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RESUMO

A parede celular das bactérias Gram-negativas é constituida principalmente por
endotoxinas, que sdc complexos de lipopolissacarideos com potente agéo
citotéxica, fiberadas durante a duplicagdo ou morte celular destas bactérias.
Assim, mesmo apds o preparo biomecanico do canal, a endotoxina pode
permanecer ¢ contribuir para a manutengdo da lesdo periapical, impedindo ©
sucesso do tratamento endodéntico. Com isso, a proposta desta pesquisa foi
avaliar a efetividade de curativos intracanal na eliminacdo das endoioxinas
presentes nos canais radiculares. Para tanto, foram ulilizados 75 dentes
humanos unirradicufados, que tiveram suas coroas seccionadas e o apice
cortado em 3mm, padronizando o tamanhe dos espécimes em 14mm. Os dentes
foram preparados biomecanicamente, seus apices radiculares vedados com
resina fotopolimerizavel e as raizes impermeabilizadas externamente com um
adesivo epdxi {Araldite). A seguir, os espécimes foram esterilizades e foi
inoculada, no interior de sessenta canais radiculares, uma solugdo contendo
endotoxina de Escherichia coli. Os dentes foram entao dividides em 5 grupos
experimentais, com 15 dentes cada. O grupo 1 recebeu como medicamento
intracanal a pasta de hidréxido de calcic, © grupo 2 recebeu uma solugio
contendo Polimixina B pura, o grupo 3 recebeu uma solugdo contendo Polimixina
B associada ao sulfato de neomicina e hidrocortisona, o grupo 4 (controle
positivo) ndo recebeu nenhum medicamento € no grupe $ {controle negativo)
nao foi incculada endotoxina. Os dentes foram mantidos em estufa a uma
temperatura de 3711°C e umidade relativa 100% durante 7dias. Apos este
periodo, a neutralizagéo da endotoxina foi verificada ufilizando-se o método do
lisado de amebdcito de Limulus (Sigma) e a producéo de anticorpos em cultura
de linfécitos B. Os resultados obtidos com o lisado de Limutus foram submetidos
a andlise estatistica usando o teste de Mann-Whitney e verificou-se que os
tratamentos com o hidréxido de céicio & com a solugio de polimixina B pura
foram efetivos na neufralizagdo das endotoxinas presentes nos canais
radiculares. Os resultados obtidos na cultura de linfécitos B foram submetidos a
andlise estatistica ANOVA, com nivel de significAncia de 5%, e ao teste de
Tukey onde foi verificado que o hidréxido de calcio apresentou os methores
resultados, com diferenga estatisticamente significante em retagao acs demais
grupos (p<0,05). Assim, o8 resultados deste trabalho sugerem o hidroxido de
célcio como o melhor neutralizante de endotoxinas no tratamento endodéntico,
sendo seguido pela polimixina B pura. Ja a polimixina B associada ao sulfato de
neomicina e hidrocortisona n&o exibiu capacidade neutralizante de LPS e,
portanto, ndo deveria ser recomendada com este objetivo.

PALAVRAS-CHAVE: Endotoxina, hidroxido de célcio, polimixina B.



| INTRODUGAO

A maior parte das alteragdes patoldgicas que envolvem a polpa
e os tecidos periapicais € de etiologia microbiana, de modo que as
bactérias e seus produtos exercem um papel significante na indugdo e
principalmente na manutencéo destas lesBes (Sundqvist™, 1994). Assim
sendo, o0 sucesso do tratamento endoddntico de dentes com necrose
pulpar depende da maxima eliminagdo de bactérias e seus produtos
através do preparo biomecéanico, da acio de irrigantes endodénticos e de
medicamentos intracanal.

As infecgbes dos canais radiculares s&o polimicrobianas.
Microrganismos da saliva, do sulco gengival, da bolsa periodontal e das
lesdes de carie podem estar presentes (Walton & Torabinejad'®,1098).
Muitos fatores infuenciam ¢ crescimento e a colonizag@o microbiana nos
canais radiculares, tais como: a disponibilidade de nutrientes, a baixa
tensdo de oxigénio nos condutos com polpas necrosadas e interagdes
bacterianas (Sundqvist® 1992). Dessa forma, em dentes com necrose
pulpar e periodontite apical, a inflamagéc purulenta é induzida por
combinagbes especificas de bactérias anaercbias facultativas e estritas
(Sundqvist et al.® 1989), com predomindncia de bactérias anaerdbias
Gram-negativas (Wittgow & Sabiston'”, 1975).

A parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ constituida
principalmente  por  endotoxinas, que s&o complexos de
lipopolissacarideos (LPS) com potente agho citotoxica, liberadas durante
a duplicagdoc ou morte celular dessas bactérias. As endotoxinas
constituem cerca de trés quartos da superficie bacteriana e s&o
responsaveis por sua organizagdo, estabilidade (Vaara & Nikaido'®,
1984, citado por Petsch & Anspach®, 2000) e representam o principal
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fator de viruléncia das baclérias Gram-negativas. Esta molécula é
responsavel por muitos efeitos patolégicos observados numa infecgédo
como febre, letalidade, ativagéo de macréfagos, ativagéo de linfocitos B e
faléncia de 6rgaos, entre outros.

As endotoxinas séo constituidas de trés partes quimicamente
diferentes. Possuem um componente lipidico, chamado lipidio A, um
corpo oligossacaridico e outro heteropolissacaridico, representado pelo
antigenc O de superficie (Figura 1). O antigeno O ¢ formado por uma
cadeia de unidades polissacaridicas repetidas (de 3 a 8 monossacarideos
cada). O corpo oligossacaridico tem uma estrutura conservada com uma
regigo de KDO (acido 2-keto-3-deoxioctdnico)-heptose interna e outra
externa. O lipidio A € constituido por um dissacarideo de glucosamina
com ligagbes B (1-6) e grupos fosforila. A parte hidrofébica da endotoxina
apresenta um arranjo hexagonal ordenado, resultando numa estrutura
mais rigida quando comparada com ¢ restante da molécula (Figura 1), O
componente lipidico representa o centro ativo responsavel pelas
propriedades toxicas dos LLPS (Petsch & Anspach®, 2000).

As endotoxinas nao agem diretamente sobre os 6rgaos, mas
através da ativagdo do sistema imune. As endotoxinas sdo ativadores
policlonais, responsaveis por fendmenos que iniciam a resposta
inflamatéria, tais como: quimiotaxia de polimorfonucleares {(PMNs),
estimulo da liberagio de enzimas lisossomais de PMNs, promogao da
liberagdo de colagenase dos macréfagos, ativagdo do sistema
complemento, aumento da temperatura corporal, atracéo de osteoclastos
{Morse®,1981; Farber & Seltzer®’,1988), alteragdo da estrutura e fungdo
de varios aorgédos e celulas, alteraggdo das funcdes metabdlicas,
modificagbes hemodinamicas e, em alguns casos, choque séptico
endotoxico (Martich et al.*®, 1993). Devido a sua potente atividade pro-
inflamatéria, a exposicdo a endotoxina transportada pelo ar pode
aumentar 0 risco de desenvolvimento de doencas sistémicas e
pulmonares. Em individuos asmaticos, a inalag@o aguda de endotoxina



20

pura pode desenvolver broncoconstriccdo € um aumento dos niveis de
bronquite ndc-especifica (Michel®®, 1998).

No sangue e nos tecidos, as endotoxinas ligam-se ao receptor
CD14 na superficie de monécitos e macréfagos. Os macréfagos ativados
pela endotoxina liberam trés grupos de mediadores guimicos: proteinas,
radicais livres de oxigénic e lipidios. Os LPSs tambem induzem os
macréfagos a secretar varias interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), o Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a), o superéxide {(Oz), o oxide nitrico, os
interferons o, B e vy, e moléculas lipidicas como o fator ativador de
plaguetas e as prostaglandinas (Janeway et al.*, 2000). Estes s&o fatores
importantes no desenvolvimento de reabsorgéo 6ssea periapical (Wang &
Stashenko'%, 1993).

Uma importante correlag8o tem sido demonstrada entre os
niveis de endotoxina intracanal e a sintomatologia clinica da polpa e dos
tecidos periapicais {Schein & Schilder’®, 1975; Horiba et al®', 1991).
Dessa forma, estudos vém sugerindo que as endotoxinas sdo 0s
principais fatores etioldgicos envolvidos na patogénese da inflamagéo
periapical, incluindo a reabsorcio dssea (Dwyer & Torabinejad', 1981;
Pitts et al.%® 1982; Mattison et al.*® 1987; Yamasaki et al."®,1982). Assim,
mesmo apos o preparc biomecanico do canal, a endotoxina permanece e
pode contribuir para a manutengdo da les@o periapical, impedindo o
sucesso do tratamento endodoéntico.

Na pratica endoddntica moderna, grande énfase tem sido dada
aos medicamentos intracanal como as pastas de hidréxido de calcio e as
associacbes de corticosterdide-antibidtico. O hidroxido de calcio tem sido
muito utilizado devido as suas propriedades como alta alcalinidade,
atividade antimicrobiana e a capacidade de criar um meio ambiente
favoravel a deposicéo de tecido duro e a reparagdo apical. A associagdo
de costicosterdide-antibidtico tem sido empregada devidc a sua acéo
antimicrobiana e, principalmente, a sua acao antiinflamatoria satisfatoria.
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A persisténcia, relatada na literatura, de endotoxinas nos
canais radiculares e na regidc periapical, sugere a necessidade de novos
estudos sobre a eficacia de medicamentos intracanal, com objetivo de
eliminar estas substancias com alto potencial flogistico.

n=4-40 QO-Antigen

Core oligo-
saccharide

T

Cell exterior

Cell interior

FIGURA 1 - Estrutura quimica da endotoxina de Escherichia coli.



2 REVISAQ DA LITERATURA

2.1 Endotoxina e sua atuacdo sobre a polpa e os tecidos
periodontais

Rizzo & Mergenhagem’' (1964) avaliaram os efeitos
histopatologicos da endotoxina injetada na mucosa bucal de coelhos.
Para o estudo da toxicidade primaria, foi realizada uma (nica inje¢do ds
50ug de endotoxina purificada de Veiffonelfla na regido palatogengival. Os
animais foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo: 2, 4, 10 e
18 horas; dois, quatro, seis, dez e 14 dias. Os resultados demonstraram
gue 50ug de endotoxina produziram uma lesdoc inflamatéria aguda,
caracterizada por grandes abscessos evidentes por um periodo de dez
dias e, microscopicamente, por até 14 dias. As areas abscedadas
continham neutréfiios, monodcitos e células remanescentes, mas néo se
evidenciou a presenga de bactérias. Para determinar a dose preparatéria
minima para a reagdo de Shwartzman, inje¢des preparadas com 200,
100, 50, 25, 10 e 1ug de endotoxina foram administradas a grupos de trés
coelhos por dose. Concluindo-se que a dose minima de endotoxina
necessaria para iniciar a reagao de Shwartzman local na mucosa foi
determinada em aproximadamente 1ug. A inoculagdo intramucosa de
quantidades menores que 1ug produziram apenas elevaggo da
temperatura corporal.

A endotoxina oriunda de bactérias orais Gram-negativas pode
ter um papel na eticlogia da lesdo periodontal inflamatéria, assim, Shapiro
et al® (1972) quantificaram os niveis de endotoxina detectavel na

inflamacgéo gengival. As amostras foram coletadas do exsudato suicular,
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da placa dentaria e do tecido biopsiado. Aliquotas de cada uma das
amostras processadas foram submetidas ao teste do lisado de Limulus
para determinacdo da endotoxina, onde a formacgé&o de gel duro indicava
uma reacao positiva. Os resultados demonstraram gue de acorde com o
aumento do grau de inflamagéo clinica, a quantidade de endotoxina
também aumentava.

Schein & Schilder’® (1975) quantificaram o contelido de
endotoxina em quarenta dentes indicados para tratamento endoddntico.
Os dentes foram isolados com dique de borracha e toda dentina cariada
foi removida com brocas e curetas. Foi realizada a abertura de acesso a
camara pulpar, na qual foi depositado 0,1mL de solugdo fisioldgica
apirogénica. Os canais foram explorados com limas tipo Kerr até o ter¢o
apical e 0,fmL do fluido foi aspiradc dos canais radiculares. A
determinagdo de endotoxina foi feita pelo teste do lisado de Limulus. Os
dentes com polpas necrosadas tinham uma concentrag¢io mais alta de
endotoxina que 0s dentes com polpas vitais. Os dentes sintomaticos
também apresentavam mais endotoxinas que os assintomaticos.

Dhalén & Bergenholtz!' (1980) analisaram a atividade
endotoxica em dentes com polpas necrosadas. Foram utilizados os canais
radiculares de treze dentes de pacientes com idade entre 14 & 39 anos.
Foi realizado o isclamento absoluto dos dentes, a abertura da camara
pulpar, a irrigagdo do canal radicular com 15-25ul de NaCl 0,43% e a
exploracdo do canal até ¢ apice com auxilio de uma lima Hedstréen. A
suspensadc foi aspirada com uma seringa, 0 volume foi registrado e
transferido para 1ml de NaCl 0,43% apirogénico. O contedudo de
endotoxina das amostras foi medido pela técnica do lisado de Limulus. Os
pardmetros avaliados foram: a contagem de bactérias viaveis nas
amostras, o LPS extraido com fenol/agua das diferentes bactérias Gram-
negativas e as diferentes fragbes do exsudato inflamatéric. Observou-se
que a atividade endotoxica das amostras do canal radicular estava
correlacionada com a presenga e 0 nimero de bactérias Gram-negativas.
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Dahién et al.’?

(1981) realizaram um estudo histolégico e
histoquimico da influéncia do lipopolissacarideo (LPS), extraido e
purificado do Fusobacterium nucleatum, nos tecidos periapicais de
macaco Macaca fasciculares. Ulilizaram 27 canais radiculares de guatro
macacos. Os dentes foram isolados com dique de borracha, a cadmara
pulpar foi aberta e os canais instrumentados, de forma que a lima
ultrapassasse ¢ forame apical. Um volume de 5 a 104l da solugéo de LPS
foi introduzido no canal radicular com uma seringa e conduzido com uma
lima até a regiao apical. Uma bolinha de algodao embebida na solugéo do
LPS foi colocada na cdmara pulpar e o acesso foi selado com cimento de
oxido de zinco e eugenol. Os dentes foram observados por trés meses
(Grupo |, 18 dentes) e sete meses (Grupo I, nove dentes). Dezessete
dentes foram utilizados como controle. Radiografias foram realizadas no
final de cada periodo para verificar alteragbes na regido periapical. Os
animais foram sacrificados e as reag¢bes histoguimicas foram observadas
pelas atividades de fosfaiase acida e aminopeptidase. Observou-se
reacdo inflamatdria nos tecidos periapicais de todos os dentes
experimentais, com reabsorgdo 6ssea e dentaria. Mesmo quando a
inflamac@o era moderada, as células do o0sso apical apresentavam
aumento da atividade enzimatica, sugestivo de reabsorgido dssea ativa.
As células do grupo controle apresentaram pouca ou nenhuma reacéo
enzimatica.

Dwyer & Torabingjad' (1981) avaliaram radiografica e
histologicamente o efeito da endotoxina de Escherichia coli nos tecidos
periapicais de gatos. Estudou-se a reagdo induzida, por trés
concentragdes de endotoxina: 100ug/ml, 10ug/ml e tug/ml, no tecide
periapical de dez gatos. Também foi avaliada a resposta para endotoxina
neutralizada e para uma solugao fisioldgica apirogénica. Os caninos da
maxila @ mandibula foram isolados com dique de borracha e as polpas
foram removidas, Nos quatro canais radiculares de seis gatos foram
depositadas 0,1mL de endotoxina nas concentragdes: 100ug/ml, 10pug/mi
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e 1ug/ml e solugao fisioldgica, respectivamente. Nos canais radicuiares de
trés gatos foi utilizada endotoxina neutralizada, nas mesmas
concentragdes, e um gato foi usado como controle adicional, no qual
injetou-se apenas solugédo fisioloégica em seus canais. As aberturas de
acesso foram seladas com IRM. Os tecidos periapicais foram examinados
radiografica e histologicamente duas, quatro e seis semanas apds. Os
resultados sugeriram indiretamente que as endotoxinas tém uma
participagdo na iniciagdo e perpetuacdo das lesGes inflamatdrias
periapicais em humanos.

Raisz et al.%’

(1981) estudaram as interagfes entre endotoxina
bacteriana e outros estimuladores de reabsorgéo 6ssea. Foram estudados
quatro agentes, freqlientemente implicados na patogénese da perda
ossea alveolar na doenga periodontal, a2 endotoxina, a prostagiandina E:
(PGE2), © hormdnio da paratiredide e o fator ativador de osteoclastos,
medindo-se a liberagac de calcio previamente incorporado ao osso longo
de ratos fetais com 19 dias. Endotoxina nas concentragbes de 4 a
25ng/ml causou pouco aumento da fiberagéo de célcio, mas foi capaz de
aumentar a resposta para as concentragdes de PGEz, hormodnio da
paratiredide e fator ativador de osteoclasto. A resposta sinergistica
apresentada foi maior que as respostas individuais, de tal forma que
aumentou a liberacdo de calcic em 45 a 65%. O horménic da paratiredide
e PGE> nac demonstraram sinergismo aparente quando usados juntos. E
ainda, os efeitos da endotoxina nao foram inibidos pela indometacina e o
acido flufenamico, potentes inibidores da sintese de PGE;, e a resposta
sinergistica foi similar quando PGE; e endotoxina foram adicionadas na
presenga de indometacina. Os resultados mostraram que as interagdes
entre endotoxina @ 0s outros estimuladores da reabsorgdo 6ssea podem
produzir grandes respostas e sugerem, ainda, que estas interagbes
podem ser importantes na patogénese da perda Ossea na doenga
pericdontal e em outras formas de ostedlise patogénica.



