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3. PROPOSICAO

As propostas deste estudo foram:

A) avaliar in vivo os niveis de endotoxinas e
metaloproteinases da matriz (MMP-3, MMP-8 e MMP-9) em canais
radiculares com polpa necrosada e lesdo periapical visivel
radiograficamente, antes, durante e apds a realizacdo do preparo
biomecéanico utilizando associacao de diferentes agentes irrigantes e
medicacao intracanal.

B) verificar as possiveis correlagdes existentes entre as
quantidades de endotoxinas presentes nos canais radiculares e o0s niveis
de MMP-3, -8 e -9 em todas as coletas realizadas durante o tratamento

endodobntico.
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Carvalho, C.A.T. Avaliacdo e correlacdo da presenca de endotoxinas e
MMP-3, -8 e -9 em canais radiculares com necrose pulpar submetidos ao
tratamento endodontico - estudo in vivo [Tese]. Sdo José dos Campos,
UNESP — Universidade estadual Paulista; 2011.

RESUMO

Sabendo do envolvimento de endotoxinas e diferentes metaloproteinases
da matriz (MMPs) no desenvolvimento de alteragdes periapicais, 0
objetivo desta pesquisa foi avaliar e correlacionar a presenca de
endotoxinas e MMP-3, MMP-8 e MMP-9 em canais radiculares de dentes
com necrose pulpar e lesdo periapical antes, durante e apés a realizacao
do preparo biomecanico (PBM) utilizando associacdo de diferentes
agentes irrigantes e medicacéo intracanal. Foram selecionados 33 dentes
unirradiculares com diagnostico de necrose pulpar e que apresentavam
lesdo periapical visivel radiograficamente. Imediatamente apds a abertura
coronaria foi realizada a 12 coleta do conteddo do canal radicular. Em
seguida, todos os canais tiveram os tercos cervical e médio preparados
utilizando 4 instrumentos oscilatérios (EndoEze) com NaOCI 2,5% como
agente irrigante. ApGs, para preparo manual do terco apical, os dentes
foram divididos em 3 grupos de acordo com o protocolo de irrigacdo: G1)
NaOCl 2,5% (4 limas manuais); G2) NaOCl 2,5% (2 limas manuais) +
agua de cal [Ca(OH)20,14%] (2 limas manuais) e G3) NaOCI 2,5% (2
limas manuais) + polimixina B (2 limas manuais). Apés PBM foi realizada
a 22 coleta e apds o uso do EDTA foi realizada a 32 coleta. A 42 coleta foi
realizada 14 dias apds a colocagdo da medicacdo intracanal [pasta de
clorexidina gel 2% + Ca(OH).]. A quantificagdo de endotoxinas foi
realizada através do teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos
de Limulus (LAL) e a quantificagdo de MMPs pelo teste imunoenzimatico
ELISA. Os resultados foram analisados estatisticamente [Kruskal-Wallis e
teste de Dunn (5%) e Correlacao Ordinal de Sperman]. Foi observada
presenca de endotoxinas em 100% dos casos e o grupo G3 foi 0 que
apresentou maiores valores de reducdao de endotoxinas da 12 para 22
coleta (97%), sendo estatisticamente semelhante a G2 (84,2%) e
diferente de G1 (49,4%) (p<0,05). A MIC promoveu importante reducéo de
endotoxinas, sem diferenca entre os grupos. Para os valores de MMP-3, -
8 e -9 nado foram verificados diferencas estatisticas significantes entre os
grupos, entretanto, a maioria dos casos apresentou altos valores de



MMP-8 e MMP-9 na 12 coleta, os quais foram significativamente reduzidos
ao longo do tratamento endodéntico. Os valores de MMP-3 foram baixos
em todas as coletas. Embora houve reducéo tanto de endotoxinas como
de MMP-8 e MMP-9 durante o tratamento, ndo foram observadas
correlacdes estatisticas importantes entre elas. Assim, pode-se concluir
que a utilizacao associada de NaOCI 2.5% com polimixina B ou com agua
de cal foi mais efetiva em neutralizar endotoxinas durante preparo
biomecanico e que a medicacdo intracanal promoveu importante
neutralizagdo de endotoxinas. E ainda, os niveis de MMP-8 e MMP-9
foram significativamente reduzidos ao longo do tratamento endodéntico,
demonstrando importancia destas MMPs no monitoramento clinico do
tratamento e que nao foi possivel tracar uma correlacao estatistica direta
entre presenca de endotoxinas e MMPs.

Palavras-chave: Endotoxinas. Metaloproteinases da matriz. Necrose
pulpar. Irrigantes do canal radicular. Polimixina B. Hidréxido de caélcio.
Hipoclorito de sodio.



Carvalho CAT. Evaluation and correlation of endotoxins and MMP-3, -8
and -9 in root canals with necrotic pulp submitted to endodontic treatment
— in vivo study [Thesis]. Sdo José dos Campos, UNESP — Paulista State
University; 2011.

ABSTRACT

It is know that endotoxin and various matrix metalloproteinases (MMPs)
are involved in the development of periapical lesions. The purpose of this
study was to evaluate and correlate the presence of endotoxins and MMP-
3, MMP-8 and MMP-9 in root canals of teeth with necrotic pulp and
periapical lesion before, during and after the biomechanical preparation
(PBM) using a combination of different irrigations solutions and intracanal
dressing. Thirty-three single-root teeth with a diagnosis of pulp necrosis
and periapical lesion radiographically visible were selected. Immediately
after the coronal opening was collected the first sample from the root canal
content. Then, all canals were prepared (cervical and middle thirds) by
oscillatory instruments (EndoEze) and irrigated by 2.5% NaOCI. After, a
manual preparation was made for the apical third and the teeth were
divided into three groups according to the irrigation protocol: G1) 2.5%
NaOCI (4 manual files); G2) 2.5% NaOCI (2 manual files) + [Ca (OH)
0.14%] (2 manual files) and G3) 2.5% NaOCI (2 manual files) + polymyxin
B (2 manual files). After the PBM, the second sample was collected; then
the third collect was performed after using EDTA final flush. The fourth
sample was collected 14 days after placing the dressing [2% chlorhexidine
gel + Ca(OH).]. Quantification of endotoxins was performed by a kinetic
chromogenic lysate from amoebocytes of Limulus (LAL) and quantification
of MMPs by ELISA assay. The results were analyzed statistically by
Kruskal-Wallis and Dunn's test (5%) and ordinal Spearman
correlation. Presence of endotoxin was observed in 100% of cases and
G3 showed the greatest reduction of endotoxins from the 1% to the 2™
samples (97%), being statistically similar to G2 (84.2%) and different from
G1 (49.4%) (p<0.05). The intracanal dressing promoted a significant
reduction of endotoxin, no difference among the groups. For MMP-3, -8
and -9 values no statistically significant differences were observed among
the groups, however, the most of the cases showed high values of MMP-8
and MMP-9 in the 1% sample, which were significantly reduced during
endodontic treatment. The values of MMP-3 were low in all samples.
Although there was a reduction of both endotoxins as MMP-8 and MMP-9
during treatment, there were no significant statistical correlations between



them. Thus, it can be concluded that the association of NaOCI 2.5% and
polymyxin B or [Ca (OH). 0.14%] were more effective in neutralizing
endotoxin during biomechanical preparation and intracanal dressing
promoted an important neutralization of endotoxin. Furthermore, the MMP-
8 and MMP-9 levels were significantly reduced during the endodontic
treatment, demonstrating the importance of these MMPs in clinical
monitoring of treatment and it was not possible to draw a direct statistical
correlation between the presence of endotoxins and MMPs.

Keywords: Endotoxins. Matrix metalloproteinases. Pulp necrosis. Root
canal irrigants. Polymyxin B. Calcium hydroxide. Sodium hypochlorite.



1 INTRODUCAO

As infecgbes de dentes com polpa necrosada e lesao
periapical visivel radiograficamente sdo causadas especialmente por
bactérias anaerdbias Gram-negativas, pertencentes aos géneros
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter, Tannerella,
Treponema e Dialister (Gomes et al., 2006; Siqueira Jr et al., 2008; Rocas
& Siqueira Jr, 2008; Narayanan & Vaishnavi, 2010; Montagner et al.,
2010; Mohammadi, 2011). Dentre os principais fatores de viruléncia, as
bactérias  Gram-negativas  possuem  endotoxinas  (complexos
lipopolissacaricos, LPS) na membrana externa da parede celular, as quais
sdo liberadas durante a duplicagdo ou morte destas bactérias. As
endotoxinas podem promover diversos efeitos bioldgicos, que levam a
amplificacdo das reacgdes inflamatérias e imunolégicas (Stashenko et al.,
1998; Khabbaz et al.,, 2000), incluindo reabsorcdo dos tecidos
mineralizados (Dahlén et al., 1981; Leonardo et al., 2004, Nair, 2004;
Hong et al., 2004; Islam et al., 2007).

As endotoxinas atuam sobre diferentes tipos celulares
(em especial, macréfagos e mondcitos), induzindo a produgdo de
mediadores quimicos da resposta inflamatéria, como fator de necrose
tumoral (TNF), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), prostaglandinas, interferons
a, B, y e 6xido nitrico (Safavi & Nichols, 1993; Leonardo et al., 2004; Hong
et al., 2004; Janeway et al., 2006), além de ativar sistema complemento e
promover ativacao policlonal de linfocitos B (Nair, 2004; Oliveira et al.,
2005; Janeway et al.,, 2006). Como estes fatores sdo fundamentais no
desenvolvimento de reabsorcao 6ssea periapical (Wang & Stashenko,
1993), véarios autores sugeriram que as endotoxinas sdo 0s principais
fatores etiolégicos envolvidos na patogénese da inflamagéo pulpar e
periapical (Dwyer & Torabinejad, 1981; Barthel et al., 1997; Murakami et
al., 2001; Hong et al.,, 2004; Islam et al., 2007; Oliveira et al., 2007;
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Mohammadi, 2011), tornando-se importante sua eliminagdo ou inativacao
durante o tratamento endoddntico.

Outro possivel envolvimento de LPS na reabsorcao 6ssea
esta relacionado com o processo de inducdo da sintese de
metaloproteinases da matriz (MMP). Em 2004, Hong et al. sugeriram que
endotoxinas presentes em canais radiculares infectados estimulam
macréfagos a liberar citocinas (IL-1a € TNF-a), as quais sdo responsaveis
pela inducdo da sintese de metaloproteinases da matriz (MMP-1),
promovendo reabsorcao 6ssea periapical.

As metaloproteinases da matriz (MMP) compreendem
uma larga familia de enzimas proteoliticas, como colagenases,
gelatinases, estromelisinas, dentre outras, sendo pelo menos 24 membros
caracterizados em humanos, roedores e anfibios (Carneiro et al., 2009).
As MMPs possuem um dominio catalitico calcio ou zinco-dependente e
séo ativas contra componentes da matriz extracelular (Sorsa et al., 2004;
Bodet et al., 2007). Em 2004, em uma revisao da literatura, Sorsa et al.
relataram que a expressao e atividade de MMPs em tecidos adultos
normalmente é muito baixa, mas aumenta significativamente em varias
situacdes patolégicas que podem levar a destruicao tecidual indesejavel,
como doencgas inflamatérias, crescimento tumoral e metastases. De
acordo com estes autores, o papel das colagenases, especialmente
MMP-8, em periodontites e periimplantites sdo exemplos bem claros de
destruicdes teciduais indesejaveis relacionadas ao aumento da
quantidade e atividade de MMPs no sitio da doenga.

Diversos estudos tém demonstrado a importancia de
diferentes MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 e MMP-13) na
destruicdo tecidual da polpa e tecidos periapicais (Shin et al., 2002;
Chang et al., 2002; Lin et al., 2002; Wahlgren et al., 2002; Gusman et al.,
2002; Carneiro et al., 2009; Itoh et al., 2009; Buzoglu et al., 2009; Matsui
et al., 2011). Teronen et al. (1995) propuseram o envolvimento conjunto

de MMP-1 e MMP-8 na destrui¢do tecidual associada com expansao da
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janela cistica (Carneiro et al., 2005) e, de acordo com Leonardi et al.
(2005), a MMP-13 pode participar da conversdo de granuloma periapical
epiteliado em cisto radicular (Carneiro et al., 2009). Em 2002, Wahigren et
al. verificaram que a quantidade de MMP-8 no exsudato periapical
diminuiu em dentes com tratamento endodéntico bem sucedido, indicando
que analises de MMPs podem ser Uteis para indicar e monitorar a
atividade inflamatéria e o sucesso do tratamento em dentes com lesdes
periapicais.

Foi verificado no estudo de Shin et al. (2002), que
avaliaram os niveis de MMP-1, -2 e -3 no tecido pulpar inflamado e nas
lesbes periapicais, que MMP foi expressa na polpa inflamada e na lesé&o
periapical, especialmente nos casos sintomaticos, sugerindo que a
presenca de MMPs pode estar relacionada com sintomatologia do
paciente. Sendo assim, como varios estudos também demonstraram
relagao entre altos niveis de LPS nos canais radiculares de dentes com
sintomatologia clinica (Schein & Schilder, 1975 e 2006; Jacinto et al.,
2005; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2011), pode ser sugerida
uma possivel relacdo entre LPS, citocinas, MMPs e evolugdo das
alteracdes pulpares e periapicais (Hong et al., 2004). Desta forma, torna-
se de grande interesse estudar a relacdo das metaloproteinases da
matriz, em dentes com necrose pulpar e lesdes periapicais, com outros
fatores liberados numa infecgdo endoddntica, como endotoxinas (LPS). E
ainda, é também interessante monitorar se durante o tratamento

endoddntico ocorre reducao dos niveis de diferentes MMPs e LPS.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endotoxinas em canais radiculares

De acordo com a evolugdo dos métodos de identificacao
microbiana, incluindo técnicas da biologia molecular e da
microespectroscopia, a microbiota dos canais radiculares infectados vem
sendo constantemente definida. No entanto, de uma forma geral, as
infecgbes primarias dos canais s&o polimicrobianas com predominio de
bactérias anaerobias (Sundqvist, 1994; Gomes et al., 2004; Zehnder,
2006), destacando-se as Gram-negativas, entre 0s géneros
predominantes, como Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Campylobacter, Tannerella, Treponema e Dialister (Williams et al., 1997;
Siqueira Jr et al., 2002; Baumgartner et al., 2003; Siqueira Jr, 2003;
Gomes et al., 2004; Gomes et al., 2006; Siqueira Jr et al., 2008; Récas &
Siqueira Jr, 2008; Narayanan & Vaishnavi, 2010; Montagner et al., 2010;
Mohammadi, 2011). Tem-se observado também na literatura uma
importante relagdo entre a infecgdo dos canais radiculares causada
especialmente por microrganismos Gram-negativos e sintomatologia
clinica, como a presenca de dor espontanea, edema, dor a palpacao e
exsudato purulento (Gomes et al., 1994, 2004; Hashioka et al., 1992;
Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2007; Gomes et al., 2008; Siqueira Jr et
al., 2008).

Sabe-se que as bactérias Gram-negativas, durante
multiplicacdo ou morte, liberam endotoxinas (LPS) da parede celular, as
quais apresentam importantes efeitos citotoxicos. Desde 1975, a literatura
vem relatando a presenca de endotoxinas em canais radiculares
infectados e sua importancia na inducao e manutencao das alteragdes
pulpares e periapicais (Dahlén et al., 1981; Dwyer & Torabinejad, 1981;
Pitts et al., 1982; Mattison et al., 1987; Horiba et al., 1991; Jacinto et al.,
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2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009;
Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2011; Mohammadi, 2011).

Schein & Schilder (1975) foram os pioneiros em relatar a
presenca de grande quantidade de endotoxinas em canais radiculares. Os
autores demonstraram que dentes com polpas necrosadas possuiam
concentracdo mais elevada de endotoxina que dentes com polpas vitais e,
ainda, dentes que apresentavam sinais e sintomas clinicos também
possuiam mais endotoxinas que os dentes sem sintomatologia. Em 2006,
este artigo foi republicado como um tributo ao Dr. Herbert Schilder e foi
comentado por Hutter (2006) como um dos classicos da literatura
endodoéntica em que, pela primeira vez, endotoxinas foram detectadas e
quantificadas em canais radiculares. Segundo Hutter (2006), a publicacéo
deste estudo em 1975 causou impacto numa época em que se acreditava
que as doencas pulpares e periapicais resultavam especialmente de
infeccao por bactérias aerdbias. Schein & Schilder levantaram a hipo6tese
que bactérias Gram-negativas apresentavam papel significante na
patogénese da doencga endodbntica e que se estas bactérias, presentes
no interior dos canais radiculares ou na regiao periapical, sucumbissem a
instrumentacdo e medicagdo intracanal, as endotoxinas liberadas
poderiam causar alteracdes periapicais.

Em seu estudo, Schein & Schilder (1975) demonstraram
uma correlagao positiva entre o aumento de endotoxinas e sintomatologia
clinica. Outros autores, incluindo estudos recentes, também
demonstraram relacdo entre sintomatologia clinica e aumento na
quantidade de endotoxinas em canais radiculares (Horiba et al., 1991;
Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2011).
Khabbaz et al. (2001) demonstraram aumento nos niveis de endotoxinas
nos tecidos pulpares de dentes com sintomatologia clinica e sugeriram
uma possivel associacao dos niveis de endotoxina com aumento de dor
pulpar. Em 2005, Jacinto et al. relataram que a grande quantidade de

endotoxinas em canais radiculares de dentes com sintomatologia (dor
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espontanea, dor a palpacao e percussdao e com exsudato purulento)
indica que LPS é um fator biolégico para o desenvolvimento de
inflamacao periapical aguda, de modo que o tratamento endoddntico deve
visar o uso de substancias antimicrobianas que também apresentem acao
sobre os produtos liberados pelas bactérias, como endotoxinas. Martinho
& Gomes (2008) também verificaram altos niveis de endotoxinas nos
canais radiculares de dentes com sintomatologia clinica. Em 2011,
Martinho et al. demonstraram que dentes com sintomatologia clinica
estavam relacionados com altos niveis de endotoxinas e secrecdo de
PGE. por macréfagos.

As endotoxinas nao causam prejuizo tecidual de forma
direta, mas por estimular células competentes, em especial macréfagos
(Mohammadi, 2011) a liberar mediadores quimicos, assim, apos a
liberacdo, LPS é inicialmente ligado a uma proteina plasmatica chamada
LBP (LPS-binding protein) que interage com receptores celulares, como
CD14 na superficie de macréfagos (Mohammadi, 2011). Conforme citado
por Oliveira et al. (2007), endotoxinas sao responsaveis por varios efeitos
bioldgicos importantes, como quimiotaxia de polimorfonucleares (PMN),
liberacdo de colagenase pelos macréfagos, ativacdo do sistema
complemento, inducdo de febre, hipotensdo e choque, coagulagao
intravascular, ativacao policlonal de linfécitos B e produgédo de anticorpos
nao-especificos (Harper et al., 1994; Nair, 2004; Oliveira et al., 2005),
além da ativacao de mondcitos e macréfagos, em especial, com inducao
da sintese e liberacao de prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de
plaquetas (PAF) e citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF) (Morse, 1981;
Matsushita et al., 1999; Hong et al., 2004; Janeway et al., 2006). Entre as
citocinas, destacam-se IL-1a, IL-1B e TNF-a, que sao ativadoras de
osteoclastos, participando do processo de reabsorcdao Ossea, que é
extremamente importante no desenvolvimento da alteracdo periapical
(Stashenko et al., 1991; Wang & Stashenko, 1993; Murakami et al., 2001;
Nair, 2004; Hong et al., 2004; Islam et al., 2007).
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Alguns estudos inocularam LPS nos canais radiculares de
caes para demonstrar sua importancia na inducado de reabsorcdo 6ssea
periapical (Nelson Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Tanomaru et al.,
2003; Silva et al., 2004). Assim, de acordo com 0s inUmeros autores que
demonstraram os efeitos biolégicos da endotoxina, ela tem sido
considerada um dos principais fatores etiolégicos relacionados com a
inducdo e manutencdo da inflamacéo periapical, incluindo reabsorcéao
ossea (Dwyer & Torabinejad, 1981; Pitts et al., 1982; Mattison et al., 1987;
Yamasaki et al.,1992; Murakami et al., 2001; Nelson-Filho et al., 2002;
Silva et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Hong et al., 2004; Silva et al.,
2004; Jacinto et al., 2005; Jiang et al., 2006; Islam et al., 2007; Oliveira et
al., 2007; Martinho et al., 2011; Mohammadi, 2011).

