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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABS = absorbancia

BHI = Brain and Heart Infusion (Infusdo de cérebro e coracao)
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Maekawa LE. Avaliagdo in vitro da acdo de substancias quimicas
auxiliares e medicacdes intracanais sobre Escherichia coli e sua
endotoxina em canais radiculares [dissertacdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar a efetividade de substancias quimicas
auxiliares e medicacdes intracanais sobre Escherichia coli e sua endotoxina em
canais radiculares. Foram utilizados 120 dentes unirradiculados que apés secg¢éo
das coroas as raizes foram impermeabilizadas e esterilizadas. Os canais foram
contaminados com suspensao de Escherichia coli por 14 dias. Apds a coleta de
confirmacao, foram instrumentados até a lima K 50 e escalonados até a K 80.
Doze raizes foram utilizadas como controle (G4) e 108 raizes foram divididas em
3 grupos (n=36), de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada: G1)
hipoclorito de sddio 2,5%; G2) clorexidina gel 2% (CLX); G3) solucao fisiolégica
apirogénica. Apés o preparo biomecénico (PBM) estes grupos foram subdividos
de acordo com a medicacao intracanal utilizada (MIC) (n=12): A) hidréxido de
calcio (Ca(OH),), B) polimixina B e C) Ca(OH), + CLX. No grupo G4 foi utilizada
solucéo fisioldgica apirogénica sem MIC. Foram realizadas coletas do conteltdo
do canal radicular imediatamente ap6s o PBM (12 coleta), apés 7 dias do PBM
(22 coleta), imediatamente apos 14 dias da acao da MIC (32 coleta) e 7 dias apos
remocao da MIC (42 coleta). Para todas as coletas foram avaliadas: a) atividade
antimicrobiana; b) quantificacdo de endotoxina pelo teste cromogénico do lisado
de amebdcitos de Limulus. As substancias quimicas auxiliares e as MICs
utilizadas foram capazes de eliminar completamente E. coli dos canais
radiculares. Para os resultados da quantidade de endotoxina foi aplicado teste
estatistico Kruskall-Wallis e Dunn (5%). Na primeira e na segunda coleta
verificou-se que os grupos G1 e G2 foram diferentes estatisticamente do grupo
G3 (p<0,05). Na terceira coleta, o grupo G2B foi semelhante aos grupos G1A,
G1B e G3A e o grupo G3B foi semelhante aos demais (p>0,05). Na quarta
coleta, o grupo G2B foi semelhante a todos os demais (p>0,05) e 0 G3 s6 foi
diferente de G1B (p<0,05). Conclui-se que o PBM com solu¢gbes com atividade
antimicrobiana foi capaz de eliminar E. coli dos canais radiculares, mas a
endotoxina s6 pode ser neutralizada com o uso de MIC, especialmente a
associacdo Ca(OH), e CLX gel 2%.

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli, endotoxina, hipoclorito de sédio,
clorexidina, hidroxido de calcio, polimixina B.



1 INTRODUCAO

Os microrganismos e seus produtos estdo intimamente
ligados a etiologia das lesdes pulpares e periapicais, que, como agentes
agressores, podem levar o tecido pulpar a necrose; sua persisténcia no
canal radicular, ap6s tratamento endodéntico, induz reacao inflamatoria
periapical (Kakehashi et al.?’; Vafaie et al.”®). Assim, o conhecimento
sobre a microbiota endodontica € fundamental para entender o papel
destes microrganismos na origem e no desenvolvimento dos processos
patologicos apicais e periapicais, bem como oferece subsidios para a
escolha de uma terapéutica adequada.

A partir da década de 80, os avancos tecnoldgicos na
cultura e identificagdo microbiolégica mostraram que, em canais
radiculares de dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical
cronica, embora exista diversidade microbiana, predominam bactérias
anaerdbias, particularmente as Gram-negativas (Leonardo®’; Leonardo et
al.®%; Mattison et al.®®; Seltzer e Farber®). Essa infeccdo de natureza
polimicrobiana, encontra-se localizada nao apenas na luz do canal
radicular, mas também em todo o sistema de canais radiculares e crateras
de reabsorc¢des apicais.

Bactérias Gram-negativas contém endotoxina em sua
parede celular, que sado liberadas durante sua duplicacdo ou morte
celular, e € composta de polissacarideos, lipideos e proteinas, podendo
ser chamada também de lipopolissacarideo (LPS). O lipideo A é a regido
da molécula de endotoxina responsavel pelo seu efeito toxico (Morrison e
Kline*).

As endotoxinas ndo causam lesdes celulares ou teciduais

diretamente, entretanto elas estimulam células competentes como
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macrofagos, neutrofilos e fibroblastos, desencadeando a liberacdo de um
grande numero de mediadores quimicos inflamatérios bioativos ou
citocinas, causando uma série de efeitos bioldgicos que levam a uma
reacao inflamatoria, imunolégica e reabsorcdo dssea periapical (Mattison
et al.*®; Wang e Stashenko’’; Yamasaki et al.?!). Entre todos os animais, o
humano é o mais sensivel aos efeitos da endotoxina (Wolff®°).

No sangue e nos tecidos as endotoxinas ligam-se ao
receptor CD-14 na superficie de mondcitos e macréfagos, e estas células
ativadas secretam interleucinas (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8) (Matsushita et
al.*"), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF- a) (Barthel et al.?; Stashenko®®),
superoxido (O,), 6xido nitrico, interferons a, B e y, e moléculas lipidicas
como o fator ativador de plaquetas e prostaglandinas (Leonardo et al.*°).
As endotoxinas ainda podem contribuir para um aumento na liberacao de
substancias vasoativas neurotransmissoras na regido das terminacdes
nervosas dos tecidos periapicais, conduzindo a ocorréncia da dor (Seltzer
e Farber®). As endotoxinas ativam o sistema complemento (Morrison e
Kline**; Horiba et al.”®) e o fator de Hageman (fator XIl da cascata da
coagulacao) (Leonardo et al.?").

Além da reacdo inflamatéria, o LPS adere-se de forma
irreversivel nos tecidos mineralizados da regido apical e periapical (osso e
cemento) (Schein e Schilder®®), agindo como um potente estimulador da
reabsorcdo Ossea, atuando na sintese e liberagdo de citocinas como a
interleucina-1aq, interleucina-13 e fator de necrose tumoral (TNF) (Wang e
Stashenko’). O LPS também estimula as células do hospedeiro na
liberacdo de prostaglandina-E2 (Safavi e Nichols®®), a qual tem influéncia
sobre o0s osteoclastos, perpetuando a reacado inflamatoria periapical
(Leonardo®). Além disto, a endotoxina é capaz de se difundir pelos
tubulos dentinarios em direcdo ao cemento em 24 horas (Oliveira et al.*").

Uma importante correlacdo entre os niveis de endotoxina
e sintomologia clinica da polpa e dos tecidos periapicais tem sido
demonstrada (Horiba et al.?%; Schein e Schilder®®). Dessa forma, estudos
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tém sugerido que as endotoxinas representam um dos principais fatores
etiologicos envolvidos nas patologias pulpares e periapicais (Jacinto et
al.?®; Mattison et al.%®; Pitts et al.>®).

Assim, nos dias atuais, o tratamento endodéntico de
dentes portadores de necrose pulpar e reacdo periapical cronica, nao
deve ter como objetivo apenas a eliminagdo dos microrganismos, mas sim
a inativagdo de suas endotoxinas e demais produtos téxicos. Para estudar
esta acao, utilizam-se varios microrganismos anaerobios Gram-negativos.
Entretanto, apesar de Escherichia coli ndo ser uma bactéria comumente
encontrada no interior de canais radiculares com polpa necrosada, sua
endotoxina apresenta a estrutura basica do componente lipidico, que
representa o centro ativo responsavel pela toxicidade do LPS. Assim, esta
bactéria € adequada para estudos que avaliam substancias capazes de
neutralizar endotoxinas.

Sabe-se que é objetivo do preparo biomecanico a limpeza
e desinfeccdo do sistema de canais radiculares, acompanhado da
preservacao da sanificacdo obtida pela utilizacdo de substancias quimicas
auxiliares, medicacdo intracanal e cimentos obturadores. Entretanto, é
possivel que, mesmo apds a remoc¢ao dos microrganismos, endotoxinas,
capazes de induzir ou manter lesbes periapicais, permanecam no sistema
de canais radiculares predispondo o tratamento endoddntico ao insucesso
(Leonardo®).

Durante o preparo biomecéanico, varias substancias
guimicas tém sido utilizadas como solucdes irrigadoras ou associadas a
ela. Devido a uma série de propriedades, como capacidade de dissolver
matéria organica, acao lubrificante e neutralizacdo de conteudo téxico, o
hipoclorito de sddio € atualmente a substancia mais utilizada durante a
instrumentacao e irrigacdo de canais radiculares (Leonardo®’; Menezes et
al.*® Okino et al.*; Siqueira Junior et al.®®; Tanomaru et al.”*, 2005;

74
l.

Valera et al.”"). Entretanto, a utilizacdo de altas concentragbes do

hipoclorito de sodio pode causar irritacdo aos tecidos periapicais
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(Leonardo®®; Oncag et al.>’; Soares et al.*). Por este motivo, solugdes
alternativas tém sido propostas visando a associacdo de efetividade
antimicrobiana e biocompatibilidade.

Outra substancia que tem sido utilizada é a clorexidina
2%, em funcdo de seus efeitos antimicrobianos, acéo residual e

1.1%  Leonardo®®: Leonardo et al.®:

biocompatibilidade (Ferreira et a
Tanomaru et al.”'; Weber et al.”®; White et al.”®). Embora o hipoclorito de
sédio e a clorexidina, sejam comumente utilizadas na pratica endodéntica,
nao tém sido verificada a efetividade destas substancias sobre a
endotoxina durante o preparo biomecanico do canal radicular (Oliveira et
al.”®: Tanomaru et al.”®). Dessa forma, seria interessante avaliar a acédo
antimicrobiana e sobre endotoxina destas substancias quimicas
associadas ou ndao a medicagdes intracanais.

O hidréxido de célcio tem sido amplamente utilizado como
medicacdo intracanal devido as suas propriedades antimicrobianas
(Leonardo®®; Leonardo et al.**), capacidade de induzir a mineralizacdo
(Leonardo et al.*

LPS (Leonardo et al.®'; Nelson Filho et al.**; Oliveira et al.*’; Safavi &

) e principalmente tem demonstrado efetiva acdo sobre

Nichols*®*’; Silva et al.*>; Tanomaru et al.”®).

A associacdo hidroxido de célcio e clorexidina a 2% vem
sendo utilizada como medicagao intracanal com promissoras perspectivas
(Menezes et al.*°; Soares et al.®®). Estudos mostram que esta associacao
apresenta satisfatéria atividade antimicrobiana e reparadora, além da
efetividade sobre endotoxinas presentes no canal radicular (Soares et
al.®®).

A polimixina B € um antibiético polipeptidio catidbnico que
age primariamente na parede celular de bactérias Gram-negativas,
levando a mudancas répidas na permeabilidade da membrana
citoplasmética causando a morte celular (Evans et al.'®). Além da
atividade antimicrobiana a polimixina B €& capaz de neutralizar

endotoxinas, bloqueando alguns efeitos biolégicos causados por estas
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(Corrigan e Bell®; Craig et al.’, 1974; Morrison e Jacobs*'), podendo ser
utilizada como medicacéo intracanal, sendo eficiente em neutralizar o LPS
em canais radiculares (Oliveira et al.*%).

A importancia da eliminacdo de microrganismos e seus
produtos do interior do sistema de canais radiculares em relagdo ao
sucesso do tratamento endodoéntico justificam a busca constante de
medicamentos capazes de eliminar estes microrganismos. Uma vez que
bactérias Gram-negativas estdo presentes em canais radiculares, e que
estas liberam endotoxinas com potente acdo citotéxica durante sua
duplicacdo ou morte celular, levando a uma reacdo inflamatoria,
imunoldgica e reabsorcao 6ssea periapical, faz-se necessario o estudo de
substancias quimicas utilizadas durante a terapia endodbntica que
possam eliminar estes microrganismos e neutralizar estas substancias

flogisticas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endotoxina (Lipopolissacarideo)

Schein e Schilder®®, em 1975, realizaram um estudo in
vivo para detectar e quantificar os niveis de endotoxina em dentes que
necessitavam de tratamento endoddntico. Foram selecionados 40
pacientes divididos em grupos clinicos e grupos radiograficos. Os grupos
clinicos foram: dentes com vitalidade, sem sintomas; dentes com
vitalidade, com sintomatologia dolorosa; dentes sem vitalidade, sem
sintomas e dentes sem vitalidade, com sintomatologia. Os grupos
radiograficos foram: dentes sem areas radiolicidas e dentes com areas
radiolicidas visiveis nas radiografias periapicais. Apds a abertura
coronaria foi colocado dentro da camara pulpar 0,1 ml de solucao salina
apirogénica. Esta solucéo foi agitada com o auxilio de uma lima Kerr. Com
a utilizacdo de uma nova seringa com pressao negativa, foi realizada a
coleta de 0,1 ml do canal radicular. Cada amostra coletada foi depositada
em um tubo de ensaio contendo 1 ml de solucao salina apirogénica. Foi
utilizado o teste lisado do amebdcito de Limulus (LAL) para deteccédo de
endotoxina. Os resultados mostraram diferenca estatistica significante nos
casos de dentes com e sem vitalidade, presenca e auséncia de sintomas
e presenca ou ndo de lesdes periapicais radiograficamente visiveis. As
maiores quantidades de endotoxina estavam presentes em dentes sem
vitalidade, com sintomatologia dolorosa e lesbes periapicais
radiograficamente visiveis. Os autores enfatizam a importancia da
endotoxina liberada pelas bactérias Gram-negativas, sendo fator

importante nas doencgas pulpares e periapicais.
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Dahlén e Bergenholtz', em 1980, avaliaram a microbiota
e a presenca de endotoxina de 13 dentes com necrose pulpar utilizando o
teste Lisado do amebdcito de Limulus. Sinais clinicos como dor, edema,
fistula e sensibilidade a percussédo, foram registrados. Nove dentes
apresentavam microrganismos e quatro estavam ausentes de
microrganismos. Oito dentes apresentaram a microbiota constituida de
bactérias Gram-negativas. O teste LAL foi positivo em todas as amostras
constituidas de bactérias Gram-negativas, enquanto que foi negativo para
as amostras que apresentavam apenas bactérias Gram-positivas e
aquelas em que nao houve crescimento bacteriano. Os autores
concluiram que a atividade endotoxica estd correlacionada com a
presenca e o numero de bactérias Gram-negativas viaveis nos canais
radiculares, sendo de significancia bioldgica para o desenvolvimento da
inflamacéo periapical.

Dahlén et al.*?

, em 1981, avaliaram histologicamente e
histoquimicamente a influéncia de LPS nos tecidos periapicais de
macacos. Amostras de endotoxina de Fusobacterium nucleatum foram
introduzidas em 27 canais radiculares de 4 macacos. Os dentes foram
avaliados em 3 meses (grupo 1, 18 dentes) e em 7 meses (grupo 2, 9
dentes). Dezessete dentes foram preenchidos com solucéo salina (grupo
controle). Foram realizadas reacdes histoquimicas enziméticas e analise
microscopica. Reacdes inflamatdrias ocorreram nos tecidos periapicais de
todos os dentes experimentais, com reabsor¢cdo 0ssea e dentaria. Mesmo
guando a resposta inflamatéria foi leve, as células do osso periapical
mostraram aumento da atividade enzimatica, sugerindo uma atividade de
reabsorcdo. Os dentes do grupo controle mostraram auséncia ou leve
inflamacéo e auséncia ou poucas reacdes enzimaticas. Os autores citam
a importancia da ativacdo direta de células 6sseas e reabsorcdo éssea

pelo LPS, quando comparada a perda de osso vista apenas como
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resultado da inflamacgéo, sugerindo que o LPS pode induzir a destruicdo

0ssea in vivo, ndo obstante na presenca de inflamacao.

Pitts et al.”®, em 1982, avaliaram in vivo o efeito da
endotoxina nos tecidos periapicais de dentes de cdes. Os canais
radiculares do grupo experimental foram preenchidos com endotoxina de
Salmonella minnesota e os canais radiculares do grupo controle foram
preenchidos com solugéo salina estéril. Estes grupos foram subdivididos
em dentes com apice perfurado e dentes com apice néo perfurado. Foi
realizado acompanhamento radiografico semanalmente e analise
radiografica apos a quarta (dentes com apices perfurados) e quinta
(dentes com 4&pices ndo perfurados) semana. Na analise radiografica e
histol6gica dos dentes com apice perfurado que receberam endotoxina
foram verificadas lesdes periapicais, maior resposta inflamatéria e maior
destruicdo 6ssea do que naqueles que receberam somente solucéo
salina. Entretanto na analise dos dentes sem &apices perfurados, o grupo
experimental e o grupo controle foram semelhantes, apresentando pouca
ou nenhuma mudanca radiografica e histolégica. Assim, os autores
sugerem que a endotoxina pode ter um papel na inflamacéo periapical e
na reabsorcédo éssea.

