication with Ca(OH)2, a significant reduction in
the median levels of endotoxins was found in comparison to CMP alone (from 1.041
to 0.094 EU/mL)(p < .05). Despite the type of treatment, the supplemental PDT was
not effective against endotoxins (p>.05). Conclusion: Article 1 - This meta-analysis
provides strong evidence that endotoxin are related with the presence of clinical
signs/symptoms and radiographic features in patients with endodontic infection.
Article 2 - The photodynamic therapy optimized the disinfection of bacteria from root



canals in one-visit but not for two visit treatment modality with the accomplishment of
calcium hydroxide medication. Thus, PDT is not effective against endotoxins.

Keywords: Bacterial reduction. Disinfection. Endodontic treatment. PDT.
Photodynamic therapy. Endotoxins. Systematic review. Meta-analysis.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos e seus subprodutos atuam como fatores de
desenvolvimento e perpetuacéo das lesdes pulpares e perirradiculares (Kakehashi et
al., 1965).

A maioria das bactérias capazes de infectar os canais radiculares é oriunda
da cavidade oral (Loesche, 1976). Entretanto o ambiente seletivo do canal radicular
faz com que apenas alguns microrganismos sejam capazes de colonizar este
sistema. Os microrganismos residentes do canal radicular sédo selecionados atravées
de de fatores locais e sistémicos tais quais : temperatura, pH, acesso a nutrientes,
capacidade de defesa do hospedeiro, tensao de oxigénio (Sundqvist, 1992).

As infec¢cdes endodonticas primarias polimicrobianas sdo dominadas por
bacilos Gram-negativos anaerdbios estritos (Fabricius et al., 1982) que possuem na
composicdo da membrana externa, os lipopolissacarideos (LPS), também
conhecidos como endotoxinas, que podem ser liberados nos processos de
multiplicacdo ou morte bacteriana (Gomes et al., 1994; Martinho et al., 2010). O
lipidio A € o componente bioativo do LPS responsavel pela maioria da respostas
imunes.

Uma alta concentracdo de endotoxinas tém sido associada a maior
destruicdo Ossea em casos de infeccdo endoddntica (Horiba et al., 1991)
Endotoxinas estimulam reabsorcédo 6ssea em cultura de células (Norton et al., 1970;
Hong et al., 2004; Bandow et al., 2010; Kassem et al., 2015).

Alguns estudos clinicos detectaram a presenca de LPS bacteriano em
canais radiculares de dentes com infec¢ces endoddnticas primarias e leséo
periapical indicando sua possivel participagdo numa maior destruicdo Ossea
perirradicular (Martinho et al., 2012, 2014; Xavier et al., 2013; Cardoso et al., 2016).

Existem trabalhos clinicos que mostram a associacdo da concentracdo de
endotoxinas com sinais e sintomas clinicos relacionados a dor tais quais dor
espontanea, dor a percussao, dor a palpacédo. (Schein, Schilder, 1975; Martinho,
Gomes, 2008; Martinho et al., 2010, 2011; Gomes et al., 2012, Herrera et al., 2016).
Além do mais, a penetracdo através do foramen apical pode perpertuar periodontite
apical (Horiba et al., 1991; Vianna et al., 2007).
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O acumulo de componentes bacterianos em area infectada , particularmente
endotoxinas (incluindo acido lipoteicéico, peptideoglicanas, lipopolissacarideos)
podem estimular o lancamento de citocinas pro-inflamatorias por diferentes vias tais
quais ativacdo de TLR — 2, TLR- 4. ( Hong et al. 2004; Horiba et al., 1989). O tecido
inflamatorio presente nas lesdes perirradiculares € ocupada predominantemente por
macrofagos ( Hosoya, Matsushima, 1997; Matsuo et al., 1992) que sdo as maiores
fontes de IL -1B ( Stashenko et al., 1987) e produtor quase exclusivo do TNF- a
(Beutler, Cerami,1986) quando na presenca de bactérias e/ou LPS.