O papel da endotoxina na reabsorcdo Ossea envolve
inmeras vias de ativagao, dentre elas, LPS e citocinas (IL-1a e IL-1P)
podem estimular em diferentes tipos celulares (fibroblastos, osteoblastos
e macréfagos) a producao de prostaglandina E, (PGE.), que é um
importante ativador de osteoclastos (Lindemann et al., 1988; Stashenko et
al., 1991; Wang & Stashenko, 1993; Shoji et al., 2006; Martinho et al.,
2011). Em 2006, Shoji et al. estudaram os efeitos do LPS no crescimento
celular, na atividade da fosfatase alcalina, na producao de PGE., e na
expressao génica de cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) em células
humanas e demonstraram que LPS diminuiu o crescimento celular e a
atividade da fosfatase alcalina, enquanto aumentou a producéo de PGE..

Em 2006, Jiang et al., visando compreender o0s
mecanismos de reabsorcdo O0ssea nas lesdes periapicais, estimularam
precursores de osteoclastos (células RAW 264.7) com LPS. Os autores
demonstraram que LPS induziu a osteoclastogénese quando precursores
de osteoclastos foram preparados com ligante do receptor do fator
nuclear kappa B (RANKL) por menos de 24 hs. Foi confirmado, pela
andlise de PCR realtime, que as células estimuladas por LPS

expressaram alto nivel de marcadores genéticos especificos para
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osteoclastos, como TRAP, catepsina K e receptor para calcitonina. Islam
et al. (2007) também demonstraram o efeito do LPS em induzir a
formacao de osteoclastos em macréfagos da linhagem RAW 264.7 e,
ainda, que a utilizagdo de anticorpos anti-TNF-a inibiu esta formagéo
enquanto que anticorpos anti-M-CSF (fator estimulador de colénia de
macrofagos) ndo inibiu a formagdo de osteoclastos. Desta forma, os
autores concluiram que TNF-a tem um papel especial na formacao de
osteoclastos induzida por LPS em células da linhagem RAW 264.7.
Contudo, os mecanismos celulares e moleculares precisos pelos quais
LPS induz reabsorgao 6ssea ainda permanecem controversos. Conforme
relatado por Liu et al. (2009), iniumeros estudos demonstraram que LPS
estimula osteoclastogénese, no entanto, estes autores verificaram que
LPS desempenhou um efeito bifuncional. Por um lado, LPS inibiu a
osteoclastogénese a partir de precursores de osteoclastos recém-
isolados, e, por outro lado, promoveu osteoclastogénese em precursores
de osteoclastos pré-tratados com RANKL in vitro, indicando que a
linhagem mediada por RANKL é um pré-requisito para osteoclastogénese
induzida por LPS.

Outra via que contribui para compreensao dos efeitos de
endotoxinas na osteoclastogénese € através da ativacao de linfocitos B.
As endotoxinas sédo ativadores policlonais de linfécitos B e, de acordo
com Nair (2004), a antigenicidade do LPS ocorre em varias formas que
incluem a estimulacdo mitogénica de linfécitos B na producao de
anticorpos nao especificos. Oliveira et al. (2005 e 2007) verificaram in
vitro que a presenga de endotoxinas no canal radicular promoveu ativagéo
policlonal de linfocitos B, estimulando producéao significativa de anticorpos
da classe IgM em cultura de linf6citos. Estes dados sédo importantes, pois
pouca atencdo tem sido dada para a participacdo de células B no
processo de reabsorcdo oéssea inflamatéria. Kozuka et al. (2006)
verificaram que células B apresentam importante papel na reabsorcao
Ossea induzida por LPS, uma vez que estas células estimuladas por LPS
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aumentam a osteoclastogénese e promovem reabsorcdo d&ssea
inflamatéria por meio de TNF-a.

Em 2010, Martinho et al., analisando a antigenicidade do
conteldo endodéntico de canais radiculares com infeccdo primaria e
lesdo periapical, verificaram uma correlagdo entre 0 numero de bactérias
Gram-negativas e os niveis de IL-1B/TNF-a liberados por macrégados.
Niveis aumentados de endotoxinas foram seguidos por liberacao de TNF-
a. Altos niveis de IL-1B e endotoxinas foram relacionados com tamanhos
maiores das areas radiollcidas. Contudo, os autores concluiram que a
antigenicidade do conteudo endoddntico ndo esta apenas relacionada
com a quantidade de endotoxina nos canais radiculares, mas também
com o numero de diferentes espécies de bactérias Gram-negativas
envolvidas na infeccado. Além disso, tamanhos maiores (= 2 mm) de areas
radiolicidas estavam relacionadas com IL-1B e endotoxinas.

De acordo com a literatura, pode-se verificar que a
relacdo entre endotoxinas e o desenvolvimento de lesdes periapicais,
incluindo reabsorcao 6ssea, ainda requer discussdao. Em 2003, Lin et al.
demonstraram que Oxido nitrico derivado de macrofagos apés ativacédo
por LPS pode aumentar a perda 6ssea por meio da producdo de
metaloproteinase da matriz (MMP-1) induzida por citocinas em
osteoblastos. Em 2004, Hong et al. sugeriram que LPS liberado de canais
radiculares infectados estimula a sintese de IL-1ac e TNF-a por
macréfagos e que estas citocinas proé-inflamatérias regulam a producao
de metaloproteinase da matriz (MMP-1) por macréfagos para promover
reabsorcdo Ossea periapical. Estes estudos sdo muito importantes, pois
sinalizam outro envolvimento de LPS no complexo mecanismo de
reabsorcao 6ssea inflamatéria.

Outros estudos, em diferentes areas, tém demonstrado o
envolvimento de LPS e MMP. Em 2006, Melamed et al. verificaram que
LPS e concanavalina A estimularam a secrecao de MMP-9 em células B
maduras. Bodet et al. (2007) avaliaram a producdo de MMP e de seus
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inibidores (TIMP) por fibroblastos gengivais ativados por LPS de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e demonstraram que LPS pode
estimular a expressao de MMP-2, MMP-3 e TIMP-1, o que pode contribuir
para destruicdo do tecido conjuntivo periodontal. Em 2009, Katono et al.
relataram que LPS de bactérias periodontopatogénicas podem iniciar a
perda dssea alveolar pela indugao de citocinas derivadas do hospedeiro.
Estes autores avaliaram os efeitos da nicotina e do LPS na expressao de
MMP e de ativadores de plasminogénio, bem como de seus inibidores
(incluindo TIMPs) em osteoblastos. Os resultados sugeriram que nicotina
e LPS estimulam o processo de reabsorcdo 6ssea pelo aumento da
producdo de MMPs e de ativadores de plasminogénio e pela diminuicdo
da producgao de TIMPs.

Mais especificamente na endodontia, Shin et al. (2002)
avaliaram os niveis de MMP-1, -2 e -3 no tecido pulpar inflamado e nas
lesGes periapicais e verificaram que as concentragbes de MMP-1 foram
significativamente maiores em todos os grupos em relacdo ao controle.
Os autores sugeriram que as MMPs tém importante papel na inflamacéo
pulpar e periapical e que a presenca de MMP parece estar positivamente
relacionada com sintomatologia do paciente. Da mesma forma, muitos
estudos também demonstraram relacdo entre altos niveis de LPS nos
canais radiculares de dentes com sintomatologia clinica (Schein &
Schilder, 1975 e 2006; Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008;
Martinho et al., 2011), de modo que pode ser sugerida uma possivel
relacdo entre LPS, citocinas, MMP e evolugao das alteracdes pulpares e
periapicais, com provavel reabsorcao 6ssea.

Como ja mencionado anteriormente, endotoxinas estao
presentes em altas concentracées nos canais radiculares de dentes com
polpas necrosadas (Schein & Schilder, 1975; Dahlén & Bergenholtz, 1980;
Horiba et al., 1991; Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008;
Martinho et al., 2011). Vianna et al. (2007), Martinho & Gomes (2008),

Gomes et al. (2009) e Martinho et al. (2011) demonstraram presenca de
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endotoxinas em 100% das amostras iniciais coletadas de canais
radiculares com polpa necrosada. Desta forma, diante da importancia de
endotoxinas nas alteracdes pulpares e periapicais, 0 tratamento
endoddntico deve ter como meta nao apenas a eliminacdo dos
microrganismos do sistema de canais radiculares, mas também a
neutralizagdo de suas endotoxinas e outros produtos toxicos, com intuito
de impedir também a possivel liberacdo de metaloproteinases da matriz.
Sabe-se que um dos principais objetivos do preparo biomecanico,
utilizando diferentes agentes irrigantes, é promover a limpeza e a
desinfeccado do sistema de canais radiculares, entretanto, € possivel que,
mesmo apdés a remogao dos microrganismos, endotoxinas com
capacidade de induzir ou manter alteragées periapicais permanegam no
sistema de canais radiculares interferindo no sucesso do tratamento (Silva
et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002; Leonardo, 2005; Oliveira et al.,
2007).

Tem-se verificado na literatura que o hipoclorito de sédio
e clorexidina, como substancias quimicas auxiliares do preparo
biomecanico, apresentam excelente acado antimicrobiana (Jeansonne &
White 1994; Yelsilsoy et al., 1995; Menezes et al., 2004; Vianna et al.,
2004; Mohammadi, 2008; Mohammadi & Abbott, 2009), entretanto, pouco
ou nenhum efeito sobre LPS (Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2007;
Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al.,, 2009;
Maekawa et al., 2011).

Em 2007, Vianna et al. verificaram que a acéao do preparo
quimico-mecéanico com clorexidina gel 2% como substancia quimica
auxiliar foi o responsavel pela maior remocgéo de endotoxinas, em média
44.4%, dos canais radiculares que apresentavam infeccdo primaria e
lesbes periapicais. Segundo os autores, esta redugao foi provavelmente
resultado da remog¢ao mecanica de debris dos canais radiculares durante
a limpeza, auxiliada pela irrigacdo com solucéo fisiolégica, do que acéo
da clorexidina gel 2% em inativar endotoxinas. Martinho & Gomes, em
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2008, utilizaram o hipoclorito de sodio a 2,5% como solugdo irrigadora
para o tratamento de dentes com necrose pulpar e verificaram que apds o
preparo quimico-mecéanico houve uma diminuicdo média de 99,78%
(bactérias) e de 59,99% (endotoxinas). Os autores concluiram que o
preparo quimico-mecéanico com NaOCI 2,5% foi efetivo contra bactérias e
menos efetivo sobre endotoxinas em canais radiculares infectados.
Comparando a eficacia do hipoclorito de sédio 2,5% e clorexidina gel 2%
na detoxificagdo de endotoxinas em canais radiculares com polpa
necrosada, Gomes et al., em 2009 verificaram que o conteudo de LPS foi
reduzido para valor médio de 86 EU/mL (NaOCIl 2,5%) e 85 EU/mL
(clorexidina), entretanto, os autores concluiram que NaOCL 2,5% e
clorexidina gel 2% nao foram efetivos para eliminar endotoxinas em
canais radiculares infectados. Em 2011, Maekawa et al., em estudo in
vitro, também demonstraram que NaOCI 2,5% e clorexidina gel 2% néao
foram capazes de neutralizar endotoxinas em canais radiculares.

Na tentativa de neutralizar endotoxinas em canais
radiculares, substancias alternativas vém sendo utilizadas. Em 2008,
Cardoso et al. avaliaram a acdo da agua ozonizada sobre LPS em canais
radiculares e verificaram sua efetividade sobre microrganismos
(Enterococcus faecalis e Candida albicans) mas nao sobre endotoxinas.
Valera et al. (2010) demonstraram in vitro que o extrato glicélico de
prépolis, como irrigante, foi efetivo sobre E. coli, entretanto, nao foi capaz
de eliminar endotoxinas em canais radiculares.

Por outro lado, Martinho et al. (2010) verificaram que a
preparacdo quimica-mecanica utilizando NaOCl 2,5% + EDTA 17% e
instrumentacao rotatoéria foi efetiva na redugéo dos niveis de endotoxinas
dos canais radiculares de dentes com infeccdo primaria e periodontite
apical. Em estudo in vitro, Oliveira et al. (2007) demonstraram que as
solugdes de hipoclorito de sodio 2,5%, 5,25% e clorexidina 2% néao
apresentaram capacidade de neutralizar endotoxinas em canais

radiculares, no entanto, verificaram que a utilizagdo de solucdo de
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hidréxido de calcio 0,14% (agua de cal) e polimixina B, como agentes
irrigantes, reduziram significativamente o nivel de endotoxinas nos canais
radiculares.

Com relagdo a capacidade do hidréxido de calcio em
detoxificar endotoxinas, Silva et al., em 2008, verificaram pelo seu estudo
em caes, que a endotoxina quando submetida a acdo do hidréxido de
céalcio nao foi capaz de induzir a formacao de lesbes periapicais apos
periodo de 30 dias de sua inoculagdo nos canais radiculares. Ja a
endotoxina sozinha induziu a formacdo de lesdes periapicais visiveis
radiograficamente com medidas médias de 8,44 mm?. Estudos anteriores
em caes também demonstraram importante papel do hidréxido de caélcio
em neutralizar os efeitos da endotoxina na reabsorcdo 6ssea periapical
(Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002; Tanomaru et al., 2003).

Inimeros estudos na literatura demonstraram que o
hidréxido de calcio possui capacidade de neutralizar LPS, pois promove
hidrélise da porcao lipidica da endotoxina, alterando sua capacidade de
induzir efeitos citotoxicos (Safavi & Nichols, 1993 e 1994; Buck et al.,
2001; Barthel et al., 1997; Wang et al., 2001, Jiang et al., 2003; Oliveira et
al., 2005 e 2007). Em 2005, Oliveira et al. demonstraram in vitro que o
hidroxido de calcio e polimixina B, como medicamentos de demora por 7
dias, neutralizaram endotoxinas de E. coli em canais radiculares e
alteraram as propriedades do LPS de estimular a producao de anticorpos
por linfécitos B. Pode-se verificar na literatura que muitos autores
comprovaram a capacidade do hidréxido de calcio, como medicacao
intracanal, de neutralizar endotoxinas em canais radiculares (Nelson-Filho
et al., 2002; Silva et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005;
Silva et al., 2008; Maekawa et al., 2011).

Entretanto, como a utilizacdo associada de hidréxido de
calcio com clorexidina gel 2%, como medicacao intracanal, vem ganhando
grande espago na terapia endodéntica, com intuito de somar as

importantes propriedades de cada medicamento, torna-se interessante
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verificar se os efeitos benéficos do hidréxido de célcio de neutralizar
endotoxinas sdo mantidos apo6s esta associacdo. Em 2007, Vianna et al.
demonstraram in vivo que as medicagdes intracanais (hidroxido de célcio,
hidréxido de calcio + clorexidina gel 2% e clorexidina gel 2% sozinha),
quando utilizadas por 7 dias, reduziram a quantidade de endotoxinas dos
canais radiculares em apenas 1,4% em relacdo a coleta ap6s preparo
quimico-mecénico, sem diferenca estatistica entre os grupos. Maekawa et
al. (2011) verificaram in vitro que a utilizacdo de hidroxido de célcio
sozinho ou hidréxido de calcio associado a clorexidina gel 2%, como
medicacdo de demora por 14 dias, promoveu importante reducao de
endotoxinas dos canais radiculares, sem diferenca estatistica entre os
grupos. Assim, os autores discutiram que esta associagdo reune as
propriedades antimicrobianas da clorexidina e o potencial de
mineralizacdo e de neutralizacdo de endotoxinas do hidréxido de calcio.
Signoretti et al. (2011) avaliaram a influéncia da clorexidina gel 2% sobre
a dissociacao idnica do hidroxido de célcio e sua habilidade de reduzir
endotoxinas e, de acordo com seus resultados, os autores concluiram que
a clorexidina gel ndo interferiu nas propriedades quimicas do hidréxido de
célcio e, ainda, melhorou suas propriedades de reduzir o conteudo de
endotoxinas em canais radiculares in vitro. Contudo, estes estudos
confirmam que a associacao de clorexidina gel e hidroxido de célcio,
como medicagéao intracanal, traz muitos beneficios a terapia endodontica,
contribuindo para o sucesso do tratamento.

Assim, diante do exposto na literatura, pode-se verificar
gue as endotoxinas apresentam importante papel nas alteracdes pulpares
e periapicais, especialmente na indugdo da liberacdo de mediadores
quimicos e citocinas envolvidos nos processos de reabsorcdo Ossea.
Sabendo-se que as metaloproteinases da matriz também estédo
envolvidas na destruicao tecidual e reabsorcao 6ssea pela degradacao da
matriz extracelular e que a sua sintese e liberacao é induzida por diversos

fatores como citocinas e mediadores quimicos, torna-se interessante
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ampliar os estudos sobre a possivel relagdao entre LPS, citocinas, MMP e
evolucao das alteracbes pulpares e periapicais, uma vez que a melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos nestas alteracbes pode
sinalizar para evolugdo da terapia endodéntica, bem como sucesso do

tratamento.

2.2 Metaloproteinases da matriz — envolvimento nas alteracoes

pulpares e periapicais

As metaloproteinases da matriz (MMPs) consistem em
uma importante familia de endopeptidases metal-dependentes que
representam a maior classe de enzimas responsavel pela degradagéao de
diferentes componentes da matriz extracelular (MEC) e da membrana
basal (Sorsa et al., 2004). As metaloproteinases sao geneticamente
distintas, mas estruturalmente relacionadas, e sao classificadas em pelo
menos seis subgrupos, de acordo com a especificidade ao substrato e
estrutura quimica: a) colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), que atuam
no colageno fibrilar (tipo I, 1l e Ill); b) gelatinases (MMP-2, MMP-9), que
degradam especialmente o colageno tipo IV e a fibronectina; c)
estromelisinas (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11, MMP-12), que
degradam diferentes componentes da MEC, como proteoglicanas,
laminina, fibronectina e colagenos amorfos; d) matrilisinas (MMP-7 e
MMP-26), que degradam moléculas da superficie celular e outros
componentes da MEC; e) enamelisina (MMP-20), que atua sobre
enameling; f) tipo membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP-17) e
outros (Wahlgren et al., 2001; Tjaderhane et al.,, 2001; Hannas et al.,
2007; Sulkala et al., 2007; Paula-Silva, 2010).