Mattison et al.®

, em 1987, compararam o efeito da
endotoxina de Eikenella corrodens com a de Escherichia coli na regiéo
periapical de dentes de cédes. Esta comparacdo é devido as estruturas
guimicas destas bactérias serem diferentes entre si. Foram utilizados para
este estudo 28 terceiros e quartos pré-molares de cdes. Apdés a
instrumentacdo dos canais radiculares, 42 raizes receberam endotoxina
de E. corrodens, 8 raizes receberam endotoxina de E. coli (controle
positivo) e 6 raizes receberam agua apirogénica (controle negativo). As
raizes foram seladas com uma bolinha de algoddo estéril e cimento de

oxido de zinco e eugenol. Estes procedimentos foram realizados
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semanalmente durante 4 semanas. A analise radiografica mostrou que
90,4% dos canais radiculares tratados com endotoxina de E. corrodens e
75% dos canais tratados com E. coli exibiram lesGes periapicais. Os
resultados da analise histoldgica das lesGes de E. corrodens e E. coli
foram semelhantes, apresentando extensiva reabsorcdo d&ssea,
reabsorgéo radicular externa e presenca de infiltrado inflamatério intenso.
A inflamagdo aguda foi observada centralmente e a cronica
perifericamente. No grupo controle negativo foi verificado um
espessamento suave do ligamento periodontal e presenca de infiltrado
inflamatorio leve. Os autores evidenciaram que a endotoxina de bactérias
Gram-negativas € o fator principal para iniciar e perpetuar a inflamacéo e
reabsorcéo 0ssea.

Horiba et al.?*

, em 1990, estudaram a distribuicdo da
endotoxina na parede dentinaria de canais radiculares infectados.
Amostras das paredes radiculares desde a superficie pulpar do canal até
o lado cementario foram preparadas por um método abrasivo. Para tanto,
utilizaram 30 dentes humanos recém-extraidos (5 dentes sadios e 25
dentes com canais radiculares infectados). As coroas foram desprezadas
e as raizes seccionadas ao meio, no sentido longitudinal. Em seguida,
foram novamente seccionadas verticalmente de forma a obter uma
espessura de 1 mm. Foi realizada outra secc¢do, no sentido transversal,
também com 1 mm de espessura, obtendo assim, um bloco de raiz com
area aproximada de 1 mm?. Um método abrasivo foi utilizado para obter
uma série de pd de dentina, de cada espécime, progressivamente da
dentina da superficie pulpar até o cemento. Apos a medida da quantidade
de po6 de todos os espécimes, foi acrescentado 1 ml de agua destilada
apirogénica ao po6. A endotoxina foi extraida com acido citrico e a
qguantidade mensurada por um método colorimétrico. A quantidade de
endotoxina foi significantemente maior nos dentes com canais radiculares

infectados do que nos dentes sadios em todas as camadas. Nos canais
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radiculares infectados, a quantidade de endotoxina foi significantemente
maior nas amostras de dentina préximas da superficie pulpar, até 300 um,

do que em amostras de 301 a 800 um.

Horiba et al.?®, em 1991, realizaram um estudo in vivo
para avaliar a correlagdo entre a quantidade de endotoxina e sinais e
sintomas clinicos e radiograficos. Foram analisados 30 dentes de
pacientes com periodontite apical. As coletas das amostras dos canais
radiculares foram realizadas através de cones de papéis estéreis
mantidos no canal radicular por 1 min. para absorcdo do exsudato. O
teste utilizado para quantificacdo da endotoxina foi o Gel Clot. Os
resultados mostraram que a quantidade de endotoxina foi muito maior em
dentes sintomaticos do que em assintométicos. Em dentes com presenca
de area radiollcida e exsudato, a quantidade de endotoxina encontrada
também foi significantemente maior. A endotoxina foi detectada em 19
dos 20 dentes com exsudato (ambos exsudatos purulento e seroso). Os
autores indicaram uma correlacdo positivaentre a endotoxina e sinais
clinicos ou areas radiollcidas. Evidenciaram ainda que dentes infectados
com grande gquantidade de endotoxina podem estar associados com
aumento da doenca periapical.

Horiba et al.?®

, em 1992, investigaram a ativacdo do
sistema complemento pelo LPS purificado de Porphyromonas
endodontalis, Veillonella parvula e Fusobacterium nucleatum isolados de
canais radiculares infectados. A quantificacdo do C3 foi escolhida para
avaliar a ativacdo do sistema complemento pelo LPS. Os resultados
mostraram que quando 1 pg de LPS foi adicionada ao soro humano, o
consumo de C3 foi menor que 10% para o LPS de todas as espécies
bacterianas. Quando 10 pg de LPS foram adicionados, o consumo de C3
foi aumentado de 15 a 25% para P. endodontalis e F. nucleatum. Quando

50 pg de cada LPS foi adicionado, o consumo foi maior que 60% para P.
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endodontalis e V. parvula. E com 100 pug de LPS, o consumo foi maior
qgue 70% para P. endodontalis e F. nucleatum. O consumo de C3 foi
similar para os LPSs das quatro espécies bacterianas. Assim, a taxa de
consumo de C3 aumenta notavelmente quando mais de 10 ug de LPS foi

adicionado ao soro humano.

Yamasaki et al.®*, em 1992, propuseram um estudo para
quantificar a endotoxina e identificar bactérias Gram-negativas em lesées
periapicais experimentais em ratos. Os canais radiculares foram expostos
ao ambiente oral e a quantidade de endotoxina no tecido periapical do
primeiro molar inferior direito foi quantificada e, o nUmero de colénias de
bactérias Gram-negativas foi determinado na mesmo regido do primeiro
molar inferior esquerdo. Os periodos avaliados foram: 1, 3, 7, 14, 21, 28,
42, 56 e 70 dias apods a exposicdo pulpar. Os resultados mostraram que a
guantidade de endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente
do 1° ao 70° dia. Bactérias Gram-negativas foram isoladas dos tecidos
periapicais e sua quantidade aumentou gradualmente do 1° ao 14° dia (26
a 82%), entretanto, aos 21 dias houve uma diminuicdo (41%) e dos 28° ao
70° dia, houve um pequeno acréscimo novamente, 60%. Os autores
concluiram que a quantidade de endotoxina nos tecidos periapicais
aumentou gradualmente com o aumento do tempo e que 0 aumento no
namero de bactérias ndo foi proporcional ao aumento da quantidade de

endotoxina.

Wang e Stashenko’’, em 1993, estudaram o papel da
interleucina-1a (IL-1a) na patogénese da destruicdo 0ssea periapical num
modelo experimental em ratos. Esses animais tiveram seus canais
expostos a cavidade oral para indugdo de lesdo periapical. Extratos de
tecidos das les@es inflamatorias ativas contendo altos niveis de atividade
de reabsorcédo 6ssea foram avaliados. Pela cromatografia de filtracao de

gel dos extratos de lesdes ativas, foi demonstrado que a maior atividade
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estava associada a moléculas de peso molecular de 30-60 kDa e 15-20
kDa, que sdo consistentes com citocinas envolvidas na reabsor¢céo 0ssea
como IL-la e Fator de Necrose Tumoral (TNF). A inibicdo com anti-
citocina especifica demonstrou que a atividade de reabsorcéo das lesGes
ativas foi significantemente neutralizada por anti-IL-1a, enquanto que anti-
IL-B, anti-TNF-a e anti-TNF-B apresentaram apenas efeitos moderados.
Os extratos de lesbes crbnicas apresentaram baixa atividade de
reabsorcdo, a qual também foi neutralizada apenas por anti-IL-1a. Assim,
os dados deste estudo indicaram que a reabsorcdo 6ssea estimulada por
infeccdo bacteriana foi principalmente mediada por IL-1a neste modelo.

Nissan et al.*®

, em 1995, verificaram in vitro a penetracao
da endotoxina na dentina de dentes humanos. Foram preparadas 5
cavidades Classe | com 0,5 mm de espessura de parede pulpar. Foi
introduzido 0,1 ml de endotoxina na concentragéo de 100 pug/ml no interior
da cavidade oclusal e 0,1 ml de agua apirogénica foi adicionada na
camara pulpar. Foi removido 0,1 ml das amostras da camara pulpar apos
15 e 30 minutos e em intervalos de 30 min. durante 5 h. Uma amostra
final foi coletada 24 h apds o inicio do experimento. A presenca de
endotoxina foi determinada pelo método do lisado do amebdcito de
Limulus. Em quatro espécimes, o aparecimento inicial de endotoxina na
camara pulpar variou de 15 min. a 4h30 min. Em um espécime nenhuma
endotoxina foi detectada na camara pulpar durante o periodo testado
(24h). Os resultados indicaram que a endotoxina foi capaz de penetrar 0,5

mm de dentina em um curto periodo de tempo.

Matsushita et al.®’, em 1999, verificaram a producéo de
citocinas (IL-1B, IL-6, e IL-8) pelo LPS de bactérias melaninogénicas ou
nao em preparo de cultura de sangue humano de pacientes. Os estudos
foram realizados em culturas de sangue humano de seis pacientes com

diferentes nimeros de lesdes periapicais. Quatro pacientes apresentavam
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10 ou mais lesBes periapicais visiveis radiograficamente (grupo com mais
lesdes), seis pacientes apresentavam uma ou duas lesdes (grupo com
menos lesdes) e seis pacientes ndo apresetavam lesdes (grupo sem
lesdo). Foram utilizados LPS de bactérias melaninogénicas (Prevotella
intermedia, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis) e
nao melaninogénicas (Fusobacterium nucleatum e Escherichia coli). As
concentragbes das citocinas foram determinadas pelo teste ELISA. Os
resultados mostraram que o LPS de F. nucleatum e E. coli induziram uma
resposta elevada de IL-la nos pacientes com mais lesdes quando
comparado com as outras bactérias e com os outros grupos. Na producéo
de IL-6 foi observada uma resposta elevada ao LPS de todas as
bactérias, principalmente de F. nucleatum e E. coli, no grupo com mais
lesdes. Entretanto, diferencas significantes na inducdo de IL-8 foram
notadas entre o grupo com mais lesbes e 0s outros dois grupos,
especificamente na resposta ao LPS das bactérias melaninogénicas.
Assim, 0s autores sugerem que o LPS de bactérias melaninogénicas pode
estar envolvido em multiplas lesdes periapicais pela indugéo de citocinas,
particularmente a IL-8.

Safavi e Nichols®®, em 2000, avaliaram os efeitos do
muramil dipeptideo (MDP), um componente da parede celular tanto de
bactérias Gram-negativas como de Gram-positivas, na liberacdo de
citocinas pelos mondcitos. Culturas de mondcitos humanos foram tratadas
com MDP ou LPS e quantidades de interleucina-1f8 (IL-18) e Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) foram medidos nos sobrenadantes utilizando
o teste ELISA. Os resultados mostraram que a quantidade de citocinas
liberadas no grupo das células tratadas com MDP foi significantemente

menor que no grupo tratado com LPS.

Khabbaz et al.?®, em 2000, realizaram um estudo in vivo

para: determinar a presengca de endotoxinas em lesdes cariosas de
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dentes sintomaticos (pulpite irreversivel) e assintomaticos (pulpite
irreversivel); quantificar a endotoxina presente e associar a presenca de
endotoxinas com a dor aguda derivada de pulpites irreversiveis. Os
grupos foram dividos em, G1: 9 dentes com pulpite irreversivel; G2: 11
dentes com pulpite reversivel e G3: 4 dentes higidos. Nos dentes com
lesGes cariosas foram coletadas duas amostras. A primeira amostra foi
coletada da camada superficial da carie e a segunda amostra de uma
camada mais profunda. Os testes foram realizados pelo teste
cromogénico do Lisado do amebdcito de Limulus. Os resultados
mostraram que todas as amostras coletadas das lesdes -cariosas
apresentaram endotoxina, entretanto, a quantidade de endotoxina foi
significantemente maior na superficie da lesdo, tanto nos dentes
sintomaticos como nos assintomaticos. No grupo 3 (dentes higidos) ndo
foi detectada endotoxina. A quantidade de endotoxina também foi

significantemente maior nos dentes sintomaticos.

Khabazz et al.?°, em 2001, verificaram a presenca de
endotoxina em tecidos pulpares de dentes cariados sintomaticos e
assintomaticos. Os autores associaram a presenca de grandes
guantidades de endotoxinas com a severidade da dor pulpar e sugeriram
gue estas podem ser o principal fator na patogénese de doencas

pulpares.

Nelson Filho et al.*®* (2002) e Silva et al.®® (2002)
avaliaram radiograficamente e histopatologicamente a regido apical e
periapical de dentes de cdes submetidos a aplicacdo de endotoxina,
associada ou ndo ao hidréxido de calcio. Foram utilizados 60 pré-molares
gue foram divididos em 4 grupos: dentes somente com endotoxina (grupo
1), dentes com endotoxina mais hidréxido de célcio (grupo 2), dentes com
solucdo salina (grupo 3) e dentes submetidos a contaminacdo oral com

lesbes periapicais sem nenhum tratamento (grupo 4). Os dentes dos
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grupos 1, 2 e 3 foram selados com cimento de 6xido de zinco e eugenol
por um periodo de 30 dias. No grupo 4, os canais radiculares foram
expostos na cavidade oral por 5 dias e apos foram selados com cimento
de o6xido de zinco e eugenol. A avaliacdo radiografica mostrou lesdes
periapicais, perda da integridade da lamina dura e areas circunscritas de
reabsorcdo Ossea periapical foram observadas no grupo 1. No grupo 2, a
lamina dura continuou intacta. No grupo 3, 0os dentes apresentaram
ligamento periodontal normal. No grupo 4, todos os dentes apresentaram
perda da integridade da lamina dura e areas extensas e difusas de
reabsorcdo O0ssea. Na avaliacdo histopatologica, os grupos 1 e 4 foram
semelhantes. Os resultados mostraram reabsor¢cdao do cemento apical,
infiltrado inflamatdrio severo e extensivas areas de reabsorcao ativas. Nos
grupos 2 e 3, os resultados mostraram aspecto normal na regido apical e
periapical, auséncia de infiltrado inflamatério e formacdo de fibras
colagenas e de tecido mineralizado. Os autores concluiram que a
endotoxina causa lesbes periapicais visiveis radiograficamente, mas
guando associada ao hidroxido de calcio, a endotoxina fica desprovida de
acao toxica.

Oliveira et al.*’

, em 2005, avaliaram in vitro a capacidade
e 0 tempo necessario para a endotoxina se difundir pelos tubulos
dentinérios em dire¢cdo ao cemento. Foram utilizados 30 dentes humanos
unirradiculados que foram posicionados em tubos de vidro apirogénicos e
divididos em 2 grupos: um grupo foi inoculado uma solucéo de endotoxina
de E. coli no canal radicular e no outro grupo foi inoculado agua
apirogénica nos canais radiculares. Um mililitro de agua apirogénica foi
colocado em cada tubo de vidro. Ap6s 30 min., 2, 6, 12, 24, 48, 72h e 7
dias, a agua do interior dos tubos foi removida e substituida por outra. A
aliquota removida foi testada para detectar presenca de endotoxina
através da producdo de anticorpos (IgM) em cultura de linfocitos B. Os

resultados mostraram que a agua removida dos tubos apos 24, 48, 72 h e
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7 dias induziu maior produgcdo de anticorpos em relacdo aos demais
grupos. Assim, os autores puderam concluir que a endotoxina foi capaz
de se difundir pelos tubulos dentinarios em dire¢cdo ao cemento, atingindo
a regido externa da raiz apés 24 horas.

1.2 em 2006, realizaram um estudo in vivo

Jacinto et a
para quantificar a concentragdo de endotoxina em canais radiculares
necréticos e investigar a possivel relagdo entre a concentracdo da
endotoxina e sinais e sintoas clinicos. Foram coletadas 50 amostras de
dentes com necrose pulpar. Foi utilizada técnica de anaerobiose para
determinar o numero de unidade formadora de colénia em cada amostra e
o teste lisado do amebdcito de Limulus para quantificacdo da endotoxina.
Em todas as amostras coletadas foram detectados microrganismos e
endotoxinas. Em amostras de casos com dor espontanea, a quantidade
de UFC foi 1.43 x 10° enquanto que em casos assintomaticos foi 9.1 x
10%. A quantidade maior de endotoxina foi detectada em pacientes com
dor espontanea e a menor quantidade nos casos de pacientes com
auséncia de dor. Os autores sugerem, de acordo com os resultados deste
estudo, que a endotoxina estd presente em altas concentracdes em
canais radiculares de dentes sintomaticos e que ha uma relacdo positiva
entre a concentragdo de endotoxina no canal radicular e a presenga de

sinais e sintomas.

2.2 Substéncias quimicas auxiliares: hipoclorito de sédio e

clorexidina

Butller et al.?, em 1982, investigaram a efetividade in vitro
de trés concentragbes diferentes de NaOCl (0,5%; 2,7%; 5,2%) na

neutralizacdo de dois tipos de endotoxina (Escherichia coli e Salmonella
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typhosa). Amostras de 1 ml de cada concentracdo do NaOCI| foram
colocadas em contato com 1 ml de solucdo de endotoxina (0,1 ng/ml; 1
ng/ml; 100 ng/ml) durante 1 hora em temperatura ambiente. O teste lisado
do amebdcito de Limulus foi utilizado para determinar a quantidade de
endotoxina. Os resultados indicaram que as trés concentracdes foram
igualmente efetivas em neutralizar completamente todas as amostras de
endotoxina (100 ng/ml). Neste mesmo estudo, os autores desenvolveram
um piloto in vivo. Esta investigagéo foi realizada em coelhos e a resposta
dérmica foi avaliada pela injecdo intradérmica das combinacbes
endotoxina-NaOCI citadas anteriormente. As combinacdes foram as
mesmas, exceto no tipo e na concentracdo da endotoxina (E. coli, 2
ug/ml). Os resultados indicaram que NaOCIl 0,5% e 2,7% nao foram
capazes de neutralizar maior quantidade de endotoxina de E. coli.
Utilizando o NaOCI 5,2% os resultados mostraram-se inconclusivos. Os
autores concluiram que 1 ml de NaOCl 0,5% ou 2,7% é capaz de
neutralizar pequenas quantidades de endotoxina, entretanto, nao

neutraliza grandes quantidades de endotoxina.

