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Corazza BJM. Avaliacdo clinica do efeito de diferentes medicagfes intracanais
nos niveis de resolvinas e lipoxinas periapicais: novas perspectivas endoddnticas
[dissertacdo]. S@o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da terapia endodoéntica utilizando
NaOCI 2,5% e medicacGes intracanais a base de hidroxido de célcio e de da N-
acetil cisteina (NAC) na desinfeccdo dos canais radiculares, na reducdo de
endotoxinas e na estimulacdo de liberacdo dos mediadores lipidicos Resolvina
El, D2 (RvELl, RvD2) e Lipxina A4 (LxA4). Foram selecionados quarenta
dentes unirradiculares, com infec¢do endodontica priméaria e periodontite apical.
Os dentes foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de acordo com a
medicacdo intracanal a ser utilizada: G1: soro fisiologico + Ca(OH), (n=14), G2:
N-Acetil Cisteina (n=13), G3: clorexidina (CLX) + Ca(OH), (n=14). Amostras
bacterianas e de endotoxinas foram coletadas do canal radicular, ap6s abertura
coronaria, ap6s preparo dos canais com limas reciprocantes (Reciproc)
selecionadas de acordo com o diametro do canal radicular e a solugéo irrigante
(NaOCl 2,5%) e apdés medicacdo intracanal. A analise da atividade
antimicrobiana foi através da contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) de microrganismos remanescentes no canal radicular e quantificagao
de endotoxinas (EU/mL) através do teste Limulus Amebocyte Lysate — LAL.
Apbs o preparo biomecénico (PBM) os dentes foram preenchidos com as
medicacOes intracanais de acordo com 0s grupos por quatorze dias. O fluido
intersticial foi coletado ap0s preparo dos canais e ap6s 14 dias de medicacdo e a
quantificacdo dos mediadores lipidicos (RVE1l, RvD2, LxA4) foi realizada
através do teste imunoenzimatico (ELISA). Os valores obtidos foram tabulados,
analisados pelo software GraphPad Prism 6.01 e submetidos aos testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e Lilliefors e em seguida aos testes
Kruskal-Wallis e Dunn e Anova one-way e Tukey (P <0.05). Para carga
microbiana, o0 PBM reduziu em média 96% dos microrganismos aerobios e
92,5% dos anaerdbios em todos os grupos (p<0,05). A utilizacdo de medicacao
intracanal a base de Ca(OH)2 manteve o0s niveis atingidos com 0 PBM (p>0,05),
porém no grupo NAC houve aumento de bactérias. Os niveis de endotoxinas
diminuiram apo6s o preparo dos canais e 0 uso das medicacdes reduziu o nivel de
endotoxinas porém sem diferenca estatistica em relacdo a reducdo alcancada
com o preparo biomecanico. Quanto aos mediadores lipidicos, somente no grupo
NAC foi observado aumento de Rv D2. Concluiu-se que o PBM reduziu
significantemente o nimero de bactérias e a quantidade de endotoxinas do canal,



e as medicacbes a base de Ca(OH)2 foram eficientes na eliminacdo de
microrganismos do canal, entretanto NAC néo foi eficaz para a reducdo da carga
microbiana; As trés medicacOes avaliadas foram capazes de atuar no LPS
bacteriano. Somente a NAC foi capaz de influenciar positivamente esse
resultado com o aumento de RvD2 pos 14 dias da medicacdo. Os mediadores
lipidicos tém grande potencial para uso nos diversos tipos de tratamento
endodontico.

Palavras-chave: Periodontite periapical. N-acetil cisteina. Endotoxinas.
Resolvinas. Lipoxinas.