Pitts et al.®® (1982) investigaram o papel da endotoxina na
inflamacao periapical. Foram removidas polpas dentais de dois cédes. Nos
canais radiculares do grupo experimental injetou-se 0,1mL de endctoxina
de Salmonella minesota R-585 e nos canais do grupo controle solugéo
fisioldgica esterilizada. Exames radiograficos foram feitos semanalmente e
avaliagdes histoldgicas foram feitas apds quatro ou cinco semanas. As
alteragdes radiograficas periapicais ocorridas foram mais severas nas
raizes contendo endotoxinas do que nas raizes contendc solugdo
fisioldgica. A avaliagdo histoidgica também demonstrou maior destruicdo
Ossea periapical e maior resposta inflamatoria nos espécimes contendo
endotoxinas. Os resultados do estudo indicaram que as endotoxinas
podem ter um papel ha inflamagdo periapical e na destruigio 6ssea.

Schonfeld et al.”’

(1982) analisaram a atividade endotdxica em
lesdes periapicais. Trinta amostras de tecidos foram examinadas
histologicamente e classificadas como sendo inflamadas (granulomas
apicais) ou ndo inflamadas (cicatrizes ou cistos néo inflamatérios). As
amostras foram homogeneizadas em agua apirogénica e tratadas para
remover substéancias interferentes. A presenga da endotoxina foi
determinada pelo métcdo do lisadc de Limulus. Setenta e cinco por cento
dos tecidos inflamados foram positivos para endotoxina, enguanto apenas
20% dos ndo inflamados continham endotoxinas. A presenga da
endotoxina foi altamente correlacionada (p=0.015) com a presenga de
inflamacgao nestes tecidos.

Pinero et al.®® (1983) estudaram, in vitro, os efeitos da
endotoxina na sintese dos componentes da matriz do tecido conjuntivo.
Fibroblastos pulpares humanos ou bovinos foram tratados com baixos
niveis de endotoxina e analisados através da utilizag@o de varios isétopos
para medir a sintese de DNA, coldgeno e glicosaminoglicanos sulfatados
e nac-sulfatados. Quantidades de 5 a 125 pug/ml de endotoxina
estimularam a captagBo de fimidina tritiada em ambas as linhagens. A
utilizagdo de outros isotopos também aumentou, porém, variou com as
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inhagens celulares e concentragfes de endotoxina. Os resultados
sugeriram que os fibroblastos pulpares sao capazes de responder a
baixos niveis de endotoxina através do aumento da divisdo celular e
sintese da matriz do tecido conjuntivo.

Millar et at.’

(1986) estudaram a influéncia de duas fragbes,
quimicamente distintas, de LPS de Bacteroides gingivalis 381 sobre o
metabolismo 6sseo. A eletroforese em poliacrilamida com SDS (dodecil
sulfato de sédio) ndo demonstrou apenas a heterogeneidade de cada
espécie, mas também que elas possuiam pesos moleculares diferentes.
Entretanto, ambas continham os mesmos componentes, carboidratos e
acidos graxos, e as propor¢des destes diferiram entre as espécies de
LPS. Os efeitos diretos dessas duas espécies na modulagdc da
reabsorgéo Ossea, colageno dssec e sintese protéica ndo-colagenosa
foram examinados. Na reabsor¢éic dssea, as duas espécies estimularam
a liberagdo de célcio de ossos fetais de ratos pré-marcados nas
concentragdes de 0,5 a 3ug/mL. As duas espécies de LPS também
promoveram uma reducgdo de 30 a 40% na formacgéo protéica de colageno
na concentragao de 10ug/mlL. As espécies de alto peso molecular inibiram
significantemente a formacéo de proteina nao-colagenosa. Os resultados
mostraram que ¢ LPS da B. gingivalis inibe a formagao de colageno dsseo
e promove uma potente reabsorgéo dssea.

Mattison et at%®

(1987) examinaram a reagdo do 0$S0
periapical & endotoxina de Eikenella corrodens em sete caes adultos.
Foram utilizados 28 terceiros e quartos premolares, sendc que cada
premolar tinha dois canais, totalizando 56 amostras experimentais. Os
dentes foram isolados com dique de borracha e foi realizada a abertura
coronaria. O comprimentc de trabalho foi definido em 0,5mm aquém do
apice radiografico. Todos os canais foram preparados biomecanicamente
até a lima Hedstréen n® 50 utilizando agua apirogénica como agente
imigante. Todos os 56 canais radiculares foram intencionalmente

perfurados a 1Tmm além do apice com uma lima n® 20. Os canais foram
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secos com pontas de papel absorvente. Com o uso de uma seringa de
imL foi depositado 0,1mi de endotoxina £. corrodens em 42 rajzes,
0,1mL de endotoxina E. coli em oito raizes (controle positive) e 0,1mL de
agua apirogénica em seis raizes (controle negativo). Todas as agulhas
foram colocadas passivamente no interior dos canais para permitir a
injegcéo direta nos tecidos periapicais. Os dentes foram selados com
algodac e cimento de Oxido de zinco e eugenol. O procedimento foi
repetido por quatro semanas. Radiografias e amostras sanglineas foram
obtidas semanalmente durante doze semanas e um animat foi sacrificado
para analise histolégica no final de cada periodo testado.
Radiograficamente, 90,4% das raizes tratadas com endotoxina de E.
corrodens e 75% das raizes tratadas com endotoxina de £. coli exibiram
lesbes periapicais. O exame histolégico demonstrou significante perda
ossea e intenso infiltrado inflamatério. Os resultados mostraram que a
endotoxina tem um papel na iniciacao e perpetuagao da inflamagéo e na
perda 6ssea associadas a problemas endodénticos.

McCoy et al.*® (1987) estudaram, in vivo, a concentracéo de
LPS nas superficies radiculares por periodos de tempo variados apés o
aplainamento radicular. Para tanto, cinco pacientes com dentes
condenados devido a doenga periodontal avancada participaram deste
estudo. Cada individuo tinha o minimo de seis dentes unirradiculados
requerendo extragdo, perfazendo um total de trinta dentes utilizados. Um
dente de cada paciente foi aplainade no dia da extragéo (Dia 0) e o0s
outros dentes foram aplainados duas, quatro, oito @ 12 semanas antes da
extracdo. Apds a remogao, cada dente foi colocado em um tubo contendo
agua apirogénica. Foram removidos cortes finos da superficie radicular,
os quais foram colocados em um dessecador por dois dias. As amostras
secas foram exiraidas individuaimente com 2mL de acido citrico por
15min., & temperatura ambiente, e foi possivel quantificar a endotoxina
usando o método cromogénico do lisado de amebédcio de Limulus.
Concluiram gue a concentragéo de endotoxina presente nas superficies
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radiculares dos dentes com doenga periodontal foi notaveimente reduzida,
mas ndo eliminada, pelo aplainamento radicular e, ainda, que houve
significante retoxificacdo das superficies radiculares em um espago de
tempo relativamente curto apés o aplainamento radicular. A concentragéo
de endotoxina encontrada foi maior nos dentes removidos duas, guatro,
oito e 12 semanas apos o aplainamento que no dente extraido no mesmo
dia.

Lindeman et al.** (1988) estudaram a produgao de interleucina
1 (IL-1) e do Fator de Necrose Tumoral (TNF) pelos monécitos do sangue
periférico humano, ativados por bactérias periodontais e LPS. As
bactérias testadas foram: Actinobacillus actinomycetemcomitans (A. a)
Y4, Eikenella corrodens, Haemophilus aphrophilus, Bacleroides gingivalis.
Para comparar 0s efeitos, bactérias orais Gram-positivas também foram
testadas, como o Staphylococcus epidermidis e o acido lipoteicdico (LTA)
extraido de Staphylococcus aureus. O A.a e o B. gingivalis induziram
niveis mais altos de TNF e produgéo de IL-1, enquanto £E. corrodens e H.
aphrophilus induziram quantidades menores de TNF e li-1. O LPS
purificado do A.a Y4, na concentragdo de 1ug/ml, foi capaz de induzir a

liberagdo de IL-1 @ TNF. As bactérias Gram-positivas ndo apresentaram
efeitos estimulatérios nos mondcitos; o LTA induziu a producdo de IL-1 e
TNF em concentra¢ao equivalente ac LPS. Os resultados indicaram que
0s mondécitos sdo ativados por LPSs livres ou ligados as bactérias
periodontais Gram-negativas e que suas monocinas induzem a
reabsorgdo o6ssea pelos osteoclastos, podendo contribuir para a
destruicio éssea periodontal.

Horiba et al.®®

(1989) investigaram a citotoxicidade do LPS
purificade de Bacleroides gingivalis, Fusobacterium nucleatum e
Veillonella parvula, isclados de canais radiculares infectados, contra duas
linhagem de células mesenquimais, fibroblastos L-929 e WI-38, e duas
linhagens de células epiteliais, KB & HeLa S-3. A inibigao do crescimento

celular por esses LPSs foi consideravel para linhagens de células
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mesenquimais, mas para linhagens de células epiteliais essa inibigao foi
branda. Cada LPS purificado de B. gingivalis, F. nucleatum e V. parvuia,
nas concentragbes de 100ug/mL ou 250ug/mL, inibiu mais fortemente o
crescimento dos fibroblastos L-929 e, em seguida, também inibiu o
crescimento dos fibroblastos WI-38. A inibigdo das células da linhagem
epitelial, KB e Hela S$-3, ndo ocorreu quando foi usado LPS na
concentragac de 100ug/ml. e quande foi adicionade LPS na concentragao
de 250ug/mL ocorreu leve inibigdo do crescimento celular.

Horiba et al.%° (1990) estudaram a distribuicdo da endotoxina
na parede dentinaria de canais radiculares infectados. Amostras das
paredes dentinarias da superficie pulpar do canal até o lado cementario
foram preparadas por um método abrasivo. Para tanto, utilizaram trinta
dentes com canais radiculares infectados, recém-exiraidos de pacientes
em que foi diagnosticado periodontite apical avancada. As coroas foram
desprezadas e a raizes foram seccionadas ao meio, verticalmente,
através do eixo longitudinal, em seguida, foram novamente seccionadas
verticalmente de forma a obter uma espessura de 1mm e, ainda, foi
realizada outra sec¢&o, agora no sentide transversal, também com 1mm
de espessura, obtendo, portanto, um bloco de raiz com uma érea
aproximada de 1mmZ. Um método abrasivo foi usado para obter uma
série de pé de dentina, de cada espécime, progressivamente da
superficie pulpar da dentina até o cemento. Foi medida a quantidade de
pdé em todos os espécimes. Foi acrescentado tmL de &gua destilada
apirogénica ao pé de dentina e 0 contelido de endotoxina, extraido com
acido citrico, foi medido usando um método colorimétrico. O contetdo de
endotoxina foi significantemene maior nas amostras da superficie pulpar
{300um de profundidade) do que nas amostras da parede cementaria. Foi
detectada endotoxina em todas as amostras obtidas dos canais
radiculares infectados.

Segal et al.’® (1990) estudaram in vitro a permeabilidade da

dentina humana & endotoxina bacteriana. Para tanto, foi usado um
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sistema-modelo em que uma camara foi dividida ac meio para estudar a
passagem do LPS endotdxico através de discos de dentina. O LPS foi
extraido com fenollagua de Actinobacillus actinomycetemcomitans 29523
e introduzido num dos lados do disco de dentina {aproximadamente
0.2mm de espessura) no interior da camara. O efluente do outro lado do
disco foi monitorado pela presenga de LPS medidoc pelo lisado de
Limulus. O LPS foi detectado quase imediatamente apés sua introdugéo
no sistema e atingiu o nivel maximo em 24h. Durante as duas primeiras
horas, a condutibilidade hidraulica da dentina reduziu para um valor de
754% em relacdo ao controle (solugdo apirogénica). Apds 24h., a
condutibilidade hidraulica retornou préximo aos niveis do controle. Os
resultados revelaram que o LPS é capaz de passar através da dentina e
diminuir sua condutibilidade hidraulica.

Horiba et al® (1991) avaliaram as correlagdes entre
endotoxina e sintomas clinicos ou areas radiolicidas em canais
radiculares infectados. Amostras foram coletadas de canais radiculares de
trinta dentes de pacientes com pericdontite apical e o contelido de
endofoxina analisado. Os dentes foram isolados com digue de borracha,
fol realizada a abertura de acesso coronario e os canais radiculares foram
instrumentados até a lima n® 25. Uma ponta de papel absorvente saturada
com solugao fisioldgica foi inserida até a porgdo apical do canal por 1min.
para absorver o exsudato e permitir a detecga2o de microrganismos e
endotoxina. Foram feitas tomadas radiograficas na regiac dos dentes
envolvidos. Foi detectada maior quantidade de endotoxina em todos os 16
dentes com sintomas clinicos, em quatro dos 14 dentes assintomaticos,
em 19 dos 22 dentes com area radiolicida na regido periapical e também
em 19 dos vinte dentes com exsudato. Portanto, os resultados
demonstraram que os niveis de endotoxina foram maiores em dentes com
sintomatologia, com areas radiolicidas e com exsudagdo do gue em
dentes sem essas caracteristicas.
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Sundgvist®

(1992) investigou a relagg&o comensal e antagénica
entre microrganismos no canal radicular de dentes humanos com
periodontite apical. Amostras foram obtidas de 65 canais radiculares
infectados e analisadas de acordo com as espécies, freqUéncia de
acontecimento e proporgéo da microbiota total isolada. As espécies mais
frequentes foram Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Peptostreptoccus micros, Peptostreptococcus anaerobius, Eubacterium
alactolyticum, Eubacterium lentum e Wolinella recta. Foram avaliadas as
associagdes positivas e negativas entre as bactérias isoladas. Fortes
associagdes positivas foram encontradas entre F. nucleatum e P. micros,
Porphyromonas endodontalis, Selenomonas sputigena e W. recta. Houve
também uma associagio positiva entre P. intermedia e P. micros, P.
anaerobius e a eubactéria. Em geral, espécies de estreptococos,
Propionibacterium propionica, Capnocytophaga ochracea e Veillonella
parvula nado demonstraram associagdes positivas e apresentaram
associagdes negativas com as outras bactérias, Os resuftados sdo
coerentes com o conceito de que existe no canal radicular um meio
ambiente especial e seletivo e isto & devido, em parte, & natureza
cooperativa e antagbnica entre as bactérias presentes no canal radicular
infectado.

Yamasaki et al'® (1992) quantificaram endotoxina e
identificaram as bactérias Gram-negativas em lesdes periapicais de ratos.
As polpas dos molares foram expostas, infectadas e a quantidade de
endotoxina no tecido periapical do primeiro molar inferior direito foi medida
pelo Endospecy (Seikagaku-Kogyo Co. Tokyo, Japan), enquanto ©
namero de coldénias de bactérias Gram-negativas foi determinado na
mesma regido do primeiro molar inferior esquerdo. Nos animais
experimentais, a quantidade de endotoxina no tecido periapical aumentou
gradualmente de 1 a 70 dias. Bactérias Gram-negativas foram isoladas
dos tecidos periapicais e seu nimero aumeniou gradualmente de 1 a2 14
dias (26 a 82%), porém diminuiu apds 21 dias. Os resultados do estudo
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demonstraram gque a quantidade de endotoxina nos tecidos periapicais
aumentou progressivamente com o tempo e que ¢ numero de bactérias
Gram-negativas iscladas da mesma regido ndc aumentou na mesma
pProporgaoc.

Wang & Stashenko'® (1993) estudaram o papel da
interleucina-1o (IL-1a) na patogénese da destruicdo ossea periapical num
modeio experimental em rato. Extratos de tecidos de lesbes inflamatorias
ativas contendo altos niveis de atividade de reabsor¢éo dssea indicaram a
presenca de mediadores protéicos. Cromatografia de gel filtracdo dos
extratos de lesbes ativas demonstrou que a maior parte da atividade esta
associada com as citocinas IL-1o. e Fator de Necrose Tumoral (TNF).
InibicAo com antisoro citocina-especifico demonstrou que a atividade de
reabsorcao em lesdes ativas era significantemente neutralizada pelo anti-
IL-1at, enguanto que anti-lL-B, anti-TNF-a e anti-TNF-B tiveram apenas
efeitos moderados. Uma baixa atividade de reabsorgéo estava presente
em extratos de lesbes cronicas, que também foi neutralizada com anti-IL-
1a. Os tecidos inflamatérios produziram mais IL-1a que IL-1B in vitro,
confirmando os achados com 0s extratos, e niveis altos de IL-1o£ estavam
presentes nas lesdes ativas por radicimunoensaio. Os dados indicaram
que a reabsorgdo oOssea estimulada por infecgio bacteriana é
primariamente mediada por IL-1a. As similaridades de citocinas em
lesdes ativas e cronicas sugerem que diferencas nesses mediadores,
tanto quantitativas como qualitativas, podem ser responsabilizadas pela
progresséo da leséo.

Nakane et al%¥ (1995} estudaram os efeitos do
lipopolissacarideo {(LPS) nas células da polpa dental. Dentes humanos
recém-extraidos foram seccionados no seu longo eixo para obtengédo da
polpa. Amostras de LPS foram purificadas de Porphyromonas gingivalis
AE 12, Porphyromonas endodontalis AE 51 e Fusobacterium nucleatum
AE 91 isolados de canais radiculares infectados. O LPS da Escherichia

coli 0111:B4 foi usado como controle positivo. As células da polpa foram
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tratadas com 1, 10 e 100ug/mL de LPS. Os efeitos do tratamento foram
medidos pelo conteldo de DNA, conteldo protéico e atividade de
fosfatase alcalina das células. Na concentragéo de 1ug/mL nenhum dos
LPSs causaram qualquer alteracdo na producio de DNA ou proteina,
enquant¢ que a guantidade de DNA foi aumentada na concentragdo
10ug/mi do LPS e inibida na concentracéio 100ug/mi. A sintese protéica
foi diminuida pelos LPSs tanto a 10 como a 100ug/mL. A atividade da
fosfatase alcalina néo foi alterada em nenhuma concentragdo de LPS
testada.