Endotoxinas sdo potentes agentes inflamatérios com vias de ativagcédo
classica e do sistema complemento. (Morrison , Kline, 1977; Seltzer , Farber, 1994).
O sistema complemento libera peptideos biologicamente ativos, que liberam um
namero de aspectos do processo inflamatério (Morrison , Kline, 1977). LPS pode
provocar dor através da ativacdo do fator Hageman ou através propriedades
neurotdxicas quando ativam términos dos nervos pré-sinapticos (Ferraz et al., 2015).

Uma rede mais complexa entre diferentes mediadores inflamatorios parecem
implicar em desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos e radiograficos (Martinho
et al., 2012).

Devido a estas evidéncias cientificas, foi realizado uma revisédo sistemética
com metanalise com o intuito de avaliar a relacdo entre niveis de endotoxinas e a
presenca de sinais e sintomas clinicos, bem como de sinais radiograficos em
pacientes com infec¢do endodontica.

Sabe-se que uma desinfeccdo do sistemas de canais radiculares efetiva
consiste ndo apenas na eliminacdo de bactérias, de restos pulpares, mas também
desbridamento e eliminacdo de biofilmes (Clarkson et al., 2012; Guneser et al.,
2015; Case et al., 2012) assim como eliminacdo e neutralizacdo de fatores de
viruléncia (Martinho, Gomes, 2008; Xavier et al., 2013).

Apesar dos avacos nas técnicas de instrumentacdo com uso de limas
reciprocantes (Martinho et al., 2010, 2014, Neves et al. 2016) ou de limas rotatérias
NiTi em rotacdo continua (Cardoso et al.,, 2015; Neves et al.,, 2016), estudos que
preconizaram sessao UuUnica estdo falhando em demonstrar uma desinfeccao
completa do sistemas de canais (Martinho et al., 2010, 2014; Xavier et al.,, 2013;
Vera et al., 2012; Ferreira et al., 2015).
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Na busca por métodos suplementares para otimizar a desinfeccdo do canal
radicular, a terapia fotodinamica (PDT) tem sido considerado recentemente (Bonsor
et al. 2006, Garcez et al., 2008, 2010; Fimple et al., 2008; Soukos et al., 2006;
Cherpa et al., 2014). Contudo, poucos estudos clinicos avaliaram a efetividade do
PDT na desinfeccdo do sistema de canais radiculares (Bonsor et al., 2006; Garcez
et al., 2008, 2010). Além disto, ndo ha estudos clinicos avaliando a efetividade do
PDT na reducao e/ou eliminacdo de endotoxinas dos canais radiculares com leséo
periapical primaria.

Um dos motivos para a utilizagdo do PDT é o alto indice atual da resisténcia
bacteriana aos antibidticos que acabou gerando maior interesse em terapias
antimicrobianas alternativas (Karkwal et al., 2011) . O PDT, por sua acao
antimicrobiana, pode representar uma opcdo de tratamento no controle de
patégenos resistentes, e pode vir a ser uma opg¢ao como possivel abordagem para
tratar infecgcdes multirresistentes (Oliveira et al., 2015). No entanto, a sua efetividade
€ dependente de alguns fatores, tais quais: dose, tempo de incubacao, local em que
sera aplicado o agente de fotossensibilizacéo, disponibilidade de oxigénio no local,
comprimento de onda utilizado, densidade da poténcia da luz e fluéncia de energia
da luz (Chrepa et al., 2014).

A fim de elucidar o papel das endotoxinas nas infec¢cdes endodonticas
primarias, este estudo buscou avaliar a efetividade da suplementacdo da terapia
fotodinamica (PDT) em otimizar a remocédo bacteriana e de endotoxinas dos canais

de infeccdes endoddnticas primarias apés tratamento em uma e duas visitas.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Dentre os nossos estudos sobre infeccdo do canal radicular, foi realizado
uma revisdo sistematica com metanalise com o intuito de avaliar a relacdo entre
niveis de endotoxinas e a presenca de sinais e sintomas clinicos, bem como de
sinais radiograficos em pacientes com infec¢cdo endodontica.