Nos ultimos anos, foram clonados 24 tipos de MMP,

sendo 23 encontrados em humanos (Hannas et al., 2007; Corotti et al.,
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2009). MMPs sao geralmente expressas em baixos niveis, mas estes
niveis aumentam rapidamente quando os tecidos sofrem remodelacao,
bem como na inflamacao, cicatrizacao de feridas e cancer (Carneiro et al.,
2009). As MMPs sao sintetizadas como enzimas latentes que podem ser
estocadas nos granulos de células inflamatérias, mas sdo mais
frequentemente secretadas e encontradas ancoradas a superficie celular
ou no interior da MEC (Coussens et al., 2002) citado por Carneiro et al.
(2009).

A atividade de MMP é controlada por alteracbes no
delicado balanco entre a expressado e sintese de MMPs e seus principais
inibidores, que sao os inibidores teciduais de metaloproteinases da matriz
(TIMPs) (Sorsa et al., 2004). Dentre eles, tem-se TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
e TIMP-4 (Sato et al., 2009), assim, a competéncia catalitica das MMPs é
controlada através da ativacdo da forma zimégena da enzima (pré-ativa) e
a inibicdo da sua atividade, especialmente pelos TIMPs (Uitto et al., 20083;
Sorsa et al., 2004).

As MMPs podem ser produzidas e liberadas por
diferentes tipos celulares, incluindo células inflamatérias e nao-
inflamatérias, sendo as principais: neutréfilos, macréfagos, fibroblastos,
osteoblastos, odontoblastos, células epiteliais, eosinéfilos, células
endoteliais, linfécitos, dentre outras (Palosaari et al., 2000; Shin et al.,
2002; Wahlgren et al., 2002; Leonardi et al., 2005; Lu et al., 2010; Matsui
et al., 2011). A liberagcao é, em geral, induzida por estimulos como fatores
de crescimento (TGF-B — fator de crescimento transformante beta, PDGF
— fator de crescimento derivado de plaquetas, FGF — fator de crescimento
de fibroblasto, EGF — fator de crescimento epidérmico), citocinas (IL-1a,
IL-1B8, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10,), hormbnios e estresse fisico (Birkedal-
Hansen, 1993; Reynolds et al., 1994; Reynolds & Meikle, 1997; Palosaari
et al., 2000; Wabhlgren et al., 2001; Hong et al., 2004; Buzoglu et al., 2009;
Lu et al., 2010).
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Em 2002, Shin et al. avaliaram os niveis de MMP-1, -2 e -
3 e suas distribuicdes no tecido pulpar inflamado e nas lesdes periapicais
e verificaram que MMP foi expressa na polpa inflamada e na leséo
periapical, especialmente nos casos sintomaticos. A concentragdo de
MMP-1 foi significativamente maior nas pulpites agudas, pulpites cronicas
e nas lesdes periapicais em relagdo ao controle (tecido pulpar normal);
MMP-3 foi significativamente maior nas pulpites agudas que nas cronicas,
e a MMP-2 foi maior nas pulpites agudas em relacdo ao controle. As
MMP-1 e -3 foram localizadas no infiltrado de neutréfilos, macréfagos e na
matriz extracelular das pulpites agudas. De acordo com estes autores,
MMP tem um importante papel na destruicdo do tecido pulpar e sua
presenga parece estar relacionada com sintomatologia do paciente.
Segundo Sato et al. (2009), as alteragdes inflamatérias nas principais
lesbes patoldgicas dos tecidos orais podem progredir via destruicdo da
MEC no ligamento periodontal e osso alveolar, especialmente pela acéo
de MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9. Buzoglu et al. (2009) relataram que
a destruicédo do tecido periapical ocorre pela degradacao de componentes
da MEC, incluindo colageno e proteoglicanas e que este mecanismo é
regulado pelas MMPs, as quais sdo induzidas por citocinas como TNF-a e
IL-1.

Na ultima década, muitos estudos tém demonstrado o
papel fundamental das MMPs no desenvolvimento, remodelagdo e
destruicao dos tecidos orais (Wahlgren et al., 2001; Leonardi et al., 2005;
Hannas et al., 2007; Tjaderhane et al., 2007; Carneiro et al., 2009; Paula-
Silva et al., 2009). De acordo com Paula-Silva et al. (2009), MMP-1 tem
sido considerada como uma enzima-chave no inicio da fase de
reabsorcdo éssea da periodontite apical (Lin et al.,, 2002; Hong et al.,
2004) e outras MMPs (MMP-2, -3, -8, -9 e -13) tém sido relacionadas com
granulomas e cistos periapicais (Wahigren et al., 2001; Shin et al., 2002;
Leonardi et al., 2005; Paula-Silva et al., 2009; Carneiro et al., 2009). Em

1995, Teronen et al. sugeriram a presenca de colagenases (MMP-1 e
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MMP-8) e gelatinases (MMP-2 e MMP-9) em extratos de paredes cisticas
e em fluidos cisticos e ainda que as gelatinases podem participar da
expansao cistica.

As colagenases (MMP-1, -8 e -13) apresentam papel
critico na quebra de colageno fibrilar, que representa o principal
constituinte do periodonto e 0sso alveolar e como o colageno é clivado
em fragmentos pequenos, estes desnaturam a temperatura corporal e séo
degradados por gelatinases e outras proteinases (Belmar et al., 2008). As
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) sao conhecidas por clivar especificamente
colageno tipo IV, que € um dos principais componentes estruturais da
membrana basal, além de desnaturar gelatinas, laminina, elastina,
fibronectina (Buzoglu et al., 2009; Corroti et al., 2009). InUmeros estudos
tém demonstrado que MMP-2 e MMP-9 participam da patogénese da
inflamacédo pulpar e periapical (Shin et al., 2002; Chang et al., 2002;
Belmar et al., 2008; Corroti et al., 2009; Buzoglu et al., 2009; Itoh et al.,
2009; Sato et al.,, 2009; Kawase et al., 2010). Belmar et al. (2008)
verificaram que os niveis de MMP-9 e -2 sdo aumentados no fluido
crevicular gengival de dentes com lesdes periapicais. Em 2009, Buzoglu
et al. investigaram a presenca e os niveis de MMP-2 (gelatinase A) e
MMP-9 (gelatinase B) em abscessos periapicais e verificaram niveis
significativamente mais altos de MMP-9 em relacdo a MMP-2 nas
amostras de abscessos apicais agudos primarios e secundarios e, ainda,
que MMP-2 nao foi detectada em abscessos apicais cronicos. Assim, 0s
autores concluiram que gelatinases podem afetar a patogénese dos
abscessos periapicais agudos e cronicos. Corroti et al. (2009), estudando
a expressao de MMP-2 e MMP-9 durante o desenvolvimento de
periodontite apical em ratos, sugeriram que estas MMPs apresentam
papel critico no desenvolvimento das lesées periapicais inflamatorias,
provavelmente envolvendo a degradacdo da MEC durante a fase inicial

de desenvolvimento da leséo.
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Em 2009, Carneiro et al. determinaram a expressao de
MMP-9 em lesdes periapicais epitelializadas e nao-epitelializadas. Apds
cirurgia periapical, as amostras foram analisadas por imunohistoquimica e
PCR real time e os resultados demonstraram que neutréfilos, macréfagos
e linfécitos expressaram MMP-9 em ambos tipos de lesbes e que esta
expressao foi significativamente maior em dentes com periodontite apical
do que naqueles com ligamento periodontal saudavel. Assim, os autores
sugeriram a participagdo de vérias células inflamatérias na expressao de
MMP-9 nas lesbes periapicais e que esta MMP pode ter envolvimento
ativo na degradacdo da matriz extracelular nestas lesdes. Itoh et al.
(2009) relataram que a causa das lesdes perirradiculares esta relacionada
com a destruicdo da matriz extracelular por MMP-1 (colagenase), MMP-2
e MMP-9 (gelatinases), as quais sdo produzidas e secretadas por
macréfagos e neutréfilos que migram para os sitios da inflamagao. Como
muitas MMPs sao produzidas e secretadas pelas células na forma pré-
ativa, elas precisam ser ativadas antes de iniciar a destruicdo celular.
Assim, estes autores avaliaram os efeitos de extratos de Prevotella
nigrescens, bactéria comumente encontrada em infeccbes dos canais
radiculares, na ativacao de pré6-MMP-2 e pro-MMP-9. Os resultados
sugeriram que P. nigrescens pode ser capaz de ativar pré-MMP-2 e pro6-
MMP-9 in vivo e que esta ativacdo pode estar relacionada com a
destruicéo dos tecidos periapicais.

Sato et al. (2009) também verificaram que
Porphyromonas gingivalis pode contribuir para a destruicdo de tecido
conjuntivo durante o desenvolvimento da leséo periapical pela ativagéo de
pré-MMP-2, assim como pela inativacéo de inibidores de MMPs (TIMP-1 e
TIMP-2). Nesta mesma linha, Kawase et al. (2010) estudaram a atividade
colagenolitica do extrato de Tannerella forsythia e sua capacidade de
ativar pro-MMP-2 e pré-MMP-9 e verificaram que este extrato foi capaz de
degradar colageno tipo | e ativar pr6-MMP-2 e -9, considerando assim que



35

estas atividades provavelmente estdo envolvidas na destruicdo dos
tecidos periapicais por T. forsythia.

Outras MMPs muito importantes nas alteragdes pulpares
e periapicais sdo as colagenases (MMP-1, -8 e -13). Wahlgren et al.
(2001) analisaram a habilidade de células plasméaticas, tipicamente
presentes em locais de inflamacgéo crénica, expressarem MMP-8 e MMP-
13 e verificaram a expressao destas MMPs em granulomas periapicais,
cistos odontogénicos e plasmocitomas malignos, demonstrando que estas
colagenases podem participar da destruicado da matriz organica éssea em
sitios de inflamacdo crénica e crescimento neoplasico. Em 2002,
Wahigren et al. avaliaram a presencga, niveis e formas moleculares da
MMP-8 (colagenase 2) na inflamacao pulpar e periapical e as mudancas
nos niveis de MMP-8 nos exsudatos coletados de canais radiculares
durante o tratamento endodéntico utilizando NaOCI 2,5% como irrigante e
pasta de Ca(OH). como medicacao intracanal. Os autores verificaram a
presenca de MMP-8 no tecido pulpar e periapical inflamado,
demonstrando assim seu importante papel na inflamagdo pulpar e
periapical, principalmente na degradacdo da matriz extracelular.
Observaram também que a quantidade de MMP-8 no exsudato periapical
diminuiu durante o tratamento endodéntico. Com isso, de acordo com
estes autores, analises de MMP-8 do exsudato periapical poderiam ser
utilizadas para indicar e monitorar atividade inflamatéria e o sucesso do
tratamento em dentes com lesdes periapicais.

Em 2010, devido a falta de avaliacao do envolvimento de
outras MMPs durante e apés tratamento do canal radicular, Paula-Silva et
al., nesta mesma linha de raciocinio, investigaram a expressao de varias
MMPs (MMP-1, -2, -8 e -9) em periodontites apicais de caes, durante a
fase de reparagdo apos tratamento do canal radicular. Os resultados
demonstraram que a persisténcia bacteriana apés tratamento endodéntico
em sessdao Unica estava associada com desorganizacdo das fibras

colagenas e altos niveis de expressao das MMPs, analisados por
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imunohistoquimica. Por outro lado, dentes submetidos ao tratamento dos
canais radiculares com hidréxido de calcio como medicacdo de demora
apresentaram menor porcentagem de contaminacdo bacteriana, menor
expressdao de MMPs e MEC mais organizada, sugerindo que hidréxido de
calcio pode ser benéfico nos processos de reparacao tecidual.

Em uma revisdo da literatura sobre metaloproteinases nas
doencas orais, Sorsa et al. (2004) relataram que o papel das
colagenases, especialmente MMP-8 em periodontites e periimplantites
sdao exemplos bem claros de destruicdes teciduais indesejaveis
relacionadas ao aumento da quantidade e atividade de MMPs no sitio da
doenca. Em 2008, Andonovska et al. estudaram a correlagcdo entre a
concentracdo de colagenases (MMP-1, -8 e -13) em lesdes periapicais
crbnicas e suas dimensdes calculadas pelo programa Image Tool. De
acordo com os resultados, foram observadas diferentes concentracdes e
atividades de colagenases (MMP-1, -8 e -13) nos varios tipos de
processsos periapicais cronicos. Os valores mais altos das colagenases
foram obtidos nas lesGes cronicas difusas e baixos valores de
concentragdes de MMPs foram encontrados em lesbes menos sérias,
enquanto lesdes crbnicas periapicais de grandes dimensodes tiveram altas
concentragcbes de MMPs, proporcionais a progressao da lesdao e
destruicdo 6ssea. Assim, este estudo confirmou o papel das colagenases
(MMP-1, -8 e -13) no processo inflamatorio, o qual depende diretamente
da concentracdo de MMPs no tecido patologicamente alterado.

Com relagéo a expressao de MMP-8 e MMP-13 durante o
desenvolvimento de lesdes periapicais, em 2011, Matsui et al.
observaram, em lesdes periapicais de ratos, que as MMP-8 e -13 estédo
relacionadas com o desenvolvimento das lesbes e que a MMP-13
apresentou-se aumentada nos estagios iniciais do desenvolvimento da
lesdo (1 a 4 semanas) e que a MMP-8 esteve mais presente durante a
progressao da destruigédo tecidual, incluindo reabsorcdo 6ssea. Shin et al.

(2011) investigaram os niveis de MMP-8 e substancia P (importante
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neuropeptideo) no fluido gengival crevicular durante tratamento
endodontico de dentes ndo-vitais sintomaticos. Niveis subjetivos de dor
dos pacientes foram significativamente relacionados com o0s niveis de
MMP-8 e substancia P no fluido crevicular gengival, os quais foram
diminuidos durante o tratamento endodéntico. Assim, o0s autores
concluiram que a inflamacao perirradicular de origem endodéntica pode
elevar os niveis de substancia P e MMP-8 no fluido crevicular gengival.
Leonardi et al. (2005) investigaram a presenca ou néo de
MMP-13 em granulomas periapicais com ou sem epitélio e verificaram alta
expressdao de MMP-13 em lesdes periapicais epiteliadas, especialmente
em pequenas ilhas de epitélio, demonstrando que a expressao padrao de
MMP-13 esta envolvida na conversao de granuloma periapical epiteliado
em cisto radicular. Os autores relataram também que esta propriedade
esta relacionada com a capacidade da MMP-13 influenciar ndo apenas a
migracdo de células epiteliais, mas também a invasdo do tecido
granulomatoso. Por outro lado, Paula-Silva et al. (2009) investigaram
diferengas na expressdao de varias moléculas da matriz extracelular,
especialmente da familia das MMPs, em cistos e granulomas. Os
resultados demonstraram que os granulomas exibiram maior atividade
enzimatica de MMP-9 e maior expressdao de MMP-13 em relacdo aos
cistos. Assim, os autores indicaram que a alta atividade enzimatica de
MMP-9 e MMP-13 em polimorfonucleares pode ser uma assinatura
molecular de granulomas nao relacionados a cistos periapicais. Com
relacdo aos diferentes tipos de cistos, Ali et al. (2008) estudaram a
presenga e variabilidade da expressdo de indutores das MMPs
(EMMPRIN, uma glicoproteina conhecida por sua habilidade de induzir
producdo de MMP em fibroblastos) em varios tipos de cistos
odontogénicos (queratocistos odontogénicos, cistos dentigeros e cistos
periapicais). Os resultados demonstraram que a expressdao de EMNPRIN
foi detectada em todos os cistos, entretanto, foi significativamente maior

na linhagem epitelial de queratocistos odontogénicos em relacdo aos
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outros tipos de cistos, sugerindo que EMNPRIN pode estar envolvida com
comportamento agressivo deste tipo de cisto.

Com relacdo a ativacdo de MMP, esta pode ser
estimulada tanto diretamente por produtos microbianos como
indiretamente por mediadores quimicos e citocinas (Birkedal-Hansen et
al., 1993; Reynolds et al., 1994; Reynolds & Meikle, 1997; Palosaari et al.,
2000; Wahigren et al.,, 2001; Hong et al., 2004; Lu et al.,, 2010). Os
produtos mais suscetiveis de desempenhar um importante papel na
ativacdo de MMP incluem LPS, proteases, lecitinas, tripsina, plasmina e
catepsina G (Birkedal-Hansen, 1993; LIn et al., 2003; Hong et al., 2004;
Grenier & Grinon, 2006; Yang et al., 2006; Bodet et al., 2007; Sato et al.,
2009). Dentre os mediadores quimicos e citocinas, a expressdao de MMPs
e TIMPs pelas células é regulada especialmente por IL-1a, IL-13, TNF-q,
IL-6, IL-8, IL-10, PGE; fatores de crescimento como TGF-3, EGF, FGF,
dentre outros, como demonstrado anteriormente (Birkedal-Hansen, 1993;
Reynolds et al., 1994; Lin et al., 2001; Reynolds & Meikle, 1997; Palosaari
et al., 2000; Wahlgren et al., 2001; Tanabe & Grenier, 2008; Lu et al.,
2010). Reynolds e Meikle (1997) relataram que a ativacdo de MMP pode
ser mediada pela plasmina, bem como por produtos exégenos, como
lipopolissacaridios (LPS) liberados por bactérias Gram-negativas do
biofilme dentario ou das infecgdes dos canais radiculares. Lin et al. (2003)
demonstraram que éxido nitrico liberado de macréfagos apds estimulagéao
com LPS pode induzir perda éssea pelo aumento da producdo de MMP-1
em ostoblastos.

Em 2004, Hong et al., para verificar o papel do LPS nas
inducdo de reabsorcdo 6ssea nas alteracées periapicais, avaliaram in
vitro os efeitos do LPS de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas
endodontalis em macrofagos de camundongos quanto a liberacéo de IL-
1a, TNF-a e MMP-1. De acordo com os resultados, LPS estimulou a
producdo de citocinas e a expressdao génica de MMP-1, a qual foi

reduzida significativamente com a utilizagdo de anticorpos anti-IL-1a e
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anti-TNF-a. Os autores também verificaram que a utilizagdo de polimixina
B reduziu a extensdo da reabsorcdo Ossea periapical em ratos e,
simultaneamente, reduziu a producdo de MMP-1 pelos macréfagos.
Contudo, os autores sugeriram que LPS liberado de canais radiculares
infectados sinalizam a sintese de IL-1a e TNF-a por macréfagos e que
estas citocinas proé-inflamatérias podem regular a producao de MMP-1 por
macréfagos e promover a reabsorcao éssea periapical. Grenier & Grignon
(2006) demonstraram que LPS de F. nucleatum induziu a secrecao de IL-
1B, TNF-a, IL-6, IL-8, PGE> em mondécitos humanos (U937) diferenciados
em macréfagos pelo tratamento com forbol e que a producao de MMP-9
foi significativamente aumentada na presenca de LPS na cultura celular.

Bodet et al. (2007), analisando a producdo de MMP,
TIMPs e ativadores de plasminogénio por fibroblastos estimulados com
LPS de A. actinomycetemcomitans, verificaram que LPS induziu a
producdo de MMP-2, do ativador de plasminogénio e de MMP-3 (em
menor quantidade). Com relagao aos inibidores, LPS estimulou apenas a
producdo de TIMP-1, ndo apresentando efeito sobre TIMP-2. Em 2008,
Tanabe & Grenier, nesta mesma linha de pesquisa, investigaram a
resposta a tolerancia de macréfagos humanos quando estimulados com
baixas doses de LPS de A. actinomycetemcomitans com relacdo a
producdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, PGE, e MMP-9 Os autores
demonstraram que a resposta a tolerancia foi associada, especialmente,
com aumento da secrecao de IL-18 e MMP-9, enquanto que a secregao
de IL-6, IL-8 e PGE, ndo foram afetadas. Em 2009, Vilela avaliou a
capacidade de diferentes concentracoes de LPS de Escherichia coli
induzir secrecdo de MMP-3 e MMP-8 por macréfagos e verificaram
comportamentos diferentes, sendo que LPS em variadas concentracoes
induziu significativo aumento de MMP-3 e significativa reducado da
producdo de MMP-8.