Haight-Ponce et al.??, em 1999, investigaram a atividade
de unido da endotoxina (E. coli) ao p6 de dentina pré-tratada com
hipoclorito de sédio 10% e peréxido de hidrogénio 3%. Amostras de po de
dentina de dentes humanos recém-extraidos foram coletadas utilizando
limas tipo K 15, 20 e 25, colocadas num frasco com 100 pl de agua
destilada apirogénica e estocadas sob refrigeracdo de 4°C. A endotoxina
foi diluida em trés concentracdes (10 ng/ml, 1 ng/ml e 100 ng/ml). Uma
microplaca foi dividida em trés grupos (A, B e C) e cada grupo foi
subdividido em dois subgrupos, sendo que no primeiro subgrupo foi
colocado, nos orificios das placas, 100 pl de agua apirogénica e no
segundo subgrupo 100 pl da solucdo contendo o p6 de dentina. Foi
adicionado ao grupo A, 100 ul de peréxido de hidrogénio 3%; ao grupo B,
hipoclorito de sodio 10% e ao grupo C, agua destilada (controle positivo).
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Em seguida, a endotoxina foi acrescentada nos orificios da placa. O teste
lisado de amebdcito de Limulus foi usado para determinar a quantidade
de endotoxina. Os periodos avaliados foram 1, 10 e 30 min. A atividade
de unido da endotoxina foi significantemente menor no p6é de dentina
tratada com hipoclorito de s6dio 10% do que na tratada com peréxido de
hidrogénio 3% a 1 e a 10 min. A atividade de unido da endotoxina foi mais
baixa no periodo de 30 min. Os autores concluiram que o pré-tratamento
com NaOCI| 10% foi efetivo em suprimir a unido da endotoxina as

amostras, mesmo quando utilizado por 1 minuto.

Leonardo et al.**, em 1999, avaliaram in vivo a atividade
antimicrobiana e residual da clorexidina 2% como solugao irrigadora.
Foram utilizados 22 dentes com necrose pulpar e lesdes periapicais
visiveis radiograficamente que, apds a abertura coronaria, foi realizada a
primeira coleta com cone de papel estéril. Os canais foram
instrumentados utilizando a solucdo de clorexidina 2%. Uma bolinha de
algodao estéril foi colocada na entrada do canal radicular e a cavidade
selada com cimento de 6xido de zinco e eugenol. Apds 48h, foi realizada
a segunda coleta para avaliacdo microbiolégica. Na segunda coleta os
resultados mostraram 100% de reducdo do Streptococcus mutans e
77,78% para 0s microrganismos anaerobios. Os autores observaram que
a clorexidina previne a atividade microbiana com efeitos residuais até 48h,
sugerindo um possivel efeito sinérgico com a medicacgao intracanal sobre
microrganismos em areas inacessiveis a instrumentacdo ou ainda em
possiveis reinfeccfes ou infeccbes secundarias apos a instrumentacao,

especialmente nos tubulos dentinérios.

Siqueira Junior et al.?®, em 2000, realizaram um estudo in
vitro com diferentes concentracdes de hipoclorito de sdédio (1%, 2,5% e
5,25%) durante a instrumentacdo e irrigagdo de canais radiculares

previamente contaminados com Enterococcus faecalis. Foram realizadas
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coletas antes e apds a instrumentacdo. Os resultados mostraram que
todas as solucdes testadas reduziram significativamente o ndamero de
bactérias (99,9% em numero absoluto), entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significante entre as concentragdes testadas. O estudo mostrou
que, apesar de nao haver diferenca significante na efetividade do
hipoclorito de sodio nas diversas concentragfes, a eficacia de solucbes
mais fracas diminui rapidamente. Entretanto, se o volume utilizado e o
namero de trocas forem aumentados, pode-se conseguir a efetividade
antimicrobiana desejada, compensando assim, a baixa concentracdo da
solucdo. Os autores sugeriram que o uso da solucdo de hipoclorito de
sédio em altas concentracdes € questionavel, pois a mesma efetividade
pode ser obtida através da irrigagdo copiosa com mudltiplas trocas do

hipoclorito de menor concentragao.

Buck et al.”>, em 2001, avaliaram o efeito de solugdes
irrigadoras e hidroxido de calcio na degradacdo do LPS. As solucbes
irrigadoras testadas foram: hipoclorito de sédio 2,6%, clorexidina 0,12%,
EDTA 15% e suspensdo aquosa de hidréxido de calcio 24,6mg/ml, agua
apirogénica e etanol 95%. Uma solucdo aquosa de endotoxina foi
misturada com cada solucéao irrigadora por 30 minutos. Associa¢cdes com
estas solucbes também foram testadas: hipoclorito de sodio 2,6% mais
clorexidina 0,12%; e clorexidina 0,12%, hipoclorito de sédio 2,6% mais
etanol 95%. A neutralizagdo da endotoxina foi quantificada pela liberacao
de acidos graxos livres. Os resultados mostraram que o hipoclorito de
sodio, a 4gua, o EDTA, o etanol e a clorexidina mais hipoclorito de sédio
demonstraram pequena ou nenhuma degradacdo da endotoxina.
Entretanto, o hidroxido de célcio e a associacao clorexidina, hipoclorito de
sédio e etanol e detoxificaram moléculas do LPS pela hidrélise de
ligacBes éster das cadeias de acidos graxos do lipidio A.
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Ferraz et al'®, em 2001, avaliaram a atividade
antimicrobiana e a limpeza dos tubulos dentinarios da clorexidina gel 2%
baseada em natrosol como substancia quimica auxiliar. Foram avaliados
também hipoclorito de sédio 5,25%, solucdo de clorexidina 2%. Setenta
dentes humanos foram contaminados com E. faecalis por 7 dias e a
atividade antimicrobiana foi avaliada pela turbidez de tubos contendo
meio BHI. Os resultados mostraram que a clorexidina gel teve maior
namero de tubos negativos, entretanto, sem diferenca estatistica entre as
solucbes testadas. A limpeza dos tubulos dentinarios foi avaliada por
microscopia eletrébnica de varredura. Os resultados indicaram que a
clorexidina gel 2% produziu a melhor limpeza da superficie do canal
radicular, com quase todos os tubulos dentinarios abertos. As outras duas
solucbes testadas apresentaram smear layer, cobrindo a abertura dos
tibulos dentinérios. Assim, os autores sugerem que a clorexidina 2% na
forma de gel tem potencial para ser utilizada como substancia quimica

auxiliar ao preparo biomecanico.

Tanomaru Filho et al.”?, em 2002, avaliaram a reposta
inflamatoéria do NaOCI 0,5% e da clorexidina 2% injetados na cavidade
peritoneal de ratos. Um grupo controle foi realizado com injecdo de
solucdo salina com tamponada com fosfato. Os periodos avaliados foram
4, 24, 48 e 168 h apos a injecdo. O liquido da cavidade peritoneal de cada
animal foi coletado para avaliacdo do numero de neutrofilos, células
mononucleares e infiltracdo de proteinas como parametro de edema. Os
resultados mostraram que no grupo do NaOCl 0,5% houve maior
migracdo de neutrofilos e células mononucleares de 48 a 168 h e maior
infiltrac@o de proteinas 4 a 48 h, enquanto que o grupo da clorexidina 2%
e o0 controle mantiveram um numero de neutrofilos, células
mononucleares e infiltracdo de proteinas semelhantes em todos periodos
avaliados. Os autores concluiram que o NaCl 0,5% causou irritacao

tecidual induzindo resposta inflamatoria significante. Por outro lado, a
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clorexidina 2% foi biocompativel nos tecidos, sendo portanto, uma

alternativa para auxiliar a instrumentacao dos canais radiculares.

Weber et al.”®, em 2003, avaliaram in vitro o efeito da
ativacdo passiva ultra-sdnica do hipoclorito de sodio 5,25% e da
clorexidina 2% sobre atividade antimicrobiana residual dos mesmos.
Foram utilizados 94 dentes humanos extraidos que foram instrumentados
e irrigados utilizando hipoclorito de sédio 5,25% e clorexidina 2% que
receberam ou nao ativacdo ultra-sbnica por 1 minuto. O contetdo do
interior dos canais radiculares foi transferido para placas inoculadas com
Streptococcus sanguinis e observaram-se 0s halos de inibicao de
crescimento. Os autores verificaram que o efeito residual da clorexidina é
superior ao do hipoclorito de sddio com ou sem ativagéo final com ultra-

som, podendo chegar até 168 horas.

Oncag et al®, em 2003, compararam a atividade
antimicrobiana e a toxicidade do NaOCI 5,25%, clorexidina 2% e da
clorexidina 0,2% + 0,2% cetrimide. A atividade antimicrobiana das
soluc@es testadas foi avaliada in vitro em dentes humanos unirradiculados
contaminados com E. faecalis po 24 h. Os canais foram instrumentados
com as solugdes irrigadoras e deixados vazios por 48 h. O crescimento
bacteriano foi avaliado ap6s 5 min. da instrumentacéo e apos 48 h. Os
efeitos toxicos destas solu¢des foram avaliadas pela injecdo das mesmas
em tecido subcutaneo de ratos e a reacado inflamatéria foi acompanhada
apos 2 e 48 h e 2 semanas. No estudo in vitro, os resultados mostraram
gue a clorexidina 2% e a clorexidina 0,2% + 0,2% cetrimide foram
significantemente mais efetivas que o NaOCI| 5,25% apdés 5 min.,
entretanto apés 48 h, as solugcbes ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si. Na avaliagdo dos efeitos toxicos, reacdo inflamatéria moderada
foi observada no grupo do NaOCI nos 3 periodos avaliados. Os grupos da

clorexidina e da clorexidina 0,2% + 0,2% cetrimide apresentaram reacao
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inflamat6ria moderada, entretanto, apés 48 h, houve uma diminuicédo
dessa reacdo. Os autores concluiram que a clorexidina 2% e a clorexidina
0,2% + 0,2% cetrimide foram mais efetivos sobre E. faecalis e menos
toxicos que a solucao de NaOCI 5,25%.

1.*6 em 2004, em um estudo in vitro avaliaram a

Okino et a
dissolucdo do tecido pulpar pela solugcdo de clorexidina 2%, gel de
clorexidina 2% e diferentes concentracdes do hipoclorito de sodio (0,5%,
1% e 2,5%). Os tecidos pulpares foram removidos de dentes bovinos
recém extraidos, pesados e colocados em contato com 20 ml de cada
substancia em um becker. Esses beckers foram colocados em uma
centrifuga a 150 r.p.m. até os fragmentos estarem totalmente dissolvidos
ou por tempo maximo de 6 h. A velocidade de dissolucdo foi calculada
pelo peso do fragmento pulpar dividido pelo tempo da dissolugdo. Todas
as concentracdes do hipoclorito de sodio foram capazes de dissolver o
tecido pulpar. Entretanto, tanto a clorexidina gel como a solucdo néo
foram capazes de dissolver o tecido no periodo de 6 h. Verificaram ainda
gue a velocidade de dissolucéao varia de acordo com a concentracdo da
solucéo.

1.3 em 2004 avaliaram a efetividade de

Menezes et a
solugdes irrigadoras (hipoclorito de sédio 2,5%, solucdo de clorexidina
2%) na eliminagdo de microrganismos do canal radicular. Foram utilizados
dentes humanos que foram contaminados com C. albicans e E. faecalis
por 7 dias. Foram realizadas coletas de amostras microbiologicas antes e
apo0s o preparo biomecanico. Os resultados mostraram que as duas
solucdes foram efetivas na eliminacdo de C. albicans apdés o preparo
biomecéanico, sem diferenca estatistica significante. Entretanto, na
eliminagcdo de E. faecalis, a clorexidina 2% foi estatisticamente mais

efetiva que o hipoclorito de sodio.
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Silva et al.%*

, em 2004, realizaram um estudo in vivo para
avaliar histopatologicamente, o efeito do preparo biomecanico de canais
radiculares utilizando diferentes solu¢des irrigadoras sobre LPS inoculado
em dentes de caes. As solucgdes irrigadoras utilizadas foram: solucao de
hipoclorito de sédio 1, 2,5 e 5% e solucdo de clorexidina 2%. Apos 60
dias, os resultados foram avaliados. Todos 0s grupos mostraram
alteracbes moderadas na dentina e no cemento, presenca de reabsor¢coes
Osseas e espessura do ligamento periodontal aumentada, entretanto, sem
diferenca estatistica entre eles. O infiltrado inflamatério foi
estatisticamente menos intenso nos grupos do hipoclorito de sodio 5% e
de clorexidina 2%. Contudo, as solu¢bes irrigadoras inativaram
completamente os efeitos deletérios do LPS. Os autores puderam concluir
gque o preparo biomecanico coadjuvado por diferentes solugbes

irrigadoras ndo inativa completamente a endotoxina.

Tanomaru et al.”*, em 2005, avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana das seguintes solugdes irrigadoras: hipoclorito de sodio
1%, 2,5% e 5,25% e clorexidina 1% e 2% (solucao) e 2% (gel), sobre seis
diferentes cepas de microrganismos (Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Foi utilizada a técnica de difusdo em agar
pelo método de poco. Todos os materiais estudados foram capazes de
inibir as cepas microbianas, sendo que as solugcdes e gel de clorexidina
foram mais eficientes que as solucdes de hipoclorito de sédio.

Dametto et al.®®

, em 2005, estudaram a atividade
antimicrobiana da clorexidina gel 2%, solugcao de clorexidina 2% e
hipoclorito de sédio 5,25% sobre Enterococcus faecalis. Oitenta raizes
humanas foram contaminadas com E. faecalis por 7 dias. Foram
realizadas trés coletas dos canais radiculares: antes da instrumentacéao,

imediatamente apés a instrumentacao e apoés 7 dias da instrumentacéo. A
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solucdo e o gel de clorexidina 2% reduziram significantemente a
guantidade de microrganismos imediatamente e apdés 7 dias da
instrumentacdo. O hipoclorito de soédio 5,25% também reduziu a
guantidade de E. faecalis logo ap0s a instrumentacédo, entretanto apés 7
dias houve uma aumento no numero de microrganismos. Assim, a
clorexidina 2%, gel e solucao, foi mais efetiva que o hipoclorito de sédio
5,25%, em manter baixas as unidades formadoras de colonia de E.
faecalis apds 7 dias da instrumentagéo.

Vianna et al.”

, em 2006, avaliaram in vivo a reducéo
microbiana apds o preparo biomecanico de canais radiculares com
necrose pulpar. Foram selecionados 32 dentes unirradiculados que foram
divididos em 2 grupos. Um grupo utilizou o hipoclorito de sodio 2,5% e o
outro grupo, a clorexidina gel 2%. Foram realizadas duas coletas: antes e
apos a instrumentacao. O teste utilizado foi de identificacdo genética e a
técnica de cultura de microrganismos. Os resultados mostraram que tanto
o hipoclorito de sédio foi capaz de reduzir 75% dos microrganismos e a
clorexidina 50%. Os autores concluiram que o hipoclorito de sédio ndo
tem apenas capacidade de eliminar os microrganismos, mas também de

remover células do canal radicular.

Berber et al.*, em 2006, avaliaram a eficécia do hipoclorito
de sddio 0,5%, 2,5% e 5,25% como soluc¢do irrigadora durante a técnica
de instrumentacdo manual e rotatéria dos canais radiculares
contaminados previamente com E. faecalis. Foram utilizados 180 dentes
humanos contaminados com E. faecalis por 21 dias. Amostras foram
coletadas antes e ap0s a instrumentagdo. Antes do preparo, para a
coleta, utilizou-se a técnica do cone de papel. Apés, os dentes foram
seccionados em trés partes e as raspas de dentina foram removidas com
brocas para avaliacao dos tercos. Na técnica do cone, todas as solucbes

testadas foram efetivas na reducdo de E. faecalis, sem diferenca
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estatistica entre as elas. Em todas as profundidades e ter¢cos dos canais
radiculares avaliados e para todas as técnicas utilizadas, o hipoclorito de
sodio 5,25% mostrou ser a solucéo irrigadora mais efetiva. As técnicas de
instrumentacdo testadas tiveram o0 mesmo desempenho. Assim,
especialmente em altas concentracdes, o hipoclorito de sédio foi capaz de
desinfetar os tubulos dentinarios, independente da técnica de

instrumentacao utilizada.

2.3 Medicagdes intracanais: hidroxido de célcio e clorexidina

Safavi e Nichols®®, em 1993, avaliaram in vitro os
efeitos do hidroxido de calcio sobre o LPS. Tubos de vidro contendo uma
suspensao aquosa de LPS e hidroxido de calcio foram agitados por 20
segundos e incubados a 37° C por 7 dias. Os grupos controles foram:
LPS, hidroxido de calcio e agua destilada. Foram quantificados os acidos
graxos livres das amostras. Foi observada uma liberacdo elevada de
acidos graxos nas amostras de LPS tratado com hidroxido de calcio
guando comparado com as demais. Assim, 0s autores concluiram que o
hidréxido de célcio hidroliza o lipideo A do LPS, resultando na liberacéo
de acidos graxos livres, sendo esta uma importante razdo para a sua

utilizacdo na clinica endodontica.