Corazza BJM. Clinical evaluation of the effect of different intracanal
medications on levels of periapical resolvins and lipoxins: new endodontic
perspectives[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of endodontic therapy using
2.5% NaOCI and intracane medications based on calcium hydroxide and N-
acetyl cysteine (NAC) on root canal disinfection, reduction of endotoxins and
stimulation of release of the lipid mediators Resolvin E1, D2 (RvE1, RvD2) and
Lipoxin A4 (LxA4). Forty uniradicular teeth were selected, with primary
endodontic infection and apical periodontitis. The teeth were randomly divided
into 3 groups according to the intracanal medication to be used: G1: saline +
Ca (OH) 2 (n = 14), G2: N-Acetyl Cysteine (n = 13), G3: chlorhexidine CLX) +
Ca (OH) 2 (n = 14). Bacterial and endotoxin samples were collected from the
root canal after coronary opening after preparation of the channels with
reciprocal files (Reciproc) selected according to the root canal diameter and the
irrigating solution (NaOCI 2.5%) and after intracanal medication. The analysis
of the antimicrobial activity was by count of colony forming units (CFU / mL) of
microorganisms remaining in the root canal and quantification of endotoxins
(EU / mL) using the Limulus Amebocyte Lysate - LAL test. After biomechanical
preparation (PBM) the teeth were filled with intracanal medications according
to the groups for fourteen days. The interstitial fluid was collected after
preparation of the channels and after 14 days of medication and quantification
of the lipid mediators (RVE1, RvD2, LxA4) was performed through the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The values obtained were tabulated,
analyzed by GraphPad Prism 6.01 software and submitted to Kolmogorov-
Smirnov and Lilliefors normality tests, followed by Kruskal-Wallis and Dunn
and Anova one-way and Tukey tests (P <0.05). For microbial load, PBM
reduced on average 96% of aerobic microorganisms and 92.5% of anaerobes in
all groups (p <0.05). The use of intracanal medication based on Ca (OH) 2
maintained levels reached with PBM (p> 0.05), but in the NAC group there was
an increase of bacteria. The endotoxin levels decreased after the preparation of
the canals and the use of the medications reduced the endotoxin level, but
without statistical difference in relation to the reduction achieved with the
biomechanical preparation. As for the lipid mediators, only in the NAC group
an increase of D2 Rv was observed. It was concluded that PBM significantly
reduced the number of bacteria and the amount of endotoxins in the canal, and
Ca (OH) 2-based medications were efficient in the elimination of



microorganisms from the canal, however NAC was not effective for reducing the
load microbial; The three medications evaluated were able to act on bacterial
LPS. Only the NAC was able to positively influence this result with the increase
of RvD2 after 14 days of the medication. Lipid mediators have great potential
for use in various types of endodontic treatment.

Key words: Periapical periodontitis. N-acetyl cysteine. Endotoxins. Resolvins.
Lipoxins.



1 INTRODUCAO

As infecgdes endodonticas ocorrem quando bactérias conseguem entrar
no sistema de canais radiculares através de lesdes cariosas profundas, trincas,
vasos sanguineos apicais ou mesmo através do periodonto causando danos ao
tecido pulpar e provocando necrose deste (Tennert et al., 2014). A contaminagao
dos canais gera uma resposta do sistema imunolégico do hospedeiro levando a
inflamacéo periapical, esse processo terd como sequela a reabsorcao de tecidos
duros e destruicdo de outros tecidos formando-se assim a lesdo periapical (Nair,
2004).

O principal objetivo da resposta inflamatoria € detectar e eliminar os
fatores que interferem na homeostase, além de proteger o hospedeiro das
agressoes (Serhan, Chiang, 2009). Uma resposta inflamatdria tipica é constituida
por quatro componentes: indutores inflamatorios; sensores de detecgéo;
mediadores e tecidos-alvo afetados, o tipo e grau da resposta inflamatoria séo
dependentes da natureza do gatilho (bactérias, virus ou parasitas) e da sua
persisténcia (Medzhitov, 2010). O reconhecimento dos patdgenos bacterianos €
realizado por receptores de reconhecimento padrdo, tais como 0s receptores
Toll-like, que sdo expressos por macrofagos presentes no tecido (Aderem,
Ulevitch, 2000; Darveau, 2010). A ligacdo aos receptores Toll-like induz a
producdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e mediadores lipidicos pro-
inflamatdrios, tais como as prostaglandinas que s@o 0s principais responsaveis
por estabelecer a resposta inflamatoria de forma eficaz e promover a eliminagédo
bacteriana. As interleucinas IL-1pB, IL-6, fator de necrose tumoral TNF-a e
prostaglandina E2 s&o produzidos localmente nos tecidos inflamados. Citocinas
pré-inflamatorias na circulagdo resultam em leucocitose e presenca de proteinas

da fase aguda, e a exposicdo continua aos agentes agressores, antigenos sollveis
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reagem expressando anticorpos circulantes especificos para formar complexos
imunolodgicos que irdo amplificar a inflamacéo (Freire, Van Dyke, 2013).