Nissan et al.®® (1995) estudaram a habilidade da endotoxina
bacteriana de difundir através da dentina humana. Um sistema in vitro foi
desenvolvido para determinar se a endotoxina é capaz de difundir através
dos tGbulos dentinarios sem ¢ uso de uma presséo de filtragdo. Foram
preparadas cavidades Classe | na superficie oclusal de cinco terceiros
molares, de forma que uma espessura de 0,5mm de dentina separava a
cédmara oclusal da pulpar. Foi introduzida 0,1mL de endotoxina na
concentracao de 100ug/mL no interior da camara oclusal € 0,1mL de agua
apirogénica foi adicionada na camara pulpar. Foi removido 0,1mlL das
amostras da camara pulpar apos 15 e 30min. e em intervalos de 30min.
por 5h. e a 24h. A presenga de endotoxina foi determinada pelo método
do lisado de Limulus. Em quatro espécimes, o aparecimento inicial de
endotoxina na camara pulpar variou de 15min. a 4h30min. Em um
espécime nenhuma endotoxina foi detectada na cdmara pulpar durante o
periodo testado (24h). Os resultados indicaram que a endotoxina é capaz
de passar através de 0,5mm de dentina.

1.1 (1995) avaliaram in vitro a penetragdo de

Trope et a
endotoxina bacteriana (LPS) através da obturagio de canais radiculares
em dentes sem selamento coronaric. Vinte e quatro dentes
unirradiculados foram instrumentados e divididos em trés grupos
experimentais: a} grupo 1 (controle positivo): quatro dentes obturados sem

cimento e impermeabilizados externamente deixando 2mm apical e ©
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acesso coronario livres, b) grupo 2 {controle negativo). quatro dentes
obturados sem cimento e totalmente impermeabilizados; ¢) grupo 3
(experimental): 16 dentes foram obturados com cimento endoddntico e
impermeabilizados de forma igual ao grupo 1. Todos os dentes foram
colocados em uma camara contendo dois compartimentos, de modo que
a por¢ao corondria do dente ficasse restrita a0 compartimento superior e a
raiz ao compartimento inferior. Na parte superior da c&8mara foi colocada
1ml. de agua contendo 100ug/mL de endotoxina e na inferior foi colocada
agua apirogénica. Nos dois compartimentos a gquantidade de endotoxina
foi testada em diferentes periodos aié 21 dias. Os quatro dentes do
controle positivo demonstraram endotoxina no compartimento inferior em
24 horas, enquanto que nenhum dos quatro dentes do controle negativo
apresentou endotoxina durante todo o periodo do estudo. Cinco dos 16
{31,5%) dentes experimentais demonstraram LPS no compartimento
inferior no final dos 21 dias do periodo de teste. De acordo com os
resultados deste estudo, a endotoxina pode deslocar-se através da
obturagao do canal radicular.

Alves et al.! {1998), considerando que a infiltrag&o coronaria é
uma das principais causas de falhas no tratamento endoddntico e gue a
bactéria pode penetrar pela obturagdo do canal radicular e atingir os
tecidos periapicais, examinaram em seu estudo a possibilidade de
penetraco de endotoxina e células bacterianas, derivadas de uma
comunidade bacteriana mista, em canais radiculares prepados para
nucleo. Os resultados demonstraram que tanto a bactéria como a
endotoxina sdo capazes de penetrar pelo material obturador em canais
radiculares preparados para nucleo, entretanto, a penetracdo da
endotoxina foi mais rapida gue a da bactéria. A média de tempo da
infiltracéo de endotoxina foi de 23 dias e da bactéria foi de 62 dias. Se
considerar uma seqiiéncia de eventos ocorridos clinicamente, com uma
rapida penetragdo de endotoxina, esta poderd induzir uma reagaoc
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periapical inicial, com subsequente falha no tratamento endodéntico e
necessidade de retratamento ou cirurgia periapical.

Haight-Ponce et al.?’

(1999) investigaram a atividade de
endotoxina (Escherichia coli 0111} no pé de dentina pré-tratada com
hipoclorito de sodic 10% e perdxido de hidrogénio 3% por periodos de
tempo variados. Vinte dentes humanos unirradiculados anteriores foram
utilizados e as amostras de pd de dentina foram coletadas utilizando limas
tipo Kerr n° 15, 20 e 25. As amostras foram colocadas num frasco e
tratadas com 100u! de agua destilada livre de endotoxina e estocadas sob
refrigeracdo de 4°C. O pé de dentina foi pesadc e suspenso na
concentragdo protéica de 34ug/ml. A endotoxina foi diluida em trés
concentragdes (10pg/mi; 1ng/mL e 100ng/mL). Uma microplaca foi
dividida em trés grupos (A, B e C) e cada grupo foi dividido em dois
subgrupos, sendo que no primeiro subgrups foi colocado, nos orificios da
placa, 100ul de Agua apirogénica e no segundc subgrupo 100u! da
solugéo contendo o pé de dentina. Foi adicionado a&o grupo A 100 de
peroxido de hidrogénio 3%, ao grupo B hipoclorito de sédio 10% e ao
grupo C agua destilada (controle positivo), por 1, 10 e 30min. Em seguida,
a endotoxina foi acrescentada aos orificios da placa. O teste do lisado de
Limulus foi usado para determinar a quantidade de endotoxina, medido
em leitor ELISA. O nivel de endotoxina foi significantemente menor no pé
de dentina tratada com hipociorito de sédio 10% do que na tratada com
peroxido de hidrogénio 3% a 1 e a 10min. A atividade de endotoxina fol
mais baixa para o periodo de 30min.

Matsushita et al.*’ (1999) examinaram a indugdo de
interleucina-1p (It.-1B), IL-6 e IL-8 pelos LPSs de diversas espécies de
bactérias melaninogénicas. Os estudos foram realizados em culturas de
sangue humano de pacientes que apresentavam quantidades diferentes
de lesBes periapicais, sendo que guatro pacientes tinham dez ou mais
lesBes  periapicais  visiveis radiograficamente, seis pacientes

apresentavam lesbes periapicais em um ou dois dentes e seis pacientes
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nao apresentavam lesdes. O LPS da Prevotella infermedia ATCC 25611,
Porphyromonas gingivalis 381 e Porphyromonas endodontalis ATCC
27067 induziram elevada resposta de IL-8 nos individuos do grupo com
mais lesdes comparando com os individuos dos outros grupos. Para
determinar o grau de sensibilizacdo pela bactéria testada, foram
examinadas as reatividades de anticorpos no soro e saliva dos pacientes
para as diferentes espécies bacterianas. O LPS da P. gingivalis reagiu
fortemente com soros do grupo com mais lesdes. Assim, o LPS de
bactérias melaninogénicas pode estar envolvido com muitilesbes
periapicais pela indugéo de citocinas efou resposta imune humoral.

Khabbaz et al.* (2000) propuseram em seus estudos
determinar a presenga ou auséncia de endotoxinas nas camadas
superficiais e profundas de lesbes cariosas de dentes, com polpas vivas,
sinfomaticos ou assintomaticos; quantificar a endotoxina presente e
associar a presenga de endotoxina com dor pulpar aguda devido a
puipites irreversiveis. Para tanto, dois espécimes de dentina cariada foram
obtidos de nove dentes sintomaticos com pulpites irreversiveis e de 11
dentes assintomaticos com pulpites reversiveis. O primeiro espécime
(6mg) foi obtido da camada superficial da cérie e o segundo (6mg) da
camada mais profunda. As endotoxinas foram extraidas pelo método
fenol/agua. A determinag&o da guantidade de endotoxina foi feita pelo
método quantitativo cromogénico usando o lisade de Limulus. Os
resultados indicaram que as endotoxinas estavam presentes nas
camadas superficiais e profundas das caries de iodos os dentes
sintomaticos com pulpites irreversiveis e em todos os dentes
assintomaticos com pulpites reversiveis. Quantidade significantemente
maior de endotoxina foi encontrada na camada superficial em
comparagdo com a profunda e também nos dentes sintomaticos em
comparagao com os assintomaticos.

As bactérias Gram-negativas em polpas necrosadas de dentes
com lesdes periapicais induzem a reabsorgdo ossea através dos efeitos
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dos seus LPS. Entretanto, as bactérias Gram-positivas ndo contém LPS e
seu papel no desenvolvimento de lesbes periapicais ndo esta claramente
compreendido. Com isso, Safavi & Nichols™ (2000) decidiram em seus
estudos avaliar os efeitos do muramil dipeptideo (MDP), um componente
da parede celular tanto de bactérias Gram-negativas como de Gram-
positivas, na liberagdo de citocinas pelos mondcitos. Culturas de
mondcitos humanos foram tratadas com MDP ou LPS e niveis de
interleucina-1 {IL-18) e Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) foram
estimados nos sobrenadantes. MDP e LPS estimularam a liberagéo de
citocinas, mas o efeito do MDP foi significantemente menor que o do LPS.

Souza®® (2000) avaliou a eficacia da impermeabilizagio das
paredes dentinarias do canal radicular com verniz tipo copal, em dentes
obturados com os cimentos N-Rickert e Sealer 26 e preparados para
retentor intra-radicular. Usando o métcdo cromogénice do lisado do
amebécito de Limulus (LAL “Endochrome”), gue possui especificidade
para detecgio de niveis minimos de contaminagdo, o autor avaliou a
penetracdo de endotoxina no sentido do interior do canal para o exterior,
para verificacdo da permeabilidade da dentina exposta no preparo para
retentor intra-radicular e no sentido da coroa para o apice {cérvico-apical),
para verificagdo da permeabilidade marginal apical do remanescente da
obturagdo. Constatou-se que a endotoxina penetrou no sentido apical e
lateralmente em todos 0s grupos experimentais, porém, guase sempre 0s
valores foram inferiores ao padréo de 0,15 UmL. O cimento Sealer 26
apresentou menor infiltrag@o apical que © cimento N-Rickert quando o
verniz copatl nac foi utilizado. As médias da infiltraggo da endotoxina
foram menores com a utilizagéo do verniz tipo copal.

Khabbaz et al.*’ (2001) determinaram a presenca ou auséncia
de endotoxinas em polpas de dentes humanos cariados sintomaticos e
assintomaticos. Tecidos pulpares (aproximadamente 8mg) foram
coletados de 28 dentes unirradicuiados cariados, sendo 15 sintematicos e
13 assintomaticos. As endotoxinas foram extraidas pelo método
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fenol/lagua. A determinagdo da gquantidade de endotoxina foi feita pelo
metodo quantitativo cromogénico usando o lisado de Limulus. As
endotoxinas foram detectadas nos tecidos pulpares de todos os dentes
cariados sintométicos ou assintomaticos, sendo que a presenca de
endotoxina foi significantemente maior nos dentes sintométicos. A
presenca de endotoxinas em todos os tecidos pulpares indica que elas
devem ter um papel importante na patogénese da doenga pulpar e é
possivel, ainda, uma associag@o dos niveis de endotoxina com
severidade de dor pulpar.

2.2 Hidréxido de caicio e sua agéo sobre os canais radiculares
infectados e sobre a endotoxina

Bystrdm et al” (1985) avaliaram clinicamente o efeito
antimicrobiano do paramonoclorofeno! canforadc (PMCc), fenol canforado
e hidroxido de calcio no tratamento de canais radiculares infectados.
Foram estudados 65 dentes unirradiculados com necrose pulpar e com as
paredes da camara pulpar intactas. Apds o isolamente com digue de
borracha, procedeu-se abertura de acesso e a irrigagéo com hipoclorito de
sodio a 0,5% (vinte dentes) e 5% (15 dentes). Os canais radiculares foram
secos com cones de pape! absorvente e preenchidos com pasta de
hidréxido de calcio. O acesso coronaric foi selado com cimento de éxido
de zinco e eugenol. Os outros trinta dentes foram irrigados com hipoclorito
de sédic 0,5% e preenchidos com fenol canforado (15 dentes) e PMCc
(15 dentes). Antes da medicagdo intracanal, o fluido do canal radicular foi
absorvido por cones de pape! esterilizados e transferidos para um tubo
contendo caldo de cultura. Num segundo momento, um més apds o
preenchimento dos canais com hidréxido de célcio e duas semanas apds
o preenchimento com fenol canforado e PMCc, os curativos foram
removidos através da irrigacdo com solucao fisioldgica e amostras foram
coletadas dos canais radiculares para realizagdo dos exames
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bacteriolégicos. Foram encontradas bactérias em um dos 35 dentes
tratados com hidréxido de calcio e em dez dos trinta dentes tratados com
fenol canforado e PMCc. As bactérias isoladas foram predominantemente
Gram-positivas e anaerdbias. Os resultados revelaram que o tratamento
endoddntico de canais radiculares infectados deve ser completado em
dois momentos com a utilizagdo da pasta de hidroxido de calcio como
medica¢ao intracanal,

Siogren et al®

(1991} avaliaram ¢ efeito antimicrobiano do
hidroxido de calcio como medicamento intracanal a curto prazo. Foi
avaliada clinicamente a aplicagdo do medicamento por dez minutos ou por
sete dias nos canais radiculares de trinta dentes com lesdes periapicais.
Esses dentes foram isolados com dique de borracha, foi realizado o
acesso a camara pulpar € o comprimento de trabalho definido. Os canais
foram instrumentados com limas Hedstréen até a de n°® 40. Hipoclorito de
sodio a 0,5% foi usado como agente irrigante. Os canais radiculares foram
preenchidos com pasta de hidroxido de calcio utilizando-se um lentulo.
Em doze dentes, o hidréxidoe de calcio permaneceu por 10min. e em 18
dentes permaneceu por sete dias. A cavidade de acesso foi selada com
bolinha de algodao esterilizada e cimento de oxido de zinco e eugencl. Os
resultados demonstraram que sete dias foram eficientes na eliminagéo
das bactérias que sobreviveram a instrumentagio biomecénica do canal,
enquanto a aplicagao por 10min. foi insuficiente.

1.2* (1993) avaliaram in vitro a efetividade do

Georgopolou et a
hidréxido de caicio e PMCc sobre bactérias anaerdbias do canal radicular.
Um total de trinta microrganismos de canais radiculares infectados foram
isolados e identificados. Os dentes foram isolados com digue de borracha,
foi realizada a abertura coronaria e o acessc a camara pulpar. Um cone
de papel esterilizado foi inserido no canal radicular por 30s e, em seguida,
colocado num tubo contendo 0,9mL de meio de transporte, acondicionado
numa camara anaerdbica com 85% de Na, 10% de CO, e 5% de H.. Uma

suspensac de cada cepa foi preparada em 5mL de caldo tioglicolato e
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uma concentragdo padrdc de bactérias contende 3x10%mL foi obtida
comparando-se com ¢ tubo n° 1° da escala de MacFarland. Em seguida,
0,2mL do indculo foi transferido para placas contendc 10mL de solugéo
aquosa de PMCc 2% ou 10mL de solugdo aguosa de hidroxido de célcio
2%, respectivamente. Apds os intervalos de tempo de 5, 15, 30 ou 60
min., 0,01mL de cada diluigdo foi colocada em tubos contendo 0,9mi de
caldo tioglicolato e 0,imL de Tween 80. Para cada tubo, a ag2o
antimicrobiana dos medicamentos foi testada através da cultura em
placas de agar sangue, incubadas a 37°C por dois ou mais dias. Os
resultados demonstraram que as bactérias Gram-positivas apresentaram
resisténcia ao PMCc por 5min. (92,8%), por 15min. (57,1%) e por 30min.
(21,4%), enquanto que a 60min. nenhuma bactéria sobreviveu. A
resisténcia dessas bactérias ao hidroxido de calcio foi a 5min. (64,3%), a
15min. (7,1%) e apés 30min. nenhuma bactéria sobreviveu. Para as
bactérias Gram-negativas, a resisténcia ao PMCc foi de 93,7% a 5min.,
4375% a 15min. e apdés 30min. nenhuma bactéria sobreviveu. A
resisténcia dessas bactérias ao hidréxido de calcio foi de 62,59% a 5min.
e apdés 15min. nenhuma bactéria sobreviveu. Portanto, ndo houve
diferenga estatistica significante entre a efetividade do hidroxido de calcio
e do PMCc contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em
nenhum intervalo de tempo testado.

Safavi & Nichols™ (1993) estudaram os efeitos do hidrdxido de
célcio sobre o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. Acidos graxos livres
foram quantificados em amostras de LPS tratadas com hidréxido de
céalcio. O tratamentoc do LPS liberou guantidades elevadas de acidos
graxos. Concluiu-se que a porgdo lipidica do LPS bacteriano foi
hidrolizada pelo hidréxido de calcio, resultando Acidos graxos livres. Os
resultados sugeriram que a degradagdo do LPS mediada pelo hidrdxido
de calcio pode ter uma importancia nos efeitos benéficos obtidos com o
uso clinico do hidréxido de calcio na endodontia.
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Safavi e Nichols™ (1994) estudaram a alteragido das
propriedades biologicas do lipopolissacarideo {LPS} bacteriano pelo
tratamento com hidroxido de calcio. Para isso, culturas de mondcitos
foram estimuladas com LPS ou LLPS tratado com hidréxido de calcio e os
sobrenadantes das culturas analisados gquanto ao conteldo de
prostaglandina E; usando cromatografia gasosa. Prostaglandina E; foi
identificada em sobrenadantes de mondcitos estimulados pelo LPS mas
néo naqueles estimulados com LPS tratade com bhidroxido de calcio.
Concluiu-se que o tratamento com hidroxido de calcio pode alterar as
propriedades biologicas do LPS bacteriano.

Trope et al.'™

{1995) examinaram histologicamente a cura da
reabsorgao radicular inflamatéria produzida intencionalmente em dentes
reimplantados de cades da raga beagle, tratados por curto ou longo
periodo com hidroxido de calcio. Trinta incisivos foram aleatoriamente
divididos em quatro grupos. No G1 (controle negativo). os dentes néo
infectados foram extraidos, as raizes receberam sulcos longitudinais e os
dentes foram reimplantados em dois minutos. No G2: os canais
radiculares foram artificialmente infectados apds sua extragdo, sulcados
longitudinalmente e reimplantados como no grupo 1. Radiografias foram
feitas e aos primeiros sinais de reabsor¢@o radicular inflamatéria da raiz,
os canais radiculares foram instrumentados e medicados com hidréxido
de calcio. No G2, os canais foram obturados apds uma semana de
medicagdo. Os dentes no G3 foram tratados conforme descrito no G2,
porém, os dentes n&o foram obturados e o hidréxido de calcio
permaneceu até o final do experimento. No G4 (controle positivo). os
dentes foram tratados conforme descrito nos G2 e G3, mas nenhum
tratamento endodéntico foi realizado. Vinte semanas apds © inicic do
tratamento endodéntico, os animais foram sacrificados e os corte
histoldgicos preparados. No G1, completo reparo do cemento foi visto em
todos os dentes. No G2, cinco dos dez dentes demonstraram completo
reparo do cemento enquanto no G3, nove dos dez dentes apresentaram
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total reparagdo. Nenhum dos dentes do G4 demonstrou reparo do
cemento. De acordo com os resultados, os autores concluiram gue a
medicagac com hidroxido de calcio a longo prazo pode ser mais efetiva
gue a curto prazo nos casos de reabsorgéo radicular inflamatéria.