Safavi e Nichols®’, em 1994, investigaram se o tratamento
com hidroxido de célcio altera as propriedades biolégicas da endotoxina
bacteriana medindo a secre¢do de prostaglandinas E, pelos mondcitos
humanos. Culturas celulares de mondcitos foram estimuladas com LPS ou
LPS tratado com hidréxido de calcio e a cultura de supernadantes foi
analisada pela quantidade de prostaglandinas E,. Prostaglandinas E,

foram identificadas nos supernadantes dos mondcitos estimulados pelo



40

LPS, entretanto, ndo foram identificadas no grupo estimulado com LPS
associado ao hidroxido de calcio. Assim, os autores concluiram que o

hidroxido de célcio € capaz de alterar as propriedades biolégicas do LPS.

Barthel et al., em 1997, avaliaram in vitro a habilidade do
hidréxido de célcio em neutralizar endotoxina, pela liberacdo de TNF- a.
Quatro concentragdes de endotoxina de E. coli (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100
ng/ml, 1000 ng/ml) foram incubadas com 25 mg de hidroxido de célcio ou
somente agua esterilizada (grupo controle). Monécitos foram coletados de
sangue periférico por centrifugacdo e plagueados a uma densidade de
4x10° céls/ml. Os monbcitos aderentes foram incubados por 4 dias a 37°
C com 5% de CO, em meio M199 com 10% de soro autbélogo. As
diferentes solu¢des de endotoxina foram adicionadas aos pogos no 5° dia.
Apéds 4 horas os supernadantes foram coletados e TNF-a quantificado
pelo teste ELISA. Os resultados mostraram diferengca estatistica
significante entre os valores dos grupos contendo apenas endotoxina
(870-1800 pg/ml) com aqueles do grupo controle (1-9 pg/ml) e do grupo
pré-tratado com hidroxido de calcio (5-19 pg/ml). De acordo com estes
resultados, os autores puderam concluir que o hidréxido de calcio é capaz
de eliminar a capacidade indutora da endotoxina de E. coli de estimular a
producdo de TNF-a em mondcitos periféricos do sangue.

1.5° em 1999, avaliaram o efeito do hidroxido de

Olsen et a
calcio sobre o LPS bacteriano, utilizando um modelo experimental in vitro.
Aliguotas de sangue total humano foram colocadas em contato com LPS
de Pseudomonas aeruginosa, nas concentracfes de 1000 ng/mL, 100
ng/mL, 10 ng/mL e 1 ng/mL e em seguida, foram tratadas com solucao de
hidroxido de calcio, por periodos de tempo variando de 10 minutos a 24
horas. Amostras de sangue colocadas em contato com LPS ndo exposto
ao hidroxido de célcio foram utilizadas como controle positivo, enquanto

gue uma solucdo de hidroxido de calcio, adicionada ao sangue puro,
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serviram como controle negativo. As concentragcbes de IL-1B liberadas
pelos mondcitos foram medidas no soro sobrenadante pelo teste ELISA.
Os resultados obtidos evidenciaram que o hidroxido de calcio reduziu a
producao de IL-13, em todos os periodos de tempo. No grupo do LPS, os
niveis de IL-1B detectados variaram de 300 a 1500 pg/ml, enquanto que
no grupo do LPS tratado com hidroxido de calcio esses niveis foram
semelhantes aos do controle negativo, na ordem de 10-20 pg/ml.

Leonardo et al.*®, em 2002, avaliaram in vivo o reparo
apical e periapical utilizando o hidréxido de calcio (Calen — PMCC) como
medicacéo intracanal em diferentes periodos de tempo. Foram utilizados
61 canais radiculares de cées, que ap6s a remocao da polpa, foram
expostos a cavidade oral por 7 dias e selados com cimento de 6xido de
zinco e eugenol por 45 dias. Estabelecidas as lesdes periapicais, 0s
dentes foram instrumentados com o auxilio do NaOCI 5,25% e o hidroxido
de calcio foi aplicado. Os periodos avaliados foram 7, 15 e 30 dias. Os
autores verificaram em 7 dias a presenca de reabor¢cdo cementaria e
infiltrado inflamatério contendo neutréfilos polimorfonucleares. Em 7 dias
também, a espessura do ligamento periodontal foi aumentada devido a
intensa reabsorcao 6ssea enquanto que em 15 e 30 dias, a neoformacao
0ssea causou uma diminui¢do nesta espessura. Em 30 dias a inflamacéao
encontrava-se moderada, sem neutrofilos com intensa neoformacao de
fibras colagenas indicando uma evolucdo do processo de reparacao.
Assim, puderam concluir que os melhores resultados histopatolégicos

ocorreram de 15 a 30 dias.

Basrani et al.?>, em 2002, avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana residual de diferentes medicamentos na dentina humana.
Foram inoculadas em 98 raizes as seguintes medicagfes: 1) clorexidina
gel 0,2%; 2) clorexidina gel 2%; 3) solucao de clorexidina 2%, 4) hidréxido

de calcio, 5) hidréxido de calcio + clorexidina gel 0,2. As medicacbes
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foram mantidas no canal radicular durante 7 dias. Apés, foram inoculados
nos canais E. faecalis por 21 dias. Amostras de dentina foram coletadas
com o auxilio da broca Gates-Glidden dentro do caldo BHI e o
crescimento bacteriano foi avaliado por espectrofotometria apos 72 horas
de incubacdo. As densidades Opticas foram significantemente menores
para os grupos da clorexidina 2% (1 e 3) quando comparado com todos
0s outros grupos. Os autores concluiram que a clorexidina 2% possui
atividade antimicrobiana residual sobre E. faecalis por 7 dias.

Soares et al.®®

, em 2003, avaliaram a acdo anti-séptica e
reparadora da associacdo de hidroxido de calcio e clorexidina a 2% em
dentes de caes com lesdes periapicais induzidas. Foi realizada a
instrumentacdo automatizada auxiliada pela solugcdo de hipoclorito de
sédio 5,25%, seguido da aplicacdo de uma pasta a base de hidroxido de
calcio P.A. associada a solucéo de clorexidina 2%, por 21 dias. No grupo
controle ndo foi realizado tratamento endodontico. Histologicamente,
houve reducédo do infiltrado inflamatdrio, intensa deposicdo de fibras
colagenas, regeneracdo O6ssea e cementaria. Microbiologicamente,
verificou-se no grupo controle elevada incidéncia de varios morfotipos
microbianos em todos os sitios do sistema de canais radiculares, com
biofilme na regido periapical, enquanto o grupo experimental apresentou
menor padrao de infeccéo do sistema de canais radiculares e significativa
reducdo da infeccdo extra-radicular. Concluiram que o tratamento
realizado apresentou satisfatoria atividade anti-séptica e reparadora, com
promissoras perspectivas sobre esta medicacgao intracanal.

Tanomaru et al.”®

, €m 2003, avaliaram o efeito do preparo
biomecéanico com diferentes solucdes irrigadoras e hidréxido de célcio
como medicagao intracanal em canais radiculares de cées. Foi inoculada
emdotoxina de E. coli nos canais radiculares por 10 dias para indugéo de

leséo periapical. Os grupos 1 a 6 foram divididos de acordo com a solucao
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irrigadora: G1: NaOCIl 1%; G2: NaOCl 2,5%; G3: NaOCl| 5%; G4:
clorexidina 2%; G5: solucao salina fisiologica; G6: endotoxina mantida no
canal durante todo o experimento; G7: preparo biomecanico com solucéo
salina e apos preenchimento com hidroxido de calcio. Apds 60 dias, os
resultados foram avaliados. Os grupos 1 a 6 (solucdes irrigadoras)
apresentaram maior infiltrado inflamatério, maior espessamento do
ligamento periodontal e maior reabsorcdo 6ssea e do cemento quando
comparado ao grupo do hidréxido de célcio. Foi possivel concluir que o
preparo biomecéanico com as solucdes irrigadoras testadas nao foi capaz
de inativar os efeitos da endotoxina, entretanto o hidroxido de calcio

inativou os efeitos induzidos pela endotoxina in vivo.

Haenni et al.”*, em 2003, tiveram como objetivo avaliar a
manutencado do pH na dentina radicular e a atividade antimicrobiana do p6
de hidroxido de calcio associado a solucao salina, solugcéo de clorexidina
0,5%, hipoclorito de sédio 1% ou iodeto de potassio 7,5%. Oitenta raizes
de dentes humanos tiveram seus canais instrumentados até lima K 40 e
preenchidos com as medicacdes testadas. Mudancas no pH da raiz
durante todo o tempo foram verificadas com o auxilio de um microeletrodo
localizado em area padronizada na parede da superficie radicular. A
atividade antimicrobiana das pastas sobre E. faecalis e C. albicans foi
analisada pelo teste de difusdo em agar. Os resultados mostraram que as
misturas do hidroxido de calcio com as solucgdes irrigadoras testadas néao
tiveram diferenca significante em relacdo ao pH e a atividade
antimicrobiana quando comparados a pasta hidréxido de calcio/solucéo
salina. Os autores sugeriram que o hidroxido de célcio € um alcali potente,
cujo pH néo é alterado quando sao adicionados a ele &cidos fracos ou
alcalis em suspensdes aquosas. Misturando o p6é do hidréxido de calcio
com estas solugbes irrigadoras ndo ha aumento da atividade
antimicrobiana quando comparado com a pasta convencional hidréxido de

calcio/solucéo salina.
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13 em 2004, avaliaram a atividade

Menezes et a
antimicrobiana da clorexidina gel 2%, associacao clorexidina gel 2% e
hidroxido de calcio, natrosol, solucdo de clorexidina 2% e hidroxido de
célcio sobre diferentes cepas de C. albicans utilizando o método de
diluicio em placas de Petri. Suspensdes contendo 10° células de
diferentes cepas de C. albicans foram semeadas nas placas preparadas
com os medicamentos por meio de inoculador de Steers e, apos 24 horas
de incubacéo a 37°C verificou-se a minima concentracéo fungicida (MCF).
Verificaram que a associacao clorexidina gel 2% e hidroxido de calcio foi a
medicacdo que em uma menor concentracdo apresentou melhor acao
sobre as cepas estudadas, podendo-se concluir que, dentre os
medicamentos testados, esta € a medicacdo mais efetiva.

Zerella et al.®?

, em 2005, realizaram um estudo in vivo
para avaliar o efeito da associacdo hidroxido de calcio e solucdo de
clorexidina 2% e da em dentes que necessitavam de retratamento. Foram
selecionados 40 dentes de pacientes com presenca de lesé&o periapical e
tratamento endodoéntico insatisfatério que foram reinstrumentados com
solucéo de clorexidina 2% ou hipoclorito de sodio 1%. Foram realizadas
as seguintes coletas: ap6s a remo¢do do material obturador, apés a
reinstrumentacéo e 7-10 dias apods a colocagdo da medicacgdo intracanal.
Os autores puderam concluir que tanto a associacdo da solugdo de
clorexidina e hidréxido de calcio e a pasta de hidroxido de célcio e agua
esterilizada foram efetivas em eliminar os microrganismos dos canais
radiculares, sem diferenca estatisticamente significante, na desinfeccao
de dentes com insucesso do tratamento endodéntico.

Vianna et al.”

, em 2006, avaliaram in vivo o efeito dos
procedimentos endoddnticos sobre microrganismos e endotoxinas em

dentes humanos. Foram selecionados 32 dentes unirradiculados com
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infeccdo endodontica e lesbes periapicais. Os dentes foram
instrumentados com clorexidina gel 2% e divididos aleatoriamente em 3
grupos de acordo com a medicacdo intracanal utilizada: pasta de
hidroxido de calcio, clorexidina gel 2% e associacéo clorexidina gel 2% e
hidroxido de calcio. Foram realizadas coletas das amostras antes e apés
0 preparo biomecanico e apo6s 7 dias da medicacdo intracanal. Foi
utilizado o teste de cultura para os microrganismos e o teste cromogénico
Lisado do amebdcito de Limulus para avaliacdo da quantidade de
endotoxina presente. Os resultados mostraram que apO0s 0 preparo
biomecanico houve reducédo de 99,9% no nimero de microrganismos e de
44,4% da quantidade de endotoxinas. Apds 7 dias do uso da medicacéo
intracanal ainda foram encontrados microrganismos em 54,1% dos casos,
e a quantidade de endotoxina foi reduzida em apenas 1,4% dos casos.
Ndo houve diferenca estatistica significante entre as medicacbes
intracanais. Os autores sugerem que 0 preparo biomecéanico foi o
responsavel pela maior reducédo dos microrganismos e da quantidade de
endotoxinas.

11>, em 2006, avaliaram in vitro a efetividade da

Ercan et a
clorexidina gel 2%, hidréxido de calcio e agua destilada e associacao
clorexidina gel 2% e hidréxido de calcio, sobre Enterococcus faecalis e
Candida albicans. Oitenta dentes humanos unirradiculados foram
contaminados com E. faecalis e C. albicans por 5 dias. Um grupo foi
tratado apenas com solucdo salina estéril (grupo controle). Foram
coletadas com brocas Gates-Glidden, amostras de raspas de dentina
apos 7, 15 e 30 dias. Os resultados mostraram que a clorexidina gel 2% e
a associagdo clorexidina gel 2% mais hidréxido de célcio foram
significantemente mais efetivas contra E. faecalis e C. albicans do que a
pasta de hidréoxido de calcio, sem diferenca estatistica entre elas.
Entretanto, os autores sugerem que para suportar esta observacéo in

vitro, mais estudos in vivo sd0 necessarios.
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Gomes et al.®®

, em 2006 investigaram in vitro a atividade
antimicrobiana da clorexidina gel 2%, hidréxido de calcio mais agua esteéril
e associacdo hidroxido de célcio e clorexidina gel 2% sobre
microrganismos presentes em canais radiculares, utilizando o teste de
difusdo em agar e o teste de contato direto. Os microrganismos utilizados
foram: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia. A clorexidina gel 2% apresentou os maiores halos de inibicao,
levando apenas 1 minuto para inibir 100% dos microganismos testados.
De acordo com os resultados, os autores concluiram que a clorexidina gel
2% e a associacao clorexidina gel 2% mais hidréxido de célcio apresentou
atividade antimicrobiana melhor que o hidréxido de calcio manipulado com

agua estéril.

2.4 Polimixina B

Rifkind e Palmer®®, em 1966, verificaram se a polimixina B
€ capaz de neutralizar a toxicidade da endotoxina em embrides de
galinhas. Sugerem que alguns antibioticos polipeptideos catidnicos sdo
capazes de neutralizar as endotoxinas pela combinacéo direta da parte
toxica da molécula da endotoxina. Possivelmente esta combinacéo
envolve os grupos catiénicos dos antibidticos e os grupos polifosfatos do

componente fosfolipideo da endotoxina.

Rifkind®*, em 1967, teve como objetivo verificar a
prevencdo da letalidade endotoxica em ratos pela polimixina B.
Endotoxina de Escherichia coli sozinha ou associada ao sulfato de

polimixina B foi injetada intravenosamente em ratos de oito a dez
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semanas de idade. A letalidade foi observada apés 48 h. Quando 50ug de
polimixina B foi usada, esta preveniu a letalidade endotdxica em todos os
casos, porém, quando foi usada 100 pg de polimixina B houve 33% de
mortalidade (23 de 70 ratos). Os dados demostraram que a polimixina B
previne letalidade endotOxica, entretanto, depende da proporcao

antibiético/endotoxina.

Corrigan e Bell®, em 1971, avaliaram trés antibiéticos
(polimixina B, colimicina M e sulfato de gentamicina) na neutralizacao dos
efeitos toxicos da endotoxina em coelhos. A polimixina B preveniu a
leucopenia, trombocitopenia e a coagulacdo intravascular disseminada.
Colimicina M teve atividade similar, mas n&o foi tdo efetiva quanto a

polimixina B. Gentamicina ndo demonstrou capacidade de neutralizacéo.

Craig et al.’, em 1974 no qual realizaram um estudo
analisando a capacidade da polimixina B em neutralizar endotoxina em
tecidos de coelhos e ratos. Os animais foram pré-tratados com polimixina
B duas vezes ao dia durante 4 dias. 24, 48 e 72 horas apoés a Ultima dose
de antibiotico, os animais receberam endotoxina intravenosa. Os
resultados mostraram que a polimixina B foi capaz de prevenir a reacao
de Shwartzman em coelhos e reduzir a letalidade endotoxica em ratos.

Morrison e Jacobs*?*

, em 1976, mostraram que a
polimixina B liga-se com a regido do lipidio A do LPS bacteriano,
formando um complexo molecular estavel. Sugeriram que a interagcao
entre a polimixina B e o LPS é estequiométrica, na qual uma molécula de
polimixina B liga-se a uma unidade monomérica do lipopolissacarideo.
Verificaram que a polimixina B pode dificultar todas as preparagdes das
endotoxinas testadas, independente da sua porcentagem de peso no
lipideo A. Demonstraram também que a formacdo do complexo PB-LPS

(polimixina B-lipopolissacarideo) anula a habilidade do LPS em estimular
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mitogenicamente os linfocitos do osso, uma atividade biol6gica do LPS
conhecida por ser regulada pelo lipidio A.