A deteccdo da resposta inflamatdria por células da imunidade inata e
celulas residentes desencadeia a producdo de mediadores que modulam o
destino de inflamac&o. Neutrofilos, macréfagos, células dendriticas e mastécitos
produzem proteinas de baixo peso molecular - citocinas - que controlam o inicio
da inflamacéo, sua manutencgédo, amplitude e a duracdo da resposta. A regulagéao
genética, que conduz a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias a partir de uma
variedade de tipos celulares é geralmente dependente da ativacdo transcricional
ativada pelo fator nuclear kappaB (Baldwin, 1996; Hanada, Yoshimura, 2002).
As vias do fator nuclear kappaB séo ativadas por receptores de reconhecimento
padréo, tais como lipopolissacaridos (LPS), através da via do receptor Toll-like
(Hanada, Yoshimura, 2002). As quimiocinas, citocinas com funcdes
quimiotaticas, induzem a migracao de células para o local da infeccdo. Uma vez
que os leucdcitos saem dos vasos sanguineos, estes sdo atraidos por gradientes
funcionais de fatores quimiotaticos para o local de infeccéo (Zlotnik and Yoshie,
2000)(Rossi, Zlotnik, 2000; Zlotnik, Yoshie, 2000). As quimiocinas sdo
sintetizadas por uma variedade de tipos celulares, incluindo células endoteliais,
epiteliais e do estroma, bem como por leucocitos. O fracasso da resposta
inflamatdria ou a ativagdo continua das respostas torna-se prejudicial para o
tecido levando ao desenvolvimento de lesbes cronicas, que chamamos de
doencas inflamatorias (Cekici et al., 2014).

Nas infeccdes endodénticas priméarias, ha predominio de bactérias gram-
negativas (Martinho et al., 2010; Récas, Siqueira, 2010) essas bactérias possuem
como constituinte de sua parede celular os lipopolissacarideos (LPS) (Rietschel,
Brade, 1992) que séo liberados durante a divisdo ou morte das células (Gorbet,
Sefton, 2005). Essas moléculas sdo altamente virulentas, provocando resposta

inflamatdria exacerbada (Pitts et al., 1982), podendo desencadear a liberacdo de
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citocinas pré-inflamatérias como a IL-1 alfa e TNF-alfa, com consequente
liberacdo de matriz de metaloproteinase -1 (MMP-1) causando reabsorgdo 0ssea.

Sendo assim, para obter o sucesso da terapia endodontica é necessario
eliminar a infeccdo do canal (Mohammadi, Dummer, 2011), e também inativar
0s subprodutos dos microrganismos como o LPS a fim de modular a inflamagao
(Siqueira, Rocas, 2007).

A instrumentagdo do canal radicular resulta em reducéo significativa,
mas ndo completa, das bactérias (Hulsmann et al., 2005; Shuping et al., 2000),
sendo necessario 0 uso de substéncias quimicas auxiliares, como os irrigantes
com acdo bactericida que sdo utilizadas durante o preparo biomecanico
(Haapasalo et al., 2010; Shuping et al., 2000) e a medicacdo intracanal para a
obtencdo da assepsia do sistema de canais, auxiliando na modulacdo da
inflamacéo (Athanassiadis et al., 2007).

O hipoclorito de sodio é a solucéo irrigadora mais utilizada devido a sua
capacidade de dissolver a matéria organica e matar microrganismos de forma
eficaz (Haapasalo et al., 2010) e o hidroxido de célcio é a medicacdo mais
utilizada por sua propriedade antimicrobiana associada a liberacdo de ions
hidroxila que sdo altamente oxidantes e provocam danos a membrana das
bactérias, desnaturando proteinas e danificando o DNA (Siqueira, Lopes, 1999).
Essa medicacdo age sobre o LPS bacteriano, inativando-o (Oliveira et al., 2005)
e também é capaz de inibir citocinas do tipo Thl, atuando no processo
inflamatorio (Martinho et al., 2015).

A clorexidina (CLX) também tem sido utilizada como medicacao
intracanal, especialmente associada ao hidroxido de célcio (Valera et al., 2010b)
pois & um agente antimicrobiano de amplo espectro, e possui acdo
antimicrobiana residual apo6s exposi¢do do canal a essa substancia por longos
periodos, atua na eliminacdo de bactérias resistentes e possui baixo grau de

toxicidade (Basrani, Lemonie, 2005).
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A N-acetil cisteina (NAC) é uma substancia derivada da cisteina que
possui acao antioxidante pela presenca do grupo tiol (Samuni et al., 2013). Os
grupos tiol estimulam a sintese de GSH, atuam na desintoxicacdo e eliminam
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Cacciatore et al., 2010). Vem sendo
estudada e apresentou bons resultados como medicagdo analgésica em relacdo a
dor pds tratamento endodéntico (Ehsani et al., 2012) e também se mostrou
eficaz contra patdgenos e biofilme endodénticos em estudos in vitro (Choi et al.,
2018; Moon et al., 2016).