Caliskan & Sen® (1996) avaliaram a efetividade do hidréxido de
calcio no tratamento de periodontites apicais @ o prognédstico a longo
prazo desta terapia. Para isso, um total de 172 dentes com lesdes
periapicais, com ou sem sintomatologia, foram tratados endodonticamente
usando uma pasta de hidroxido de calcic como medicacdo intracanal e
um cimento obturador contendo hidréxido de calcio. Em 58 dentes, a
medicac@c foi acidentalmente ou intencionalmente extravasada para ©
interior das lesdes. Todos os casos foram acompanhados por um periodo
de dois a cinco anos. Os dentes em que 0 medicamento foi extravasado
nac apresentaram diferengas no processo de cura em relagdc aos dentes
tratados convencionalimente. Os resultados demonstraram que em 80,8%
dos casos houve cura completa, em 7,6% houve cura incompleta e em
11,6% houve falhas no tratamento endodéntico.

Siqueira Junior & Uzeda® (1996) estudaram a desinfecgéo por
pastas de hidréxido de calcio dos tibulos dentindrios infectados com duas
bactérias anaerébias estritas € uma facultativa. Cilindros de dentina de
dentes bovinos foram experimentalmente infectados com Actinomyces
israeli, Fusobacterium nucleatum ou Enterococcus faecalis, bactérias
comumente encontradas em infecgbes endoddnticas. Os espécimes
infectados foram expostos a pastas de hidroxido de calcio com solugdo
fisiologica ou com paramonoclorofenol canforado (PMCc) por periodos de
uma hora, um dia e uma semana. A viabilidade das bactérias apds esses
periodos de exposicdo foi avaliada através da incubac¢fio dos especimes
em meioc de cultura, para comparar a efetividade das pastas na
desinfecgdo dos tGbulos dentinarios. A pasta de hidréxido de célcio com
PMCc eliminou efetivamente as bactérias apds o periodo de uma hora de
exposicio, exceto E. faecalis que necessitou de um dia de exposi¢8o. Em



contraste, a pasta de hidréxido de céicio mais solugdo fisiologica foi
ineficiente contra E. faecalis e F. nucleatum mesmo apods uma semana de
exposicao. Os resultados demonstraram que o PMCc aumentou os efeitos
antimicrobianos do hidréxido de célcio.

Barbosa et al.? (1997) avaliaram clinica e laboratorialmente a
atividade antimicrobiana do  hidréxido de calcio, clorexidina,
paramoncoclorofenol canforado (PMCc) como medicamentos intracanal,
No estudo clinico, 311 dentes unirradiculados foram preparados
biomecanicamente e, em seguida, receberam na camara pulpar uma
bolinha de algodée com PMCc por sete dias. O acesso coronaric foi
selado com Cavit. Na semana seguinte, os canais foram irrigados com
solucdo fisioldgica esterilizada e cones de papel foram usados para
absorver todo o fluido do canal. Esses cones foram transferidos para tubo
de vidro contendo caldo tioglicolato e incubados em estufa a 37°C por
sete dias, verificando-se diariamente o crescimento de microrganismos.
Em seguida, os dentes foram divididos em trés grupos experimentais: a)
grupo 1. 0s canais radiculares foram tratados com PMCc somente na
camara pulpar (bolinha de algod&o); b) grupc 2. os canais foram
preenchidos com pasta de hidréxido de calcio; ¢) grupo 3: os canais foram
preenchidos com clorexidina 0,12%. A abertura de acesso foi selada com
Cavit. Apos sete dias, os especimes que ndo demonstraram crescimento
bacteriano no caido tioglicolatc foram obturados, restando 120 dentes.
Desses dentes, apés ¢ curativo de demora, foi realizado o teste
bactericlégico para comparar os efeitos antimicrobianos dos
medicamentos. Os resultados demonstraram que todos os medicamentos
foram efetivos na redugdo ou eliminagdo da microbiota dos canais
radiculares, demonstradoc pela presenga de culturas negativas, néo
existindo diferenga estatistica significante entre eles. No estudo
laboratorial, foi avaliada a capacidade inibitéria dos medicamentos contra
bactérias comumente encontradas nas infecgbes endodénticas, como
Porphyromonas endodontalis, Actinomyces israeli, Enterococcus faecals,
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entre outras. Na avalia¢éo laboratorial, o PMCc apresentou maiores zonas
de inibi¢do bacteriana contra todos os grupos testados.

Barthei et al.® (1997) investigaram se o potencial téxico do LPS
de Escherichia coli poderia ser reduzido ou eliminado pelo hidroxido de
calcio, verificando a liberag8o do Fator de Necrose Tumoral o (TNF-o)
pelos mondcitos. Quatro concentragbes de LPS foram preparadas:
1ng/mi; 10ng/mL; 100ng/mL e 1000ng/mL. Essas amostras foram feitas
em duplicatas, sendo que, em metade dessas amostras, foram
adicionados 25mg de hidréxido de calcio, resultande numa solugéo
saturada. Dois tubos livres de endotoxinas, um com agua e outro com
agua e hidréxido de calcio serviram como controles. Mondcitos foram
coletados do sangue periférico de um doador saudave! por centrifugagio
e plaqueados a uma densidade de 4x10° células/mL'. Os mondcitos
aderentes foram incubados por 4 dias a 37°C com 5% de CO2 em meio
M199 com 10% de soro autélogo. As diferentes solugbes de LPS foram
adicionadas aos orificios da placa no 5° dia. Apdés 4 horas, os
sobrenadantes foram coietados e o TNF-a quantitamente medido por
ELISA. Os resultados indicaram que o hidroxido de caicio pode eliminar a
capacidade indutora do LPS E. coli de estimular a producéo de TNF-oc
pelos mondcitos do sangue periférico (P<0.0001).

Siqueira Junior & Uzeda® (1997) avaliaram os efeitos
antimicrobianos da clorexidina, metronidazol e hidroxido de calcio
associado a trés veiculos, contra espécies bacterianas comumente
isoladas de canais radiculares infectados. Os medicamentos incluiram: a)
pé de hidréxido de calcio com agua destilada; b} hidroxido de calcio com
PMCc (3.5; 6.5); ¢) hidréxido de calcio mais glicerina; d) gel de clorexidina
digluconato 0,12% e e) gel metronidazol 10%. As atividades
antimicrobianas dos medicamentos foram avaliadas contra bactérias
anaerébias facultativas e estritas. As anaerdbias estritas usadas foram:
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces
israeli,  Fusobacterium nucleaturn,  Propionibacterium &acnes e
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Campylobacter rectus. As anaerobias facultativas foram: Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Strepfococcus sanguis, Streptococcus
salivarius, Enterococcus faecalis e Actinomyces viscosus. O estudo
avaliou as atividades antimicrobianas dos medicamentos que agiram por
meio de contato e ndo pela liberagéo de vapor. O teste de difusdo no agar
foi usado e os halos de inibigéo bacteriana ao redor de cada medicamento
foram medidos e comparados. Os resultados revelaram que o hidréxido
de célcio com o PMCc foi efetive contra todas as espécies bacterianas
testadas. A clorexidina também teve efeito inibitéric contra todas as
espécies. O metronidazol causou inibicBo de crescimento de todos os
anaerébios estritos testados. O hidréxido de célcio misturado com agua
destilada ou glicerina falhou na inibigado bacteriana, provavelimente devido
as limitagbes da difusibilidade do medicamento no meic de cuitura
utilizado.

Estrela et al.'” (1998) estudaram in vitro o tempo necessario
para o hidréxido de calcio, em contato com 0s microrganismos, expressar
seu efeito antimicrobiano. Os microrganismos usados foram: Micrococcus
luteus {ATCC-9341), Staphylococcus aureus (ATCC-8538),
Fusobacterium nucleatum (ATCC-25586), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-278553), E. coli e Strepfococcus sp. Foram preparadas
suspensdes puras € mistas dos microrganismos e cones de papel
esterilizados foram imersos no inéculo por 3 min. Em seguida, esses
cones foram colocados em placas de Petri e cobertos com pasta de
hidroxido de calcio, usando solugdo fisioldgica como veiculo. Nos
intervalos de 0, 1, 2, 6, 12, 24, 48, 72 h. e sete dias, dois cones foram
removidos do contato com a pasta de hidroxido de calcio. Um cone foi
imersoc em 10mL de caido BHI e o outro foi espalhado, com movimentos
rotatérios, na superficie de agar BHI 2% e incubado a 37°C por 24 a 48h.
O experimento foi repetido trés vezes nos diferentes periodos de tempo.
Um estereomicroscopio foi usado para observar o crescimento das
colénias. O efeito antimicrobiano do hidréxido de caélcio ocorreu apés 12h.
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para o M. luteus e F. nucleatum; 24h. para os Strepfococcus sp; 48h. para
E. colii e 72h. para 0s S. aureus e P. aeruginosa. A mistura Il (M. luteus,
Streptococcus sp e S. aureus) foi sensivel ao potencial antimicrobiano do
hidréxido de calcio apds 48 horas, enquanto a mistura | (M. luteus, E. coli
e P. aeruginosa), a mistura Il (E. coli & P. aeruginosa) e a mistura IV (S.
aureus e P. aeruginosa) foram inativadas apés 72 h. de exposigao.

Fava® (1998) estudou a incidéncia de dor pds-operatdria em
periodontites apicais agudas usando dois diferentes medicamentos no
canal radicular. Sessenta dentes, incisivos centrais superiores, de 48
pacientes foram preparados biomecanicamenie e divididos em dois
grupos experimentais. O grupo 1 recebeu como medicamento uma pasta
de hidréxido de calcio (Calen-S.S.White) ¢ 0 grupc 2 recebeu uma
soluggo de corticosterdide-antibidtico (Otosporin). Todos os dentes foram
selados com Cavit. Apds sete dias, foram reavaliados clinicamente. Néo
foi observada diferenca na incidéncia de dor pos-operatéria nos dois
grupos avaliados.

Estrefa et al.'® {1999) avaliaram a atividade antimicrobiana do
hidroxido de calcio nos tubulos dentinérios infectados. Para tanto, quatro
espécies bacterianas foram selecionadas: Streptococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus sublilis.
Estes microrganismos foram inoculados em caldo Infuso de Cérebro e
Coragdo (BHI) e incubados a 37°C por 24 horas. As suspensbes de
microrganismos foram ajustadas para o tubo 2 da escala de MacFarland
(6x10° células/mb). Os autores utilizaram 83 incisivos centrais superiores
humanos, que foram preparados biomecanicamente e esterilizados em
autoclave. Cinco grupos de doze dentes cada foram contaminados com
um tipo de microrganismo ou com a mistura deles. Este procedimento foi
repetido a cada 72h. durante 28 dias. Os dentes foram mantidos em
estufa a 37°C, em ambiente Umido. Os canais radiculares foram entéo
irrigados com 5mL de solugo fisioldgica, secos e completamente
preenchidos com pasta de hidréxido de célcio. Em intervalos de 0, 48,
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72h. e sete dias, os curativos foram removidos, os dentes imersos em
5mL de BHI e incubados a 37°C por 48h. para permitir o crescimento dos
microrganismos. Este crescimento foi verificado pela turvagdc do meio de
cultura e confirmado apos semeadura em agar infuso de cérebro e
coragdo (BHI) a 37°C por 24 horas. Os resuitados deste estudo
demonstraram gue, durante ¢ periodo de sete dias, 0 hidrdxido de caicio
nao demonstrou efeito antimicrobiano positive nos tubulos dentinarios
para os microrganismos testados.

Nelson Filho et al.®® (2000) avaliaram, in vivo, o efeito da
endotoxina bacteriana (LPS), associada ou ndo ao hidréxido de caicio,
sobre os tecidos apicais e periapicais de dentes de cies, por meio de
avaliagdo histopatolégica. Foram utilizados 59 premolares de cdes que,
apébs abertura coronaria e biopulpectomia, foram preenchidos com um dos
seguintes materiais: Grupeo I LPS; Grupo II: LPS associado ao hidréxido
de calcio; Grupeo |l soro fisiologice. No Grupo IV, foram induzidas lesbes
periapicais experimentalmente. Decorridos trinta dias, os animais foram
sacrificados e as peg¢as submetidas ao processamento histologico. Os
resultados obtidos demonstraram que a intensidade do infiltrado
inflamatério, a espessura do ligamento periodontal e a presenga de
reabsor¢des no Grupo | foram semelhantes as Grupo IV, enquanto que no
Grupo It forarm semelhantes ac Grupo lil. Os autores concluiram que a
endotoxina bacteriana ocasionou o desenvolvimento de reagao periapical
e que o hidroxido de calcic foi capaz de inativar os efeitos tdxicos da
endotoxina.

Buck et al.® (2001) analisaram os efeitos de irrigantes
endoddnticos e hidréxido de céicio no LPS usando uma técnica altamente
seletiva de espectometria de massa € cromatografia gasosa com
monitoramento idnico seletivo. Em tubos de vidro apirogénicos foi
misturado 25ul de LPS, 0,5mL de agua apirogénica e 0,5mL de cada um
dos irrigantes testados, por 30min: agua, clorexidina 0,12%, EDTA 15%,
hipoclorito de sodio 2,6%, etanol 95% e associacbes de irrigantes como
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clorexidina 0,12% com hipoclorito de sodio 2,6%, clorexidina 0,12% mais
hipoclorito de sédio 2,6% mais etanol 95% (CNE). Como ¢ hidroxido de
calcic é comumente utilizado como medicagac de demora, ele foi aplicado
ao LPS por 1, 2 e 5 dias. A inativagdo do LPS foi medida pela
quantificacao dos acidos graxos livres liberados. Pelos resultados
apresentados, a agua, o EDTA, o etanol, a clorexidina 0,12%, a
clorexidina mais hipocloritc de sédio, e o hipoclorito de soédio sozinho
demonstraram pequena ou nenhuma degradac¢ic do LPS. O hidroxido de
calcio (1 dia) e a associagdo de clorexidina, etanol e hipoclorito de sédic
detoxificaram moléculas de LPS pela hidrélise de ligacdes éster das
cadeias de acidos graxos do lipidio A.

Estrela et al.'®

(2001) analisaram a influéncia de veiculos na
eficiéncia antimicrobiana do hidréxido de calcic. Um total de 588 cones de
pape! absorvente n® 50 foi imerso em varias suspensdes microbianas por
3min. As cepas utilizadas foram: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans
e Candida albicans. Os cones de papel foram colocados em placas de
Petri e cobertos com medicagéo intracanal contendo hidréxido de calcio:
Ca(OH), + salina; Ca(OH); + paramonoclofenol canforado (PMCc);
Ca(OH); + solucdo de clorexidina 1%; Ca(OH), + sulfato de sédic 3%;
Ca{OH); + Otosporin. Apds 1min, 48h, 72h e sete dias, 147 cones de
papel foram removidos do contato com © medicamento, imersos em 5SmL
de caldo Letheen e incubados a 37°C por 48h. O crescimento microbiano
foi avaliado pela turvagdoc dc meio de cultura. Subseguentemente, um
indculo de 0,1mL foi transferido para 5mL de BHI e incubado a 37°C por
48h. Os tubos BHI positivos foram selecionados, semeados em agar BHI
e incubados a 37° por 48h. O efeito antimicrobiano ocorreu apds 48h nas
culturas de S. mutans, E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, C.
albicans e na cultura mista, para todos os medicamentos. Assim, 0s
autores concluiram que, nas condigbes deste estudo, os varios veiculos
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associados ao hidréxido de calcio n&c influenciaram o tempo necessario
para a inativagdo microbiana.

Hosoya et al.®® (2001) analisaram tanto a concentracdo de
calcio como o pH na regiao periapical, em modelos de canais radiculares,
apés a aplicacao de quatro diferentes preparagdes de hidréxido de calcio.
Cinglenta modelos de canais radiculares foram preparados e divididos
em cinco grupos: G1: o hidréxido de calcio foi misturadc com agua
destilada, na proporgdo de 38%, pd e agua; G2: o hidréxido de calcic foi
misturadc com é&gua destilada a 44%; G3. a mistura foi a 50%; G4:
apenas o pd do hidréxido de calcic foi usado e G5 (controle): nada foi
aplicado nos canais. Todas as amostras foram imersas em agua destilada
e mantidas a 37°C. A concentracéo de calcic e o pH da agua destilada
foram medidos apés trés e sete dias, e semanalmente até 15 semanas. A
concentragcdo de calcio e a mudanga no pH da agua destilada foi
significantemente maior (p<0,05) nos grupos 1, 2 e 3 que no grupo 4. A
maior concentragdo de Ca?* liberada foi observada apés trés dias nos
G1, G2 e G3 e apds sete dias no G4. O pico de mudanga no pH foi
observado apos 14 dias para os G1, G2 e G3, enquanto que para o G4 foi
observado apos 49 dias. Ap6s 0 pico, todos 0s grupos demonstraram um
declinio no pH. Os resultados sugeriram que ¢ tempo necessdrio para
uma 6tima atividade intracanal do hidréxido de calcio € de no minimo
duas semanas.

2.3 Polimixina B e sua atividade sobre a endotoxina presente na
circulagdo de pacientes com sepsis por microrganismos Gram-

negativos

Rifkind® (1967) propds em seus estudos determinar se a
polimixina B poderia prevenir letalidade endotdxica em ratos. Para tanto,
endotoxina da Eschericchia coli sozinha ou associada ao sulfato de



51

polimixina B foi injetada intravenosamente em ratos de oito a dez
semanas de idade. A letalidade foi observada apds 48 h. Quando 50ug de
polimixina B fol usada, esta preveniu a letalidade endotéxica em todos os
casos, porém, quando foi usada 100ug de polimixina B houve 33% (23 de
70) de mortalidade. Os dados demonstraram que a polimixina B previne
letalidade endotdxica, entretanto, depende da propor¢ao
antibidtico/endotoxina.