Stokes et al.®’

, em 1989, analisaram a inibic&o in vitro e in
vivo, pela polimixina B, da producdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF-
a) pelos macréfagos alveolares de ratos em resposta ao LPS. Os autores
verificaram que a polimixina B (in vitro) bloqueou ativacdo dos macréfagos
nas concentracfes de 100, 10 e 1 pug/ml. Efeitos inibitorios similares foram
induzidos pela polimixina B num modelo in vivo, na qual a producédo de
TNF-a foi estimulada pela injecéo intratraqueal de LPS. Como muitos dos
efeitos do LPS sdo mediados pelo TNF-a, sua inibicdo pode explicar a
protecdo oferecida pela polimixina B contra a toxicidade induzida pelo

LPS.

Darrow e Keithley et al.'*, em 1996, investigaram a
eficacia da polimixina B como modulador da resposta inflamatéria a
endotoxina no ouvido médio de porcos. Trinta e seis porcos foram
divididos em trés grupos: 1) quatro animais receberam endotoxina em um
ouvido e solucdo fisiolégica tamponada com fosfato (PBS) no outro; 2)
guatro animais receberam endotoxina mais polimixina e PBS no outro; 3)
guatro animais receberam polimixina B em um e PBS no outro. Os
resultados mostraram que o0s ouvidos tratados com endotoxina
apresentaram edema de mucosa e infiltrado inflamatério, enquanto que os
ouvidos tratados com endotoxina mais polimixina B mostraram uma

reducao significativa na resposta inflamatoria.

Parviainen et al.®?, em 2001, avaliaram os efeitos da
polimixina B na resposta a endotoxina em cavalos. Foram utilizadas 3
doses de polimixina B (100, 1.000 e 10.000 Ul/kg) e solugédo salina
fisiologica como controle. Amostras de sangue foram coletadas antes e

apos 24 horas da administracao da polimixina B. Para a analise do Fator
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de Necrose Tumoral (TNF) induzido por endotoxina, as amostras
sanguineas foram incubadas a 37°C por 4 horas. Para a andlise da
endotoxina residual, o plasma foi coletado e esterilizado em tubos
apirogénicos e incubado por 10 minutos a 70°C. Os autores verificaram
gue a polimixina B causou diminui¢cdo significante da atividade de TNF
induzida pela endotoxina e a atividade da endotoxina residual foi
significantemente reduzida ap6s administracdo de 10.000 Ul de
polimixina/kg. Esses resultados sugerem que a polimixina B é um efetivo

inibidor da inflamacgéo induzida pela endotoxina em cavalos.

Oliveira et al.*®, em 2005, avaliaram in vitro a efetividade
de solugbes irrigadoras na neutralizagdo de endotoxinas nos canais
radiculares. As solucgdes irrigadoras testadas foram: hipoclorito de sédio
2,5%, hipoclorito de sédio 5,25%, clorexidina 2%, hidroxido de calcio
0,14%, polimixina B, &agua apirogénica (controle positivo) e sem
endotoxina e agua apirogénica como irrigante (controle negativo). Foram
realizadas duas coletas do canal radicular (imediata e apds 7 dias). A
neutralizacdo de endotoxina foi verificada pelo método lisado do
amebadcito Limulus e pela producdo de anticorpos em cultura de linfocitos
B. Os autores verificaram que somente as solucdes de hidréxido de célcio
e polimixina B foram capazes de neutralizar endotoxinas nos canais
radiculares; o hipoclorito de sodio e a clorexidina ndo apresentaram efeito
sobre a endotoxina.

Oliveira et al.*®

, em 2005, avaliaram in vitro o efeito de
medicacdes intracanais sobre endotoxinas de Escherichia coli inoculadas
em canais radiculares. Foram utilizados 75 dentes humanos
unirradiculados que foram instrumentados até a lima K 50. Uma solucéo
padronizada contendo endotoxina de E. coli foi inoculada em 60 canais
radiculares. As medicacfes intracanais utilizadas foram: hidroxido de

calcio (grupo 1); polimixina B (grupo 2); associacdo neomicina-polimixina
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e hidrocortisona-B (grupo 3); controle positivo, sem utilizacdo de
medicacéo intracanal (grupo 4); controle negativo, sem endotoxina e sem
medicacdo intracanal (grupo 5). ApoOs 7 dias, a neutralizacdo da
endotoxina foi avaliada pelo teste lisado do amebdcito de Limulus e
producgdo de anticorpos em cultura de linfocitos B. Os autores concluiram
gue o hidroxido de caélcio e a polimixina B inativaram as endotoxinas dos
canais radiculares e alteraram as propriedades do LPS em estimular a
producdo de anticorpos linfocitos B. Citaram ainda que a combinacéo

neomicina-polimixina hidrocortisona-B nao neutralizou as endotoxinas.



3 PROPOSICAO

Este estudo teve como proposta avaliar a acdo do hipoclorito de
sodio 2,5% e da clorexidina gel 2% como substancias quimicas auxiliares
ao preparo biomecanico e do hidréxido de calcio, polimixina B e hidréxido
de calcio P.A. associado a clorexidina gel 2% como medicacdes

intracanais sobre Escherichia coli e sua endotoxina em canais radiculares.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos —
UNESP, protocolo n° 067/2005 (Anexo A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 120 dentes humanos unirradiculados
recém-extraidos que, apo0s a exodontia foram limpos e imersos em
solucéo fisioldgica até o0 momento do uso. A selecdo dos dentes foi feita
baseada nas dimensdes e similaridade morfolégica da raiz, sendo os
dentes radiografados para comprovacao da presenca de um unico canal
reto. As coroas foram seccionadas com disco de carburundum,
padronizando o comprimento dos espécimes em 16+0,5mm (Figura 1a).

A instrumentagao inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensao até a lima tipo Kerr n° 30 (Dentsply —
Maillefer — Suica) (Figura 1b) e os canais foram irrigados com solucdo de
hipoclorito de sédio a 1% a cada troca de instrumento (Terapéutica —
Farméacia de Manipulacdo, Sao José dos Campos, SP, Brasil). Ap6s o
preparo biomecanico, os canais foram secos e em seguida preenchidos
com EDTA (Inodon — Porto Alegre, RS, Brasil) por 3 minutos e irrigacao

final com 10 ml de solucéo salina fisioldgica.
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FIGURA 1 — Preparo inicial dos espécimes: a) padroniza¢do do comprimento das
raizes; b) seqiiéncia da instrumentacao inicial.

Em seguida, foi realizado o vedamento da regido apical
dos dentes com resina composta fotopolimerizavel (Z-100 — 3M — Sumaré,
SP, Brasil) e as raizes foram impermeabilizadas externamente com uma
camada de adesivo epoxi (Brascola — Séo Paulo, SP, Brasil), exceto a

regido da abertura cervical (Figura 2).

FIGURA 2 — Impermeabilizacdo das raizes: a) selamento do apice; b)
impermeabilizacdo externa com resina epoxi; c) raiz apos
impermeabilizacao externa.

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 10
placas de cultura celular de 24 pocos (Costar — New York, USA), com 12
dentes em cada placa e fixados com resina acrilica qguimicamente ativada
(Dencor Artigos Odontologicos Classico — Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura

3). As placas foram tampadas e embaladas, e, imediatamente com 0s
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demais materiais a serem utilizados no experimento foram esterilizados
por radiacdo gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas) para
neutralizacdo de endotoxinas pré-existentes (Csako et al.'°, 1983). Esta
esterilizacéo foi realizada na empresa EMBRARAD (Empresa Brasileira

de Radiacao, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).

Figura 3 — Raizes incluidas com resina acrilica na placa de contagem de células:
a) distribuicdo dos 12 espécimes na placa; b) detalhe dos dentes
incluidos.

4.2 Contaminacéo dos espécimes

O microrganismo utilizado foi Escherichia coli (ATCC
25922) que foi semeado em placas de Petri contendo agar infuso-cérebro-
coracédo (BHI) e agar eosina azul de metileno (EMB) para confirmagao de
cultura pura de E. coli (Himedia Laboratories Ltda. — Mumbai, india)
(Figura 4a e b). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 37°+1°C por 24 horas. A partir do crescimento na placa
com BHI, foi preparada uma suspensdo, em solucdo salina fisioldgica
estéril e apirogénica contendo 10° céls/ml, o que corresponde a
densidade o6ptica de 0,324 no espectrofotdbmetro, com comprimento de
onda de 590 nm (Micronal S/A — S&o Paulo, SP, Brasil) (Figura 4c).
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FIGURA 4 — Preparo da suspenséo de E. coli: a) E. coli em agar BHI; b) E. coli
em agar EMB; c) leitura da suspensé@o em espectrofotdbmetro.

Em camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda. — Campinas,
Sao Paulo, Brasil), os canais radiculares foram contaminados com o
auxilio de uma micropipeta automatica (Gilson — Villiers-le-Bel, Franca)
com 10 pl desta suspensdo contendo E. coli e 10 ul de caldo infuso-
cérebro-coracdo (BHI) (Himedia Laboratories Ltda. — Mumbai, india)
totalizando 20 pl. Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de
algodao apirogénica embebida no caldo BHI. Para avaliar o periodo
necessario para contaminacdo da massa dentinaria com E. coli apés
inoculacdo no canal radicular, foi realizado um estudo piloto. Neste
estudo, realizou-se a contaminacao por 7, 14 e 21 dias e os espécimes
foram analisados em MEV para verificar a penetracdo da E. coli nos
tubulos dentinarios. Observou-se penetracdo intensa da bactéria no
interior dos tubulos dentinarios apds 14 dias de contaminacado (Figura 5).

Portanto, ap0s a contaminacdo dos espécimes, 0os mesmos foram
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mantidos em estufa a 37°+1°C, em umidade relativa, por 14 dias, sendo
gue a cada 3 dias, foi adicionado meio de cultura (caldo BHI) no interior
dos canais radiculares com o auxilio de seringas tipo insulina de 1 ml
(Injex — Ourinhos, SP, Brasil) (Menezes et al.®8, 2004).

T ?

FIGURA 5 — Fotomicrografias em MEV dos espécimes do estudo piloto para
avaliacao apés 14 dias da inoculagdo com E. coli: a) e b) aumento
de 5000x, c) aumento de 10000x.
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4.3 Divisédo dos grupos experimentais

Decorrido o periodo de contaminacdo, foram realizadas
coletas de todos os espécimes para confirmagdo da contaminacdo dos
canais radiculares (descrita no item 4.4).

Apbés a confirmagdo da contaminagdo, 0S espécimes
foram divididos em 3 grupos experimentais (n=36), de acordo com a
solucéo irrigadora utilizada (Quadro 1):

a) grupo 1: hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI) (Terapéutica —
Farmacia de Manipulacdo, S&do José dos Campos, SP, Brasil);

b) grupo 2: clorexidina gel 2% (clorexidina 2% em gel de natrosol
0,8% (CLX) (Byoférmula — Farmacia de Manipulagdo, Sado José dos
Campos, SP, Brasil);

c) grupo 3: solucéo salina fisiologica estéril e apirogénica (Aster
Produtos Médicos Ltda. — Sorocaba, SP, Brasil)

O preparo biomecéanico foi realizado com recuo de 1mm
até a lima K 50 e escalonado até a lima K 80. Nos grupos 1 e 3 foram
utilizados 3 ml da solucéo irrigadora a cada troca de instrumento, sendo a
irrigacdo realizada com auxilio de seringas de 3 ml (Injex — Ourinhos, SP,
Brasil) e a aspiracdo com agulhas apirogénicas 40x16 (B.D. — Ibipora, PR,
Brasil), intermediarios de sugadores endodonticos e bomba a vacuo. No
grupo 2, a clorexidina gel 2% foi colocada no interior dos canais
radiculares até o seu preenchimento com o auxilio de seringa de 3 ml e
agulha apirogénica, os canais foram instrumentados e irrigados com 3 ml
de solucéo salina fisioldgica apirogénica, este procedimento foi realizado
a cada troca de instrumento.

Foram realizadas duas coletas do conteudo do canal
radicular: uma imediatamente apds a instrumentagdo (1% coleta) e outra

apos sete dias (2% coleta) (descritas no item 4.4). As raizes
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permaneceram com solucdo salina fisiol6gica apirogénica entre a 12 e a
22 coleta.
Em seguida, cada grupo foi subdividido em trés (n=12), de

acordo com a medicacéao intracanal utilizada (Quadro 1):

A) pasta de hidroxido de calcio (Ca(OH),) (Pasta Calen, S.S. White
— Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

B) solugcdo de polimixina B (PmB) (10.000 Ul/ml) (Ophtalmos
Formulas Oficiais — Sdo Paulo, SP, Brasil);

C) associacdo do hidroxido de calcio pro-analise (P.A.)
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica Ltda. — Ibipora, PR, Brasil) com a
clorexidina gel 2% (Ca(OH), + CLX gel 2%) (Byoférmula — Farméacia de

Manipulacdo, S&o José dos Campos, SP, Brasil).

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais, de acordo com a
substancia quimica auxiliar e medicacdo intracanal

utilizadas
Grupos N Substancia quimica auxiliar Medicacao

intracanal

1A 12 Pasta de Ca(OH),

1B 12 Hipoclorito de sddio 2,5% Polimixina B

1C 12 Ca(OH), + CLX gel 2%

2A 12 Pasta de Ca(OH),

2B 12 Clorexidina gel 2% Polimixina B

2C 12 Ca(OH), + CLX gel 2%

3A 12 Pasta de Ca(OH),

3B 12 Solucéo fisioldégica apirogénica Polimixina B

3C 12 Ca(OH), + CLX gel 2%

4 12 Solucéo fisioldégica apirogénica Solugéo fisiologica
apirogénica

No grupo controle G4 (n=12) foi realizado o preparo

biomecanico apenas com solucdo salina fisiologica apirogénica, sem a
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utilizacdo de substancia quimica auxiliar e mantidos com solucdo salina
apirogénica como medicacgéao intracanal.

Previamente a colocacdo das medicacfes intracanais, foi
utilizado EDTA (Inodon — Porto Alegre, RS, Brasil) durante 3 minutos
seguido da irrigacao dos canais radiculares com 10 ml de solugao salina
fisiol6gica apirogénica.

Para colocacdo da pasta de hidroxido de calcio (pasta
Calen), foi utilizada seringa endodoéntica ML (S.S. White — Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) e agulha descartavel Gauge 27G (B.D. — Ibipord, PR, Brasil),
seguindo as recomendacdes do fabricante (Figura 6). A polimixina B foi
colocada com o auxilio de seringas de 1 ml e agulhas apirogénicas
(Figura 7). A associacéao clorexidina gel 2% e hidroxido de célcio P.A. foi
manipulada em proporc¢oes iguais de volume (1:1) e levada ao canal
radicular com auxilio de uma lima K 50 até o completo preenchimento do

canal (Figura 8).

FIGURA 6 — Medicacao intracanal dos espécimes do subgrupo A: a) Pasta
Calen; b) Colocagdo da pasta de hidroxido de calcio (Pasta
Calen).
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FIGURA 7 — Medicacdo intracanal do subgrupo B: a) Polimixina B; b) Colocacéo
da Polimixina B com auxilio de agulhas acopladas a seringas de 1
ml.

FIGURA 8 — Medicacao intracanal do subgrupo C: a) Hidréxido de calcio P.A.; b)
clorexidina gel 2%; c) colocacdo da associagdo Ca(OH), + CLX
com auxilio de uma lima K 50.

Apo6s a colocagdo da medicagdo nos canais radiculares,
estes permaneceram em estufa a 37°C por catorze dias. Apds este
periodo a medicacédo foi removida com auxilio de uma lima K 50 e 10 ml
de solucao salina fisiolégica apirogénica e em seguida foi realizada uma
coleta do conteldo do canal radicular (3% coleta). Os canais foram
mantidos com solugcdo salina fisiolégica apirogénica e apés 7 dias foi
realizada outra coleta (4% coleta: 7 dias ap6s a remoc&do da medicagdo

intracanal).
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4.4 Coletas do contetdo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares (coleta de
confirmacdo, imediatamente apds a instrumentacdo e apos sete dias,
imediatamente apos 14 dias da a¢do da medicacgédo intracanal e apos sete
dias) (Figura 9) foram realizadas da mesma forma: os canais foram
preenchidos com solucéo salina fisiologica apirogénica e, com seringas de
1 ml, foram coletados 100 ul do contetdo do canal radicular para

realizacdo das andlises microbioldgica e da quantidade de endotoxina.

Previamente as coletas das amostras (exceto de
confirmacéo), todos os espécimes foram irrigados com 10 ml de solucéo

fisiolbégica apirogénica.