Para isto uma busca eletrbnica foi realizada por dois autores, no idioma
inglés, nas bases de dados Medline/PubMed, Embase, Cochrane Library, Scielo,
Science Direct, Web of Knowledge e Scopus. Entre 285 artigos identificados, 29
foram incluidos para leitura completa e 8 artigos foram incluidos por estarem dentro
dos critérios de inclusao.

Os dados obtidos neste estudo revelaram que individuos com dor a
percussao apresentaram maior concentracdo de endotoxinas que aqueles que néo
apresentaram este sintoma. De acordo com glossario AAE, percussdo é o método
de diagndéstico usado para avaliar a condicdo de parte do corpo através de leves
toques, cuja resposta a dor indica uma inflamacgdo periradicular (American
Association of Endodontists, 2015) O dente que € sensivel a percussao, tem o
diagnostico de periodontite periapical assintomatica (Zero et al., 2011; Owatz et al.,
2007). Também correlacdo foi encontrada entre maiores niveis de endotoxinas e
episédio prévio de dor. Estas correlagbes sdo consistentes com a hipétese que LPS
em infeccbes clinicas é relacionado com a producdo de dor e mecanismo de
alodinia. Esta hipdtese € fortalecida por estudos pré-clinicos demonstrando que
injecbes de LPS em ratos provocam comportamento nocifensivo e mecanismo de
alodinia. (Cahill et al., 1998)

Ha diferentes mecanismos que podem provocar dor devido ao LPS
bacteriano (Ferraz et al., 2011; Diogenes et al., 2011; Khan et al., 2008). E bem
aceito que resposta imune inata contra contetdo bacteriano inicia a liberacdo de
diferentes mediadores inflamatoérios, incluindo interleucina 1- beta (IL-1/),
prostaglandinas E2 (PGE2) e fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) que podem
sensibilizar nociceptores. Maiores niveis de PGE2 tem sido associado com
sintomatologia clinica ( Martinho et al., 2013; Takayama et al., 1996; McNicholas et

al., 1991). Martinho e colaboradores em 2010, encontraram maiores niveis de PGE2



53

em macrofagos estimulados com sobrenadantes de contetdo bacteriano com dentes
mostrando dor a percussdo. Entdo, maiores concentragdes de IL-1B tem sido
também detectados em dentes com sintomatologia (Lim et al., 1994; Kuo et al.,
1998). Portanto, IL-1B € um potente estimulante para langamento de PGE-2 (46).

A metandlise revelou que individuos com dor & percussdo e episodio de dor
prévio (PEP) apresentaram maior nivel de endotoxina que 0s casos que hao
apresentaram nenhum destes sintomas. O tamanho da area radiolucente (SRL) > 2
mm e presenca de exudacdo (EX) estavam associados com maior nivel de
endotoxinas. Esta metanalise mostra evidéncia de que endotoxina esté relacionado
com presence de sintomas e sinais clinicos e radiograficos em pacientes com
infeccdo endododntica.

No ensaio clinico randomizado, dentre os resultados obtidos nesta pesquisa,
verificou-se que o PQM foi capaz de diminuir significantemente os niveis de carga
microbiana total e de endotoxinas em dentes com infec¢des endodénticas primarias
e lesdo periapical. No entanto, mesmo obtendo uma reducéo significante de carga
bacteriana da ordem de 10° para 102> UFC/mL, bactérias cultivaveis foram
recuperadas de 50% dos canais radiculares nos tratamentos de sessao Unica. Esta
limitacdo ja havia sido demonstrado em estudos prévios (Xavier et al. 2013;
Martinho et al., 2014; Neves et al., 2016). E importante relatar que maiores taxas
de sucesso sao encontrados em dentes com cultura bacteriana ausentes (Molander
et al., 2007; Sjogren et al., 1997). Portanto, a persisténcia de bactérias cultivaveis
no momento da obturacdo diminui o indice de sucesso (Sjogren et al., 1997,
Molander et al., 2007).