Moore et al.®® (1986) estudaram a interacio de antibidticos
policatibnicos com LPS e lipidio A de Pseudomonas aeruginosa usando
dansil-polimixina, um derivado fluorescente da Polimixina B. A dansil-
polimixina pode ser ligada a regides do LPS e do lipidio A, incluindo
regides ligantes de fons Mg?*, resultando num aumentc da fluorescéncia,
que pode ser medido por espectrofotometria. Uma variedade de
compostos  policatidnicos, incluindo  gentamicina, estreptomicina,
polimixina B, bem como Mg?*, foram capazes de substituir a dansil-
polimixina ligada ac LPS ou ao lipidio A. Diferengas marcantes em termos
do aumento da substituicdo e da quantidade requerida do cation para
substituir uma certa quantidade de dansil-polimixina foram observadas.
Adicio de excessos de polimixina B resultou na substituiclo total da
dansil-polimixina. Outros dadcs demonstraram que a polimixina B ligou-se
a muitiplas regibes do LPS, incluindo regides ligantes de antibidticos
aminoglicosidicos e outros compostos policatidnicos.

19" (1989) examinaram o efeitc inibidor da

Stokes et a
Polimixina B, in vivo e in vitro, sobre a liberacéo de TNF dos macréfagos
alveolares de ratos em resposta ao LPS. A endotoxina utilizada foi
purificada da £ coli 0111:b4 e ©3 niveis de endotoxina foram
guantificados pelo método de geleificagdo do lisado de Limulus. Foram
preparadas culturas de macréfagos e a produgdo de TNF-a (in vitro) foi
blogueada pela Polimixina B nas concentragdes de 100, 10 e 1pg/mL. Um
segundo antibidtico incluido na pesquisa, a gentamicina, inibiu a produgdo

de TNF-x {in vitro) apenas na concentragdo de 100ug/mL e néo
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demonstrou nenhum efeito em concentragdes menores. Efeitos inibitérios
similares também foram induzidos pela Polimixina B num modelo in vivo,
no qual a producdo de TNF-o pelos macréfagos foi estimulada pela
inje¢do intratragueal de LPS. Como muitos dos efeitos do LPS sdo
mediados pelo TNF-o, sua inibigdo pode explicar a protecédo oferecida
pela Polimixina B contra a toxicidade induzida pelo LPS.

Bucklin et al.® (1985) estudaram a eficacia da Polimixina B
conjugada com dextrano 70 em modelo experimental de endotoxemia.
Foram administradas em ratos, intraperitonealmente, doses letais de
bactérias Gram-negativas (E. coli e Pseudomonas aeruginosa)
juntamente com D-galactosamina e um antibidtico imipenen (Merck, Co).
Os autores tinham determinadc previamente que a quimioterapia
antibidtica daria significante protecio contra a letalidade mediada por E.
coli com pequenas doses de bactéria, entretanto, o antibiotico néo
proporcionou protecéo contra largas doses de bactéria. A administragdo
de Polimixina B conjugada com dextrano 70 promoveu significante
protegéo quando usada juntamente com um antibiético, mas sozinha néo
foi efetiva. Os resuitados deste estudo indicaram que a combinagdo €
efetiva na prevencao de choque séptico letal por Gram-negativo em ratos
e pode ser usada como um potente agente terapéutico em humanos.

Darrow & Keithley'® (1996) estudaram o efeito da Polimixina B
na redugdo da inflamagéo induzida por endotoxina no ouvide médio. Para
tanto, ufilizaram porcos, que foram previamente examinados e
considerados livres de qualquer infecgdo priméaria. Uma solugéo de
endotoxina de Salmonella typhimurium fot preparada na concentragéo de
10ug/mL; uma solugdo de endotoxina mais Polimixina B foi preparada nas
concentragbes de 10pug/mL e 100pug/mL, e uma terceira solugdo com
apenas Polimixina B foi preparada na concentragao de 100ug/mL. Foi
realizado um acessc & membrana timpanica e preparado um orificio no
0880 com 3mm de didmetro. Um indcuio de 100ul foi inserido e o orificio

fechado com pasta de 6xido de zinco e eugenol. No primeiro experimento,
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15 porcos foram divididos em {rés grupos. Em cada grupo, trés animais
receberam endotoxina em um ouvido e endotoxina mais Polimixina B no
ouvido oposto, e 2 animais receberam Polimixina B em um ouvido e PBS
no outro. No primeirc grupo, os animais foram sacrificados no segundo
dia; o outro grupo no quinto dia e o ultimo grupo no oitavo dia. No
segundo experimento, a quantidade de infusGes no ouvido médio foi
quantificada e associada com células inflamatérias em resposta a
endotoxina e a endotoxina mais Polimixina B. Trinta e seis porcos foram
divididos em trés grupos. Em cada grupoc, quatro animais receberam
endotoxina em um ouvido e PBS no outro; quatro animais receberam
endotoxina mais Polimixina B em um ouvido e no opostc PBS; 4 animais
receberam Polimixina B em um e PBS no outro ouvido. Os tempos de
sacrificio foram os mesmos. Os resultados demonstraram que as secgdes
do osso temporal exibiram significante diferenca histolégica nos ouvidos
expostos a endotoxina e a endotoxina mais Polimixina B. Os ouvidos
tratados com endotoxina apresentaram edema de mucosa, infuséo e
infiltrade celular, enquante 0s ouvidos tratados com endotoxina mais
Polimixina B, nos mesmos animais, exibiram uma marcante redug&o na
resposta inflamatoria. Assim, este estudo demonstrou a eficacia da
Polimixina B na inibigio da inflamag&o induzida por endotoxina no ouvido
médio.

A endotoxina pode se desprender das bactérias Gram-
negativas durante a terapia antimicrobiana e promover a sindrome do
choque endotoxico, uma das principais causas de morte no mundo
desenvolvido. Com isso, existe um grande interesse nc desenvolvimento
de antimicrobianos que possam reverter 0 guadro antes que ocorra o
choque. Para tanto, Gough et al?® (1996) estudaram a atividade
antiendotdxica e antimicrobiana, in vitro e in vivo, de dois peptidios
catidbnicos MBI-27 e MBI-28. Em estudos prévios, o0s autores
demonstraram que esses peptidios ligam-se ao LPS com afinidade
equivalente a polimixina B. Neste estudo, os peptidios bloquearam a
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habilidade do LPS de induzir choque endotoxico e a liberagdo de TNF-a
em culiura de macréfagos RAW 264-7. O MBI-27 e MBI-28 ofereceram
significante prote¢io contra ¢ ¢choque endotdxico letal em camundongos
sensibilizados pela galactosamina. Tantc o MBI-27 como o MBI}-28
demonstraram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas
in vitro e contra infecgdes por Pseudomonas aeruginosa em ratos
neutropénicos {in vivo).

Parviainen et al.’® (2001) avaliaram os efeitos do sulfato de
Polimixina B na resposta de cavalos a endotoxina. Foram utilizados oito
cavalos doentes, trés doses de Polimixina B (1.000, 5.000 e 10.000 U/Kg
do peso corporal) e solugdo fisioldgica como conirole. Amostras
sangltineas foram coletadas antes e ap6s 24h. da administracdo da
Polimixina B. Para a medida do Fator de Necrose Tumoral (TNF) induzida
por endotoxina, as amostras sanguineas foram incubadas a 37°C por 4h.
com 1ng de endotoxina de Escherichia coli ou Salmonelia typhimurim por
mL de sangue. Para a medida da atividade da endotoxina residual, o
plasma foi coletado e esterilizado em tubos apirogénicos, diluido a 1:10
com agua apirogénica e incubado por 10 min. a 70°C. Endotoxina de E.
coli (0,1 ou 1ng/mL de plasma) foi adicionado ao tubos congelados antes
da realizagdo do teste do lisado de Limulus. Comparando-se com os
valores do controle, a Polimixina B causou uma diminui¢do significante da
atividade de TNF induzida pela endotoxina e a atividade da endotoxina
residual foi significantemente reduzida apds administragio de 10.000 U
de Polimixina B/Kg. Nas concentragbes de 1.000 e 5000 U de
Polimixina/Kg houve uma inibigdo de 75% na atividade de TNF por 3 e
12h., respectivamente. Os resultados dos estudos demonstraram que a
Polimixina B € um efetivo inibidor da inflamagéo induzida por endotoxina
em cavalos doentes. _

Tani et al.®® (2001) avaliaram a correlacéo entre os parametros
clinicos e plasmaticos e a mudancga da atividade endotdxica no plasma de
pacientes sépticos com 2 horas de terapia usando polimixina B. Um total
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de 88 pacientes foi admitido para o tratamento de sepsis severa ou
faléncia séptica de 6rgéos com polimixina B. A endotoxina, o TNF-a, a IL-
6, a iL-10, o inibidor do fator ativador do plasminogénic (PAI-1) e os
parémetros clinicos foram medidos antes, imediatamente apds e no dia
seguinte ao tramento com a polimixina B. Apds duas semanas, o indice
de sobreviventes foi de 51,1%. Nesses individuos, o TNF-a, a IL-6, a IL-
10 e o PAI-1 foram significantemente reduzidos durante as duas horas de
tratamento com a polimixina B e no dia seguinte. O nivel de endotoxina no
plasma reduziu mais que 30%. Conseqgilientemente, o tratamento com a
polimixina B contribuiu para reduzir os niveis de citocinas pré-
inflamatérias no plasma e melhorar os parametros clinicos principalmente
durante as 2h de tratamento. As alteracdes desses pardmetros estdo
correlacionadas com mudangas na atividade endotéxica no plasma dos
sobreviventes que tiveram os niveis de endotoxina adequadamente
reduzidos.

2.4 Polimixina B pura ou associada a hidrocortisona e ao sulfato de
neomicina

Shenep et al® (1985) avaliaram o papel! do antibidtico na
liberagdo de endotoxina durante terapia da sepsis experimental causada
por bactérias Gram-negativas. Foram obtidas amostras de sangue de
coelhos com septicemia causada por E. coli e tratados com cloranfenicol,
gentamicina € moxalactam, Foram medidas, em cada amostra de sangue,
as concentragdes de bactérias viaveis, endotoxinas livres e o total de
endotoxina. Nos coelhos tratados com cloranfenicol, a média geométrica
dos niveis de endotoxinas livres permaneceu proporcional a meédia
geométrica dos niveis de bacteremia, resuitado gque indica auséncia de
liberagao de endotoxina induzida pelo antibidtico. Em contraste, os niveis
de endotoxinas livres aumentaram rapidamente enquanto 0s niveis de
bacteremia declinaram apds o tratamentc com gentamicina ou
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moxalactam, sugerindo a liberagdo de endotoxina induzida pelos
antibiéticos. Apesar de graus similares de morte bacieriana, os niveis
médios de endotoxinas livres foram bem maiores em coelhos tratados
com moxalactam que em coelhos que receberam gentamicina (p<0,05).
Esses resultados indicaram que a liberagdo de endotoxina durante a
terapia da septicemia causada por bactérias Gram-negativas ¢é
dependente da classe de antibiotico administrada e n&o necessariamente
correlacionada com o grau de morte bacteriana.

Smith & Moodie®® (1990) compararam a eficacia, tolerabilidade
e aceitabilidade da preparagdo neomicina/dexametasona administrada em
aerossol (Otomize) e neomicina/polimixina B/hidrocortisona administrada
em gotas (Otosporin) no tratamentc de 187 pacientes com otite externa.
Os pacientes foram orientados para aplicar um dos medicamentos trés
vezes ao dia durante dez dias independente da resposta. As avaiiagdes
foram feitas no inicio, apds dez dias e apds 24 dias do inicio da terapia
quanto a severidade do eritema, edema e residuos. Os resultados
demonstraram que nao existe diferenca significante entre os dois grupos
no inicio do tratamento. Ocorreu uma melhora significativa em ambos os
grupos do inicio do tratamento ao dia dez e do dia dez ao dia 24 para
todos os sintomas, e n2o houve diferenga estatistica significativa entre os
dois medicamentos utilizados.

Mir6®* (2000) estudou otites médias supurativas cronicas
tratadas com aplicagtes toépicas de solucdes de ciprofloxacin 0,2% {(CIP)
ou combinacio de polimixina B, neomicina e hidrocortisona (PNH-
suspenséo). Os medicamentos foram administrados por 6 a 12 dias em
322 pacientes com otite média supurativa crénica. Os agentes causais
mais frequentemente identificados foram os Staphylococcus aureus {28%
dos pacientes), Pseudomonas aeruginosa (19%) e Staphylococcus sp
{9%). Fol observado sucesso clinico em 91% e 87% dos pacientes
tratados com CIP e PNH, respectivamente. A erradicacéo bacteriologica
foi vista em 89%% e 85% dos pacientes tratados com CIP e PNH,
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respectivamente. Apos um més, houve reinfeccdo em trés pacientes
tratados com PNH e em um paciente tratado com CIP. Com base nos
resultados clinicos e bacteriologicos, concluiu-se que a solugdo de
ciprofloxacin 0,2% é efetiva e bem tolerada em pacientes com otites
médias supurativas crénicas.

2.5 O lisado de Limulus, a radiagdo com cobaito 60 e o efeito do
laser de Er:YAG

Tsuji & Harrison'®

(1979) utilizaram o lisado de Limulus para
monitorar a inativagio de LPS com éxido de etileno, irradiagdo por cobalto
60 e tratamentos com calor seco. Concluiram, gque o lisado de Limulus
pode ser usado para determinar a degradagio ou depirogenacéo cinética
do LPS.

Csako et al.'® (1983) estudaram as propriedades fisico-
quimicas da endotoxina apds exposi¢do a radiagéo ionizante por cobalto
80. A eletroforese em poliacrilamida com SDS demonstrou perda gradual
dos componentes polissacaridicos das moléculas de endotoxinas. A
destruig&o da toxicidade primaria do lipidio A foi sugerida pelos resultados
dos testes de atividade: tanto a pirogenicidade como a reatividade ao
Limulus da endotoxina foram destruidas pelo aumento das doses de
radiagdo. Os resultados indicaram que a detoxificagdo € devido,
provavelmente, a multiplos efeitos da radiagdo icnizante nos LPSs
bacterianos, e sua acdo envolve a destruicdo dos componentes
polissacaridicos e a alteragéo do lipidio A da molécula de endotoxina.

Yamaguchi et al.'® (1997) avaliaram em seus estudos os
efeitos do laser de ErYAG, na remogéo do LPS usando microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Foi usado um espectofotdmetro
infravermelho para investigar os efeitos do laser, aplicado na dentina
radicular, sobre o LPS. Feram utilizados 15 premolares inferiores que

tiveram suas coroas seccionadas e o conteldoc da cdmara pulpar
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removido. As raizes foram seccionadas longitudinalmente (5x5x1mm) e
divididas em trés grupos: a) G1: nenhum tratamento; b) G2: leve
aplainamento do cemento; c} G3: aplainamento do cemenio até a
superficie dentindria ficar descoberta. O centro de cada espécime foi
usado como area experimentai irradiada e a periferia serviu como
controle. A quantidade de vapor liberada foi grande e as éreas irradiadas
apresentaram poucas alteragdes morfogenéticas. Cinco microlitros da
solugao de LPS 0111 B4 de E. coli foi gotejada na dentina radicular dos
espécimes, que foram irradiados pelo laser de Er'YAG e irrigados com
agua apirogénica. A quantidade de LPS foi determinada pelo
espectofotdmetro a 405nm. O laser de Er:YAG conseguiu remover 83,1%
do LPS. Este estudo sugeriu que a irradiag@o pelo laser de Er:'YAG pode
ser proveitcsa para o condicionamento radicular na terapia periodontal.
Entretanto, testes clinicos sdo necessdrios para estabelecer melhores
parametros para utilizagdo do laser na periodontia.

2.6 Atividade das endotoxinas in vivo

Galanos et al.®

(1985) compararam as atividades endotdxicas
do lipidic A sintético e natural da E. coli. O lipidic A quimicamente
sintetizado e o natural foram testados quanto a toxicidade letal,
pirogenicidade, reagdo de Shwartzman local, capacidade de geleificacéo
do lisado de Limulus, atividade do Fator de Necrose Tumoral (TNF),
mitogenicidade para células B, indugéo da sintese de prostaglandinas em
macréfagos e especificidade antigénica. A atividade do TNF foi
investigada em camundongos BALB/¢c, injetando-se no periténeo
diferentes quantidades (10ug a 50ug) de lipidic A. Para o teste de
geleificagéo do lisado de Limulus, 100ul do lisado foi adicionado acs tubos
contendo diluicdes (0,01 a 0,1 pg) de lipidio A sintético e natural com
100ul de agua apirogénica. Apés, as amostras foram incubadas a 37°C

por 1 hora. A geleificagéo foi verificada através da inclinagao dos tubos e
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formacgdo de gel. A toxicidade letal para camundongos foi de 100% com
1ug e 50% com 0,01ug de lipidio A sintético ou natural. A atividade
pircgénica dos lipidios foi analisada em coelhos @ as duas concentragbes
(0,1 e 0,01ug/Kg) induziram febre e alteragac bifasica na temperatura
retal de 1°C e 2°C em 1 ¢ 3 horas. Ambas as preparacdes (lipidio A
natural e sintético) induziram completa geleificagao do lisado de Limulus
na quantidade minima de 10pg. A atividade do TNF tambem foi
semelhante, sendo que, com 50ug ambas as preparagbes causaram
necrose tumoral em 80% dos animais. A indugdo da sintese de
prostaglandinas em macréfagos foi similar. Concluiu-se, assim, que tanto
o lipidic A natural como o sintético apresentam atividades idénticas e sao
indistingUiveis em todos os testes.