Entre a coleta imediata e apds sete dias (tanto para as
substancias quimicas auxiliares como para a medicacao), os dentes foram
preenchidos com solugcdo salina fisiolégica apirogénica e selados com
bolinha de algodé&o apirogénica. As placas contendo os espécimes foram
fechadas e mantidas em estufa a temperatura de 37+1°C e umidade

relativa 100%.
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Contaminacao :> Coleta de
dos espécimes confirmacéo |:‘I >

14 dias (controle)

Preparo Coleta imediata
:> biomecanico |:> apoés PBM

dos canais (1% coleta) 7 dias

Medicacéo |:>
a
:> 2°coleta |:> intracanal 14 dias

Coleta imediata

Remoc&o da |:> 3% coleta apés a I::> .
medicacao > 2 coe

medicacao 7 dias

FIGURA 9 — Coletas das amostras do canal radicular

4.5 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para determinar a atividade antimicrobiana das
substancias quimicas auxiliares e medicagcfes intracanais utilizadas,
foram realizadas diluicGes seriadas das amostras coletadas do canal
radicular e semeadura, em duplicata, em placas contendo agar BHI. Apés,
foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas, e em seguida realizadas
contagens de unidades formadoras de colonia (UFC/ml) de E. coli.
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4.6 Verificacao da neutralizacdo de endotoxinas pelo método cinético

cromogénico do Lisado do amebdcito Limulus (LAL)

O lisado é preparado a partir do amebdcito circulante do
caranguejo-ferradura Limulus polyphemus que, quando exposto a
guantidade pequena de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como
sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin & Bang*®). A formacéo
do coagulo era resultado de uma reacdo enzimatica entre a endotoxina e
uma proteina coagulavel na circulacdo do amebdcito do Limulus (Levin &
Bang®). Assim, pelo método QCL do LAL, a endotoxina da bactéria
Gram-negativa catalisa a ativacdo de uma pré-enzima em enzima. A
enzima ativada catalisa a clivagem do substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-
Arg-pNa em peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-Arg) e p-nitroanilina (pNa), de
coloracdo amarela. A pNa transformada durante a reacdo € medida
fotometricamente a 405 nm continuamente durante o periodo de
incubacédo (37°C). A concentracdo de endotoxina da amostra € calculada
a partir de seu tempo de reacao por comparacao ao tempo de reacéo das
solucBes-padréo contendo quantidades conhecidas de endotoxina.

Nos dias dos testes (imediatamente apdés o preparo
biomecanico — 1° coleta; e apds sete dias — 2% coleta; imediatamente apds
a medicacdo — 3? coleta; e apds sete dias — 4° coleta), as amostras
coletadas do canal radicular foram submetidas a analise quantitativa de
LPS pelo método cinético cromogénico do lisado do amebdcito Limulus.

Inicialmente foram realizadas diluicbes da endotoxina padrao
de E. coli em diferentes concentracdes que representaram os padrdes de
comparacdo das amostras (curva-padrdo). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do conteudo do canal radicular
adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pogos foram distribuidos

em duplicata: a agua apirogénica (branco da reacédo), os padrées de



64

endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular e os controles
positivos (Figuras 10a e b). A placa foi incubada no leitor cinético QCL
(Cambrex — Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 11) a 37£1°C por 10 min, o
gual estava acoplado a um microcomputador com software Wink QCL
especifico para gerenciamento, execugdo e emissédo de relatorios. Apos,
foram adicionados em cada pog¢o da placa 100 ul do reagente cinético
cromogénico do LAL (Figura 10c), com uma multipipeta de 8 canais e
ponteiras apirogénicas. ApoOs o inicio do ensaio cinético, o software da
leitora de microplacas monitorou, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada poc¢o da microplaca. O leitor
determinou o tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada
poco a 0.200 unidades de absorbancia, que foi denominado tempo de
reacdo. O software WinkQCL automaticamente calculou uma correlacao
linear log/log do tempo de reacao de cada padrdo com a concentragcao de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrdo e os valores
da quantidade de endotoxina das amostras dos canais radiculares foram

impressos em relatérios.

FIGURA 10 — Substancias utilizadas como padrdo: a) Agua apirogénica; b)
Endotoxina padréo de E. coli; c) Reagente LAL.
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FIGURA 11 — Leitor Cinético QCL

Os dados foram analisados pelo teste estatistico Kruskall-
Wallis e teste de Dunn (5%). A analise estatistica foi realizada de acordo
com as coletas realizadas durante o estudo: 1% coleta, 2* coleta, 3? coleta
e 4° coleta.

Na primeira e na segunda coleta foram analisadas apenas
as substancias quimicas auxiliares utilizadas. Os dados dos grupos do
hipoclorito de sédio 2,5% (G1) (n=36) foram comparados aos outros dois
grupos: clorexidina gel 2% (G2) (n=36) e soro fisiolégico apirogénico (G3)
(n=36), enquanto que na terceira e quarta coleta foram analisados todos

0s grupos individualmente.



5 RESULTADOS

5.1 Analise microbioldgica

A Figura 12 ilustra a coleta de confirmag&o das amostras

apos 14 dias de contaminacgéao com E. coli.

FIGURA 12 — Coleta de confirmag¢do em agar BHI

Os resultados obtidos pela contagem de unidades
formadoras de colbnia por mililitro (UFC/ml) em todas as coletas nos
grupos 1 e 2 estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. coli no grupo G1*
e seus respectivos subgrupos

Coleta de 12 coleta 22coleta 32coleta 42coleta
confirmacgéo

G1A
1 16300000 0 0 0 0
2 200000000 0 0 0 0
3 9500000 0 0 0 0
4 246000000 0 0 0 0
5 250000000 0 0 0 0
6 100000 0 0 0 0
7 12700 0 0 0 0
8 31000000 0 0 0 0
9 400000 0 0 0 0
10 22400000 0 0 0 0
11 13300000 0 0 0 0
12 16500000 0 0 0 0
Média 67126058 0 0 0 0

G1B
1 200000000 0 0 0 0
2 235000000 0 0 0 0
3 29400000 0 0 0 0
4 200000000 0 0 0 0
5 226000000 0 0 0 0
6 163000000 0 0 0 0
7 28500000 0 0 0 0
8 49100000 0 0 0 0
9 164000000 0 0 0 0
10 13500000 0 0 0 0
11 230000000 0 0 0 0
12 212000000 0 0 0 0
Média 145875000 0 0 0 0

G1C
1 240000000 0 0 0 0
2 46000000 0 0 0 0
3 30800000 0 0 0 0
4 25000000 0 0 0 0
5 106000000 0 0 0 0
6 168000000 0 0 0 0
7 17000000 0 0 0 0
8 6400000 0 0 0 0
9 15400000 0 0 0 0
10 17900000 0 0 0 0
11 30500000 0 0 0 0
12 3700000 0 0 0 0
Média 58891667 0 0 0 0
*G1: Preparo biomecénico com NaOCI 2,5% MIC = Medicag&o intracanal

G1A- MIC: Pasta de Ca(OH), (Pasta Calen); G1B- MIC: Polimixina B; G1C: associag&o
CLX gel 2% + Ca(OH),
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Tabela 2 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. coli no grupo G2*
e seus respectivos subgrupos

Coleta de 12 coleta 22coleta 32coleta 42coleta
Confirmacao

G2A
1 2100000 0 0 0 0
2 45000000 0 0 0 0
3 55000000 0 0 0 0
4 160000000 0 0 0 0
5 400000000 0 0 0 0
6 200000000 0 0 0 0
7 69000000 0 0 0 0
8 610000000 0 0 0 0
9 240000000 0 0 0 0
10 1050000000 0 0 0 0
11 250000000 0 0 0 0
12 380000000 0 0 0 0
Média 288425000 0 0 0 0

G2B
1 156000000 0 0 0 0
2 158000000 0 0 0 0
3 167000000 0 0 0 0
4 278000000 0 0 0 0
5 360000000 0 0 0 0
6 280000000 0 0 0 0
7 338000000 0 0 0 0
8 170000000 0 0 0 0
9 216000000 0 0 0 0
10 260000000 0 0 0 0
11 358000000 0 0 0 0
12 158000000 0 0 0 0
Média 241583333 0 0 0 0

G2B
1 180000000 0 0 0 0
2 141000000 0 0 0 0
3 191000000 0 0 0 0
4 30700000 0 0 0 0
5 22500000 0 0 0 0
6 50000000 0 0 0 0
7 331000000 0 0 0 0
8 273000000 0 0 0 0
9 237000000 0 0 0 0
10 31800000 0 0 0 0
11 33000000 0 0 0 0
12 114000000 0 0 0 0
Média 136250000 0 0 0 0
* G2: Preparo biomecanico com CLX gel 2% MIC = Medicag&o intracanal

G2A- MIC: Pasta de Ca(OH), (Pasta Calen); G2B- MIC: Polimixina B; G2C: associa¢ao
CLX gel 2% + Ca(OH),
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Analisando as Tabelas 1 e 2, pbde-se verificar
crescimento microbiano em todos 0s espécimes na coleta de confirmacéo,
entretanto, apds o preparo biomecanico, tanto o hipoclorito de sédio 2,5%
guanto a clorexidina gel 2%, foram capazes de eliminar completamente E.
coli nos canais radiculares de todos 0s espécimes.

Uma vez que, apos a medicacao intracanal, os valores de
UFC/ml foram iguais a zero, ndo houve necessidade de aplicacao de teste
estatistico para resultados.

Nas Tabelas 3 e 4 estdo representados os valores obtidos
pela contagem de unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mI)

em todas as coletas nos grupos 3 e 4.
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Tabela 3 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. coli no grupo G3*

e seus respectivos subgrupos

Coleta de 12 coleta 22 coleta 32coleta 42coleta
Confirmacao

G3A
1 257000000 180000 39100 0 0
2 37000000 135000 360000 0 0
3 113000000 200000 1190000 0 0
4 374000000 48000 222000 0 0
5 231000000 162000 68000 0 0
6 236000000 299000 1800 0 0
7 213000000 3900 68000 0 0
8 219000000 84000 2100 0 0
9 125000000 400000 1840000 0 0
10 240000000 267000 109000 0 0
11 120000000 147000 90000 0 0
12 58000000 212000 7400 0 0
Média 185250000 178158 333117 0 0

G3B
1 59000000 50000 5500000 0 0
2 115000000 43600 1000 0 0
3 245000000 15000 1910000 0 0
4 134000000 50000 5350000 0 0
5 120000000 56000 720000 0 0
6 210000000 42000 3500000 0 0
7 250000000 51000 4000000 0 0
8 60000000 44000 6500000 0 0
9 180000000 35000 4500000 0 0
10 40000000 22000 6000000 0 0
11 16000000 25000 6500000 0 0
12 70000000 30000 3000000 0 0
Média 124916667 38633 3956750 0 0

G3C
1 2380000000 50000 1780000 0 0
2 1660000000 27300 2340000 0 0
3 1640000000 35100 5250000 0 0
4 84000000 25000 4700000 0 0
5 100000000 90000 1500000 0 0
6 70000000 300000 2000000 0 0
7 32000000 100000 23000000 0 0
8 420000000 220000 1500000 0 0
9 800000000 42000 3200000 0 0
10 120000000 39000 3100000 0 0
11 22000000 38000 22000000 0 0
12 51000000 60000 40000000 0 0
Média 614916667 85533 9197500 0 0

* G3: Preparo biomecéanico com solugao salina fisioldgica apirogénica
Medicagéo intracanal = MIC
G3A- MIC: Pasta de Ca(OH), (Pasta Calen); G3B- MIC: Polimixina B; G3C: associacao
CLX gel 2% + Ca(OH),
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Tabela 4 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. coli no grupo G4*

Coleta de 12 coleta 2%coleta 32coleta 42coleta
Confirmacao

G4
1 152000000 50000 3500000 20000 250000
2 95000000 50000 2850000 200 832000
3 1210000000 24500 1750000 35000 880000
4 235000000 14300 86000 163000 72000
5 230000000 60000 1700000 90000 22000
6 280000000 12000 18000000 150000 28000
7 25000000 81000 9500000 4500 35000
8 700000000 32000 6000000 24000 250
9 210000000 10000 3200000 60000 2000
10 600000000 25000 4000000 120000 3300
11 85000000 300000 200000 2000 200000
12 150000000 70000 120000 1100 150000
Média 331000000 60733 4242167 55817 206213

G4: Preparo biomecanico com solucdo salina fisiolégica apirogénica e medicagdo
intracanal solucao salina fisioldégica apirogénica

Com base nas Tabelas 3 e 4, pbdde-se verificar que, na
primeira coleta apds o preparo biomecéanico, houve reducdo dos
microrganismos em relacdo a coleta de confirmagcdo em todos os
espécimes dos grupos instrumentados com soro fisiolégico apirogénico.
Verificou-se ainda que na segunda coleta (apés 7 dias do PBM) houve um
aumento na contagem dos microrganismos.

Ainda na Tabela 3, verificou-se que apds a aplicacdo das
medicacdes intracanais: pasta de Ca(OH),, polimixina B ou associacao
Ca(OH), + CLX gel 2% por 14 dias (32 coleta), houve total eliminacédo da
E. coli do canal radicular. Entretanto, no grupo controle, que néao foi
utilizada nenhuma medicagdo intracanal, 0s  microrganismos

permaneceram viaveis durante todo o periodo experimental.
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5.2 Quantificacdo de endotoxinas

A Figura 12 ilustra a microplaca de 96 pocos apés a
realizagcdo do teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus (LAL).

FIGURA 13 — Microplaca de 96 pocgos apds a realizacdo do teste cinético
cromogénico

Os dados obtidos pelo teste de quantificacdo de
endotoxinas dos canais radiculares em todas as coletas estao

apresentados nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.
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Tabela 5 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo G1* seus subgrupos

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta

G1lA
1 48,1 650 8,96 22,7
2 95,3 781 13,0 28,5
3 140 746 8,44 4,07
4 67,1 2510 20,9 12,9
5 129 4980 69,2 9,98
6 399 562 15,5 77,1
7 235 563 17,5 8,88
8 443 10200 20,4 10,6
9 122 4010 13,0 12,1
10 78,1 343 9,18 135
11 96,9 621 20,4 17,3
12 47,9 238 12,1 8,99
Média 19,05 29,0

G1B
1 815 979 20,80 6,07
2 211 184 12,4 21,4
3 902 406 10,9 13,2
4 299 6170 9,79 7,54
5 180 270 71,2 0,00
6 265 264 15,9 9,58
7 572 1060 18,1 10,4
8 136 350 119 0,00
9 31,8 737 41,7 9,05
10 695 724 42,8 9,58
11 66,3 781 25,6 15,8
12 420 315 17,3 12,7
Média 33,79 9,61

G1C
1 298 1310 10,2 489
2 32,8 198 11,3 25,7
3 33,1 55,0 8,79 10,8
4 8,43 458 0,00 9,40
5 35,8 700 0,00 133
6 199 265 60,7 29,5
7 13,3 335 0,00 0,00
8 115 2010 0,00 25,8
9 7,28 64,5 0,00 0,00
10 8,76 524 8,60 22,0
11 14,1 560 8,09 118
12 34,4 300 0,00 8,36
Média 202,6** 531,63** 8,97 72,6
* G1: Preparo biomecénico com NaOCI 2,5% MIC = Medicacao intracanal

G1A- MIC: Pasta de Ca(OH), (Pasta Calen); G1B- MIC: Polimixina B; G1C: associacao
CLX gel 2% + Ca(OH),
** Média dos 36 espécimes na 1% e na 2° coleta
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Tabela 6 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo G2* e seus subgrupos

12 coleta 22 coleta 32 coleta 43 coleta
G2A
1 40,0 23,5 0,00 0,00
2 47,1 26,6 0,00 0,00
3 99,8 28,6 6,65 8,08
4 95,8 70,1 153 76,2
5 23,1 13,6 0,00 0,00
6 58,8 141 18,4 802
7 33,7 14,9 8,10 22,3
8 172 10,1 0,00 11,5
9 58,7 95,2 147 491
10 18,8 27,5 73,8 392
11 39,8 17,1 0,00 0,00
12 71,7 9,69 7,73 812
Média 34,6 217,9
G2B
1 491 297 180 16,3
2 519 3040 88,0 47,20
3 484 1750 1050 91,10
4 81,1 472 193 12,0
5 728 1540 320 95,6
6 2090 788 233 28,8
7 295 277 288 54,4
8 1380 1460 172 173
9 2220 2970 62,2 88,0
10 1020 1510 59,7 82,3
11 425 1320 18,8 41,1
12 1120 904 77,4 80,5
Média 228,5 67,5
G2C
1 178 255 94,0 9,47
2 88,0 233 11,2 6,94
3 313 325 0,00 13,8
4 361 210 34,2 2790
5 58,3 291 0,00 6,82
6 121 220 81,6 105
7 29,5 62,3 0,00 17,1
8 29,7 45,8 0,00 17,2
9 86,0 271 9,69 56,7
10 173 142 21,60 8,73
11 110 93,8 11,5 29,5
12 36,7 184 56,0 50,3
Média 366,6** 1256,2** 26,65 259
* G2: Preparo biomecéanico com CLX gel 2% MIC = Medicagéo intracanal

G2A- MIC: Pasta de Ca(OH),; G2B- MIC: Polimixina B; G2C: associa¢do CLX gel 2% +
Ca(OH)2
** Média dos 36 espécimes na 1% e na 2° coleta
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Tabela 7 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo G3* e seus subgrupos G3A, G3B, G3C

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
G3A
1 556 1360 11,7 173
2 362 1690 118 236
3 159 3370 0,00 47,5
4 504 2360 13,8 199
5 298 2290 0,00 11,7
6 1250 1270 8,97 379
7 142 1270 16,8 57,4
8 420 1820 66,3 90,7
9 615 4180 8,23 39,0
10 430 1160 16,2 103
11 1010 1340 9,89 99,8
12 694 2950 62,9 19,8
Média 27,7 121,3
G3B
1 255 10600 67,5 20,1
2 391 10500 18,5 12,9
3 369 9200 42,4 15,6
4 547 11800 43,5 16,3
5 556 7910 55,8 120
6 974 5310 11,7 14,6
7 307 8790 32,6 46,2
8 283 14500 12,2 53,9
9 291 12800 61,7 171
10 345 17900 27,9 234
11 458 42100 192 160
12 2210 40400 14 14,1
Média 48,3 73,2
G3C
1 245 48700 8,76 7,67
2 252 2950 8,98 76,9
3 819 2440 9,20 0,00
4 241 1930 0,00 8,92
5 622 4700 0,00 17,6
6 5810 25600 24,8 23,5
7 2430 44000 38,4 47
8 715 44600 20,9 107
9 508 17900 46 33,3
10 271 5970 0,00 0,00
11 391 12700 0,00 0,00
12 1260 12000 0,00 9,13
Média 750%* 12232%* 13,09 27,59

* G3: Preparo biomecéanico com solucao salina fisioldgica apirogénica

MIC = Medicacéo intracanal

G3A- MIC: Pasta de Ca(OH),; G3B- MIC: Polimixina B; G3C: associa¢do CLX gel 2% +
Ca(OH)2

** Média dos 36 espécimes na 1% e na 2° coleta
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Tabela 8 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo G4 (n=12).