Ja para comparar os efeitos do LPS tratado com hidréxido

de célcio sobre a producao de MMP-1 e TIMP-1 em osteoblastos, Yang et
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al. (2006) verificaram que o tratamento com hidréxido de célcio foi efetivo
na supressao dos efeitos destrutivos da MMP. A expressdo de MMP foi
regulada para baixo enquanto TIMP foi regulada para cima quando
estimulado com LPS de Prevotella nigrescens tratado com Ca(OH),,
indicando que esta medicacdo intracanal é efetiva na prevencédo da
degradacdo da MEC por reduzir a producdo de MMP em células
osteoblasticas. Os autores sugerem, ainda, que os efeitos do hidrdxido de
célcio na expressdao génica de MMP-1 e TIMP-1 indica que esta
medicacdo detoxifica LPS e que deve ser usada como medicacdo
intracanal de escolha quando LPS estiver presente nos canais
radiculares.

Como o papel das MMPs na degradacgéao tecidual tem se
tornado evidente em muitas doencgas, tentativas de controlar suas
atividades por meios farmacol6gicos tém ganhado muita atencédo (Sorsa
et al., 2004), como, por exemplo, o desenvolvimento de agentes
farmacolégicos para inibicdo de MMP no tratamento de doencas orais
(Sorsa et al., 2004). Neste sentido, em 2007, Tjarderhane et al. avaliaram
os efeitos da tetraciclina quimicamente modificada (CMT-3) na inibicdo de
MMP em lesGes periapicais de ratos. Segundo estes autores, as MMPs
tém sido largamente aceitas como enzimas que destroem tecidos em
condigdes inflamatédrias, entretanto, de forma surpreendente, seu estudo
em ratos demonstrou que na inflamacao periapical a inibicdo de MMPs
com tetraciclina quimicamente modificada (CMT-3) aumentou a area de
necrose pulpar e a taxa de crescimento das lesdes periapicais, indicando
que MMPs podem ter propriedades anti-infecciosas e anti-inflamatorias
até entdo desconhecidas. De acordo com os autores, estes novos
potenciais de efeitos podem abrir completamente uma nova visao sobre o
papel funcional da MMP e que muitos estudos devem ser realizados a fim
de verificar se estes efeitos anti-inflamatérios e anti-infecciosos séo sitios
ou tecidos especificos e se estdo relacionados com uma unica MMP ou

com varios membros da familia de MMP.
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Com isso, pode-se verificar que o papel das MMPs e de
seus inibidores é muito amplo e complexo. Além da participacdo das
MMPs nas alteracdes pulpares e periapicais como demonstrado por
diversos estudos acima citados, as MMPs também estdo presentes na
dentina mineralizada e nas lesdes de carie em dentina (Tjaderhane et al.,
1998). De acordo com Hannas et al. (2007), desde que inibidores de MMP
como clorexidina, doxiciclina e minociclina tém provado ser eficientes
adjuntos na terapia periodontal e tetraciclina e zoledronato ter
demonstrado capacidade de suprimir a progressao de carie dental, 0 uso
de inibidores de MMP na prevencéao de caries e no tratamento de pulpites
e periodontites deve ser valorizado em pesquisas futuras, especialmente
para elucidar o papel das MMPs na organizacdo do complexo dentina-
polpa, patologia pulpar, patogénese da carie e também degradacédo da
interface dentina-adesivo.

Em 2007, Sulkala et al., sabendo que metaloproteinases
colagenoliticas nao identificadas juntamente com MMP-2 (gelatinase) e
MMP-20 (enamelisina) tém sido detectadas na dentina humana,
buscaram caracterizar as possiveis enzimas colagenoliticas presentes na
dentina. Para tanto, foi usado o método de Western bloting com
anticorpos especificos contra MMP-1, -8, -13 e catepsina K. De acordo
com os resultados, somente MMP-8 (colagenase 2) foi detectada na
dentina. Nas amostras autoclavadas, MMP-8 ndo foi encontrada,
entretanto, atividade de gelatinase foi encontrada em fragbes de proteina
da dentina mineralizada. Os autores conluiram que MMP-8 representa a
principal colagenase na dentina humana e que, ao contrario da MMP-8,
gelatinases dentinarias podem ser detectadas apo6s autoclavagdo da
dentina, indicando sua alta resisténcia a procedimentos externos.
Segundo os autores, a identificacdo de MMPs ligadas a dentina bem
como o conhecimento de seus papéis nos processos fisiolégicos e
patolégicos pode facilitar o desenvolvimento futuro de novos métodos

para prevencao da cérie e da perda de restauracoes adesivas.
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Nesta mesma linha, sabendo que MMPs estao presentes
na dentina coronaria e que podem ter um papel na degradacéao da rede
de colageno em restauragdes adesivas, Santos et al. (2009) verificaram
se MMPs podem ser detectadas na dentina radicular. Os resultados
demonstraram, por zimografia e Western blotting, que MMP-2 foi mais
evidente na matriz da dentina radicular desmineralizada enquanto que
MMP-9 foi mais evidente no compartimento mineralizado da dentina,
apresentando niveis mais baixos. MMP-8 foi igualmente distribuida na
dentina coronaria e radicular. Os autores sugeriram que, como as MMPs
estdo presentes na dentina radicular, sua contribuicdo para a degradacao
da ades&o dentina-resina deve ser evidenciada no desenvolvimento de
estratégias restauradoras para o substrato radicular. E ainda, que uma
possibilidade para controlar a atividade enddégena de MMP seria a
incorporacao de inibidores sintéticos de MMPs durante os procedimentos
da restauragdo adesiva, como, por exemplo, a clorexidina, que é um
efetivo inibidor de MMP-2, -8 e -9 (Gendron et al.,, 1999; Santos et al.,
2009).

Esta preocupacado também se estende para o selamento
dos canais radiculares quando da utilizacdo de cimentos adesivos na
obturacdo dos canais, de modo que Santos et al. (2009) discutiram que a
utilizacdo de clorexidina como irrigante endodéntico possivelmente pode
inibir a ativacdo de MMPs, sugerindo que novos estudos devem ser
realizados nesta area. Em 2002, Wahlgren et al. também tinha discutido
que a clorexidina, que muitas vezes é utilizada como medicagao
intracanal, pode inibir MMPs (Gendron et al., 1999) e ainda especularam
que Ca(OH),, devido ao seu alto pH inicial, pode inativar MMPs, que séo
proteases neutras. Sabe-se também que EDTA (quelante de ions
metalicos) apresenta capacidade de inibir diferentes MMPs. Johnson &
Knox (1999) relataram que EDTA quela ions zinco do sitio ativo de MMPs
mas pode também inibir outras enzimas como as proteases dependentes

de calcio. Shimokawa et al. (2002) demonstraram que a atividade
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gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9 foi inibida por EDTA e EGTA. Wahlgren
et al. (2002) sugerem que a inibicdo de MMPs nos canais radiculares e
tecidos periapicais pode oferecer novas oportunidades para o tratamento
endodéntico futuro.

Contudo, como verificado na literatura, na ultima década
diversas pesquisas tém focado a compreensdo dos mecanismos
envolvidos nas alteracbes pulpares e, especialmente, periapicais,
tracando diferentes vias de ativagao celular, incluindo LPS, producédo de
citocinas, fatores de crescimento e metaloproteinases da matriz
(Wahlgren et al., 2002; Hong et al., 2004; Yang et al., 2006; Paula-Silva et
al., 2010). No entanto, esta relacédo entre produtos microbianos liberados
numa infeccdo endoddntica, como LPS e acido lipoteicoico, citocinas (IL-
1a, IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8), PGE,, 6xido nitrico e fatores de crescimento
(como TGF-B) sintetizados e liberados por diferentes tipos celulares, bem
como regulacédo entre MMPs e seus inibidores ainda necessita de mais
estudos. Além disso, é bastante interessante a possibilidade de monitorar
a atividade inflamatoéria e o sucesso do tratamento endoddntico pelos
niveis de diferentes MMPs, como demonstrado por Walhgren et al. (2002)
e Paula-Silva et al. (2010), de modo que a melhor compreensdo do
envolvimento de MMPs nas alteracdes periapicais pode contribuir para a
evolucao da terapia endodéntica.



3. PROPOSICAO

As propostas deste estudo foram:

A) avaliar in vivo os niveis de endotoxinas e
metaloproteinases da matriz (MMP-3, MMP-8 e MMP-9) em canais
radiculares com polpa necrosada e lesdo periapical visivel
radiograficamente, antes, durante e apds a realizacdo do preparo
biomecéanico utilizando associacao de diferentes agentes irrigantes e
medicacao intracanal.

B) verificar as possiveis correlagdes existentes entre as
quantidades de endotoxinas presentes nos canais radiculares e o0s niveis
de MMP-3, -8 e -9 em todas as coletas realizadas durante o tratamento

endodobntico.



4. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP, protocolo n° 089/2007 — PH/CEP (Anexo 1).

4.1 Selecao dos pacientes

Participaram desta pesquisa 33 pacientes, maiores de 18
anos, da clinica de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP. Para inclusdo neste estudo, os pacientes
apresentaram dentes unirradiculares com necrose pulpar e leséo
periapical visivel radiograficamente, os quais necessitavam de tratamento
endodéntico.

O diagnéstico de necrose pulpar e lesao periapical foi
realizado por exame clinico minucioso, que compreendeu testes de
sensibilidade pulpar ao frio, testes de percussao, palpacao apical e exame
radiografico. Foram excluidos do estudo pacientes que haviam recebido
terapia antibiética nos ultimos trés meses e dentes com presenca de
bolsa periodontal superior a 4 mm. Assim, os dentes incluidos na
pesquisa apresentaram estrutura dentaria remanescente suficiente para
permitir adequado isolamento absoluto e boa salude periodontal.

Os pacientes que efetivamente participaram deste estudo
preencheram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
instrumento pelo qual foram informados acerca de sua contribuicdo para o
referido estudo. Os pacientes autorizaram a utilizacao dos dados obtidos,
além de serem informados de outras implicagdes legais de ordem geral.

Assim, foram selecionados para este estudo 33 dentes
unirradiculares (incisivos superiores, caninos superiores e inferiores e

premolares inferiores) que, apds a realizacao dos testes de sensibilidade
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pulpar e exame radiografico, apresentaram diagnostico de necrose pulpar

com lesé&o periapical visivel radiograficamente (Figura 1).

b

FIGURA 1 - Selecdao dos dentes: A) Aspecto clinico do dente 11 com
diagnéstico de necrose pulpar; B) Exame radiografico para confirmar a presenca
de lesao periapical; C) Dente com auséncia de comunicagdo da camara pulpar
com o meio bucal.

4.2 Coleta de dados clinicos

Formularios  especificos (fichas clinicas) foram
devidamente preenchidos, contendo idade, género e o histérico minucioso
do paciente (anamnese). Com relagdo ao dente, foi verificada presencga
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de carie, dor espontanea, dor a percussao, dor a palpacéo, histéria prévia
de dor, saude periodontal (sondagem), presenca de fistula, edema e

abscesso.

4.3 Preparo dos canais radiculares — Grupos experimentais

Os tratamentos endoddnticos seguiram rigorosamente um
protocolo técnico previamente estabelecido. Para tanto, foi realizado
isolamento absoluto, utilizando grampo, lencol de borracha e cimento de
fosfato de zinco (SS White — Rio de Janeiro — Brasil) na interface
dente/lencol/grampo, a fim de impedir qualquer tipo de contaminacéo por
saliva e impedir a passagem de substancias utilizadas na irrigacdo do
canal radicular para a cavidade bucal do paciente (Figura 2A). A anti-
sepsia do campo operatério foi realizada com perdoxido de hidrogénio
(30%) (Byoférmula Farmacia de Manipulagdo — Sao José dos Campos ,
SP — Brasil) por 30 segundos, seguido de solu¢ao de hipoclorito de sddio
2,5% (Byoférmula Farmacia de Manipulagdo — Sao José dos Campos ,
SP - Brasil) por mais 30 segundos. Apds, foi realizada a neutralizacao da
solucdo de hipoclorito de sédio com tiossulfato de s6dio 5% estéril
(Byoférmula Farmacia de Manipulagcdo — Sao José dos Campos , SP —
Brasil) (Vianna et al., 2007) (Figura 2B).

O acesso a cavidade pulpar e remocao de teto e demais
interferéncias foi realizado com a utilizacdo de brocas estéreis
apirogénicas em alta rotacdo (esféricas diamantadas de haste longa,
tronco-conicas de guia inativa, endo-Z e batt) (KG Sorensen — Cotia, SP —
Brasil) sob irrigacdo com solucao fisiolégica estéril apirogénica (Aster
Produtos Médicos Ltda — Sao Paulo, SP — Brasil) (Figura 3A). Para
obtencdo da primeira amostra (12 coleta) do conteudo do canal radicular,
os canais foram preenchidos com solucéo fisiologica estéril apirogénica,

que permaneceu por 1 minuto, e foi aspirada com auxilio de seringa e
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agulha tipo insulina (Injex Industrias Cirdrgicas Ltda — Ourinhos, SP —
Brasil). Este procedimento foi repetido até obtengdo do volume final de
100 uL (Valera et al., 2010; Maekawa et al., 2011). Esta primeira amostra
foi coletada imediatamente apds a abertura coronaria e antes da
utilizac&o de qualquer solugcao com atividade antimicrobiana (Figura 3B).

FIGURA 2 — A) Isolamento absoluto do dente a ser tratado; B) Desinfec¢do do
campo operatério previamente a abertura coronaria.

FIGURA 3 — A) Abertura coronaria; B) Realizagao da primeira coleta logo apés a
abertura coronaria.
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ApoOs a primeira coleta, os tergos cervical e médio dos
canais radiculares foram preparados utilizando a técnica coroa-apice com
uso de instrumentos oscilatérios (Endo-Eze — Ultradent Endodontics —
USA). As limas do sistema Endo-Eze foram adaptadas ao contra-angulo
Endo-Eze, em um micro-motor Kavo (Kavo do Brasil Industria e Comércio
Ltda — Joinville, SC — Brasil) e o preparo foi realizado com movimentos de
rotacdo alternada de 30 graus para cada lado. Sempre foi utilizado um
instrumento manual (lima K 15) entre cada lima do sistema oscilat6rio
(Figura 4).

FIGURA 4- Sistema Endo-Eze.

As limas e todos os demais instrumentais e materiais
utilizados na pesquisa foram submetidos a radiacdo gama Co60 (20 Kgy
por 6 horas), para esterilizagdo e eliminagdo de endotoxinas pré-
existentes (Csako et al., 1983; Oliveira et al., 2007; Valera et al., 2010;
Maekawa et al., 2011), realizada na EMBRARAD (Empresa Brasileira de
Radiacao Ltda — Cotia, SP — Brasil).

Assim, tendo como referéncia a radiografia para
diagnéstico, foi determinado o comprimento provisério de trabalho ou pré-
odontométrico (CPO = comprimento aparente radiografico subtraido em 3
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mm). Com uma lima tipo Kerr n® 10 foi feita a exploracdo inicial para
localizar a luz do canal e, em seguida, foi utilizado o instrumento 13/.060
do sitema Endo-Eze, com objetivo de remover interferéncias cervicais,
usando os mesmos principios do “crown down pressureless technique’,
sempre tendo como medida limitadora o CPO. Em seguida, foi utilizado
instrumento manual (lima K 15) para verificar a manutencédo da luz do
canal.

Na sequéncia, foi utilizado o instrumento oscilatério
13/.045, sem presséao, progredindo em direcao apical, sempre mantendo
como medida limitadora o CPO. Este passo foi seguido da lima manual K
15, instrumento oscilatério 13/.035, lima manual K 15 e instrumento
oscilatorio 10/.025, até atingir o CPO (Figura 5).

Durante todo o preparo dos tercos cervical e médio do
canal radicular, foram utilizados 5 mL da solugao de hipoclorito de sédio
2,5% (Byoférmula Farmacia de Manipulagdo — Sao José dos Campos ,
SP - Brasil) como solugdo irrigadora, renovada a cada troca de
instrumento. Ao atingir o CPO, foi colocado um instrumento manual para

realizacdo da odontometria.



51

FIGURA 5 — Seqliéncia de preparo dos tergos cervical e médio do canal com
instrumentos do sistema Endo-Eze (13/.060, 13/.045, 13/.035, 10/.025).

Apés a obtencao do comprimento do dente, foi realizado o
preparo apical (0,5 a 1 mm aquém do apice radiogréafico) com a utilizagao
de 4 limas manuais tipo Kerr (Figura 6). Assim, de acordo com a
associacdo de substancias quimicas auxiliares utilizadas durante o
preparo apical, os dentes foram divididos em 3 grupos experimentais
(n=11): G1) NaOCI 2,5% (controle); G2) NaOClI 2,5%, seguido de agua de
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cal [Ca(OH), 0,14%]; G3) NaOCI 2,5%, seguido de polimixina B (Quadro
1) (Figura 7).

FIGURA 6 — Odontometria e Preparo do batente apical com instrumentos
manuais.

Quadro 1 — Divisao dos grupos experimentais.

Grupos IRRIGACAO ‘ MEDICACAO
G1 clorexidina gel 2% +
(controle, n=11) NaOCl 2,5% Ca(OH),
G2 NaOCl 2,5% seguido de agua de cal clorexidina gel 2% +
(n=11) [Ca(OH), 0,14%)] Ca(OH),
G3 NaOCI 2,5% seguido de polimixina B clorexidina gel 2% +
(n=11) Ca(OH),
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FIGURA 7 — Irrigacdo/Aspiracdo com a solucéo irrigadora.

Desta forma, no grupo G1 (controle), para as quatro limas
usadas na confeccao do batente apical, foi utilizada solu¢ao de hipoclorito
de sodio 2,5%, sendo 5 mL a cada troca de lima.

No grupo G2, para as duas primeiras limas usadas na
confeccao do batente apical, foi utilizada solugcao de hipoclorito de s6dio
2,5%. Em seguida, para as duas ultimas limas, foram utilizados 5 mL de
agua de cal [Ca(OH), 0,14%], a cada troca de intrumento, como agente
irrigante, com a finalidade de promover uma possivel neutralizacao de
endotoxinas ap6s a morte das bactérias Gram-negativas. Apds a ultima
lima, os canais foram novamente preenchidos com agua de cal [Ca(OH).
0,14%)], que foi agitada por 3 minutos (lima K 25), antes da irrigacao final
com solugéo fisioldgica apirogénica.

No grupo G3, para as duas primeiras limas usadas na
confeccao do batente apical, foi utilizada solugcao de hipoclorito de s6dio
2,5%. Em seguida, para as duas ultimas limas, foi utilizada polimixina B
(10.000 Ul/mL — Ophthalmos; Sao Paulo - SP) + solucédo fisiolégica
apirogénica como agente irrigante, também com a finalidade de promover
uma possivel neutralizacdo de endotoxinas apds a morte das bactérias
Gram-negativas. Ap6s a Uultima lima, os canais foram novamente
preenchidos com polimixina B, que foi agitada por 3 minutos (lima K 25),
antes da irrigacdo final com solugado fisiolégica apirogénica. Para a
colocacdo da solugdo de polimixina B no interior do canal radicular, foi
utilizada uma seringa tipo insulina. A cada renovagéo do instrumento, o
canal era irrigado com 5 mL de solucdo fisiologica apirogénica para
auxiliar na renovacéao da solucéo.