Considerando que o PQM ndo é capaz de eliminar por completo
microrganismos e seus subprodutos presentes nas infec¢cdes endodénticas, foi
proposta um ensaio clinico randomizado utilizando a Terapia Fotodindmica (PDT)
como tratamento suplementar ao PQM. Seu mecanismo de acdo é baseado na
aplicacdo e retencdo de um agente de fotossensibilizacdo (FS) empregado em
tecidos-alvo. Essa técnica utiliza espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidos
por moléculas desses corantes ndo-toxicos ou FS na presenca de luz visivel (com
comprimentos de onda especificos), apos a irradiacdo com luz o FS sofre transicao
a partir de baixo nivel de energia "estado fundamental" para um consumo de energia

mais elevado. A ac¢do do PDT é baseada no uso do agente fotossensibilizador com
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luz de baixa energia para a producao de espécies radicais livres (Hamblin, Hasan,
2004) que € altamente reativo e € bem conhecido a agir em diferentes alvos de
diferentes partes das bactérias, incluindo parede celular, DNA e membranas
protéicas (George, Kishen, 2008). Tudo isto confere vantagens de ter atividade
antimicrobiana de alto espectro e baixo risco de resisténcia.

A efetividade do PDT depende de diferentes aspectos, tais quais, agente de
fotossensibilizacao, tempo de aplicagdo comprimento de onda, tipo de laser (Cherpa
et al.,, 2014), e energia, tempo de emisséo de laser, tipo de infeccdo bacteriana e
modo de crescimento bacteriano (Upadya, Kishen, 2010).

Em relacdo ao agente de fotossensibilizacdo, fenoatiazines e xantenes sao
os dois tipos comumente testados na eficacia antibacteriana (Soukos et al., 2006,
Shrestha, Kishen, 2012). Foi selecionado o azul de metileno que pertence a
categoria dos fenotiazinos e é efetivo contra diferentes bactérias como Enterococcus
SSp e cepas resistentes a antibidticos (Wainwright, 1990; Soukos et al., 2006;
George, Kishen, 2008). O alto efeito antibacteriano do azul de metileno é atribuido
ao seu poder hidrofilico, baixo peso molecular, cationicidade (George, Kishen, 2008)
e alta producao de oxigénio singlete (Shrestha, Kishen, 2012).

Particularidades do mecanismo de inativagdo bacteriana pelo azul de
metileno foi previamente descrito na literatura (Wainwright et al., 1999), que é
devido em grande parte ao corante fenotiazina (Wainwright et al., 1999; Tardivo et
al., 2005).

De relevancia clinica, nossos dados demonstraram que o PQM mais o PDT
(aplicacéo de azul de metileno por 60 segundos exposto ao laser diodo com 660 nm
de comprimento de onda e poténcia de 60 mW for 120 segundos) em sessédo Unica
reduziu consideravelmente o nivel bacteriano (de 7.01 x 105 para 1.16 x 102
CFU/mL). Vale ainda ressaltar, que o NaOCI 2,5%, utilizado na presente pesquisa,
apresenta alta atividade antimicrobiana e que a terapia com PDT na sessao Unica,
aumentou o nimero de casos de cultura bacteriana negativa.

A suplementacdo da terapia endodontica com PDT melhorou a
descontaminacéo da carga microbiana total tanto na terapia de sesséo Unica quanto
multipla. Entretanto, a terapia com PDT n&o foi capaz de melhorar a reducdo de
endotoxinas alcangcada com o PQM na sessao Unica e com a medicagdo a base de

hidroxido de célcio na sessao mdltipla.
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