Brandtzaeg et al.* (1989) estudaram a relagdo quantitativa de
endotoxina circulante (lipooligosacarideos — LOSs) e o desenvolvimento
de faléncia de multiplos érgdos e morte em 45 pacientes admitidos com
doenga meningococica sistémica bacteriologicamente comprovada. Nivel
de LOS no plasma superior a 700 ng/L foi correlacionadoe com o
desenvolvimento de chogue séptico severo (p<0,0001), sindrome
respiratéria  (p=0,0035), nivel patclogicamente elevado de creatinina
sérica (p<0,0001) ou morte em conseqiiéncia de faléncia de maltiplos
orgéos (p=0,0002). Niveis de LOS no plasma de <25, 25-700, 700-10.000
e >10.000 ng/lL. estavam associados com 0%, 14%, 27% e 86% de
mortalidade, respectivamente. Essas observagbes sugerem que a
quantificagdo do LOS, usando o lisado de amebdcito de Limulus
associado a um substrato cromogénico, fornece informagdes importantes
no prognadstico da doenga meningococica sistémica.

1.2 (1991) avaliaram a eficacia de uma

Greenman et a
imunoterapia auxiliar com anticorpo monocional {IgM) antiendotoxina em
pacientes com quadro de infeccdo gram-negativa e resposta séptica
sistémica. Foram registrados 316 pacientes com sepsis por

microrganismos Gram-negativos. Estes pacientes receberam 2mg/Kg de
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anticorpo  monoclonal dirigido contra endotoxina ou placebo (grupo
controle). Uma segunda infusdo foi administrada 24 horas apés. Dentre os
pacientes com sepsis Gram-negativa que ndo estavam em choque
quando entraram no estudo (n=137), o tratamento com o anticorpo
monoclonal resultou em um significante aumento no numero de
sobreviventes, com risco relativo de 2.3 (p=0,01). A recuperagéo de
individuos com faléncia de multiplos érgéos foi mais freglente entre esses
pacientes, ocorrendo em 18 (54%) dos 35 pacientes do grupo que
recebeu ¢ anticorpo contra oito (30%) dos 27 pacientes pertencentes ao
grupo controle (placebo), com p=0,05. Assim, 0s autores concluiram que o
tratamento com anticorpo antiendotoxina reduz a mortalidade e aumenta
a chance de recuperagéo de pacientes com faléncia de 6rgdos, mas que
nao estavam em choque quando tratados.

Horiba et al® (1992) investigaram a ativagdo do Sistema
Complemento pelo LPS purificado de Porphyromonas endodontalis,
Veillonella parvula e Fusobacteriuim nucleatum, bactérias Gram-negativas
isoladas de canais radiculares infectados. A quantificagdo de C3 total
{C3T) foi eleita para avaliar a ativagdo do Complemento pelo LPS. Foram
preparadas solugbes de LPS de 1.000, 500, 100 e 10ug/mL. Um volume
de 0,1mL de cada LPS foi adicionado a 0,4ml. de soro humano completo
& incubado a 37°C por 60min. Consequentemente, a quantidade de LPS
por 0,5mL da reacéo foi 100, 50, 10 e 1ug. Para quantificar a formagao
de C3T, a solugdo de LPS mais sore humano foi diluida a 400, 800, 1.200
e 1.600 com tampdo. Subsequentemente, a suspensado celular foi
incubada a 37°C por 90 min e entéo resfriada. Solugdo fisiologica foi
adicionada e as células foram centrifugadas a 3.000rpm por 10min.
Hemdlises na solugdo sobrenadante foram medidas com o uso de um
espectofotdmetro e a atividade hemolitica do C3T foi determinada.
Quando 1ug de LPS foi adicionada ao soro humano, o consumo de C3T
foi menor que 10% para os LPSs de todas as espécies bacterianas
usadas. Quando 10ug do LPS foram adicionados, o nivel de consumo do
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C3T foi de 15 a 25%, exceto para a cepa de V. parvula. Quando 50ug de
LPS foram adicionados, o consumo do C3T foi maior que 60%, exceto
para F. nucleatum. Com 100pg de LPS, o consume foi maior que 70%,
exceto para V. parvula. Assim, o consumo de C3T foi similar para os LPSs
das quatro espécies bacterianas, quando testado em quantidade superior
a 10ug.

Como evidenciado nesta revisdo da literatura, as endotoxinas
estdo envolvidas na etiologia das reagdes inflamatorias crénicas do
periapice  dentario, especiaimente daqueles dentes seriamente
comprometidos pelo processo de céarie dentaria e indicados para
tratamento endoddntico. Assim, seria de grande utilidade analisar a
eficiéncia dos medicamentos intracanal e sua capacidade de neutralizar
ou destruir os LPS presentes nestes locais.



3 PROPOSICAO

A proposta deste trabalho foi avaliar, in vifro, a efetividade de
curativos intracanal, a pasta de hidroxido de calcioc e a solugdo de
Polimixina B, pura ou associada ao sulfato de neomicina e hidrocortisona,
na eliminag&o das endotoxinas presentes nos canais radicuiares.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo das amostras

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP (Anexo A).

Foram utilizados 75 dentes humanos unirradiculados, extraidos
na clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Sac José dos
Campos — UNESP, por motivos diversos e com prévia autorizagao dos
pacientes a disciplina. Os dentes ficaram 24h. em solugdo de formol a
10% e, posteriormente, foram limpos e imersos em solugéo fisiologica até
o momento do uso. A selegcdo dos dentes foi feita de acordo com a
anatomia externa e interna da raiz, apresentando um unico canal reto. As
coroas foram seccionadas com disco de carborundum préximo a jungéo
cemento-esmalte e o terco apical de todas as raizes foi cortado em 3mm,
padronizando o tamanho dos espécimes em 14mm (Figura 2).

FIGURA 2 - Padronizagio dos espécimes.
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A instrumentacao dos canais radiculares foi realizada em toda
a sua extensdo, desde seu didmetro anatdmico até a lima tipo Kerr
(Maillefer — Michigan — USA) numero 80 e, em seguida, foi realizado o
escalonamento utilizando-se brocas Gates Glidden n® 2, 3 e 4. Durante o
preparo biomecanico, todos os canais foram abundantemente irrigados
com solug@o de hipoclorito de sédio a 1% a cada troca de instrumento.
Concluido o preparo, os canais radiculares foram preenchidos com
solugdo de 4cido etilenodiaminotetracético 17% (EDTA — Byoférmula
Tecnpharma Farmacia de Manipulagéo — SJCampos - SP), que foi agitada
por 3min. A neutralizagao e irrigacao final foi realizada com 10mL de
hipoclorito de sédio a 1%.

Em seguida, foi feito um vedamento da regiao apical utilizando-
se resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M — Dental Products — St
Paul - USA) - (Figura 3) e as raizes foram impermeabilizadas
externamente com duas camadas de adesivo ep6éxi ARALDITE (Brascola
— SP - Brasil), exceto a regido da abertura cervical.

FIGURA 3 - Raiz com vedamento apical de resina fotopolimerizavel.
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Todos os espécimes foram colocados em frascos de vidro
contendo solugéo fisiolégica e foram esterilizados em autoclave a 121°C
por 20min. Em seguida, em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), os
espécimes foram irrigados com 10mL de solugao fisiolégica apirogénica e
novamente foram armazenados em frascos de vidro estéreis, contendo
solugéo fisiolégica apirogénica, e esterilizados em autoclave a 121°C por
20 min. Apds, em ambiente estéril, os espécimes foram acondicionados
aleatoriamente em cinco placas de polistireno de 96 furos (Costar — NY -
USA), com 15 dentes em cada, como mostra a Figura 4.

FIGURA 4 - Distribuicdo dos espécimes nas placas.

Estas placas foram tampadas, embaladas e enviadas a
EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiagao — Cotia - SP) para serem
esterilizadas pela radiagdo gama com cobalto 60. Todos os materiais
utilizados como pinga, gaze, algodao, tesoura, seringa Calen, explorador,
ponteiras foram esterilizados em autoclave e, em seguida, pela radiacao
gama com cobalto 60.

A endotoxina utilizada foi de Escherichia coli n° 055:B5,
adquirida do laboratério Sigma (St Louis - M.O. - USA). Em ambiente
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estéril (cadmara de fluxo laminar), 10ul de endotoxina (40 Ul) foram
inoculados, com o auxilio de uma micropipeta, no interior dos canais
radiculares de sessenta espécimes (quatro placas), o0s quais
permaneceram em estufa a 37°C com umidade relativa de 100% por 24 h,

No dia seguinte, os espécimes foram divididos em cinco grupos
experimentais (15 dentes cada), da seguinte forma (Quadro 1): a) o grupo
1 recebeu como medicagdc intracanal uma pasta de hidréxido de célcio
{Calen - S.8.White Artigos Dentarios — RJ - Brasil), como mostra a Figura
5, b) o grupc 2 recebeu uma solucdo de Polimixina B pura (Ophtalmos
Formulas Oficiais Ltda — Séo Paulo - Brasil), de acordo com a Figura 6A;
¢) o grupo 3 recebeu uma solugdo contendo Polimixina B associada a
hidrocortisona e sulfato de neomicina (OTOSPORIN- Glaxo Wellcome —
SP - Brasil), como mostra a Figura 6B; d) 0 grupo 4 n&o recebeu nenhum
medicamento (controle positivo); e) no grupo 5 ndo foi inoculada a
endotoxina {controle negativo}. Todos os espécimes foram selados com
bolinha de algodao esterilizada e apirogénica, as placas foram fechadas,
seladas com fita adesiva, embaladas em papel PVC e mantidas em estufa
a uma temperatura de 37+£1°C e umidade relativa 100% durante sete dias.

QUADRO 1 - Distribuigdo dos espécimes nos grupos experimentais.

GRUPOS MEDICACAC
01 HIDROXIDO DE CALCIO
(ENDOTOXINA)
02 POLIMIXINA B
(ENDOTOXINA)
03 POLIMIXINA 8
(ENDOTOXINA) HIDROCORTISONA NEOMICINA
04
(ENDOTOXINA) NENHUMA
05
(SEM ENDOTOXINA) NENHUMA
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FIGURA 5 - Hidroéxido de célcio (pasta Calen), seringa Calen e agulha longa.

LT
Otosporin
Hidrocortisona
Sulfain de neomicing
Sulfato de polimivna B

 Suspensio ololdgica

L0 EXTERNG

FIGURA 6 - A: Polimixina B pura, na forma de colirio; B: Polimixina B associada
a hidrocortisona e sulfato de neomicina.



68

4.2 Testes para verificar a neutraliza¢ao da endotoxina presente no
canal radicular

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo
laminar, sendo esta primeiramente submetida & desinfec¢io com &lcool
70 e agua apirogénica. Em seguida, a luz ultravioleta permaneceu ligada
por 30 minutos e, posteriormente, a cdmara foi forrada com duas
camadas de gaze esterilizada e apirogénica.

Foram realizados dois testes para verificar a neutralizagdo da
endotoxina: o lisade de amebdcito de Limulus e a produg@o de anticorpos
em cultura de linfocitos B.

4.2.1 Lisado de amebdcito de Limulus

A neutralizag8o do contettdo de endotoxina foi verificada
utiizando-se o métodc de geleificagdo do lisado de amebécito de Limuius
{Sigma — USA). O Limulus é constituido por um lisado dos amebdécitos
circulantes de cavalos marinhos que, quando exposto a quantidades
pequenas de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como sua
viscosidade, tornando-se um de gel duro.

O Kit lisado de Limulus E-Toxate {Figuras 7, 8A e 8B), obtido
do laboratdrio Sigma (St Louis - USA) é composto por um frasce de 30mL
de agua apirogénica, um frasco de endotoxina padrac Eschericchia coli
055:B5 e um frasco contendo o lisado {(pd). Assim, o lisado foi
ressuspendido em 5mL de agua apirogénica e, em seguida, distribuido
em tubos de vidro apirogénicos 10x75mm (Charles River Endosafe - Alko
de Brasil-RJ-Brasil) — Figura 9, sendo colocado 100ul do lisado em cada

tubo.
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FIGURA 7 - Kit lisado de amebdcito de Limulus E-Toxate (Sigma).
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FIGURA 8 -~ A: O lisado de amebdcito de Limulus e a endotoxina padrdo de E.
coli; B: A agua apirogénica (30mL).
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CHARLES RIVER ENDOSAFE

LAL TEST TUBES 10X75 MM

T100 PHGOF 25
DEPYROGENATED
LOT 113110
PYROGEN FREE UNLESS OPENED OF DAMAGED

FIGURA 9 - Tubos apirogénicos.

Antes de realizar os testes, foi preciso verificar a sensibilidade
do lisado de Limulus. Assim, foram feitas diluices de endotoxina (Quadro
2) a fim de determinar qual a concentragdo minima de endotoxina (Ul/mL)
que o lisado de Limulus era capaz de detectar no momento do teste.

QUADRO 2 - Diluigdes da endotoxina e concentragdes finais apresentadas.
Tubo n° Endotoxina padrdo Agua apirogénica Concentragdo
(mL) Final (Ul/mL)
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Para tanto, foram utilizados nove tubos apirogénicos contendo
100ul do lisado em cada um, onde foi acrescentado 100u! do contetido
dos tubos de n°1 (400Ui/mL) ao de n°9 (0,015Ul/mL). Os tubos foram
levemente agitados e incubados em estufa a 37°C por 1h. Decorrido este
periodo, foi feita a analise da formagdo de gel duro inclinando-se os
tubos. Verificou-se a formagdo de gel duro nos tubos de n® 1, 2,3, 4,5 e
6 e ndc houve formagfo de gel nos tubos de n®™ 7, 8 e 9. Assim, a
concentracdo minima de endotoxina detectada pelo lisado de Limulus foi
de 0,125 Ul/mi (tubo n°6).

Determinada a sensibilidade do lisado de amebdcitc de
Limulus, deu-se prosseguimento aos testes de verificacdo da
neutralizagéo das endotoxinas presentes nos canais radiculares apds a
medicacao intracanal.

Decorride o periodc de sete dias da medicagéo, o selamento
foi removido e os canais radiculares foram irrigados com 3mL de solugéo
fisiolégica apirogénica, com auxilic de seringas apirogénicas de 5mL
(Injex — SP - Brasil) e agulhas apirogénicas 20x5,5mm (B.D - PR -
Brasil), de modo que foram usadas duas seringas para cada canal, uma
para irrigagéo e outra para aspiracao (Figura 10).

Em seguida, o canal foi novamente preenchido com solugéo
fisiolégica e, com auxilio de uma seringa tipo insulina de 1mL (B.D ~ PR ~
Brasil), foi removido 100ut do contetdo do canal, ¢ qual foi colocade em
um tubo apirogénico contendo 100ul do lisado de Limulus. O tubo foi
agitado levemente e incubado em estufa a 37°C por 1 hora. Estes
procedimentos foram repetidos para todos os espécimes. Apds este
periodo, foi verificada a formagado ou nédoc de ge! duro inclinando-se os
tubos.
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FIGURA 10 - Remog¢do do medicamento intracanal (irrigagédo e aspiragéo).

4.2.2 Produgéo de anticorpos em cultura de linfécitos B

Trés camundongos BALB/c de aproximadamente seis meses
foram sacrificados e o bago de cada animal foi retirado (Figura 11) e
macerado em um tubo conico de plastico, esterilizado e apirogénico, com
meio RPMI 1640 (5,2g de RPMI-1640-Sigma, 1,0g de NaHCO3, 2,979 de
Hepes-Sigma, agua deionizada até completar 500mL e 0,5mL de
gentamicina 20mg - pH 7.2), para obtengao dos linfécitos B. A seguir, foi
acrescentado ao tubo 30mL de meio RPMI e este foi centrifugado por 10
min a 534,8xg. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento (Figura
12) foi acrescentado mais 30mL de meio RPMI e novamente centrifugado
por 10 min a 534,8xg. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi
acrescentado 30mL de meio RPMI completo, enriquecido com 10% de
soro fetal bovino (Sigma).
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FIGURA 12 - Células do bago sedimentadas.

Em seguida, foi realizada a contagem das células B na camara
de Neubauer, utilizando o azul de tripan (Sigma - St Louis - USA) e um
tampé&o para promover o rompimento de eritrécitos, obtendo-se o total de
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4,36 . 10° células por mL. Como a cultura preparada tinha 30mL, o total
de células vidveis obtidas do bago de um camundongo foi de 1,30 . 10®
células. Apés, foi colocada aproximadamente um milhdo (1.10°) de células
viaveis em cada pogo da placa de polistireno (apirogénica) de 24 furos
(Costar-NY-USA)- (Figura 13). Estas placas foram incubadas em estufa a
37°C contendo 5% de CO; por 24 horas. Apés este periodo, foi colocado
30ul do contetdo aspirado de cada canal radicular, de todos os grupos
experimentais, nos orificios das placas contendo a cultura de linfécitos B e
também foram deixados 15 orificios contendo apenas a cultura celular
pura, sem o conteudo do canal radicular, que representou o grupo
controle da cultura (G 06). Estas placas foram novamente incubadas em
estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Decorridos quatro dias, foi realizado
o teste ELISA para detectar a produgdo de anticorpos pelas células na

presenca de endotoxina.

FIGURA 13 - Cultura de linfécitos B.
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4.2.2.1 Teste ELISA

Trés placas de microtitulagéo de plastico flexivel e fundo chato
(Hemobag) de 96 furos foram sensibilizadas com conjugado anti-igM de
camundongo ha concentragae 0,5mg/mL. Essas placas foram incubadas
2h em estufa a 37°C. O conjugado utilizado era marcado com peroxidase,
assim, realizou-se a inibigdo da peroxidase com azida 0,1% em PBS. As
placas ficaram 1th em temperatura ambiente e, em seguida,
permaneceram na geladeira até o0 momento do uso.