Apbs o término do preparo biomecéanico, em todos os
canais radiculares foi realizada uma irrigacéao final com 5 mL de solugéo
fisioldgica estéril e apirogénica e, em seguida, foi realizada a segunda
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coleta do conteudo do canal radicular, conforme descrito para a coleta
inicial.

Todos os canais radiculares foram inundados com &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17%, o qual foi agitado com uma lima
tipo Kerr por 3 minutos e foi removido com 5 mL de solucéo fisiologica
estéril e apirogénica. Apos a aplicacao do EDTA para remocao da smear
layer, foi realizada a terceira coleta do canal radicular. Em seguida, os
canais foram secos, com uso de cones de papel absorvente (estéril e
apirogénico) de tamanho compativel ao canal radicular, e preenchidos
com medicacéo intracanal.

Foi manipulada uma pasta de clorexidina gel a 2%
(Byoférmula Farmacia de Manipulagcdo — Sao José dos Campos , SP —
Brasil) associada ao hidroxido de calcio P.A. (Biodindmica — Ibiporam, PR,
Brasil), em propor¢des iguais em volume, na consisténcia de pasta dental.
A medicacéao foi levada aos canais radiculares com a utilizacdo de espiral
Lentulo apirogénico, em baixa rotagdo, sendo a mesma para todos os
grupos (Quadro 1). A restauracao provisoria foi realizada com cimento de
iondmero de vidro (CIV).

Apo6s 14 dias de permanéncia da medicacao (MIC), foi
realizado isolamento e anti-sepsia do campo operatério, remogdo da
restauracao proviséria (ClV), irrigacao e aspiragdo dos canais radiculares
com 10 mL de solucdo fisioldgica apirogénica para remocdo da
medicacdo intracanal com auxilio de uma lima tipo Kerr (instrumento
memoria). Em seguida, foi realizada a quarta e ultima coleta do conteudo
dos canais.

Para finalizacdo do tratamento endodéntico, todos os
canais radiculares foram obturados com cones de guta-percha e cimento
AH Plus, pela técnica da condensacao lateral ativa. A obturacao foi
realizada somente quando constatada auséncia de sintomatologia, bem

como de exsudato, sangramento e odor.
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Apo6s o término do tratamento endodéntico, os dentes
foram devidamente restaurados e encontram-se atualmente em
proservacao dos casos por um periodo minimo de 2 anos para avaliar o
sucesso do tratamento.

4.4 Coletas do conteudo do canal radicular

Foram realizadas 4 coletas dos canais radiculares: 12)
imediatamente apOs abertura corondria; 22) ap0s preparo biomecanico;
3?%) apds aplicacdo do EDTA; 42) ap6s remocao da medicacao intracanal
(Quadro 2).

Quadro 2 — Coletas dos canais radiculares.

Coletas Momento da realizacao das coletas
12 (C1) Imediatamente apds abertura coronaria
22 (C2) ApGs preparo biomecanico
32 (C3) Apos aplicacdo do EDTA
42 (C4) Ap6s remocgao da medicacgao intracanal (MIC)

Todas as coletas do conteudo do canal radicular foram
realizadas da seguinte forma: os canais foram inundados com solugéo
fisioldgica estéril e apirogénica, a qual foi agitada por 1 minuto com uma
lima estéril e apirogénica e, em seguida, foi aspirada com auxilio de
seringa e agulha tipo insulina. Este procedimento foi repetido até
completar o volume final da amostra de 100 uL. As amostras coletadas
foram transferidas para microtubos de polipropileno (Axygen, California -
USA) contendo 900 uL de agua estéril e apirogénica (Lonza Group Ltd,
Switzerland). Todas as amostras foram utilizadas para quantificacdo de
endotoxinas e metaloproteinases da matriz (MMP-3, MMP-8 e MMP-9).
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4.5 AQuantificacao de endotoxinas (LPS) pelo teste cinético
cromogeénico do lisado de amebécitos de Limulus (LAL)

Para todas as coletas dos canais radiculares foi realizado
o teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (andlise
quantitativa) (Lonza Group Ltd, Switzerland) para verificar a presenca de
endotoxinas (Valera et al., 2010; Maekawa et al., 2011).

Nos dias das coletas, foram realizadas diluicbes da
endotoxina padrao de E. coli (Figura 8) em diferentes concentragdes que
representaram os padrées de comparacao das amostras (curva-padrao).
Para cada amostra, foi realizado um controle positivo (amostra do
conteudo do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida de

endotoxina), para verificar a presenca ou nao de interferentes.

Em uma microplaca apirogénica de 96 pocos, foram
adicionados 100 pL de agua apirogénica (branco da reacao), os padroes
de endotoxina, as amostras coletadas dos canais radiculares e os
controles positivos (Figura 9). Os testes foram realizados em
quadruplicata. A placa foi incubada no leitor cinético KQCL (Cambrex Bio
Ciéncia Brasil, SP) (Figura 10) a 37£1°C por 10 min, o qual estava
acoplado a um microcomputador com software Wink KQCL especifico
para gerenciamento, execucdo e emissdo de relatérios. A seguir, foram
adicionados em cada pog¢o da placa 100 uL do reagente cinético
cromogénico do LAL, com uma micropipeta de 8 canais e ponteiras
apirogénicas. ApoOs o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorou, de forma continua durante todo o ensaio, a
absorbancia a 405 nm em cada poc¢o da microplaca. O leitor determinou
o tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada pog¢o a 0,200
unidades de absorbancia, que foi denominado tempo de reagcdo. O
software Wink KQCL automaticamente calculou uma correlagdo linear
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log/log do tempo de reacdo de cada padrdo com a concentracdo de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrao foram

impressos no relatorio.

FIGURA 8 — Kit para detecgao de endotoxinas (método cinético cromogénico do
lisado de amebdcitos de Limulus).
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FIGURA 9 - Distribuicdo das amostras, controles positivos, curva-padrdao de
endotoxina e branco da reagdo, de acordo com soffware Wink KQCL.
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FIGURA 10 — Leitor cinético de microplacas.

Os valores do percentual de redugcdo das quantidades de
endotoxinas entre as coletas foram submetidos ao teste estatistico de
Kruskal-Wallis e teste de Dunn (5%).

4.6 Deteccao e quantificacao de metaloproteinases da matriz (MMP-3,
MMP-8 e MMP-9) — teste imunoenzimatico ELISA

A quantificacdo de metaloproteinases da matriz (MMP-3,
MMP-8 e MMP-9) em todas as amostras coletadas dos canais radiculares
foi realizada por ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizando Kits

especificos para cada metaloproteinase (R&D Systems) — (Figura 11).

[P————
1-(800)-343-7475

—

FIGURA 11 — Kits (R&D Systems) para detec¢cao de MMP-3, MMP-8 e MMP-9.
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Assim, microplacas de 96 pocgos (MaxiSorp, Nunc,
Thermo Fisher Scientific, Dinamarca) foram previamente sensibilizadas
com anticorpos de captura anti-MMP-3, anti-MMP-8 ou anti-MMP-9 (100
uL/poco). As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente.
No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de
lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 300 uL de
tampao de bloqueio (PBS com 1% de soro albumina bovina, BSA) por 1
hora a temperatura ambiente. Apés, foram lavadas 3 vezes com tampéo
de lavagem e receberam 100 uL das amostras coletadas dos canais
radiculares e 100 puL dos padrées da MMP (MMP-3, MMP-8 ou MMP-9)
com concentracdes conhecidas (curva-padrao) (Figura 12). Os testes
foram realizados em duplicata e as placas foram mantidas 2 horas a
temperatura ambiente. Apds, as placas foram novamente lavadas 3 vezes
com tampao de lavagem e foram acrescentados 100 uL de anticorpos de
deteccdo anti-MMP-3, anti-MMP-8 ou anti-MMP-9 marcados com biotina
(Figura 13). As placas foram mantidas por 2 horas em temperatura
ambiente. Ap6s lavagem, foi acrescentada estreptavidina associada a
peroxidase (100 uL/poco) e as placas foram mantidas por 20 min cobertas
com papel aluminio para evitar luz direta. Apds lavagem, a reagao foi
revelada com 100 uL de solugdo contendo substrato cromogénico e
peréxido de hidrogénio. As placas foram tampadas com papel aluminio
para evitar a luz direta e mantidas em temperatura ambiente por 20 min.
Em seguida, foram adicionados em cada poc¢o da placa 50 uL de solucao
stop (acido sulfarico 2 N) (Figura 14). As densidades 6pticas (DO) foram
lidas no leitor de microplacas com comprimento de onda de 450 nm.

Apbs obtencdo das densidades Opticas, os niveis de
MMP-3, MMP-8 e MMP-9 (pg/mL) presentes nos canais radiculares foram
determinados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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Figura 12 — Distribuicao da curva-padrao e das amostras na microplaca de
ELISA.

Figura 13 — Distribuigdo do anticorpo de detecgéao anti-MMP-8.

Figura 14: A) Reacao revelada apés adicao do substrato cromogénico; B) Adicao
do &cido sulfarico; C) Reacao finalizada.
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Os valores para o percentual de reducdo entre as coletas
foram submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn
(5%).

No intuito de verificar possiveis correlacbes entre os
valores de endotoxinas e MMPs aferidos em todas as coletas para os trés
grupos avaliados, foi também realizado o teste de Correlagao Ordinal de
Sperman (Graph Pad Prism — version 5.0, 2007).



5. RESULTADOS

5.1 Quantificacao de endotoxinas

Os valores médios de endotoxinas (EU/mL) obtidos em
cada dente nas quatro coletas (C1 - apds a abertura coronaria; C2 - ap6s
0 preparo biomecéanico; C3 - apds o uso do EDTA e C4 — apds o uso da
medicacéao intracanal) dos 3 grupos avaliados estao dispostos nas tabelas
1 a 3, juntamente com o0s percentuais médios de redugdo entre as

coletas.

Para o calculo do percentual de reducao da quantidade de

endotoxina entre as coletas, foram utilizadas as seguintes formulas:
Red12: [('C1'-'C2")/'C1’)*100
Red23: [('C2'-'C3")/'C2]*100
Red24: [('C2'-'C4’)/'C2"]* 100

Alteracao Percentual: se for positivo &€ Reducao
Alteracao Percentual: se for negativo € Aumento

Onde Red12 foi a redugcdo encontrada na quantidade
endotoxinas da 1% para 2% coleta (entre a coleta inicial e apds o preparo
biomecanico). Red 23 foi a reducgdo entre 2% e 32 coletas (entre a coleta
apos preparo biomecanico e a coleta apds o uso do EDTA) e Red 24 foi a
redugéo encontrada entre a 2% e 4° coletas (entre a coleta apds o preparo

biomecanico e a coleta apds o uso da medicacao intracanal).
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Tabela 1 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL) das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G1* e os percentuais de reducao entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

Red23eRed24).

Dentes COLETA COLETA COLETA COLETA Red12 Red23 Red24
1 2 3 4

1 211,0 13,30 7,14 62,0 93,69 46,31 -366,16
2 3020,0 2700,0 428,0 69,80 10,59 84,14 97,41
3 2080,0 2100,0 37,70 21,0 -0,96 98,20 99,00
4 24,3 47,60 47,30 7,30 -95,88 0,63 84,66
) 218,0 32,60 20,30 14,90 85,04 37,73 54,29
6 93,4 891,0 205,0 88,50 -853,96 76,99 90,06
7 31,6 16,0 31,80 13,30 49,36 -98,75 16,87
8 34,8 26,20 4,72 8,44 24,71 81,98 67,78
9 50000,0 6680,0 1070,0 618,0 86,64 83,98 90,74
10 440,0 217,0 183,0 6,49 50,68 15,66 97,00
11 472,0 174,0 45,40 142,0 63,13 73,90 18,39

Média 5148 1173 189,1 95,6
+ + + + +

desvio- TRRZEM 2051 319,0 178,6

padrao

*G1: Irrigagao com NaOCI 2,5% e MIC com Ca(OH),+CLX 2%.

Tabela 2 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL) das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G2 e os percentuais de reducao entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

Dentes COLETA COLETA COLETA COLETA Red12 Red23

1 p 3 4

1 4360,0 342,0 612,0 152,0 92,15 -78,94 55,55
2 1010,0 160,0 289,0 131,0 84,15 -80,62 18,12
3 8830,0 337,0 229,0 50,10 96,18 32,04 85,13
4 766,0 471,0 479,0 20,50 38,51 -1,69 95,64
5 1430,0 7,45 4,38 25,90 99,47 41,20 -247,65
6 46,5 22,0 55,30 9,88 52,68 -151,36 55,09
7 188,0 26,20 37,10 24,50 86,06 -41,60 6,48
8 18,8 12,80 14,0 5,57 31,91 -9,37 56,48
9 10,5 30,10 22,30 18,10 -186,6 25,91 39,86
10 336,0 84,50 108,0 35,50 74,85 -27,81 57,98
11 68,1 8,14 17,20 13,10 88,04 -111,30 -60,93

Média 1551 136,5 169,8 44,2
+ + + + +

desvio- IR 168,1 209,8 49,9

padrao

*@2: Irrigagao com NaOCl 2,5% seguido de agua de cal [Ca(OH), 0,14%] e MIC com
Ca(OH),+CLX 2%.
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Tabela 3 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL) das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G3* e os percentuais de reducdo entre as coletas (Red12,

Red23 e Red242.

Dentes COLETA COLETA COLETA COLETA Red12 Red23

p) 3 4
1 36,1 31,40 28,40 12,20 13,01 9,55 61,14
p) 4480,0 27,20 38,20 10,60 99,39 -40,44 61,02
3 511,0 15,50 7,71 52,50 96,96 50,25 -238,71
4 802,0 32,50 16,50 41,90 95,94 49,23 -28,92
5 2710,0 63,20 8,69 19,90 97,66 86,25 68,51
6 73,6 42,10 43,50 3,95 42,79 -3,32 90,61
7 1370,0 5,82 20,70 9,0 99,57  -255,67 -54,63
8 7,9 5,82 19,50 7,37 26,60  -235,05 -26,63
9 1110,0 9,31 77,40 5,96 99,16  -731,36 35,98
10 898,0 290,0 140,0 89,30 67,70 51,72 69,20
11 791,0 7,65 15,20 4,85 99,03 -98,69 36,60
Média [ERELES 48,2 37,8 23,41
+ + + + +
desvio- IFELY 82,2 39.3 27.06

padrao
*G3: Irrigagao com NaOCI 2,5% seguido de Polimixina B e MIC com Ca(OH),+CLX 2%.

Foi realizada inicialmente a estatistica descritiva dos
valores de endotoxinas (EU/mL) em cada uma das quatro coletas para os
trés grupos experimentais (Tabela 4).

Tabela 4 - Estatistica descritiva dos valores de endotoxinas (EU/mL)
apresentados em cada coleta para os trés grupos experimentais (mediana,
valores maximos e valores minimos).

G1 24 218 50000
G2 11 336 8830

G3 8 802 4480

G1 13 174 6680

G2 7,5 30,1 471,0
G3 5,8 27,2 290,0
G1 4,7 45,4 1070,0
G2 4,4 55,3 612,0
G3 7,7 20,7 140,0
G1 6,5 21,0 617,0
G2 5,6 24,5 152,0

G3 3,95 10,60 89,30
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As Figuras 15 a 18 demonstram a quantidade de endotoxinas
(EU/mL) (mediana e faixa interquartil) obtida em cada grupo experimental nas
coletas 1 a 4, respectivamente.

3000+

2000+

EU/mL

1000+

o l I . —
G1 G2 G3

Figura 15 — Quantidade de endotoxinas (EU/mL) (mediana e faixa interquartil)
obtida em cada grupo experimental na 12 coleta (inicial).

3000+

2000

EU/mL

1000+

——

0- T 1

G1 G2 G3

Figura 16 — Quantidade de endotoxinas (EU/mL) (mediana e faixa interquartil)
obtida em cada grupo experimental na 2% coleta (ap6és PBM).
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Figura 17 — Quantidade de endotoxinas (EU/mL) (mediana e faixa interquartil)
obtida em cada grupo experimental na 3% coleta (ap6s uso de EDTA).
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Figura 18 — Quantidade de endotoxinas (EU/mL) (mediana e faixa interquartil)
obtida em cada grupo experimental na 42 coleta (ap6s MIC).

A Figura 19 demonstra as alteracbes dos percentuais de

reducdo de endotoxinas entre as coletas para os diferentes grupos

avaliados.
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Figura 19 — Representagao grafica das alteragbes dos percentuais de reducao de
endotoxinas entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.

Os valores do percentual de reducédo foram submetidos
ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (5%). Na
comparacdo da redugdo da 1% para a 2° coleta (Red12 — entre a coleta
inicial e apds preparo biomecéanico PBM) entre os grupos, verificou-se que
o grupo G3 (NaOCl 2,5% seguido de polimixina B) juntamente com o

G1
G2
G3

G1
G2
G3

G1
G2
G3
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grupo G2 {NaOCIl 2,5% seguido de agua de cal [Ca(OH). 0,14%]}
apresentaram os maiores indices de redugcdo de endotoxinas durante o
preparo biomecénico (Tabela 5), sendo semelhantes entre si (p>0,05). O
grupo G1 (NaOCIl 2,5%) apresentou o menor percentual de reducgéo,
sendo estatisticamente diferente de G3 (p<0,05), no entanto, foi
semelhante a G2 (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 5 — Percentuais (mediana) obtidos na Red12 (entre 12 e 22 coleta) de
endotoxinas entre 0s grupos experimentais apos o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,0294 < 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut_o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G3 22,182 97,0% A
G2 17,545 84,2% A B
G1 11,273 49,4% B

Na comparagéo do percentual de redugéo entre a 2% e 32
coletas (Red 23 — entre a coleta ap6s PBM e o uso de EDTA), observou-
se que os grupos G1 e G3 apresentaram os maiores valores de reducao,
sendo semelhantes entre si (p>0,05) (Tabela 6). O grupo G2 apresentou o
menor valor de reducdo sendo estatisticamente diferente de G1 (p<0,05)
e semelhante a G3 (p>0,05).

Tabela 6 — Percentuais (mediana) obtidos na Red23 (entre 22 e 32 coleta) de
endotoxinas entre 0s grupos experimentais apos o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,0142 < 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut_o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G1 23,818 73,9% A
G3 14,727 -3,3% A B
G2 12,455 -27,8% B

Com relagédo a comparacéo entre a 2% e 4 coletas (Red
24 — entre a coleta apés PBM e apds MIC), verificou-se que ndo houve
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diferenca estatisticamente significante entre os trés grupos (p>0,05)
(Tabela 7).