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
G4
1 593 1710 731 2950
2 528 3900 740 2360
3 209 3820 841 3790
4 261 1640 2580 1100
5 540 5380 1070 6850
6 481 602 676 2530
7 369 16100 2540 2630
8 355 4148 2320 721
9 680 4900 2000 1000
10 2470 18300 8530 3830
11 1480 5160 5920 3740
12 1810 7630 4700 3180
Média 815 6108 2720 2890

* Preparo biomecénico com solucéo fisioldgica apirogénica e medicacdo intracanal
solucao fisiolégica apirogénica

As Figuras 12, 13, 14, e 15 representam a andlise
descritiva da distribuicdo dos valores de endotoxina obtidos apds a 1%, 22,
3% e 4° coletas, respectivamente. A distribuicdo ndo simétrica dos dados
verificada nas figuras justifica a utilizacdo do teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis (5%).
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FIGURA 14 — Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina obtidos
na primeira coleta
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FIGURA 15 — Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina obtidos
na segunda coleta
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FIGURA 16 — Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina obtidos

na terceira coleta

Quarta Coleta

Controle

2700 3600 4500

EU/mI

0 900 1800

5400

6300

FIGURA 17 — Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina obtidos

na quarta coleta



79

Os dados foram analisados pelo teste estatistico de
Kruskall-Wallis e teste de Dunn (5%) da primeira coleta e da segunda
coleta, péde-se verificar que houve diferenca significativa entre os grupos
(Tabelas 9 e 10), sendo o G1 (PBM: NaOCl) e o G2 (PBM: CLX)
semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes do G3 (SFA) (p<0,05). Os
valores da média, desvio-padrdo, mediana e grupos homogéneos estao
expressos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio padrao e
representacdo dos grupos homogéneos na primeira coleta.

Grupos Média Desvio- Mediana Grupos
CELIET) Homogéneos*
1 36 202,6 232,3 118,5 B
2 36 366,6 550,7 104,9 B
3 36 750,0 1004 444 A

* letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante

Tabela 10 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio padréao e
representacdo dos grupos homogéneos na segunda coleta.

Média Desvio- Mediana Grupos
padrao Homogéneos*
1 36 1256 2049 563 B
2 36 555 790 227 B
3 36 12232 14186 6940 A

* letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante

Aplicando-se a analise estatistica na terceira e quarta
coleta, pode-se verificar que houve diferenca significativa entre os grupos
(Tabelas 11 e 12). Na terceira coleta (Tabela 11), os grupos G1A (PBM:
NaOCI; MIC: Calen), G1B (PBM: NaOCI; MIC: PmB), G1C (PBM: NaOClI,
MIC: Ca(OH), + CLX), G2A (PBM: CLX; MIC: Calen), G2C (PBM: CLX;
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MIC: Ca(OH), + CLX), G3A (PBM: SFA + Calen), G3C (PBM: SFA; MIC:
Ca(OH), + CLX), foram estatisticamente diferentes do grupo controle G4
(p<0,05). Os grupos G1C (PBM: NaOCI; MIC: Ca(OH), + CLX), G2A
(PBM: CLX; MIC: Calen), G2C (PBM: CLX; MIC: Ca(OH), + CLX) e G3C
(PBM: SFA; MIC: Ca(OH), + CLX) apresentaram 0os menores valores de
endotoxinas, sendo estatisticamente semelhantes aos grupos G1A (PBM:
NaOCI; MIC: Calen), G1B (PBM: NaOCI; MIC: PmB), G3A (PBM: SFA;
MIC: Calen),e G3B (PBM: SFA + PmB) (p>0,05). Embora os grupos G2B
(PBM: CLX; MIC: PMB) e G3B (PBM: SFA + PmB), que utilizaram a
polimixina B como medicacdo intracanal, tenham diminuido a quantidade
de endotoxina nos canais radiculares, esta néo foi suficiente para indicar
diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo controle (G4)
(p>0,05). Entretanto, o grupo G2B também foi semelhante aos grupos
G1A, G1B e G3A, e G3B foi semelhante aos demais (p>0,05).

Tabela 11 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio padréao e
representacéo dos grupos homogéneos na terceira coleta.

Média Desvio- Mediana Grupos
SELIET) Homogéneos*

1A 12 19,05 16,43 14,25 B C
1B 12 33,79 32,24 19,45 B C
1C 12 8,97 16,97 4,05 C
2A 12 34,6 57,7 7,19 C
2B 12 228,5 275,7 176,0 A B
2C 12 26,65 33,16 11,35 C
3A 12 27,7 35,9 12,8 B C
3B 12 48,3 49,3 37,5 A BC
3C 12 13,09 16,04 8,87 C
4 12 2720 2467 2160 A

* letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante
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Na quarta coleta também foi observada diferenca
estatistica significante entre os grupos (Tabela 12). O grupo G1B (PBM:
NaOCI; MIC: PmB) apresentou menor valor de endotoxina sendo
estatisticamente semelhante aos grupos G1A (PBM: NaOCI; MIC: Calen),
G1C (PBM: NaOCI; MIC: Ca(OH), + CLX), G2A (PBM: CLX; MIC: Calen),
G2B (PBM: CLX; MIC: PmB), G2C (PBM: CLX; MIC: Ca(OH), + CLX),
G3B (PBM: SFA; MIC: PmB) e G3C (PBM: SFA; MIC: Ca(OH), + CLX)
(p>0,05). Os grupos G2B (PBM: CLX; MIC: PmB) e G3A (PBM: SFA; MIC:
Calen), embora tenham diminuido a quantidade de endotoxina nos canais
radiculares, esta ndo foi suficiente pra indicar diferenca estatistica
significante em relagcdo ao grupo 4 (controle). Os demais grupos G1A,
G1B, G1C, G2A, G2C, G3B, G3C promoveram reducao significativa de
endotoxinas em relagéo ao grupo controle G4 (p<0,05).

Tabela 12 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio padrao e
representacdo dos grupos homogéneos na quarta coleta.

Grupos* N Média Desvio- Mediana Grupos
padréo Homogéneos*

1A 12 29,0 38,6 12,5 B C
1B 12 9,61 6,05 9,58 C
1C 12 72,6 138,3 23,9 B C
2A 12 217,9 321,1 16,9 B C
2B 12 67,5 44,5 67,5 ABC
2C 12 259 797 17,2 B C
3A 12 121,3 108,1 95,3 A B
3B 12 73,2 77,6 33,2 B C
3C 12 27,59 33,89 13,37 B C
4 12 2890 1655 2790 A

* letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

A utilizacdo de dentes humanos em pesquisas in vitro
enfrenta algumas dificuldades como obtencéo dos dentes e padronizacao
da amostra. Para esta pesquisa foram obtidos dentes de pacientes que
foram indicados para exodontia, na maior parte dos casos por problemas
periodontais. Apesar das dificuldades como idade do dente e variagbes
anatomicas, no presente estudo foram utilizados dentes unirradiculados,
gue tiveram suas coroas seccionadas, padronizando o tamanho dos
espécimes em 16+0,5mm. Os canais radiculares foram instrumentados
até a lima Kerr n° 30 para padronizagdo do diametro do canal radicular.
Foi realizado o vedamento do 4&pice das raizes com resina
fotopolimerizavel e posterior impermeabilizacdo das raizes com resina
epoxi para garantir perfeito vedamento e impossibilitar a saida dos
microrganismos e substancias quimicas auxiliares durante a

instrumentacao.

As raizes foram distribuidas aleatoriamente e fixadas com
resina acrilica quimicamente ativada em placas de cultura de células de
24 pocos, a fim de evitar a manipulacéo e consequiente contaminagéo dos
canais radiculares, além de facilitar a instrumentacdo. Apds isto, o0s
espécimes e todo material foram esterilizados com radiacdo gama cobalto

60, pela Empresa Brasileira de Radiacdo (EMBRARAD). Esta radiacéo &
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capaz de neutralizar pir6genos provavelmente devido a destruicdo da

porcao polissacaridica e alteracdo do lipideo A (Csako et al.’?).

A escolha do tema deste trabalho foi devido ao
conhecimento de que 0s microrganismos e seus produtos representam
papel fundamental na etiologia das doencas pulpares e periapicais;
quando da sua persisténcia no canal radicular induzem e mantém reacao

inflamatéria na regido periapical (Kakehashi et al.?’

). Desde a década de
80, com o aprimoramento dos resultados de cultura microbioldgica, deu-
se énfase a presenca de microrganismos anaerobios nas infeccOes
endodonticas (Mattison et al.®*; Sundquist et al.?®; Seltzer e Farber®;
Leonardo et al.*®) e, Fabricius et al.’’, verificaram que em dentes com
necrose pulpar recente, as bactérias anaerdbias representam 50% da
microbiota endoddntica e apds 6 meses 90%. Além disto, sabe-se que as
bactérias anaerdbias Gram-negativas possuem na sua parede celular
externa endotoxinas, que sdo complexos lipopolissacarideos (LPS). O
LPS, molécula de alto peso molecular, € constituido de trés partes. A
primeira parte € o antigeno O que é formado por repetidas unidades
oligossacaridicas, que sdo especificas de um grupo e determinadas pela
identidade da respectiva bactéria, sendo esta regido Unica para cada cepa
bacteriana. O corpo oligossacaridico representa a segunda parte, regiao
do nucleo, que contém acido 2-keto-3-deoxioctonico (KDO) ou heptose,
galactose, glicose. E a terceira parte é o lipideo A, responsavel pela parte
téxica da endotoxina (Caroff et al.”). Desta forma, estudar a acdo de
substancias quimicas que atuem sobre o LPS durante o tratamento

endodoéntico, é de fundamental importancia para o sucesso desta terapia.

Apesar de Escherichia coli ndo ser uma bactéria
comumente encontrada no interior de canais radiculares com polpa
necrosada, sua endotoxina apresenta a estrutura basica do componente
lipidico, que representa o centro ativo responsavel pela toxicidade do
LPS. A escolha da Escherichia coli neste estudo é devido a vérias
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pesquisas encontradas na literatura utilizando sua endotoxina para
verificacdo da inducdo de lesbes periapicais (Barthel et al.; Mattison et
al.*®; Haight-Ponce et al.?*; Nelson-Filho et al.*}). Além disso, estudar a
acdo de medicamentos e substancias quimicas auxiliares ao preparo
biomecanico sobre endotoxina deve-se ao fato dos questionamentos

feitos nos Ultimos anos (Butller et al.’; Haight-Ponce et al.??

), sera que
somente as substancias quimicas auxiliares ndo seriam suficientes para
neutralizar endotoxina? Ou sera que a medicacdo intracanal € mesmo
necessaria para neutralizar endotoxina? Alguns estudos recentes (Oliveira

al.*®*%:  Tanomaru et al”®) j& responderam parte destes

et
guestionamentos, mas o0 presente trabalho propés a associacdo do

preparo biomecanico & medicagédo intracanal.

Os canais foram contaminados com E. coli por 14 dias e
apos iniciou-se o preparo biomecanico. Previamente a definicdo deste
periodo, foi realizado um estudo piloto onde os canais foram
contaminados por 7, 14 e 21 dias seguidos da analise em MEV para
verificar a penetragdo da E. coli nos tubulos dentinarios. Foi observada
penetracdo intensa da bactéria no interior dos tubulos dentinarios em 14
dias sendo, portanto, esse periodo 0 tempo necessario para a
contaminacdo da massa dentinaria. Neste estudo piloto, as raizes néo
foram seladas com cimento provisoério; foi colocada apenas uma bolinha
de algodao na entrada dos canais radiculares. As placas permaneceram
tampadas entre as coletas durante todo o periodo do experimento.

As substancias quimicas auxiliares utilizadas durante o
preparo dos canais radiculares neste estudo foram: hipoclorito de sédio
2,5% e a clorexidina gel 2%. O hipoclorito de sodio é a substancia mais
utilizada na terapia endodontica, apresentando muitas propriedades, entre
elas, atividade antimicrobiana (Leonardo®; Menezes et al.*®; Siqueira Jr et
al.%®; Tanomaru et al.”*). A solucéo do hipoclorito de sédio é indicada nas
concentragbes acima de 2,5% para os casos de dentes com necrose
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pulpar, principalmente quando acompanhadas de lesdo periapical visivel
radiograficamente. Como as endotoxinas estdo presentes em canais
radiculares com necrose pulpar, acompanhados ou ndo de lesbes
periapicais, optou-se pela utilizacdo do hipoclorito de so6dio na

concentracéo de 2,5%.

A clorexidina gel 2% associada a solugdo salina
fisiolégica vem sendo utilizada na terapia endododntica na instrumentacéo
dos canais radiculares devido as suas propriedades de atividade
antimicrobiana com efeitos residuais por até 168 horas (Weber et al.’®).

Além disto, Tanomaru Filho et al.”?

verificaram que o hipoclorito de sédio
na concentracdo de 0,5% induz resposta inflamatoria, entretanto, a
clorexidina nédo induz resposta inflamatdria significante, sendo assim uma
alternativa para auxiliar a instrumentacdo de canais radiculares. A
clorexidina utilizada neste estudo foi manipulada na Farmécia de
manipulacdo Byoférmula (S&o José dos Campos, SP, Brasil) sob a forma
de gel a 2% com base em natrosol 0,8%. Nesta formulacao, a clorexidina
gel se torna menos viscosa, facilitando assim sua manipulacdo nos canais

radiculares.

No preparo biomecanico dos canais radiculares, o batente
apical foi realizado até a lima K n° 50 e escalonamento até a lima K n° 80.
Este escalonamento foi realizado com o intuito de se obter conicidade
ideal dos canais radiculares e em consequéncia disso uma irrigacéo-

aspiracao mais efetiva.

Em relagcdo ao volume do hipoclorito de sédio utilizado a
cada troca de lima, Leonardo® recomenda a utilizagéo de, no minimo, 2,4
ml de solucao irrigadora, apés o uso de cada instrumento. Dessa forma,
neste estudo, optou-se pela utilizacdo de 3 ml de solucéo irrigadora. No
grupo da clorexidina gel, a clorexidina foi levada ao canal radicular com

auxilio de uma seringa, até o total preenchimento do mesmo e, a cada
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troca de instrumento, utilizou-se 3 ml de solugdo salina fisioldgica

apirogénica.

No presente estudo nao foi realizada a neutralizacdo da
solucdo de hipoclorito de sddio e da clorexidina gel 2% antes da coleta
microbiolégica. Optou-se pela ndo neutralizacdo, pois previamente ao
estudo, foram realizados testes iniciais com todas as substancias
quimicas auxiliares e medica¢cBes para verificar a ocorréncia de alguma
alteracdo na reacdo. Foi verificado que estas solucdes nédo alteram a

reacao do teste lisado de amebdcito de Limulus.

Embora o hipoclorito de sodio e a clorexidina sejam
comumente utilizados na pratica endodéntica, ndo tém sido verificada
efetividade destas substancias sobre a endotoxina durante o preparo

biomecanico do canal radicular (Oliveira et al.*®; Tanomaru et al.”).

Com relacdo as medicagfes intracanais, o hidroxido de
calcio é o curativo de demora mais utilizado. Além de todas as suas
propriedades, antimicrobiana, neutralizadora do pH acido e indutora de
mineralizacdo (Leonardo®®), o hidroxido de célcio tem acdo sobre a
endotoxina (Barthel et al.; Safavi & Nichols*®*’; Tanomaru et al.”®).
Entretanto, a atividade antimicrobiana do hidroxido de calcio deve ser
complementada associando-0 a outra substancia quimica a fim de
aumentar o espectro de agao no interior dos canais radiculares. A
clorexidina vem ganhando espaco para ser utilizada associada ao
hidréxido de célcio, uma vez que a clorexidina atua contra aerobios,
leveduras e sobre Enterococcus faecalis, que sao 0s microrganismos
mais resistentes & acéo do hidréxido de célcio (Ercan et al.'®>; Gomes et
al.?%; Menezes et al.*®). Desta forma, no presente estudo optou-se pela
associacdo do hidroxido de célcio e clorexidina gel 2%. Estudos tém
mostrado que esta associacdo apresenta satisfatéria atividade
antimicrobiana e reparadora, além da efetividade sobre endotoxinas
presentes no canal radicular (Menezes et al.*; Soares et al.®®; Vianna et
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al.”). O periodo de 14 dias de acdo da medicacéo intracanal foi devido ao
hidroxido de calcio necessitar desse tempo para difundir-se nas areas de
propagacdo microbiana e desta forma ter acdo satisfatoria (Nerwich et

1.3, verificaram em um estudo in

al.**: Takahashi et al.®). Leonardo et a
vivo, que os melhores resultados histopatologicos apoOs utilizacdo do
hidréxido de calcio como medicacao intracanal, ocorreram de 15 a 30

dias.