No dia do teste, as placas foram bloqueadas com 0,5% de
gelatina em PBS por 45 min a 37°C. Apds, foi realizado outro bloqueio
com BSA 0,2%, também permanecendo 45 min em estufa a 37°C. Em
seguida, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,2% de Tween-20
(PBS-T) e foi colocade 100 do sobrenadante de cada pogo da cultura de
linfocitos nos orificios das placas. Os testes foram realizados em
duplicata. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 2h e, logo
apés, foram Javadas abundantemente com PBS-T. A seguir, colocou-se
50ul do conjugado anti-lgM de camundongo marcado com peroxidase na
concentragdo 1/2000. As placas ficaram 1h em estufa a 37°C e, em
seguida, foram novamente lavadas abundantemente com PBS-T. Para
verificar a reagdo, colocou-se 100, em cada orificio, de um reagente
composto de 36ml de tampdo citrato acido citrico 0,1M, 24mg de
ortofenildiamino (OPD-Sigma-USA) e 30ul de H20; a 30%. A reagéo foi
revelada e, apés 5 a 10 min, foi bloqueada com 50ul de acido sulfrico
2,5N. As densidades oticas (DO) foram lidas no leitor de ELISA (Modelo
3550 — BIORAD) com comprimento de onda de 490nm. Obtendo-se os
valores da densidade Otica, fez-se as médias para cada espécime e 0s
resultados foram analisados estatisticamente.



5 RESULTADOS

Com relagédo ao teste do lisado de Limulus, a Tabela 1
apresenta os resultados obtidos, sendo que o sinal + (positivo) significou
que houve geleificagdo do lisado de amebdcito de Limulus e o sinal —
(negativo) que nao houve tal geleificagao.

Tabela 1 — Resultados do teste do lisado de amebdcito de Limulus.
G 01 G 02 G 03 G 04 G 05

Ca(OH); Polimixina Otosporin Dentes sem Dentes sem
medicacao endotoxina
+ -

01 - +
02 - -
03 - -

05 - -
06 - -
07 - +
08 - -
09 - -
10 - -
11 - -
12 - =
13 - -
14 - -
15 - -

+++F A EE A+
+++FF A+
1

As Figuras 14A e 14B ilustram a geleificagdo ou ndo do lisado
de Limulus ocorrida nos grupos experimentais.
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FIGURA 14 - Representagdo de um dos espécimes: A) em que houve
geleificagdo do lisado de Limulus; B) em que ndo houve
formag&o de gel duro.

Com base na Tabela 1, pbode-se perceber que o grupo 01
(hidroxido de calcio) é semelhante, para a amostragem realizada, ao
grupo 05 (dentes sem endotoxina - controle negativo), enquanto o grupo
03 (OTOSPORIN) é semelhante ao grupo 04 (dentes sem medicacédo —
controle positivo). Assim, a analise foi realizada quanto a igualdade ou
diferencga significativa do grupo 02 (Polimixina B) com o grupo 05 (dentes
sem endotoxina -~ controle negativo).

Para isso, o teste recomendado foi o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, aplicando-se escores para os sinais positivos e negativos:
0 — negativo, 1 — positivo. O resultado deste teste mostrou ndo haver
diferenca significativa do ponto de vista estatistico entre os grupos 02 e
05, apresentando um valor de p-nivel igual a 0.072 com um grau de
confianga de 95%. A semelhanga entre os dois grupos so seria rejeitada
caso o p-nivel fosse inferior a 0.05.

A Figura 15 apresenta o histograma para os valores dos escores
nos dois grupos analisados.



78

Numero de observacbes
s

o L] -~ - @

CONTROLE POLIMIXINA B

FIGURA 15 - Histograma de frequéncia dos escores entre o grupo 2 (Polimixina
B) e o grupo 5 (Controle).

Com relagéo ao teste imunoenzimatico (ELISA) para verificar a
produgd@o de anticorpos, os resultados obtidos da densidade 6tica (DO)
estdo respresentados na Tabela 2. Neste teste foi adicionado um grupo
controle (G 06), contendo apenas a cultura celular pura, sem o contetdo
do canal radicular.

Tabela 2 — Valores meédios da densidade 6tica (DO) para cada espécime dos
grupos experimentais.
G 01 G 02 G 03 G 04 G 05 G 06
(CaOH), Polimixi Otospo Dentes sem Dentes Cultura

na B rin medicacao sem celular

endotoxina  pura

01 0,690 1,033 1,206 1,292 0,763 0,725
02 0,825 0,924 1,230 1,284 0,722 0,491
03 0,909 0,994 1,270 1,260 0,822 0,504
04 0,680 0,996 1,254 1,287 0,994 0,489
05 0,841 0,866 1,200 1,268 0,779 0,614
06 0,735 0,878 1,121 1,308 0,819 0,656
07 0,730 0,933 1,115 1,350 0,849 0,562
08 0,873 0,875 1,205 1,196 0,806 0,675
09 0,856 0,695 1,079 1,314 0,963 0,678
10 0,739 0,865 1,152 1,287 0,952 0,491
11 0,556 0,875 1,288 1,242 0,990 0,764
12 0,569 0,671 1,191 1,265 1,004 0,766
13 0,735 0,753 1,181 1,273 0,966 0,698
14 0,740 0,831 1,185 1,197 0,945 0,782

15 0,399 0,846 1,127 1,213 1,007 0,764
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Os valores médios da densidade 6tica apresentados por cada
grupo experimental estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios da DO apresentados por cada grupo.
G 01 G 02 G 03 G 04 G 05 G 06

Grupos Ca(OH), Polimixi Otospo Dentes sem Dentes Cultura

na B rin medicagao sem celular

endotoxina  pura

Valores
Médios 0,725 0,867 1,187 1,268 0,890 0,643
(DO)

Estes resultados foram analisados através da Analise de
Variancia (ANOVA) uma vez que os dados apresentados sé&o
correspondentes a valores reais e continuos. Como a amostragem foi
composta com noventa dados, pdde-se supor, com 95% de confianca,
que os mesmos possuem distribuicdo Normal gragas ao teorema do limite
central.

O valor de p-nivel neste caso foi praticamente nulo, o que indica
diferencas bastante significativas entre os seis grupos. Para identificar
essas diferengas utilizou-se o teste de Tukey, que apresenta os p-niveis
para cada par de grupos analisados, como representados no Quadro a

seguir:
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Quadro 3 - Representacao dos p-niveis para cada par de grupos analisados.

GOl GO2 GO3 GO04 GO5 _ GO6
G 01 0,00171 0,00012 0,00012 0,00026 0,21431
Ca(OH),

G02  0,00171 0,00013 0,00012 0,98700 0,00013

Polimixina
B

G 03 0,00012 0,00012 0,20363 0,00012 0,00012
Otosporin

G 04 0,00012 0,00012 0,20363 0,00012 0,00012
Dente sem
medicacao
G 05 0,00026 0,98700 0,00012 0,00012 0,00012
Dente sem
endotoxina
G 06 0,21431 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012
Cultura
pura

Assim, o teste de Tukey mostrou que:

a) o grupo 01 (Hidréxido de calcio) € semelhante ao grupo 06
(cultura pura), com p-nivel de 0,21, e diferente dos demais
grupos (p<0,05);

b) o grupo 02 (Polimixina B) € semelhante ao grupo 05 (dentes
sem endotoxina), com p-nivel de 0,98, e diferente dos
demais grupos (p<0,05);

c) o grupo 03 (OTOSPORIN) é semelhante ao grupo 04
(dentes sem medicagédo), com p-nivel de 0,20, e diferente
dos demais grupos (p<0,05);

Essas semelhancas e diferengas sdo visualizadas no grafico de

Box-Plot dos grupos (Figura 16).
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FIGURA 16 - Box-Plot referente aos dados da densidade ética (DO), segundo o

teste imunoenzimatico (ELISA).
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6 DISCUSSAO

6.1 Da escolha do tema

A maior parte das alteragbes patolégicas gue envolvem a polpa
e os tecidos periapicais é de etiologia microbiana, sendo as bactérias e
seus metabdlitos fundamentais na indugdo e pricipalmente na
manutengdo destas lesbes {(Sundquist®, 1994). Componentes
bacterianos e subprodutos do metabolismo microbiano induzem reagtes
inflamatérias agudas e cronicas nos canais radiculares e na regido
periapical (Kakehashi et al.>®, 1965).

A baixa tensdo de oxigénio, o suprimento de nutrientes e a
perda de defesa natural, apds a necrose pulpar, beneficiam as interagdes
de microrganismos e podem levar a predominancia de certas espécies
como:. Eubacterium, Pepltococcus, Peptostreptococecus, Prevotella,
Porphyromonas € Fusobacterium (Sundgvist®?, 1992). Andlises da
microbiota de canais radiculares infectados tém revelado a predominancia
das bactérias Gram-negativas anaerdbias (Wittgow Junior & Sabiston
Junior', 1975). Tani-Ishii et al.’’, em 1994, estudou as alteragdes da
microbiota do canal radicular, durante o desenvolvimento de lesGes
perirradiculares em ratos, e observaram que na fase ativa de destruigéo
fssea e expansdo das lesdes havia o predominio de anaerdbios estritos
Gram-negativos, principaimente Bacleroides, Prevolella e Neisseria ssp.

As bactérias Gram-negativas possuem na sua parede externa
endotoxinas, que 530 complexos lipopolisacaridicos (LPS) de potente
acdo citoidxica. Estas moléculas s8o importantes mediadores
inflamatérios e sdo principalmente liberadas apds a morte da célula
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bacteriana. As bactérias Gram-negativas podem ser fagocitadas por
macréfagos, tendo a parede degradada e a endotoxina liberada da célula
com grande toxicidade (Petsch & Anspach®, 2000).

A endotoxina livre na circulagfo apresenta diferentes atividades
pro-inflamatérias, como a inducdo da sintese de prostaglandinas,
leucotrienos, fator ativador de plaquetas (PAF), sistema complemento e
interleucina-1 (IL-1), entre outros. A ativagdo desses mediadores causa
aumento da permeabilidade vascular, marginagdo de neutréfilos nas
células endoteliais, quimiotaxia de neutréfilos, liberacdo de colagenase,
indugdo de febre, ativagdo de linfécitos e numerosos outros efeitos
biologicos, incluindo reabsor¢cdo o¢ssea e formacdc de granulomas
cronicos (Dwyer & Torabinejad', 1981). O LPS estimula a infiltragio dos
tecidos por células mononucleares, com a consequente producgio de
mediadores inflamatérios, entre 0s quais se destacam citocinas e
prostaglandinas. As citocinas séc polipeptideos de baixo peso molecular,
produzidas por células hematopoiéticas e estruturais, e parecem ter uma
funcdo preponderante no desenvolvimento da pericdontite apical. Entre as
citocinas, destacam-se IL-1c. e IL-1B, o Fator de Necrose Tumoral-o
{TNF-a), produzidas por macrofagos ativados e TNF-§, elaborado por
células T ativadas. Essas substaéncias quimicas sdo ativadoras de
osteoclastos, participando, portanto, da reabsorgdo dssea, manifestagéo
expressiva no desenvolvimento da lesdo periapical (Stachenko et al.®,
1991; Wang & Stashenko'®, 1993).

Por outro lado, o LPS pode causar reabsor¢dc Ossea através
de sua interferéncia nas reagdes comandadas pelos ostecblastos e
osteoclastos, pois ao inibir os efeitos estimulantes dos fatores de
crescimentc sobre os osteoblastos, esse componente celular das
bactérias Gram-negativas blogueia a reparacéo éssea no sitio inflamatério
(Stashenko et al.?’, 1991). Além disso, o LPS, a IL-1a e IL-1B tém a
capacidade de estimular a producio de prostaglandina E; (PGE3), por
parte de fibroblastos, osteoblastos e macrdfagos, que constitui importante
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ativador de osteoclastos (Lindeman et al.*®, 1988; Stashenko et al.®
1991; Wang & Stashenko'®, 1993; Nair®, 1997; Schwartz et al.”®, 1997)
Contudo, o LPS & um importante fator de viruléncia, determinando efeitos
biolégicos que resultam na amplificagéo das reagdes inflamatérias, pois
mesmo quantidades pequenas de endotoxinas sdo capazes de induzir a
resposta inflamatéria periapical (Dwyer & Torabinejad’¢, 1981; Mattison et
al.*®, 1987, Estrela & Figueiredo'®, 2001).

Schein & Schilder™ (1975) verificaram que dentes com polpa
necrosada contém grande gquantidade de endotoxina e os estudos de

Schonfeld et al.”’

(1982) demonstraram que a presenga de endotoxina em
lesdes endodbnticas esta altamente correlacionada com lesdes
granulomatosas. Dahlén ef al.'? em 1981, comprovaram a capacidade do
LPS de ativar a reabsorgio 6ssea, cementdria e dentinaria em macacos,
avaliando histopatologicamente a regido periapical apés trés e sete
meses da inoculagdo do LPS nos canais radiculares. Horiba et al.*', em
1991, observaram uma maior quantidade de endotoxina nos dentes
sintomaticos e nagueles que apresentavam grandes areas radiolGcidas
periapicais.

Desta forma, ¢ sucesso do tratamento endoddntico dependera
da maxima eliminagdo das bactérias e seus produtos do interior do
sistema de canais radiculares, massa dentinaria e erosdo cementaria
apical através da instrumentacéo do canal radicular, da acdo do agente
irrigante utilizado e do medicamento intracanal. Devido a presenga de
endotoxina nos espagos pulpares e nas areas periapicais potenciaimente
inflamadas, sua detoxificagdo pode facilitar a cura e reduzir a dor e o
edema (Buck et al.?, 2001).

O hidréxido de calcio € o agente antimicrobiano mais
recomendado como medicagdo intracanal em diferentes situagbes
clinicas, como infecgbes do canal radicular, apicificagdo, reabsorgéo
radicular, entre outras (Bystrdm et al.”, 1985; Tronstad'® 1988). E a
medicag8o intracanal mais empregada atualmente. A dissociagdo ibnica
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do hidroxido de calcio em ions célcio e ions hidroxila e o efeito destes
ions sobre os tecidos e microrganismos possibilitaram tal consagragéo.
Estrela & Figueiredo'® (2001) acreditam que seu representativo destaque
entre os farmacos endoddnticos deve-se a duas expressivas
propriedades: a primeira € a inibicdo de enzimas bacterianas, a partir de
sua agdo em nivel de membrana citoplasmatica, conduzindo ao efeito
antimicrobiano e a segunda é a ativag@o enzimatica tecidual, observada
por sua agdo sobre a fosfatase alcalina, gerando efeito mineralizador.
Estas propriedades s80 decorrentes de seu elevado pH, com valores
aproximados a 12.6, o que estabelece alta liberagdo de ions hidroxila.

Siogren et al.®

(1991) estudando o efeito do hidréxido de calcio em
dentes com lesbes periapicais constataram que a destruicdo dos
microrganismos foi eficaz aos sete dias, e que 13 das 14 espécies
bacterianas isoladas eram Gram-negativas anaerobias. Safavi &
Nichols'3(1993) demonstraram que a porgéo lipidica do LPS bacteriano foi
hidrolizada pelo hidréxido de calcio, apds uma semana de exposicio,
resultando em acidos graxos livres.

A Polimixina B € um antibidtico polipeptidico catibnico, muito
utilizado em pacientes com sepsis bacteriana por microrganismos Gram-
negativos e em. choques endotéxicos {Rifkind®®, 1967; Evans et al.?
1999), pois & capaz de se ligar com alta afinidade ao lipidio A,
neutralizando sua atividade bioldgica (Moore et al.%, 1986; Morrison &
Jacobs®, 1976). A polimixina B inibe a ativagdo do complemento e a
sintese de interferon-y, TNF-o e interleucinas nos macréfagos ativados
pelo LPS. Em modelos animais, a polimixina B inibe certas atividades
biolégicas induzidas pelo LPS, como a coagulagdo intravascular, a
leucopenia, a reagdo de Schwartzman generalizada, inflamagdo
associada com meningite bacteriana Gram-negativa e choque endotoxico
(Evans et al.%, 1999),

QOutros frabalhos preconizam a utilizacdo de polimixina B
sozinha (Darrow & Keithley', 1996) ou associada com hidrocortisona e
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sulfato de neomicina (Smith & Moodie®, 1990; Tong et al.%, 1996; Mir6®?,
2000) em infecgbes do ouvido médio causadas por bactérias Gram-
negativas. Na Odontologia, as associacbes de corticosterides e
antibidticos também s&o usadas como medicagdo intracanal. Holland et
al.?®, em 1980, citado por Lopes & Siqueira Junior* (1999), propuseram a
utilizagdo do OTOSPORIN, uma associagdo de hidrocortisona com os
antibidticos sulfatoc de polimixina B e sulfato de neomicina, em veiculo
aquoso. A hidrocortisona apresenta potencial antiinflamatdrio moderado, o
sulfato de neomicina € um antibidtico de largo espectro, sendo eficaz
contra um grande numero de bactérias aerdbias e anaerdbias facuitativas,
e o sulfato de polimixina B & efetivo contra bactérias Gram-negativas.

No presente trabatho foi utilizado o hidréxido de calcio devido a
sua grande utiizagdo na pratica odontologica e seus efeitos
antimicrobianos satisfatorios, a polimixina B pura devido ao seu emprego
de forma sistémica em pacientes com sepsis por Gram-negativo, inibindo
muitos dos efeitos biolégicos provocados pela endotoxina e a polimixina B
associada a hidrocortisona e ao sulfato de neomicina por ser um
medicamento frequentemente usado na pratica endodéntica.

6.2 Da metodologia

Dentre os problemas encontrados para a realizagao de
trabalhos utilizando dentes humanos pode-se citar a questdo ética e a
padronizacdo da amostra. Quanto a ética, utilizou-se neste trabalho
dentes extraidos na disciplina de Cirurgia da Faculdade de Odontologia ~
UNESP — campus de Saoc José dos Campos, por motivos diversos e com
prévia autorizagdo dos pacientes a disciplina. Referente &4 padronizagéo
da amostra, existem dificuidades relativas a idade do dente, quantidade
de dentina esclerosada, variaveis anatdmicas, principalmente na regido
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apical, como delta apical, a presen¢a de canais acessorios e crateras de
reabsorgéo. Assim, nesta pesquisa, os 3mm apicais foram removidos a
fim de minimizar tais variagbes anatémicas e a corca foi seccionada
padronizando o tamanho dos espécimes em 14mm.

Os espécimes foram instrumentados até a lima tipo Kerr n°® 80
para promover um amplo alargamento do canal radicular e facilitar a
inoculagdo da endotoxina e da medicagéo intracanal. Apds o preparo
biomecanico, a regido apical foi vedada com resina fotopolimerizavel para
impossibilitar a saida da endotoxina e da medicag¢ao e, ainda, a raiz foi
impermeabilizada externamente com resina epdxi ARALDITE para
garantir um perfeito vedamento.