Tabela 7 — Percentuais (mediana) obtidos na Red24 (entre 22 e 42 coleta) de
endotoxinas entre 0s grupos experimentais apos o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,1862 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut.o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G1 21,364 84,7% A
G2 14,909 55,1% A
G3 14,727 36,6% A

5.2 Deteccao e quantificacao de metaloproteinases da matriz (MMP-3,
MMP-8 e MMP-9)

5.2.1 MMP-3

Os valores médios (pg/mL) de MMP-3 obtidos em cada
dente nas quatro coletas (C1 - apds a abertura coronaria; C2 - apds o
preparo biomecanico; C3 - apds o uso do EDTA e C4 — apds o uso da
medicacao intracanal) dos 3 grupos avaliados estao dispostos nas tabelas
8 a 10, juntamente com os percentuais de reducao entre as coletas.
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Tabela 8 - Valores médios (pg/mL) de MMP-3 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G1** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

m---—m
I ---————

26,38

42,98 49,70
- ---————
\ILIERES 2,91 4,04 4,61 3,15
desvio- + + + *
padrao 3,04 2,99 1,45 1,78
* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo
**G1: Irrigagdo com NaOCl 2,5% e MIC com Ca(OH),+CLX 2%

Tabela 9 - Valores médios (pg/mL) de MMP-3 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G2** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

[ Dentes | c1 | c2 | 3 | c4 | Redl2 | Red23 | Red24 |
N _______

100,00

-30,17 55,90 38,63

16,76 -50,35 -64,02

[ 10 P 6,6 7524 26,06 11,81
|11 _______
Média + [T 3,66 4,20 3,76
desvio- + + * +
[ELIET) 7,55 3,18 2,36 1,36

* Nao houve alteragao no percentual de redugéo
**@G2: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de agua de cal [Ca(OH), 0,14%] e MIC com
Ca(OH),+CLX 2%
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Tabela 10 - Valores médios (pg/mL) de MMP-3 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G3** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

Im____
| 1 _______

-3658,82 58,99 -5,47

14,44 10,60 11,08 -149,82 -83,39

74,00 31,04

100,00

44,40 -47,76 -121,64

18,4 4,76 6,00 4,42
+ + + +
44,2 2,59 4,99 2,77

* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo
**@G3: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de Polimixina B e MIC com Ca(OH),+CLX 2%

Foi realizada inicialmente a estatistica descritiva
(coeficiente de variacdo, valores maximos, valores minimos e mediana)
dos valores de MMP-3 (pg/mL) em cada uma das quatro coletas para os

trés grupos experimentais (Tabela 11).



71

Tabela 11 — Estatistica descritiva dos valores de MMP-3 (pg/mL) apresentados
em cada coleta para os trés grupos experimentais (coeficiente de variagao,

valores maximos, valores minimos e mediana!.

VELEIE Grupos Coeficiente de Minimo Mediana Maximo
(coletas) variagdo

C1
C1
C1
C2
C2

C2
C3
C3
Cc3
c4
C4
C4

A Figura 20 demonstra as alteracbes dos percentuais de
reducdo de MMP-3 entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.
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Figura 20 — Representacao grafica das alteragdées dos percentuais de redugao
de MMP-3 entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.
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Os valores para o percentual de reducdo foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (5%),
onde foi confirmada auséncia de diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos nas coletas 1 e 2 (Red12), 2 e 3 (Red23) e entre 2 e 4
(Red24) para todos os grupos experimentais estudados (p>0,05) (Tabelas
12 a 14).

Tabela 12 - Percentuais (mediana) obtidos na Red12 (entre 12 e 22 coleta) de
MMP-3 entre os grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,6747 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut.o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G3 14,30 35,0% A
G1 13,33 14,4% A
G2 11,33 13,7% A

Tabela 13 - Percentuais (mediana) obtidos na Red23 (entre 22 e 32 coleta) de
MMP-3 entre 0s grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,7980 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut.o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G1 15,0 21,4% A
G2 13,0 12,7% A
G3 12,7 -0,1% A

Tabela 14 - Percentuais (mediana) obtidos na Red24 (entre 22 e 42 coleta) de
MMP-3 entre os grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,1856 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos PQSt.O Mediana Grupos Homogéneos
médio
G1 1737 495% A
G3 12,80 39,2% A

G2 10,50 -0,2% A
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5.2.2 MMP-8

Os valores médios (pg/mL) de MMP-8 obtidos em cada
dente nas quatro coletas (C1 - apds a abertura coronaria; C2 - apds o
preparo biomecanico; C3 - apdés o uso do EDTA e C4 — apds o0 uso da
medicacao intracanal) dos 3 grupos avaliados estao dispostos nas tabelas
15 a 17, juntamente com os percentuais de reducao entre as coletas.

Tabela 15 - Valores médios (pg/mL) de MMP-8 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G1** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

| Dentes | c1 | c2 | c3 | c4 | Redl2 | Red23 | Red24 |
| 1 | _______
B 20340 00 100,00

| 3 | _______

35,92 3,48 0,0 0,00 90,31 100

85,15

2123,92 0,00 100,00

Medla t 1262 1539 0,00 0,00

desvio- * ik ik ik

[{ELIET) 1567 2591 0,00 0,00

* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo

**@G1: Irrigagdo com NaOCl 2,5% e MIC com Ca(OH),+CLX 2%
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Tabela 16 - Valores médios (pg/mL) de MMP-8 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G2** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

m————m

B 654 15311 00 100 96,22
7 _______
B 0% o6l 99,39 100 100,00

5159,38 0,00 13,02 7,54 100,00

Medla + 1254 16,1 1,18 1,933

desvio- + + + b

padrdo 2001 45,9 3,93 3,01

* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo

**@G2: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de dgua de cal [Ca(OH), 0,14%] e MIC com
Ca(OH),+CLX 2%

Tabela 17 - Valores médios (pg/mL) de MMP-8 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G3** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

m————m

1071,24 0,00 1,19 100,00

0,55 100,00

3528,24 0,0 ,82 100,00

100,00 100,00

4020,08 364,00 191,28 79,48 90,94 47,45 78,16
_ 000 162 000 000  * 100,00 100,00
Média + 1463 43,0 27,8 12,58
desvio- + * + *
padrao 1723 108,5 60,1 23,63
* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo
**@G3: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de Polimixina B e MIC com Ca(OH),+CLX 2%
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Foi realizada inicialmente a estatistica descritiva
(coeficiente de variacdo, valores maximos, valores minimos e mediana)
dos valores de MMP-8 (pg/mL) em cada uma das quatro coletas para os
trés grupos experimentais (Tabela 18).

Tabela 18 — Estatistica descritiva dos valores de MMP-8 (pg/mL) apresentados
em cada coleta para os trés grupos experimentais (coeficiente de variagao,
valores maximos, valores minimos e mediana).

Variavel Grupos Coeficiente de Minimo Mediana
(coletas) variagdo

c1
c1
c1
o)
o)
2
c3
c3
c3
c4
c4
c4

A Figura 21 demonstra as alteracbes dos percentuais de
redugcéo de MMP-8 entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.
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Figura 21 - Representacdo gréfica representativa das alteracdes dos

percentuais de reducdo de MMP-8 entre as coletas para os diferentes grupos
avaliados.
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Os valores para o percentual de reducdo foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (5%),
onde foi confirmada auséncia de diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos nas coletas 1 e 2 (Red12), 2 e 3 (Red23) e entre 2 e 4
(Red24) para todos os grupos experimentais estudados (p>0,05) (Tabelas
19 a 21).

Tabela 19 - Percentuais (mediana) obtidos na Red12 (entre 12 e 22 coleta) de
MMP-8 entre 0s grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-

Wallis (p-valor = 0,6778 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut_o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G3 14,286 100% A
G2 13,750 99,70% A
G1 11,500 99,92% A

Tabela 20 - Percentuais (mediana) obtidos na Red23 (entre 22 e 32 coleta) de
MMP-8 entre os grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,0637 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos Po,st_o Mediana Grupos Homogéneos
meédio
G1 10,500 100% A
G2 10,500 100% A
G3 6,900 100% A

Tabela 21 - Percentuais (mediana) obtidos na Red24 (entre 22 e 42 coleta) de
MMP-8 entre 0s grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,1469 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos qut_o Mediana Grupos Homogéneos
médio
G1 11,500 100% A
G3 8,100 100% A
G2 7,700 100% A
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5.2.3 MMP-9

Os valores médios (pg/mL) de MMP-9 obtidos em cada
dente nas quatro coletas (C1 - apds a abertura coronaria; C2 - apés o
preparo biomecanico; C3 - apdés o uso do EDTA e C4 — apds o0 uso da
medicacéao intracanal) dos 3 grupos avaliados estdo dispostos nas tabelas
22 a 24, juntamente com os percentuais de reducdo entre as coletas.

Tabela 22 - Valores médios (pg/mL) de MMP-9 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G1** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

Cc1 Cc2 c3 (o} Red12 Red23 Red24
0,00 0,00 0,00 0,00 * * *
321,12 0,00 14,64 0,00 100,00 * *
230,40 0,00 0,00 0,00 100,00 * *
0,00 1,96 0,00 0,00 * 100 100,00
280,92 0,00 0,00 0,00 100,00 * *
1372,62 0,00 0,00 17,42 100,00 * *
14,76 0,00 0,00 15,04 100,00 * *
18,42 8,80 0,00 0,00 52,22 100 100,00
227,16 0,00 0,00 0,00 100,00 * *
57,96 4,72 0,00 0,00 91,85 100 100,00
0,22 0,24 0,00 16,30 -9,091 100 -6691,6
229 1,42 1,33 4,43
Desvio- t t * *
padrao 399 2,84 4,41 7,61

* Nao houve alteragao no percentual de redugéo
**@G1: Irrigagdo com NaOCl 2,5% e MIC com Ca(OH),+CLX 2%
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Tabela 23 - Valores médios (pg/mL) de MMP-9 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G2** e os percentuais de redugéo entre as coletas (Red12,
Red23 e Red24).

Dentes

[y

b
]
4
)
6
7
8
9

Desvio-
padrao

c1
0,00
0,00
44,92
0,00
132,74
13,60
0,00
392,94
18,44
1885,68
2377,22
442

c2

10,50
0,00

46,24
0,00

186,80
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
22,1

+

56,3

Cc3
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3,24
0,29

0,97

c4
3,90
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,35

1,17

Red12
*

*
-2,93
*
-40,72
100,00

100,00
100,00
100,00
100,00

Red23

* Nao houve alteragao no percentual de redugéo
**@G2: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de agua de cal [Ca(OH), 0,14%] e MIC com
Ca(OH),+CLX 2%

Tabela 24 - Valores médios (pg/mL) de MMP-9 das 4 coletas dos canais
radiculares do grupo G3** e os percentuais de redugao entre as coletas (Red12,

Dentes

[

OWCoONOOUBA,WN

Cc2

16,76
0,00
2,38
9,20
0,88
0,88
576,80
10,54
901,40
30,64
0,00
140,9
+

304,7

c3

21,70
5,16
8,82
0,00
0,00
0,00

548,40

0,00
0,00

220,40

0,00
73,1
*
170,6

c4

12,48
0,00
6,88
16,10
56,08
2,16

247,20

0,00
0,00
25,24
0,00
33,3
+
72,9

Red12

99,44
100,00

*

*

99,19
99,97
79,25
*
38,33
99,23

*

Red23
-29,47
*
-270,58
100,00
100,00
100,00
4,924
100,00
100,00
-619,32

*

Red24
25,54

*
-189,08
-75,00
-6272,73
-145,45
57,14
100,00
100,00
17,62

*

* Nao houve alteragédo no percentual de reducéo
**@G3: Irrigagdo com NaOCl 2,5% seguido de Polimixina B e MIC com Ca(OH),+CLX 2%
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Foi realizada inicialmente a estatistica descritiva
(mediana, valor minimo, valor maximo e coeficiente de variacdo) dos
valores de MMP-9 (pg/mL) em cada uma das quatro coletas para os trés
grupos experimentais (Tabela 25).

Tabela 25 — Estatistica descritiva dos valores de MMP-9 (pg/mL) apresentados
em cada coleta para os trés grupos experimentais (coeficiente de variacao,
valores maximos, valores minimos e mediana).

VELEN Grupos Coeficiente de Minimo Mediana Maximo
(coletas) varia¢do

C1
C1
C1
Cc2
Cc2
Cc2
C3
C3
c3
C4
C4
C4

A Figura 22 demonstra as alteragbes dos percentuais de
redugcéo de MMP-9 entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.
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Figura 22 — Representacao grafica das alteracées nos percentuais de reducao
de MMP-9 entre as coletas para os diferentes grupos avaliados.
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Os valores para o percentual de reducdo foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (5%),
onde foi confirmada auséncia de diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos nas coletas 1 e 2 (Red12), 2 e 3 (Red23) e entre 2 e 4
(Red24) para todos os grupos experimentais estudados (p>0,05) (Tabelas
26 a 28).

Tabela 26 - Percentuais (mediana) obtidos na Red12 (entre 12 e 22 coleta) de
MMP-9 entre 0s grupos experimentais apds o teste de Dunn (5%) e Kruskal-

Wallis (p-valor = 0,4103 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos rz(éfjtig Mediana Grupos Homogéneos
G1 13,22 100,00% A
G2 13,07 100,00% A
G3 9,35 99,23% A

Tabela 27 - Percentuais (mediana) obtidos na Red23 (entre 22 e 32 coleta) de
MMP-9 entre os grupos experimentais apos o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,1503 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos rz(éfjtig Mediana Grupos Homogéneos
G1 10,50 100,0% A
G2 10,50 100,0% A
G3 6,94 100,0% A

Tabela 28 - Percentuais (mediana) obtidos na Red24 (entre 22 e 42 coleta) de
MMP-9 entre 0s grupos experimentais apdés o teste de Dunn (5%) e Kruskal-
Wallis (p-valor = 0,2057 > 0,05) e formacao de grupos homogéneos.

Grupos rz(éfjtig Mediana Grupos Homogéneos
G2 11,66 100,0% A
G1 10,00 100,0% A
G3 6,77 18,0% A
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5.3 Correlacao entre Endotoxinas e MMPs

5.3.1 Correlacao entre a quantidade de endotoxinas e MMPs
presentes em cada coleta durante o tratamento endodontico

No intuito de verificar possiveis correlacbes entre os
valores de endotoxinas e MMPs aferidos em todas as coletas para os trés
grupos avaliados, foi também realizado o teste de Correlagdo Ordinal de
Sperman (Graph Pad Prism — version 5.0, 2007). Entretanto, sé foi
verificada correlacdo para os achados no Grupo 1 e nas coletas 1 e 2,
sendo esta correlagdo positiva exclusivamente para MMP-8 na coleta 1 e
negativa para MMP-8 na coleta 2, como podem ser verificadas nas
tabelas 29 e 30 a seguir.

Tabela 29 — Correlagao entre a quantidade de endotoxina e MMP-8, verificadas
para 0 Grupo G1 e coleta 1.

Parametro C1_MMP3 C1_MMPS C1_MMP9

n 11 11 11

(r) Spearman -0,5114 0,6273 0,4465
Intervalo de Confianca -0,8560 a 0,1479 0,02329 a2 0,8958 -0,2292 a 0,8318
(95%)
P-valor 0,1079 0,0388 0,1686

Significancia (5%) Nao Sl m Nao
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Tabela 30 — Correlagao entre a quantidade de endotoxina e MMP-8, verificadas
para o Grupo G1 e coleta 2.

Parametro C2_MMP3 C2_MMPS C2_MMP9

n 11 11 11
(r) Spearman 0,2110 -0,6529 -0,2106
Intervalo de Confianca -0,4616 a 0,7296 -0,9041 a - -0,7294 a 0,4620
(95%) 0,06665
P-valor 0,5334 0,0294 0,5343
Significancia (5%) Nao Sl m Nao

Foi verificada correlagdo positiva entre endotoxinas e
MMP-8 para a Coleta 1 (Grupo G1), sendo que esta relacao foi direta (r —
Spearman = 0,6273), ou seja, os valores diminuiram proporcionalmente
(Tabela 30). Entretanto, a correlacao encontrada para a Coleta 2 (Grupo
G1) apresentou uma relacdo inversa (r-spearman = - 0,6529), onde o
aumento do valor de um estava relacionado a diminuicdo do valor do
outro (Tabela 30).
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5.3.2 Correlacao entre os valores de percentual de reducao entre a
quantidade de Endotoxinas e de MMPs entre as coletas

No intuito de verificar possiveis correlacdes entre a os
valores de redugdo da quantidade de endotoxinas e MMPs aferidos em
todas as coletas para os trés grupos avaliados, foi também realizado o
teste de Correlacao Ordinal de Sperman (Graph Pad Prism — version 5.0,
2007). Entretanto, sé foram verificadas correlagdes para os achados no
Grupo G2, sendo negativa nas reducoes da 12 para a 22 coletas (MMP-9)
e positiva da 22 para a 32 coletas (MMP-3), como demonstrado nas
Tabelas 31 e 32.

Tabela 31 — Correlacdo negativa entre o percentual de redugédo (12 para 22
coletas) de valores de endotoxinas e MMP-9, verificadas para o Grupo G2.

(r) Spearman -0,2333 -0,1903 -0,8018
P-valor 0,5517 0,6646 0,0341
Significancia (5%) Nao Nao Slm

Tabela 32 — Correlagdo positiva entre o percentual de redugédo (22 para 32
coletas) de valores de endotoxinas e MMP-3, verificadas para o Grupo G2

Parametro Red23-M3 Red23-M8 Red23-M9
N 8
(r) Spearman 0,7381
P-valor 0,0458

Significancia (5%) Sim
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Foi verificada correlacdo negativa entre o percentual de
reducdo da 12 para a 22 coletas, entre endotoxinas e MMP-9 (Grupo G2),
sendo que esta relacdo foi inversa (r-spearman = - 08018), onde o
aumento do valor de um estava relacionado a diminuicdo do valor do
outro (Tabela 31). A correlacado entre o percentual de redugédo da 22 para
a 3% coleta foi positiva entre endotoxinas e MMP-3 (Grupo G2),
apresentando uma relacéo direta (r-spearman = 0,7381), onde o aumento

do percentual foi proporcional (Tabela 32).

Para os demais casos ndo foram encontradas correlacoes

estatisticas entre os valores encontrados de endotoxinas e MMPs.



6 DISCUSSAO

6.1 Metodologia

No presente estudo foram avaliados os efeitos do uso
associado de hipoclorito de sodio 2,5% com agua de cal (hidréxido de
calcio 0,14%) ou polimixina B, como agentes irrigantes, durante o preparo
biomecéanico dos canais radiculares com polpa necrosada e lesdes
periapicais, pois em trabalhos anteriores in vitro e in vivo de nosso grupo
de estudo (Oliveira et al., 2007; Oliveira et al., 2009), a agua de cal e a
polimixina B promoveram importante ac&o na neutralizacdo de
endotoxinas quando utilizados como irrigantes. Em 2009, Oliveira et al.
verificaram in vivo que a utilizacdo associada de clorexidina gel 2% e
agua de cal, bem como o uso da clorexidina gel 2% e polimixina B
promoveram significativa redugdo de endotoxinas, quando utilizados
durante o preparo biomecéanico. Assim, sabendo que a clorexidina e o
hipoclorito de sédio sdo largamente empregados na endodontia devido as
propriedades como amplo espectro de acdo antimicrobiana,
substantividade (clorexidina), capacidade de dissolver tecidos (hipoclorito
de sbdio), dentre outras (Jeansonne & White, 1994; Ferraz et al., 2001;
Sena et al., 2006; Mohammadi, 2008), mas que ambos apresentam pouca
acao sobre LPS (Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2007; Vianna et
al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009), no presente
estudo foi selecionado o hipoclorito de sédio 2,5% para o inicio do
preparo biomecéanico e agua de cal ou polimixina B para o preparo com os
dois ultimos instrumentos, a fim de tentar aumentar a neutralizacédo de
endotoxinas durante o preparo dos canais radiculares.

Neste estudo foi selecionado o hipoclorito de s6dio, pois é o
protocolo padrao da disciplina de Endodontia de nossa faculdade e por
ser muito utilizado como irrigante, devido a sua baixa tensao superficial,

capacidade de dissolver matéria organica e acdes desodorizante,
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alvejante, lubrificante e antimicrobiana (Jeansonne & White, 1994;
Menezes et al. 2004, Mohammadi, 2008).