Ainda com relacdo as medicagcfes intracanais, houve
interesse em avaliar a polimixina B, pois Oliveira et al.* verificaram in
vitro que a polimixina B foi capaz de inativar endotoxinas dos canais
radiculares por 7 dias. A polimixina B utilizada no presente estudo foi
manipulada na Farméacia de manipulacdo Ophtalmos Formulas Oficiais
Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil), sob a forma de colirio, contendo 1 mg/ml de
sulfato de polimixina B, o que corresponde a 10.000 Ul, mesma
concentracdo presente nas solucdes otolédgicas.

O Lisado do amebdcito Limulus (LAL) é utlizado para
deteccdo de endotoxinas presente em bactérias Gram-negativas. O lisado
€ preparado a partir do amebdcito circulante do caranguejo-ferradura
Limulus polyphemus.

O uso do LAL envolvido na deteccdo de endotoxinas
bacterianas foi observado inicialmente por Bang® através de uma infeccdo
por bactérias Gram-negativas no caranguejo Limulus polyphemus que
resultou em uma coagulacdo intravascular fatal. Mais tarde, Levin e
Bang®, demonstraram que esta coagulac&o foi o resultado de uma acéo
entre a endotoxina e uma proteina coagulavel presente nos amebdcitos
circulantes no Limulus. Seguindo o desenvolvimento de um
anticoagulante adequado para o sangue do Limulus, os autores
prepararam um lisado do amebdécito que foi um indicador extremamente
sensivel a presenca de endotoxina. Estes mesmos autores demonstraram

ainda que a formacao do coagulo foi resultado de uma reacédo enzimatica
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entre a endotoxina e uma proteina coagulavel na circulacdo do amebdcito
de Limulus.

Alguns estudos utilizam o teste Gel Clot (Lisado do
Amebdcito de Limulus) para deteccdo de endotoxinas (Oliveira et al.***9).
Este método € mais acessivel e de menor custo por ndo necessitar do
leitor cinético para detectar endotoxina. Neste método, sdo colocadas
amostras dos canais radiculares juntamente com o reagente do LAL em
tubos apirogénicos. Esses tubos sédo levemente agitados, permanecendo
em banho-maria a 37° C durante 1 hora. Apds esse periodo é verificada a
formacdo ou ndo do gel inclinando-se os tubos (analise qualitativa).

O teste utilizado neste estudo foi o teste cromogénico do
lisado do amebdcito de Limulus, que é o método mais sensivel e confiavel
para deteccdo de endotoxinas, permitindo quantificar a endotoxina com
maior precisdo. Neste teste, o leitor cinético acoplado a um
microcomputador com software Wink QCL especifico realiza o
gerenciamento, execucdo e emissdo de relatérios. Este software calcula
automaticamente os parametros da curva-padrdo e os valores da
guantidade de endotoxina das amostras dos canais radiculares. Este teste
também é utilizado por outros autores (Jacinto et al.?®; Khabazz et al.®;

Nissan et al.**; Schein & Schilder™).

6.2 Dos resultados

A andlise microbiologica referente a primeira coleta
(imediatamente apés o preparo biomecanico) mostrou completa
eliminacdo de E.coli em todos os espécimes dos grupos do hipoclorito de
sodio 2,5% e clorexidina gel 2%, entretanto, no grupo da solugéo salina
fisiologica houve apenas redugcdo dos microrganismos. Estes resultados

mostraram que o preparo biomecanico com hipoclorito de sédio 2,5% e
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clorexidina gel 2% foram efetivos na eliminacdo de E. coli em canais
radiculares. Observa-se ainda que estas substancias, associadas ao
preparo do canal radicular, foram capazes de eliminar E. coli da massa
dentindria, uma vez que mesmo decorridos 7 dias do preparo
biomecénico, e com o canal contendo solugdo salina fisiologica
apirogénica, ndo houve crescimento da bactéria. Outros estudos tém
demonstrado atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio em diversas
concentracbes e da clorexidina gel ou solugcdo 2% sobre Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans (Ferraz et al.*®; Siqueira Jr et al.%®; Tanomaru Filho
et al.”!). Entretanto, apesar das substancias quimicas utilizadas no
preparo biomecanico terem apresentado atividade antimicrobiana sobre E.
coli, estas ndo foram capazes de eliminar as endotoxinas presentes no
canal radicular.

Na primeira coleta, verificou-se que o grupo do hipoclorito
de sodio 2,5% e da clorexidina gel 2% apresentaram menores
guantidades de endotoxina (202 e 366 EU/mI, respectivamente) quando
comparados ao grupo controle (750 EU/ml) que foi utilizado apenas
solucdo salina fisiologica apirogénica como irrigante auxiliar da
instrumentacédo dos canais radiculares. Estes resultados concordam com
outros estudos que também verificaram que o preparo biomecanico com
solucéo de hipoclorito de sédio e clorexidina gel 2% néo é suficiente para
inativar a endotoxina (Buttler et al.?; Oliveira et al.*®; Silva et al.?*), sendo
necessaria a complementacdo da acdo com medicagcdes intracanais.
Verificou-se ainda na segunda coleta, ap0s 7 dias, que a quantidade de
endotoxina foi mais que o dobro para o grupo do hipoclorito de sodio 2,5%
(531 EU/mI) e o triplo para o grupo da clorexidina gel 2% (1256 EU/mI).
Isto comprova que o preparo biomecanico com hipoclorito de sodio ou
clorexidina elimina completamente E. coli dos canais radiculares,

entretanto, com a morte da bactéria, as endotoxinas permanecem na
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massa dentinaria necessitando desta forma, de medicacdes que atuem,
inativando estas endotoxinas.

Comprovando a importancia das substancias quimicas
auxiliares na diminuicdo do numero de microrganismos ou de sua
eliminacdo, verificou-se que nos grupos onde a instrumentacao foi
realizada apenas com solugdo salina fisiologica, houve diminuicdo no
namero de E. coli presente ap6s o0 preparo biomecanico, mas nao
eliminacdo do mesmo. A utilizacdo da medicacéo intracanal foi necessaria
e mostrou-se eficaz contra as bactérias ainda presentes nos canais
radiculares. Assim, tanto o hidroxido de célcio, como a polimixina B e a
associacdo hidréxido de calcio e clorexidina gel 2%, foram capazes de
eliminar completamente E. coli dos canais radiculares. Uma vez que, na
pratica clinica, outros microrganismos estdo presentes no sistema de
canais radiculares e, além disto, muitos sdo resistentes a acdo das
substancias quimicas auxiliares utilizadas no preparo do canal radicular, a
utilizacdo de medicacéo intracanal faz-se necessaria para eliminacdo dos
microrganismos presentes.

Em relacdo a quantidade de endotoxinas, apdés a
utilizacdo de medicacdo intracanal, os resultados mostraram reducao
significante da endotoxina com todas as medicacOes testadas, com
valores bem menores quando comparados ao grupo controle, o qual ndo
recebeu nenhuma medicagcéo, e quando comparados com a segunda
coleta. Em alguns espécimes, a pasta Calen e a associa¢ao hidroxido de
calcio e clorexidina gel 2% foram capazes de inativar completamente as
endotoxinas. Ja a polimixina B reduziu a quantidade de endotoxinas,
entretanto ndo foi capaz de inativa-la completamente em nenhum dos
espécimes. Isto demonstra que o hidroxido de calcio, a polimixina B e a
associacdo hidréxido de célcio e clorexidina gel 2% apresentaram
capacidade antimicrobiana sobre E. coli, mas somente a associagcéo
clorexidina gel 2% mais hidroxido de calcio e a pasta Calen, em alguns
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espécimes, foram capazes de neutralizar totalmente as endotoxinas nos
canais radiculares.

Estudos in vitro e in vivo jA mostraram que o hidroxido de
célcio é capaz de inativar endotoxinas. Safavi & Nichols®®, em 1993,
verificaram que o hidroxido de calcio hidrolisa o lipideo A, resultando na
liberacdo elevada de &cidos graxos livres. Em 1994, estes mesmos
autores®’ identificaram a producdo de prostaglandinas E2 nos
sobrenadantes de mondcitos estimulados pelo LPS, entretanto ndo a
identificaram naqueles que foram tratados previamente com hidroxido de
calcio. Esses experimentos sugeriram que a a¢ao biolodgica do LPS requer
a presenca de acidos graxos hidroxilados ligados a juncéo éster e estas
ligacdes sdo rompidas pelo tratamento com o hidréxido de calcio. Ainda
Barthel et al.?, verificaram que o hidréxido de célcio é capaz de eliminar a
capacidade do LPS de induzir a producdo de TNF-a em mondcitos
periféricos do sangue. A reducdo na producdo de IL-1pB foi observada
também quando o LPS foi tratado com hidroxido de calcio em um estudo
in vitro realizado por Olsen et al.*°. Em estudo em cées, Nelson Filho et
al.”® e Silva et al.??, concluiram que a endotoxina causa lesdo periapical
visivel radiograficamente, entretanto quando associada ao hidroxido de
célcio, esta endotoxina fica desprovida de ac¢éo toxica. Os resultados do
presente estudo também concordam com o estudo de Tanomaru et al.”
que, utilizando metodologia semelhante, verificaram que o preparo
biomecéanico com as solucdes de hipoclorito de sédio e clorexidina néo foi
capaz de inativar os efeitos da endotoxina, entretanto o hidroxido de
calcio inativou os efeitos induzidos pela endotoxina .

Neste estudo, verificou-se que a associacao hidréxido de
calcio mais clorexidina foi a medicacdo intracanal mais efetiva na
neutralizacdo das endotoxinas. O mecanismo de acdo desta associacao
sobre endotoxinas é o mesmo mecanismo de acao do hidréxido de calcio
citado anteriormente. Esta associacdo une as propriedades

antimicrobianas da clorexidina com o potencial de mineralizacdo e as
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propriedades de neutralizacdo das endotoxinas do hidréxido de célcio. A
menor acdo da pasta Calen quando comparada a associagao hidroxido de
calcio mais clorexidina gel 2% (sem diferenca estatistica significante),
provavelmente deve-se a liberacdo mais lenta de ions OH™ da pasta Calen
guando comparada a associacao do hidréxido de célcio com a clorexidina,
que teve uma acdo mais rapida e consequentemente maior para o
periodo utilizado.

A efetividade da polimixina B neste estudo foi semelhante
ao trabalho de Oliveira et al.*°, 2005, que utilizaram a polimixina B como
medicacdo intracanal por 7 dias e verificaram sua diminuicdo sobre
endotoxinas. A neutralizagdo da endotoxina pela polimixina B como
prevencdo da letalidade endotoxica tém sido observada em animais
(Parviainen et al.’’; Rifkind®*; Rifkind e Palmer®®;). Além da letalidade
endotdxica, tém sido observado também a neutralizacdo da reacdo de
Shwartzman em coelhos (Craig et al.®). Rifkind e Palmer® sugerem que
alguns antibidticos polipeptideos catibnicos, como a polimixina B, séo
capazes de neutralizar as endotoxinas pela combinacdo direta a carga
eletronegativa do lipideo A da molécula de endotoxina. Mais tarde,

Morrison e Jacobs*%#

verificaram que a polimixina B tem a habilidade de
se ligar com alta afinidade a porcdo do lipideo A, alterando assim, a
conformacédo tridimensional da molécula de LPS. Essa alteracédo
conformacional possivelmente impede o complexo endotoxina-polimixina
B de se ligar ao receptor CD14 nos mondcitos, inibindo a liberacdo de

mediadores inflamatérios (Evans et al.*® |48:49

). Entretanto, Oliveira et a
verificou efetiva neutralizacdo da endotoxina apds o preparo biomecanico
com polimixina B ou como medicacdo intracanal por 7 dias.
Provavelmente, a polimixina B, por ser um antibidtico, apresenta acéo
local imediata, perdendo sua efetividade apds algumas horas no interior
do canal radicular. Desta forma, como solucéo irrigadora, a polimixina B
poderia ser uma opg¢ao para neutralizar endotoxina, mas como medicacao

intracanal ndo foi tdo efetiva. Isto pode ser melhor explicado pela acao
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sistémica da polimixina B nos casos de sepsis por bactérias Gram-
negativas e em choque endotéxico (Rikfind®; Evans et al.'®). Ao
administrar polimixina B sdo necessarias doses repetidas para manter a
acao neutralizadora da endotoxina e, no presente estudo, a polimixina B
foi utilizada em dose Unica, permanecendo durante 14 dias no canal
radicular.

Nesta pesquisa, 0 grupo controle com a instrumentagcao
realizada apenas com o auxilio de solucdo salina fisiologica foi
interessante para mostrar que 0 processo irrigacdo/aspiracdo reduz a
guantidade de microrganismo e de endotoxina dos canais radiculares,
embora ndo seja capaz de elimina-los completamente. Entretanto, a
utilizacdo de substancias quimicas auxiliares que tenham propriedades
antimicrobianas é fundamental para a completa eliminacdo dos
microrganismos do canal radicular. No presente estudo, as substancias
guimicas auxiliares testadas, hipoclorito de sddio e clorexidina eliminaram
completamente E. coli dos canais radiculares e reduziram a quantidade de
endotoxinas. Embora tenha ocorrido essa reducdo, a neutralizacdo de
endotoxinas no canal radicular ndo foi total. Somente a utilizacdo da
medicacéo intracanal foi capaz de reduzir significativamente e, em alguns
espécimes até neutralizar totalmente as endotoxinas.

Dessa forma, € de fundamental importancia a utilizacéo de
substancias quimicas auxiliares que tenham propriedades antimicrobianas
e medicagdes intracanais que possam ter maior acdo nas camadas mais
profundas dos tubulos dentinarios, canais secundarios e crateras de
reabsorcdo. Resta ainda saber a real significancia da endotoxina presente
no canal radicular apés a eliminacdo de todos 0s microrganismos
presentes no sistema de canais. Por quanto tempo esta endotoxina teria
acdo apos a morte do microrganismo? Qual a significancia clinica desta
endotoxina apdés a morte do microrganismo? Estas respostas devem ser
objetos de estudo futuros para melhor compreensado dos mecanismos de

manutencao das lesdes periapicais.



7 CONCLUSOES

b)

Os resultados obtidos permitem concluir que:

O preparo do canal radicular com a solucéo de hipoclorito de
sédio 2,5% e a clorexidina gel 2%, como substancias
quimicas auxiliares, promoveu a eliminacdo total de
Escherichia coli nos canais radiculares e diminuiu
significativamente a quantidade de endotoxinas, comparado

ao grupo controle;

Todas as medicagOes intracanais utilizadas neste estudo

foram efetivas sobre Escherichia coli;

Somente a medicacdo intracanal € capaz de reduzir
significativamente ou neutralizar completamente endotoxinas
presentes nos canais radiculares, sendo que a associacao
hidroxido de calcio P.A. e clorexidina gel 2% foi mais efetiva,
seguido da pasta de hidréxido de calcio, embora sem
diferenca estatistica significante. A polimixina B também
apresentou capacidade de neutralizar endotoxinas,

entretanto, foi menos efetiva que as demais medicacdes.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of auxiliary chemical
substances and intracanal medications on Escherichia coli (E. coli) and its
endotoxin in root canals. The study was conducted on 120 single-rooted teeth.
After sectioning of crowns, the root canals were contaminated with a suspension
of E. coli for 14 days. After collection of confirmation, they were submitted to
instrumentation up to K 50 file and step-back preparation up to K 80 file.
Thereafter, twelve roots were used as control group (G4) and 108 roots were
divided into 3 groups (n=36) according to the auxiliary chemical substance used:
G1) 2.5% sodium hypochlorite; G2) 2% chlorhexidine gel (CLX); G3) apyrogenic
saline solution. After biomechanical preparation (BMP), these groups were
subdivided according to the intracanal medication (ICM) employed (n=12): A)
calcium hydroxide (Ca(OH),), B) polymyxin B, and C) Ca(OH), + 2% CLX gel.
The control group (G4) was used apyrogenic saline solution without application of
intracanal medication. Samples of the root canal content were collected
immediately after PBM (1% collection), at 7 days after PBM (2™ collection),
immediately after 14 days of ICM activity (3" collection), and 7 days after removal
of ICM (4" collection). The following aspects were evaluated for all collections: a)
antimicrobial activity; b) quantification of endotoxin by the Limulus amebocyte
lysate test. The auxiliary chemical substances and ICMs employed were able to
completely eliminate E. coli from root canals. Results of the amount of endotoxin
were analyzed by the Kruskal-Wallis and Dunn (5%) statistical tests. In the first
and second collection, it was verified that groups G1 and G2 were statistically
different from group G3 (p<0.05). In the third collection, groups G1C, G2A, G2C
and G3C showed the lowest endotoxin values and were statistically similar to
groups G1A, G1B, G3A and G3B (p>0.05). In the fourth collection, group G1B
showed the lowest endotoxin value and was statistically similar to groups G1A,
G1C, G2A, G2B, G2C, G3B and G3C (p>0.05). It was concluded that PBM with
solutions with antimicrobial activity was able to eliminate E. coli from the root
canals; however, the endotoxin may only be neutralized with the use of ICM,
especially the association of Ca(OH), + 2% CLX gel.

KEYWORDS: Escherichia coli, endotoxin, sodium hypochlorite, chlorhexidine,
calcium hydroxide, polymyxin B.
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