De acordo com o protocolo do laboratério Sigma® (St Louis -
MA — USA), todo o material utilizade como pingas, tesouras, seringa
Calen, algodio, gaze, tubos de vidro, deveria ser detoxificado pela
esterilizagdo em autoclave a 121°C por 1 hora e, em seguida,
esterilizagdo pelo calor seco, em estufa, a 175°C por 3 horas. Como
recomendado, todo materia! foi, primeiramente, lavado em agua destilada
com 0,1% de triton X 100 e, apéds, enxaguado varias vezes em agua
destilada, deionizada, apirogénica e esterilizado em autoclave a 121°C
por 1 hora e em estufa a 175°C por 3 horas. Entretanto, os resuitados
obtidos com este material, nos testes pilotos, indicavam a presenca de
endotoxina. Assim, com base na literatura (Csako et al.'®, 1983; Snyder et
al.¥’ 1986), verificou-se que a radiagdo gama com cobalto 60 neutraliza
0s pirbgencs e, entado, todo o material, inclusive os espécimes, foram
encaminhados 4 EMBRARAD para realizar tal procedimento.

A endotoxina utilizada foi a de Eschericchia coli, por ser uma
endotoxina padrdo, utilizada na maicria dos trabalhos relatados na
literatura (Galanos et al.?®, 1985; Shenep et al.¥!, 1985, Marra et al.*®,
1992; Gough et al.?®, 1996; Barthel’, 1997, Haight-Ponce et al.?’, 1999;
Petsch & Anspach® 2000; Souza®, 2000; Parviainen et al.%®®, 2001).
Quimicamente, as endotoxinas sao lipopolissacarideos que consistem de
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trés partes distintas. O componente lipidico ndo-polar é chamado lipidio A,
além dele existe um corpo oligossacaridico e outro heteropolissacaridico,
representado pelo antigenoc O de superficie. O antigeno O é formado por
repetidas unidades polissacaridicas, que séo especificas de um grupo e
determinadas pela identidade sorolégica da respectiva bactéria, ou seja,
esta regidio é (nica para cada cepa bacteriana (Rietschel et al.®®, 1993).
Os defeitos genéticos ndo diminuem a viabilidade do microrganismo nem
o potencial biologico da endotoxina (Petsh & Anspach®, 2000). O corpo
oligossacaridico tem uma estrutura conservada com uma regido de KDO
(acido 2-keto-3-deoxiocténico)-heptose interma e outra externa. Em
espécies de E. coli sdo demonstrados até cinco tipos diferentes de corpos
e em espécies de Salmonella ha apenas uma estrutura corpdrea.
Contudo, o lipidio A é o principal responsavel pela atividade endotdxica do
LPS. A estrutura primaria do lipidico A é bem conservada entre as
diferentes espécies de bactérias Gram-negativas (Nakano et al.*®, 1975;
Kirikae et al.®®, 1997). O lipidio A carrega um total de carga negativa
devido a presenca de frés grupos fosforil e dois a trés grupos carboxil
associados com a regido interna do corpo, e mais dois grupos fosforil
associados com a parte dissacaridica do lipidio A (Rietschel et al.%,
1993). Assim, mesmo gque a E. coli ndo seja uma bactéria comumente
encontrada no interior dos canais radiculares com polpa necrosada, sua
endotoxina apresenta a estrutura basica do componente lipidico, que
representa o centro ativo responséavel pelas propriedades tdxicas dos
LPSs.

O hidroxido de calcio utilizado foi a pasta Calen (S.S.White —
SP - Brasil), pois de acordo com o estudo de Leonardo et al.*!, em 1976,
citado por Leonardo & Leal®® (1998), dentre 13 formulas contendo
diferentes substancias e veiculos, a chamada férmula 10, atualmente
comercializada com o nome de Calen, foi a que ofereceu melhores
resultados fisico-quimicos. Esta formulagdo apresenta o polietilenoglicol
400 como veiculo, que embora considerado de peso molecular elevado, é
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classificado como hidrossoldvel. Assim, na presente pesquisa, 0os canais
radiculares de Grupo 1 foram preenchidos com tal medicacdo, com auxilio
da seringa Calen e agulhas longas apirogénicas.

A polimixina B utilizada neste estudo foi manipulada na
Farmécia de manipulagao Ophtalmos Férmulas Oficiais Lida (Sac Paulo
- Brasil), sob a forma de colirio, contendo 1mg/mL de sulfato de
polimixina B, o que corresponde a 10.000 Ul, mesma concentragdo
presente nas solugdes otoldgicas. Desta forma, 0s canais radiculares do
grupo 2 foram preenchidos com 40ul (400 Ul ) de tal medicacéo.

A polimixina B associada a hidrocortisona e a¢ sulfato de
neomicina utilizada nesta pesquisa foi 0 OTOSPORIN (Glaxe Wellcome -
SP - Brasil), uma sclucio otolégica bastante utilizada na Endodontia e
que possui a seguinte formulagdo em cada mL: 10mg de hidrocortisona,
5mg de suifato de neomicina, 10.000 U} de polimixina B e 1mL de veiculo.
Os canais radiculares do Grupo 3 foram entdo preenchidos com 40ul
desta medicagao.

Dentre os varios métodos para detectar endotoxinas, ¢ de
geleificagéo do lisadoc de amebocite de Limulus (LAL) é o0 mais sensivel e
0 mais econdmico (Petsch & Anspach®, 2000). O LAL foi introduzido na
rotina de laboratério pelos trabalhos de Levin & Bang“2 (1968). Quando
comparado ao teste oficial de coetho USP, que tem sido historicamente
utilizado para testes de pirdgencs, o LAL ndc s6 & mais sensivel como
também é mais simples, mais rapido @ menos dispendioso (Tomasulo et
al.?®, 1977). Este reagente & preparado de um lisado dos amebdcitos
circulantes de cavalos marinhos, Limulus polyphemus, e quando exposto
a uma guantidade minima de endotoxina, o lisado aumenta sua
opacidade bem como sua viscosidade formando um gel duro (Levin &
Bang*, 1968). O LAL possui sensibilidade para detectar até 0,02 Ul/mL
de endotoxina (Petsch & Anspach®, 2000). Embora o LAL seja 6 método
mais sensivel e confidvel no monitoramento de endotoxina, muitas
substancias podem interferir, causando resultados falso negativos ou falso



positivos. Os resultados falso positivos podem ser causados pela
presencga na amostra de tripsina ou enzimas ligadas a tripsina (Tai et al.%,
1977) trombina, tromboplastina, polinucieotideos e ribonuclease (Elin &
Wolff'®, 1973). Os resultados falso negativos podem ser atribuidos a
inibidores da tripsina, EDTA e outros reagentes ligados ao célcio (Levin &
Bang*?, 1968), alta concentracdo de sal (Nandan & Brow®, 1977) e
penicilinas semisintéticas (Rhodes et al.’%, 1974).

No presente trabalho, o hidréxido de calcio foi removido do
canal radicular por irrigacéo com 3mL de solugéo fisiolégica apirogénica,
entretanto, devido ao seu alto pH e a liberac&o de ions célcio, o contetido
do canal radicular avaliado poderia levar a um resultado falso negativo.
Para contornar o problema procedeu-se a outro teste, o da producgao de
anticorpos por linfécitos B em cuitura. O grupo tratado com o hidréxido de
calcio estimulou uma pequena producio de anticorpos por estas células,
sem induzir morte celular ou efeitos toxicos devido ao pH. Assim,
comprovou-se a neutralizagio da endotoxina e a regularizacéo do pH pelo
agente irrigante.

Nesta pesquisa utilizou-se o teste de ativag@o celular, pois um
dos efeitos bioldgicos causados pelo LPS é a ativagéo de linfécitos B,
assim, estas células, na presen¢a de endotoxina, proliferam e produzem
anticorpos, gue s30 detectados pelo teste ELISA. A ativagéo policlonal de
células B, in vitro e em ratos, geralmente aumenta mais a sintese de IgM
que a de IgG (Clagett et al.’, 1980, citado por Ito et al.>*, 1988). Desta
forma, neste estudo foi detectado o aumento da produgéo de anticorpos
da classe IgM usando um conjungado anti-lgM de camundongo.

6.3 Dos resultados

Na Tabela 1, péde-se verificar qgue o Grupo 01 (hidréxido de

calcio) ndo apresentou formacéo de gel duro, referente & presenga de
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endotoxina, em nenhum dos espécimes testados. Na Tabela 3, este
mesmo grupo apresenta os menores valores de D.QO., indicando uma
producdo de anticorpo similar ao grupo controle negative (G 6 — cuitura
pura, sem endotoxina e sem espécime teste). Estes resultados
concordam com os de outros autores que, utilizando metodologias
diferentes, constataram in vitro que o hidréxido de célcio pode alterar as
propriedades biolégicas do LPS (Safavi & Nichols™®, 1993; Safavi &
Nichols™, 1994; Barthel et al.’, 1997, Nelson Fitho®, 2000) .

Safavi & Nichols™, em 1993, mostraram que o LPS tratado com
hidroxido de calcic libera quantidades elevadas de Aacidos graxos livres,
resultantes da hidrolise da porgao lipidica da endotoxina. Estes resultados
sugeriram que a degrada¢io do LPS mediada pelo hidroxido de célcio
pode ser uma importante causa dos efeitos benéficos obtidos com ¢ uso
do hidréxido de calcio na pratica endodéntica. Segundo Safavi & Nichols™
(1994) a produgdo de prostaglandina E; foi inibida em culiura de
mondcitos estimulados com LPS tratado com hidrdxide de calcio. Esses
experimentos sugeriram que as propriedades biolgicas do LPS requerem
a presencga de acidos graxos hidroxilados ligados a jungéio éster e estas
ligagdes sdo rompidas pelo tratamento com ¢ hidrdxido de célcic. Em
1997, Barthel et al.® também avaliaram a capacidade do hidroxido de
célcio em neutralizar a atividade bicldgica de endotoxinas bacterianas, e
concluiram que o LPS de E. coli fratado com hidroxido de calcio nao
induzia a sintese de TNF-a em monécitos do sangue periférico. Nesta
presente pesquisa, verificou-se que o hidréxido de calcio altera a
propriedade da endotoxina de estimular a ativagdo de linfocitos B,
provavelmente devido a quebra da ligagdo é&ster-acidos graxos,
nevtralizando seus efeitos toxicos, que foi também verificado pela nao
geleificagéo do lisade de amebdcito de Limulus.

A polimixina B pura, no presente estudo, também apresentou
resultados satisfatérios como pode ser visto na Tabela 1. Somente trés
dentes induziram a geleificagao do lisado de Limulus e, de acordo com a
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Tabela 3, os valores da D.O., referentes & sintese de anticorpos pelas
células B, sdo similares aos do grupo controle (G 05), em gue néo foi
inoculada endotoxina nos canais radiculares. Esses resuitados estao de
acordo com os de outros autores (Rifkind®, 1967; Parviainen et al.®®,
2001; Tani et al.%, 2001), que utilizaram polimixina B no tratamento de
sepsis por microrganismos Gram-negativos e de choque endotéxico.

O efeito neutralizante da polimixina B na atividade do LPS foi
observado primeiramente por Neter®', em 1956, citado por Bucklin et al.®
(1995), quando o LPS foi incubado com a polimixina B e a aglutinagdo de
eritrécitos, normalmente induzida pelo LPS, foi inibida. Desde entéo,
outros autores tém demonstrado que a polimixina B pode inibir a
letalidade endotdxica em galinhas, ratos, coelhos, cées e cavalos
(RifKind®®, 1967; Bucklin et al.?, 1995; Parviainen et al.%®, 2001),

Rifkind & Palmer’® (1966) e Rifkind®® (1967) verificaram uma
redugao de letalidade endotdxica em embrides de galinhas e de ratos e
tambem a neutralizac@o da reagfo de Schwartzman em coelhos. Eles
postularam um mecanismo de agéo no qual a polimixina B, um antibidtico
polipeptidico catiénico, liga-se covalentemente & carga eletronegativa do
lipidio A da molécula de endotoxina. Essa ligago foi mais tarde
confirmada in vitro por Morrison & Jacobs® (1976). A polimixina B tem a
habilidade de se ligar com aita afinidade a por¢ao de lipidio A, alterandg,
assim, a conformacgao tridimensional da molécula de LPS. Essa alteragéo
conformacional possiveimente impede o complexo endotoxina-pelimixina
B de se ligar ao receptor de CD14 nos mondcitos, inibindo a liberacio de
mediadores inflamatdrios como, por exemplo, o TNF (Bucklin et al?,
19956). Nesta presente pesquisa, a polimixina B impediu a capacidade do
LPS de ativar linfécitos B e também inibiu a geleificacéo do lisado de
amebdcito de Limulus, provavelmente devido 3 alteragéo conformacional
da molécula de endotoxina ligada a polimixina B.
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Com relagdo a polimixina B associada a hidrocortisona e ao
sulfato de neomicina, os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 3
mostram, respectivamente, que houve geleificacéo do lisado de Limulus
em todos 0s espécimes testados e valores altos de D.O., refletindo a alta
sintese de IgM, muito semelhante ao obtido no G 04, onde a endotoxina
néo foi tratada com qualquer medicamento. Esses resultados discordam,
em parte, dos obtidos por outros autores (Smith & Moodie®, 1990; Tong
et al.*®® 1996; Mir6¥, 2000), que utilizaram essa preparagao farmacéutica
com sucesso no tratamento de otites médias supurativas causadas por
microrganismos Gram positivos e negativos. Eniretanto, @ importante
enfatizar que, em nenhum desses trabalhos, os autores avaliaram a
atividade neutralizante do OTOSPORIN sobre ¢ LPS. Lopes & Siqueira
Junior*® em 1999, realizaram um estudo em gue testaram a atividade
antimicrobiana do OTOSPORIN sobre microrganismos da saliva, apds
incubagdo em aercbicse e anaerobiose, e foi possivel verificar gue este
medicamento apenas apresentava efeito inibitério na presenga de
oxigénio, sendo eficaz, portanto, sobre microrganismos aerdbios e
facultativos, nac inibindo os anaerdbios estritos. No presente trabalho,
investigou-se a capacidade neutralizante do OTOSPORIN sobre o LPS,
ndo se constatando qualquer atividade desta natureza. Esta auséncia de
atividade da preparacio pode ser devida ao pH da solugéo, pois verificou-
se, por exemplo, que a solugdo de polimixina B pura apresentava um pH
em torno de 6.4 enquanto a polimixina B associada a hidrocortisona ¢ ao
sulfato de neomicina tinha um pH em torno de 5.4. Outra possibilidade a
ser considerada é a interferéncia de um dos componentes da férmula
sobre a polimixina B. Estas e outras alteracdes podem ter influenciado
sua a¢aoc neutralizante sobre as endoioxinas. Assim, a polimixina B
associada ao sulfato de neomina e hidrocortisona tem seu uso limitado na
Endodontia, sendo utilizada principalmente nos casos de tratamento de
polpa viva devido a sua agéo antiinflamatoéria satisfatoria, e por preservar
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a integridade do coto pulpar e dos tecidos perirradiculares {Holland et
al.®® 1980, citado por Lopes & Siqueira Junior** em 1999).



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabatho, pdde-se

concluir que:
1)

2)

O hidroxide de calcio foi 0 mais efetivo agente neutralizante
de endotoxinas quando usado por sete dias;

A polimixina B pura apresentou boz capacidade
neutralizante, embora inferior a do hidroxido de céicio,
sendo que ambos podem ser recomendados como agentes
neutralizantes de endotoxinas em Endodontia;

3) A polimixina B associada ao sulfato de neomicina e

hidrocortisona nio foi capaz de neutralizar as endotoxinas
inocutadas no canal radicular, falhando em todos os casos
e, assim, nao deveria ser recomendada com a finalidade de
neutralizar endotoxinas em Qdontologia.
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ABSTRACT

The celf walls of Gram-negatives bacteria contain a lipopolysaccharide complex,
also called endofoxin, which may be released into the environment as blebs
during bacterial cell growth or as large pieces of membrane upon cell death.
Endotoxins are potent agents capable of initiating various biological responses,
which include initiation of osteoclastic activity and subsequent bone resomtion.
The purpose of this study was to evaluate the effeciiveness of intracanal
medicaments in the elimination of the endotoxins in the root canal. Seventy-
fivefreshly extracted, single-rooted, straight human anterior feeth were used in
the study. The crowns were removed and the apex cut in 3mm, standardizing the
size of the specimens in 14mm. The root canals of the testh were instrumented,
and the roots apex hindered with light-cure resin. The specimens were sterilized
and it was inoculated endotoxin of Escherichia coli inside sixty root canals. The
feeth were divided in 5 experimental groups {15 teeth). The group 1 received as
intracanal medicament the paste of calcium hydroxide, the group 2 received a
solution contends Poyimyxin B pure, the group 3 received a solution contends
Polymyxin B, neomycin sulfate and hydrocortisone, the group 4 (control positive)
didn’t receive any medicament and in the group 5 (controls negative} the
endotoxin was not inoculated. The teeth were maintained in stove to a
temperature of 371+1°C and relative humidity 100% for 7 days. After this period,
the neutralization of the endotoxin was verified being used Limulus lisate and the
production of antibodies in lymphocyte B culfure. The results obtained with the
Limulus lisate were submitted fo the statistical analysis using the test of Mann-
Whitney and was verified that the freatments with the calcium hydroxide and with
the Polymyxin B pure went effective in to neultralization of the endotoxin in the
root canals. The results obfained in the lymphocyte B culture were submitted to
the statistical analysis ANOVA, with level of significance of 5%, and to the test of
Tukey, where it was verified that the calcium hydroxide presented the best
results, with difference statistical significant in refation fo the other groups. Thus,
the resuits of this study suggest the calcium hydroxide as the best endotoxin
neutralizant agent, being followed by the polymyxin B pure. The polymyxin
associated fo the neomycin sulfate and hydrocortisone didn't already exhibit
capacity neutralizant of LPS and, therefore, it should not be recommended with
this objectify.
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