Para quantificacdo de endotoxinas presentes nos canais
radiculares foi utilizado o teste cinético cromogénico do lisado de
amebdcitos de Limulus (LAL), que é muito usado em diversos estudos
(Oliveira et al., 2009; Valera et al., 2010; Martinho et al., 2011; Maekawa
et al.,, 2011). O Limulus é constituido por um lisado dos amebdécitos
circulantes de caranguejo ferradura (Limulus polyphemus) que, quando
exposto a quantidade pequena de endotoxinas, aumenta sua opacidade
bem como sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin & Bang,
1968; Oliveira et al., 2005 e 2007). Em estudos anteriores (Oliveira et al.,
2005 e 2007; Cardoso et al., 2008), a deteccao de endotoxinas nos canais
radiculares foi realizada apenas pelo método de geleificacdo do lisado de
Limulus, que é um método semi-quantitativo e menos preciso. Pelo
método cinético cromogénico do LAL, a endotoxina presente na amostra
catalisa a ativacdo de uma pré-enzima em enzima. A enzima ativada
catalisa a clivagem do substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em
peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-Arg) e p-nitroanilina (pNa), de coloracdo amarela
(Brito, 2010). A pNa transformada durante a reagdo ¢é medida
fotometricamente a 405 nm, continuamente, durante o periodo de
incubacao (37°C). A concentragdo de endotoxina da amostra é calculada
a partir de seu tempo de reacdo por comparacdo ao tempo da curva-
padrdao de endotoxina, sendo um importante método quantitativo. Em
2011, Martinho et al. verificaram que, dentre os métodos quantitativos
(cinético cromogénico, cinético turbidimétrico e endpoint cromogénico), os
melhores para analises de endotoxinas das infec¢gdes endodbénticas
primarias foram o cinético cromogénico e o cinético turbidimétrico, por
serem mais precisos e permitirem melhor reprodutibilidade em
comparacao com o método endpoint.

O método cinético cromogénico utilizado na presente pesquisa

€ muito sensivel e apresenta capacidade para detectar a partir de 0,005
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unidades de endotoxinas, com grande precisdo na determinacdo do
conteudo de endotoxina em canais radiculares. No entanto, apesar deste
método ser muito confidvel no monitoramento de endotoxina, de acordo
com o fabricante (Lonza) muitas substancias ou alteracées bruscas no pH
podem causar altera¢des no teste e interferir nos resultados (Brito, 2010).
Para verificar possiveis interferentes da reagdo nas amostras coletadas
dos canais radiculares, de acordo com a recomendacao do fabricante,
todos os testes foram realizados em quadruplicata para cada amostra,
sendo que uma duplicata foi contaminada com uma concentragéo
conhecida de endotoxina padrdo de E. coli e usada como controle positivo
da amostra (PPC). O resultado deste controle positivo indicava se a
amostra possuia ou nao interferentes e, no presente estudo, todas as
amostras apresentaram valores de PPC dentro do intervalo estabelecido
pelo fabricante, indicando auséncia de interferentes da reacdo nas
amostras analisadas.

Com relacdo as metaloproteinases da matriz (MMPs), de
acordo com a literatura, pode-se observar que inUmeros autores tém
verificado a participacao de diferentes MMPs (MMP-1, -2, -3, -8, -9, -13)
nas alteragdes inflamatorias da polpa e tecidos periapicais, incluindo
reabsorcdo oOssea (Wahlgren et al.,, 2001 e 2002; Shin et al., 2002;
Leonardi et al., 2005; Belmar et al., 2008; Corroti et al., 2009; Buzoglu et
al., 2009; ltoh et al., 2009; Sato et al., 2009; Paula-Silva et al., 2009;
Carneiro et al., 2009; Kawase et al., 2010). Como existem pelo menos 23
tipos de MMPs divididas em diversos subgrupos, na presente pesquisa foi
selecionada uma MMP dos trés principais subgrupos, sendo uma do
grupo da colagenase (MMP-8), que atua no colageno fibrilar, uma do
grupo da gelatinase (MMP-9), que degrada especialmente o colageno tipo
IV (principal componente estrutural da membrana basal) e a fibronectina e
uma do grupo da estromelisina (MMP-3), que degrada diferentes
componentes da MEC, como proteoglicanas, laminina, fibronectina e

colagenos amorfos. Assim, com a selecido destas diferentes MMPs
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provavelmente seria possivel tracar uma melhor relacdo entre o
envolvimento de diferentes subgrupos de MMPs com as alteragdes
periapicais em dentes com necrose pulpar, bem como monitorar sua

reducao durante o tratamento endodéntico.

6.2 Dos Resultados

6.2.1 Endotoxinas

Com relacédo aos resultados da quantificacao de endotoxinas,
foi verificada presenca de endotoxinas em todos os canais radiculares
com polpa necrosada, concordando com varios estudos da literatura
(Schein & Schilder, 1975; Dhalén & Bergenholtz,1980; Jacinto et al.,
2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009;
Martinho et al., 2010; Martinho et al.,, 2011). A concentragcdo de
endotoxina obtida na coleta inicial variou de 7,93 EU/mL até 50.000
EU/mL, sendo os valores médios: G1) 5148 EU/mL; G2) 1551EU/mL e
G3) 1163 EU/mL. Estes resultados concordam parcialmente com os
estudo de Vianna et al. (2007) e Martinho & Gomes (2008), pois nestes
estudos a concentracdo de endotoxina variou entre 10 e 200 EU/mL com
média de 151,61 EU/mL (Vianna et al., 2007) e 17 a 696 EU/mL com
média de 228 EU/mL (Martinho & Gomes, 2008). No atual estudo, em
varios pacientes foram observados valores semelhantes a estes, mas, por
outro lado, também foram observados em alguns pacientes valores bem
mais altos, concordando em parte com o estudo de Jacinto et al. (2005),
que verificaram concentracdo de endotoxina de 2.390 a 22.100 EU/mL em
canais radiculares com polpa necrosada. Assim, esta variacdo dos
resultados pode ser atribuida a sensibilidade do teste que detecta
variagdo minima de endotoxinas, a forma de coletar o conteudo dos
canais radiculares, ao tempo da coleta, a diversidade de anatomia dos

canais radiculares, entre outras.
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Os testes de quantificacdo de endotoxinas das amostras
coletadas dos canais radiculares foram realizados no mesmo dia das
coletas clinicas. Assim, como cada frasco do reagente LAL é suficiente
para 24 testes (6 amostras em quadruplicata), em cada dia de coleta
clinica era realizada uma curva-padrao de endotoxinas e o teste das
amostras. No presente estudo, as amostras dos canais radiculares foram
coletadas da seguinte forma: os canais foram inundados com solugéo
fisiolégica estéril e apirogénica, a qual foi agitada por 1 minuto com uma
lima estéril e apirogénica e, em seguida, foi aspirada com auxilio de
seringa e agulha, sendo este procedimento repetido até completar o
volume final da amostra de 100 ulL. Esta amostra foi transferida para
microtubo contendo 900 pL de agua apirogénica, representando a diluicao
10", Esta técnica de coletar as amostras dos canais radiculares foi
estabelecida com base em estudos anteriores in vitro (Oliveira et al.,
2009; Brito, 2010; Valera et al., 2010; Maekawa et al., 2011), os quais
demonstraram que a remocao do conteddo dos canais radiculares com
seringa e agulha até o volume de 100 uL permitiu maior precisdo na
quantificacdo de endotoxinas. Estudos que avaliaram também o conteudo
microbiolégico das amostras utilizaram cones de papel para coleta do
conteldo do canal radicular (Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes,
2008; Gomes et al., 2009; Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2011). No
entanto, com relagdo a endotoxinas, ndo se sabe se a utilizacdo do cone
de papel pode interferir nos resultados, se a endotoxina se adere e se
desprende facilmente do cone, de modo que o cone de papel pode ser
uma barreira a mais para quantificacdo de endotoxinas. E ainda, ndo se
sabe ao certo 0 volume coletado pelo cone. Com isso, seria interessante
estudar se as variadas formas de coletar o conteddo dos canais
radiculares pode interferir nos resultados relacionados a quantidade de
endotoxinas.

Apds o preparo biomecéanico, pode-se verificar significativa
reducao de endotoxinas em relacédo a coleta inicial independentemente do
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agente irrigante utilizado. Estes resultados concordam com os estudos de
Vianna et al., (2007), Martinho & Gomes (2008) e Gomes et al. (2009),
que relataram que o preparo quimico-mecénico promove reducdo de
endotoxinas nos canais radiculares. Com isso, grande parte da reducao
da quantidade de endotoxinas provavelmente ocorreu devido a
instrumentacao, irrigacdo e aspiracdo do conteudo do canal,
independente da substancia auxiliar utilizada.

Na presente pesquisa, quando foi utilizado apenas NaOCI 2,5%
como agente irrigante houve uma reducao de endotoxinas de 49,4% entre
a 12 e 2% coleta, concordando com os estudos de Martinho & Gomes
(2008) e Gomes et al. (2009) que verificaram, respectivamente, reducao
de 59,99% e 57,98%, quando os canais radiculares foram instrumentados
com NaOCI 2,5%. Ja no estudo de Vianna et al. (2007), com a utilizacdo
de clorexidina gel 2% a reducéo de endotoxinas foi de 44,4%.

Por outro lado, no atual estudo quando a instrumentacédo dos
canais radiculares com NaOCI 2,5% foi associada com polimixina B ou
agua de cal [Ca(OH), 0,14%], a reducédo de endotoxinas foi bem maior,
sendo de 97% para o grupo G3 (NaOCI + polimixina B) e 84,2% para o
grupo G2 (NaOCl + agua de cal), demonstrando claramente que a
utilizagdo de polimixina B ou agua de cal nos dois ultimos instrumentos do
preparo biomecanico somou ao agente irrigante uma maior capacidade de
neutralizacdo de endotoxinas. Sabendo que as endotoxinas apresentam
importante participacao nas alteragdées periapicais, incluindo reabsorgao
ossea (Dwyer & Torabinejad, 1981; Yamasaki et al.,1992; Murakami et al.,
2001; Hong et al., 2004; Hu et al., 2004; Silva et al., 2004; Jiang et al.,
2006; Islam et al., 2007; Mohammadi, 2011), a utilizagdo de polimixina B
ou agua de cal no final da instrumentacdo dos canais é valida e pode
trazer beneficios a terapia endodéntica, neutralizando maior quantidade
de endotoxinas ap6s a morte das bactérias Gram-negativas.

As propriedades tanto do hidroxido de calcio como da

polimixina B em detoxificar endotoxinas ja estdo bem estabelecidas. Com
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relacdo ao hidréxido de calcio, o classico estudo de Safavi & Nichols
(1993) demonstrou que quando LPS é tratado com hidroxido de calcio
ocorre hidrolise da porcao lipidica da endotoxina, liberando grande
quantidade de &acidos graxos livres, o que provoca alteracdes nas
propriedades biolégicas do LPS. A partir deste estudo, diversos autores
(Safavi & Nichols, 1994; Buck et al., 2001; Barthel et al., 1997; Wang et
al., 2001, Jiang et al., 2003; Oliveira et al., 2005, 2007, 2009; Silva et al.,
2008; Valera et al., 2010; Maekawa et al., 2011) tém demonstrado os
efeitos benéficos da neutralizacdo de endotoxinas pelo hidréxido de
calcio. No entanto, os estudos geralmente demonstram a acao do
hidréxido de calcio como medicagdo de demora e ndo como agente
irrigante (Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Tanomaru et al.,
2003; Oliveira et al., 2005; Silva et al., 2008; Mohammadi, 2011; Maekawa
et al., 2011). Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, Oliveira
et al. (2007) demonstraram in vitro importante neutralizacdo de
endotoxinas quando a agua de cal foi utilizada durante todo o preparo dos
canais radiculares. Este estudo serviu de base para a utilizagéo clinica da
agua de cal em associacao a clorexidina gel 2% na pesquisa in vivo de
Oliveira et al. (2009), de modo que esta associagdo promoveu reducao
superior a 99% de endotoxinas. Assim, de acordo com o0s resultados da
presente pesquisa e de estudos anteriores, a utilizacdo de agua de cal no
final da instrumentacdo dos canais radiculares soma aos irrigantes mais
comumente utilizados (hipoclorito de sddio e clorexidina) a capacidade de
neutralizar endotoxinas.

Com relacéo a polimixina B, diversos estudos na literatura tém
demonstrado sua eficacia no tratamento de choque endotdxico, tanto em
animais como na area médica (Rifkind & Palmer, 1966; Rifkind, 1967;
Parviainen et al., 2001; Giacometti et al., 2002; Barton et al., 2004; Bhor et
al., 2005). Por ser um antibiético polipeptidico catibénico, de acordo com
Rifkind & Palmer (1966), Rifkind (1967) e Morrison & Jacobs (1976), que

postularam seu mecanismo de acdo, a polimixina B liga-se de forma
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covalente a carga eletronegativa do lipidio A da molécula de endotoxina e
altera sua conformacao tridimensional, o que, provavelmente, bloqueia
seus efeitos toxicos. Em 2004, Hong et al. demonstraram que a
administracdo sistémica de polimixina B reduziu em 76% a 80% a
extensdo da reabsorcao éssea associada a lesdo periapical em ratos.
Guo et al. (2007) relataram que a polimixina B neutralizou LPS ao inibir a
expressdo e liberacdo de citocinas em cultura de macrofagos.
Mohammadi (2011) relata em sua revisao da literatura o importante papel
da polimixina B como potente inibidor de endotoxinas. Em estudos
anteriores de nosso grupo de pesquisa, Oliveira et al., 2005 e 2007,
demonstraram in vitro que quando a polimixina B foi usada como
medicagdo intracanal ou irrigante do canal radicular, ela inibiu a
capacidade de LPS de induzir ativacdo policlonal de linfécitos B. Em
2009, Oliveira et al. utilizaram in vivo clorexidina gel 2% associado com
polimixina B na instrumentacdo de canais radiculares com polpa
necrosada e lesao periapical e verificaram reducdo de mais de 96% na
quantidade de endotoxinas entre a 12 e 22 coleta. Desta forma, de acordo
com os resultados do atual estudo e de estudos anteriores, a utilizagéo de
polimixina B, assim como a agua de cal, no final da instrumentacdo dos
canais radiculares também acrescenta aos irrigantes a capacidade de
neutralizar endotoxinas, sendo que estes resultados podem contribuir
para melhorar a terapia endoddntica.

Em um recente estudo de Martinho et al. (2010), utilizando
NaOCI 2,5% + EDTA 17% e instrumentagéo rotatoria com limas de niquel-
titdnio no preparo quimico-mecanico dos canais radiculares, os autores
verificaram reducdo de 98,06% na quantidade de endotoxinas entre a 12 e
22 coleta, demonstrando que esta técnica proporcionou maior eliminacao
de endotoxinas dos canais. Os autores discutiram que, em estudos
prévios (Martinho & Gomes et al., 2008; Gomes et al., 2009), utilizando a
instrumentacao convencional com NaOCI 2,5%, a redug¢édo de endotoxinas

foi de aproximadamente 59% e que nenhum estudo clinico tinha avaliado
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a eficiéncia de instrumentos rotatérios NiTi na eliminacao de endotoxinas
de canais radiculares com polpa necrosada e lesdo periapical. E ainda,
que esta diferenca de porcentagem de reducdo pode ser atribuida ao
desempenho mecanico dos instrumentos (limas tipo Kerr X Mtwo Rotary
NiTi files), pois quando os canais radiculares foram irrigados com solugao
inerte e instrumentacao rotatoria com limas NiTi a redug¢do de endotoxinas
foi de 96,27%. Baseado neste estudo, pode-se verificar que a evolugao
das técnicas de preparo, além dos agentes quimicos, € muito importante
para melhorar a desinfeccdo dos canais radiculares e promover mais
sucesso no tratamento. Na atual pesquisa, foi utilizada a instrumentagéo
oscilatéria com 4 limas do sistema EndoEze para o preparo dos tercos
cervical e médio e 4 limas manuais tipo Kerr para o preparo do terco
apical. Assim, sabendo da crescente utilizacao pelos endodontistas tanto
do sistema oscilatério quanto do rotatério, as pesquisas utilizando novos
métodos mecanicos de instrumentagdo dos canais devem ser ampliadas
em associacdo com as substancias quimicas, como demonstrado na
presente pesquisa, pois como o preparo é quimico-mecanico, a evolugcao
das técnicas certamente trara mais beneficios ao tratamento endoddntico.

Ja com relacao a medicacéao intracanal, a utilizacao da pasta de
clorexidina gel 2% e hidréxido de célcio promoveu significativa reducao de
endotoxinas entre a 22 e 42 coleta, que variou de 36,6% para o grupo G3,
55,1% para o grupo G2 e 84,7% para o grupo G1, ndo havendo diferenca
significante entre os grupos. Estas alteracées nos percentuais de redugao
dos grupos sao coerentes com os resultados da coleta apés
instrumentacao, ou seja, no grupo G1 em que foi utilizado NaOCI 2,5%
sozinho na instrumentacdo, os valores de reducao entre a 12 e 22 coleta
foi de apenas 49%, de modo que a média de endotoxinas na 22 coleta foi
de 1173 EU/mL, assim, a agao da MIC promoveu uma porcentagem maior
de reducao (84,7%), com valor médio de endotoxinas de 95,6 EU/mL na
42 coleta. Estes resultados discordam do estudo de Vianna et al. (2007),

gue demonstraram que a utilizacao in vivo de medicacao intracanal (pasta
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de hidroxido de calcio; clorexidina gel ou pasta de clorexidina gel +
hidréxido de caélcio) por 7 dias promoveu apenas uma reducdo média de
1,4% nos niveis de endotoxinas dos canais radiculares. No presente
estudo, a medicacgao intracanal permaneceu nos canais radiculares por 14
dias, 0 que pode ter promovido uma maior acdo da medicacdo em
profundidade nos tdbulos dentinérios. Os resultados apresentados na
atual pesquisa demonstraram que a utilizacdo da MIC promoveu reducéo
de endotoxinas de 36,6% a 84,7%, e, numericamente, 11 canais
radiculares apresentaram valores menores de 10 EU/mL apds MIC. Estes
resultados concordam com estudo de Valera et al. (2010) e Maekawa et al
(2011), que verificaram que a utilizagdo da pasta de clorexidina gel 2%
com hidréxido de calcio por 14 dias promoveu significativa neutralizacao
de endotoxinas nos canais radiculares. Com isso, a associacdo do
hidréxido de calcio com clorexidina gel ndo alterou as propriedades do
hidroxido de calcio de neutralizar endotoxinas, concordando também com
estudo de Signoretti et al. (2011) que, ao avaliar a influéncia da
clorexidina gel 2% na dissociacdo i6nica do hidréxido de calcio e sua
habilidade de reduzir endotoxinas, concluiram que a clorexidina gel ndo
interferiu nas propriedades quimicas do hidroxido de célcio e até
melhorou in vitro suas propriedades de reduzir o conteudo de endotoxinas
em canais radiculares. Desta forma, esta associacdo somou a clorexidina
a capacidade de neutralizar endotoxinas, confirmando ainda mais sua
importante utilizacdo como medicacado de demora.

Contudo, assim como a microbiota dos canais radiculares com
polpa necrosada e lesdo periapical vem sendo constantemente definida,
de acordo com a evolugdo dos métodos de identificacdo microbiana, as
pesquisas visando substancias quimicas e técnicas mecénicas que
possibilitem maior remocdo de microrganismos e neutralizacdo de
produtos téxicos durante a instrumentacao dos canais radiculares devem
ser constantemente ampliadas. Neste sentido, a presente pesquisa

apresentou importantes resultados com a utilizagéo associada de agua de
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cal ou polimixina B com NaOCI 2,5% na instrumentacdo oscilatéria e

manual dos canais radiculares.

6.2.2 MMP-3, MMP-8 e MMP-9

Com relagdao aos resultados da quantificacdo de MMPs, foi
verificada que a MMP-3 (estromelisina) apresentou baixos valores em
todas as coletas, independente do grupo avaliado. Na coleta inicial, os
valores médios dos grupos variaram de 2,91 a 18,4 pg/mL e, na coleta
final, os valores médios variaram de 3,15 a 4,42 pg/mL. Com isso, pode-
se observar que para monitoramento da resposta do tratamento
endodéntico, os resultados da MMP-3 nado foram téao significativos, uma
vez que nao houve relagdo importante entre coleta inicial e final. Na
literatura, sdo poucos os estudos que avaliam a expressao e atividade de
MMP-3 nos tecidos pulpares e periapicais, tornando dificil a discussao
destes resultados. A MMP-3 €& uma estromelisina, a qual degrada
diferentes componentes da MEC, como proteoglicanas, laminina,
fibronectina e colagenos amorfos. No estudo de Gusman et al. (2002), os
niveis de MMP-2 e MMP-3 foram significativamente mais baixos em
polpas sintomaticas que em polpas saudaveis e os niveis de MMP-9
foram mais altos em polpas inflamadas e sintomaticas. Por outro lado,
Shin et al. (2002) verificaram que MMP-3 foi significativamente maior nas
pulpites agudas que nas crénicas. Em casos de lesbes periapicais, nao foi
observado estudo que avaliasse os niveis de MMP-3 e como no presente
estudo nenhum paciente relatou sintomatologia no momento do
tratamento nao foi possivel tragcar uma correlacdo entre dentes
sintomaticos e MMP-3.

Resultados diferentes também foram observados quando
linhagens celulares foram estimuladas com LPS de diferentes
microrganismos. Em 2007, Bodet et al. verificaram que LPS de A.
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actinomycetemcomitans induziu em fibroblastos a produgédo de MMP-2,
do ativador de plasminogénio e, em menor quantidade, de MMP-3. Ja em
2009, Vilela verificou em macrofagos humanos que LPS de E. coli em
variadas concentragdes induziu significativo aumento de MMP-3 e
significativa reducdo da producdo de MMP-8. Com isso, € possivel
observar que a expressao e atividade de MMP-3 nas alterag6es pulpares
e periapicais carece de muitos estudos, pois as poucas pesquisas
apresentadas na literatura apresentam resultados divergentes.

As diferencas encontradas nestes poucos estudos que
avaliaram MMP-3 pode ser devido ao complexo mecanismo envolvido na
producédo e liberacdo de diferentes MMPs, sendo que a expressao de
MMP pode ser influenciada por inimeros fatores, podendo ocorrer por
uma via dependente ou independente de PGE, (via COX-2) (Wahl &
Corcoran, 1993; Zhang et al., 1998). Dentre os fatores que interferem na
producdo de MMP, tem-se fatores de crescimento, hormdnios, balanco
entre os inibidores teciduais (TIMPs), citocinas e mediadores quimicos
(Birkedal-Hansen, 1993; Reynolds et al., 1994; Reynolds & Meikle, 1997;
Palosaari et al., 1998; Wahlgren et al., 2001; Hong et al., 2004; Sorsa et
al., 2004; Buzoglu et al., 2009; Lu et al., 2010), contudo, estes fatores
podem interferir positiva ou negativamente na producdao de MMP. Por
exemplo, em 1997, Takahashi et al. verificaram em fibroblastos producgéo
aumentada de MMP-1 quando utilizado inibidores da cicloxigenase
(COX), porém, houve supressdao de MMP-1 quando foi utilizado PGE;
exogena. Ja Lin et al. (2002) verificaram reducao da expressao de MMP-1
com a utilizagdo de inibidores de COX-2, demonstrando divergéncia na
relacdo entre MMP/PGE, via COX-2. O envolvimento de citocinas e
fatores de crescimento também demonstraram diferentes influéncias na
expressdao de MMPs. Em 1994, Reynolds et al. relataram, por exemplo,
que IL-6, TNF-a, TNF- e TGF-B induziram a producdo de MMP-2
(gelatinase A) de uma maneira dose e tempo dependente, enquanto IL-
1a, IL-1B8 e IFN-y nado induziram sua producédo. Chang et al. (2002)
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revelaram que TGF-B1 inibiu produgcdo de MMP-2, mas nao afetou a
producdo de MMP-9, ja Palosaari et al. (2003) relataram que TGF-B1 teve
significativo efeito positivo na regulacdo de MMP-9. Em 2006, Grenier &
Grignon discutiram em seu estudo que citocinas como IL-18 e TNF-a
induziram aumento de MMP-9 em mondcitos por uma via independente
de PGE,. Em um estudo prévio, ainda ndo publicado, de nosso grupo de
pesquisa (Vilela et al.), pdde-se verificar que o uso de anticorpos anti-IL-
1o e anti-IL-1B, em cultura de macréfagos estimulada por LPS, induziu
menor producdo de MMP-8 e MMP-9 e aumento da produgédo de MMP-3.
Ja o0 uso de anticorpo anti-TNF-a e de inibidor de COX-2 promoveu
aumento da produg¢ao de MMP-3, MMP-8 e MMP-9. Por outro lado, Hojo
et al. (2000) verificaram que utilizacdo de anticorpos anti-IL-1a, anti-IL-1
e anti-TNF-a inibiu a producao de MMP-1. Com isso, pode-se verificar
que cada MMP pode ser influenciada de maneira diferente por uma
mesma citocina.

No presente estudo, ao contrario da MMP-3, as coletas iniciais
de dentes com necrose pulpar e periodontite apical apresentaram niveis
altos de MMP-8 (colagenase) e MMP-9 (gelatinase), na maioria dos
casos, demonstrando relacdo destas MMP com o processo inflamatério
periapical. Os valores médios de MMP-8 dos grupos na coleta inicial
variaram de 1254 a 1463 pg/mL e de MMP-9 variaram de 229 a 1629
pg/mL. Estes resultados concordam, em parte, com o estudo de Gusman
et al. (2002), que, embora tenha avaliado inflamag&o pulpar, verificaram
niveis baixos de MMP-3 em polpas sintomaticas e niveis altos de MMP-9

em polpas inflamadas sintomaticas.

Os resultados da atual pesquisa concordam com outros
trabalhos da literatura, como de Wahlgren et al. (2002), que
demonstraram in vivo a presenca de MMP-8 no tecido pulpar e periapical
inflamado, indicando que a MMP-8 atua nas inflamacdes pulpar e
periapical, participando da degradacdo da matriz extracelular tecidual.
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Sabendo-se que a MMP-8 é uma colagenase que apresenta papel critico
na quebra de colageno fibrilar (importante constituinte do periodonto) e
que os fragmentos pequenos de colageno, bem como gelatinas, laminina,
elastina, fibronectina e colageno tipo IV (componente estrutural da
membrana basal) sdo degradados especialmente por gelatinases como
MMP-9 (Wahligren et al., 2001; Hannas et al., 2007; Sulkala et al., 2007;
Paula-Silva, 2010), a presenca destas MMPs nos casos de necrose
pulpar e lesdo periapical exerce um papel critico na patogénese das
lesbes periapicais, provavelmente envolvendo a degradacdo da MEC
durante o desenvolvimento da lesdo, como demonstrado por Corroti et al.
(2009).

Outros autores também verificaram niveis aumentados de
MMP-8 e MMP-9 nas alteragdes periapicais. Belmar et al. (2008)
verificaram que os niveis de MMP-9 e -2 sdo aumentados no fluido
crevicular gengival de dentes com lesdes periapicais. Carneiro et al.
(2009) sugeriram a participagdo de varias células inflamatorias
(neutrdfilos, macréfagos e linfocitos) na expressao de MMP-9 nas lesdes
periapicais e que MMP-9 pode ter envolvimento ativo na degradagéo da
matriz extracelular nestas lesdes. Itoh et al. (2009) relataram que a causa
das lesdes perirradiculares esta relacionada com a destruicdo da matriz
extracelular por MMP-1 (colagenase), MMP-2 e MMP-9 (gelatinases), as
quais sao produzidas e secretadas por macréfagos e neutréfilos que
migram para os sitios da inflamacao. Matsui et al. (2011) verificaram, em
lesbes periapicais de ratos, que a MMP-8 esteve mais presente durante a
progressao da destruicdo tecidual periapical, incluindo reabsorcao éssea.
Shin et al. (2011) demonstraram que a inflamacao perirradicular de
origem endodéntica elevou os niveis de MMP-8 e substancia P no fluido
crevicular gengival. Assim, de acordo com o envolvimento destas MMPs

no desenvolvimento das lesbGes periapicais, seu monitoramento pode
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trazer informagdes importantes sobre o prognéstico do tratamento
endoddntico.

No atual estudo, os niveis de MMP-8 e MMP-9 foram altos na
coleta inicial e foram significativamente reduzidos ao longo do tratamento,
independente dos agentes irrigantes utilizados, sendo o percentual de
reducéo da MMP-8 da 12 para 22 coleta de 100% para grupo G3 (NaOCI +
polimixina B), 99,7% para G2 (NaOCI + agua de cal) e 99,92% para G1
(NaOCl) e de MMP-9 foi de 100% para os grupos G1 e G2 e de 99,23%
para G3. Pode-se observar em varios casos niveis zero de deteccao de
MMP-8 e MMP-9 apdés instrumentacao dos canais radiculares. Apos 0 uso
de EDTA (32 coleta) e da medicagao intracanal (clorexidina + hidroxido de
célcio — 42 coleta), houve auséncia de MMP-8 em 21 casos e de MMP-9
em 22 casos, sendo o percentual mediano de reducdo de 100% em todos
0s grupos. Com isso, os resultados da presente pesquisa demonstraram
possivel relacdo entre a presenca de MMP-8 e MMP-9 e evolucao do
tratamento endodéntico, de modo que analises destas MMPs do canal
radicular ou do exsudato periapical, como citado por Wahigren et al.
(2002), poderiam ser utilizadas para indicar e monitorar atividade
inflamatéria e o sucesso do tratamento em dentes com necrose pulpar e
lesbes periapicais. Em seu estudo, Wahlgren et al. (2002) avaliaram
alteracées nos niveis de MMP-8 nos exsudatos de canais radiculares
durante o tratamento endodéntico utilizando NaOCI 2,5% como irrigante,
EDTA e pasta de Ca(OH). como medicacéo intracanal por 14 dias, sendo
realizadas 2 trocas da MIC. Os autores verificaram que os niveis de
MMP-8 foram marcadamente diminuidos durante o tratamento
endodéntico.

Os resultados do atual estudo também concordaram com
estudo de Paula-Silva et al. (2010), que, nesta mesma linha de pesquisa,
porém em caes, avaliaram o envolvimento de MMP-1, -2, -8 e -9 durante
e apols o tratamento de canais radiculares de dentes com periodontites

apicais. Os autores verificaram altas porcentagens de expressao de MMP-
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1, -2, -8 e -9 em dentes que nao receberam tratamento endoddntico, no
entanto, o tratamento dos canais radiculares com hidréxido de célcio
como MIC por 14 dias promoveu menor porcentagem de contaminagao
bacteriana, menor expressdao de MMPs e MEC mais organizada, em
comparacdo com dentes tratados em sessdo Unica. Estes autores
discutiram que ocorre reducao da sintese de MMP em ambiente rico em
célcio, de modo que o hidroxido de célcio pode atuar como inibidor da
atividade de MMP in vivo. Em 2002, Wahigren et al. ja haviam
especulado que Ca(OH), devido ao seu alto pH inicial poderia inativar
MMPs, que sdo proteases neutras.

Os resultados da presente pesquisa também concordaram
parcialmente com Shin et al. (2011), que, embora avaliaram o fluido
crevicular gengival durante tratamento endodéntico de dentes ndo-vitais
sintomaticos, verificaram que os niveis de MMP-8 e substancia P foram
diminuidos durante o tratamento endodéntico utilizando NaOCI 3% como
agente irrigante.

No presente estudo, foi utilizada como medicagédo de demora a
pasta de clorexidina gel 2% + hidréxido de calcio, a qual mostrou-se
efetiva em proporcionar baixos valores de MMP-8 e MMP-9, como
comentado acima. Os efeitos da clorexidina como inibidor da atividade de
MMP-2, -8 e -9 ja foram claramente demonstrados no estudo de Gendron
et al. (1999), onde os autores sugeriram que a inibicdo direta das
atividades das MMPs pela clorexidina pode representar um efeito valioso
deste agente antimicrobiano e explicar, pelo menos em parte, os efeitos
benéficos da clorexidina no tratamento de periodontites. Mais
especificamente na Endodontia, além dos efeitos benéficos da clorexidina
e do hidréxido de calcio em inibir a atividade de MMP no desenvolvimento
das lesbes periapicais, a inibicaio de MMP na matriz de dentina também
pode contribuir para o melhor selamento das obturacées com cimentos

resinosos.
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Outro ponto a ser salientado, é a atividade do EDTA (quelante
de ions metdlicos) como inibidor de MMPs, uma vez que estas enzimas
requerem ions metalicos, especialmente calcio e zinco, para sua atividade
catalitica (Johnson & Knox,1999; Shimokawa et al., 2002). No presente
estudo, muitos casos apresentam valores zero de MMP-8 e MMP-9 apés
a 32 coleta. Contudo, o tratamento endodéntico utiliza em momentos
diferentes, diversas substancias quimicas (clorexidina, hidréxido de célcio
e EDTA) com atividade inibitéria sobre MMPs, o que certamente contribui
para o sucesso do tratamento.

6.2.3 Correlacao entre endotoxinas e MMPs em canais radiculares

Apesar de Hong et al (2004) ter sugerido relagdo entre LPS,
citocinas (IL-1a € TNF-a) e producdo de MMP-1 e outros estudos ter
demonstrado o envolvimento de LPS e MMP (Melamed et al., 2006; Yang
et al.,, 2006; Bodet et al., 2007, Katono et al., 2009; Vilela, 2009), no
presente estudo, ndo foi possivel tracar, de forma estatistica, uma relacao
direta entre a presenca de LPS nos canais radiculares e MMPs. Apenas
para MMP-8 no grupo G1 foi possivel tracar uma correlagao positiva na 12
coleta entre LPS e MMP-8, entretanto, no mesmo grupo na 22 coleta,
houve uma correlacdo negativa. Outra correlacéo positiva foi com relacao
a MMP-3 no grupo G2 e o percentual de redugdo de endotoxinas da 22
para 32 coleta. Ja com relacdo a MMP-9, a Unica correlacdo apresentada
foi negativa entre a porcentual de reducéo de endotoxinas da 12 para 22
coleta no grupo G2.

Estes estudos que mostraram relacao direta de LPS e MMPs
foram realizados em culturas celulares, com ativacdo de apenas um tipo
celular pelo LPS. Em 2006, Melamed et al. verificaram que LPS
estimularam a secrecdao de MMP-9 em células B. Yang et al. (2006)
demonstraram que o tratamento de LPS de P. nigrescens com Ca(OH),
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inibiu a producdo de MMP e aumentou o TIMP em cultura de
osteoblastos. Bodet et al. (2007) demonstraram que LPS de A.
actinomycetemcomitans pode estimular a expressao de MMP-2, MMP-3 e
TIMP-1 em fibroblastos gengivais. Katono et al. (2009) verificaram que
LPS promoveu aumento da produgdo de MMPs e de ativadores de
plasminogénio e diminuicdo da produgdo de TIMPs em osteoblastos.
Vilela (2009) verificou que LPS de E. coli induziu aumento de MMP-3 e
diminuicdo de MMP-8 em macréfagos humanos.

Durante o desenvolvimento da lesdo perapical, muitas células
diferentes (macréfagos, linfécitos, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos,
células endoteliais, células epiteliais, entre outras) participam do processo
inflamatério, e sabendo que a expressao e liberacdo de MMPs é um
processo bastante complexo, como discutido anteriormente, é possivel
que estas células secretem diferentes citocinas e TIMPs, que ora regulam
para cima a producdo de MMPs e ora regulam para baixo,
impossibilitando tragar uma relacao estatistica direta apenas entre LPS e
producdo de MMPs. E ainda, outros produtos microbianos liberados na
infeccdo endodbOntica, como &cido lipoteicbico, por exemplo, também
podem estimular a producao de MMPs. No presente estudo, pode-se
observar reducdo de endotoxinas e de MMP-8 e MMP-9 ao longo do
tratamento endodéntico, entretanto, como estas redugbes ndo seguiram
uma mesma propor¢do, nao foi possivel, estatisticamente, tragcar uma
relacao direta entre elas.

Como em 2002, Shin et al. (2002), ao avaliar os niveis de MMP-
1, -2 e -8 no tecido pulpar inflamado e nas lesbes periapicais, sugeriram
que a presenca de MMP parece estar positivamente relacionada com
sintomatologia do paciente e como diversos estudos também
demonstraram relacado positiva entre altos niveis de LPS nos canais
radiculares e sintomatologia clinica (Schein & Schilder, 1975 e 2006;
Jacinto et al., 2005; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2011),

acreditavamos que seria possivel tracar também uma relacao entre LPS,
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MMP e sintomatologia, entretanto, todos os 33 pacientes no presente
estudo apresentaram-se assintomaticos, impossibilitando tal correlagéo.
Contudo, de acordo com a literatura e estudos anteriores sabe-
se que tanto as endotoxinas como MMPs apresentam importante papel no
desenvolvimento das alteracdes periapicais, incluindo reabsorcao 6ssea,
e que este mecanismo envolve diversas citocinas, fatores de crescimento,
mediadores quimicos da resposta inflamatéria, inibidores teciduais de
MMPs (TIMPs), entre outros. Assim, a utilizacdo de substancias com
atividade tanto sobre LPS como MMPs, associado com boas técnicas de
preparo € selamento dos canais radiculares, certamente aumentara os

indices de sucesso do tratamento endododntico.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se
concluir que:

a) todos os canais radiculares com polpa necrosada e lesédo
periapical apresentaram endotoxinas na coleta inicial e o preparo
biomecéanico promoveu significativa redu¢cdo de endotoxinas nos canais
radiculares, sendo que a utilizacdo associada de NaOCl 2,5% com
polimixina B ou com agua de cal (hidréxido de calcio 0,14%) foi mais
efetiva em neutralizar endotoxinas;

b) a medicacao intracanal (clorexidina gel + hidréxido de célcio)
promoveu importante neutralizacdo de endotoxinas nos canais
radiculares;

C) os canais radiculares com polpa necrosada e lesédo periapical
apresentaram, na maioria dos casos, altos niveis de MMP-8 e MMP-9 na
coleta inicial, sendo significativamente reduzidos ao longo do tratamento
endoddntico, demonstrando importancia destas MMPs no monitoramento
clinico do tratamento;

d) a MMP-3 apresentou baixos valores em todas as coletas, ndo
demonstrando importancia para monitoramento das amostras clinicas;

e) embora os valores de endotoxinas e MMP-8 e -9 tenham sido
reduzidos ao longo do tratamento endodéntico, ndo foi possivel tragar

uma correlagao estatistica direta entre eles.
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