Tem sido sugerido que defeitos na resolucdo dos mecanismos
inflamatdrios resultam em um fenotipo inflamatorio presente em doencas
crbnicas, e 0s mediadores lipidicos podem eliminar esse fendétipo. Esses
mediadores lipidicos pré-resolvedores desempenham o papel de moléculas
naturais na manutencdo da homeostase, apresentando-se como agentes
terapéuticos promissores para doencas humanas (Spite et al., 2014).

Durante muitos anos, somente as lipoxinas haviam sido identificadas
como mediadores anti-inflamatorios (Serhan et al., 2008), mas atualmente novos
mecanismos da suplementacdo alimentar com 0Omega-3 e liberacdo de
mediadores lipidicos com acdo anti-inflamatoria foi descoberto (Serhan et al.,
2002, 2000). Esse conjunto separado de mediadores lipidicos tais como as
lipoxinas, derivadas do &cido araquiddnico ou desencadeadas pela aspirina as
resolvinas da série E, derivadas do é&cido Omega3-eicosapentaendico, as
resolvinas da série D, derivadas do acido docosaexaenoico, as protectinas e
maresinas atuam como agonistas endogenos para ativar o fim da inflamacéo,
estimulando sua resolucdo, (Gilroy et al., 2004; Serhan, 2010). Os mediadores
lipidicos, atuam como sinalizadores enddgenos de parada inflamatoria,
proporcionando evidéncias de que a resolucdo da inflamacdo é um processo
bioquimicamente ativo (Serhan et al., 2000). Esses mediadores lipidicos tém

chamado atencdo devido a sua potente capacidade anti-inflamatéria e pro-
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resolvedora em concentragOes tdo baixas quanto nanomols (Serhan et al., 2002).
Ambas as a¢Oes possuem 0 mesmo objetivo, eliminar a inflamagao e a dor. O
tratamento com resolvinas é de particular interesse, pois ao contrario dos anti-
inflamatorios, as estratégias das resolvinas ndo sdo unicamente dependentes do
bloqueio de um evento natural, em vez disso s&o orientadas para a promocao de
uma via de defesa natural (Yoo et al., 2013).

As interacOes seletivas dos mediadores lipidicos com 0s receptores
acoplados a proteina-G, molécula de transducdo de sinal, das células da
imunidade inata induzem o fim do infiltrado leucocitario, o retorno da
permeabilidade vascular, morte dos neutréfilos por apoptose, presenca de
infiltrado néo-flogistico de mondcitos e macrofagos e remocgdo apoptotica de
neutrofilos, bactérias e debris necroticos. Estes eventos celulares alcangcam o
resultado ideal da inflamagéo, ou seja, a resolucdo, com o retorno a homeostase
tecidual (Freire, Van Dyke, 2013).

Resolvinas (Rv) sdo mediadores lipidicos, com liberacdo induzida
endogenamente durante a fase de resolucdo da inflamacédo (Serhan, Chiang,
2009). Estes mediadores lipidicos sao biossintetizados a partir dos acidos graxos
essenciais precursores do 6mega-3 poliinsaturado de acido eicosapentaenoico e
acido docosaexaenoico derivados da dieta (Bannenberg et al., 2005). Os
principais grupos da familia de resolvinas tém estruturas quimicas distintas:
série E, derivados do &cido eicosapentaenoico; série D, derivados do acido
docosaexaenoico (Simopoulos, 2002). As Rvs da série E sdo produzidas pelo
endotélio vascular via ciclooxigenase-2 modificada pela aspirina que converte
acido eicosapentaenoico em 18R-hydroperoxyeicoapentaenoic e acido 18S-
hydroperoxyeicoapentaenoic. Esses intermediarios sdo rapidamente absorvidos
por neutrofilos humanos e metabolizados em RVEL e E2 pela lipoxigenase-5. A
producdo de RvVE1 é aumentada no plasma de individuos que usam aspirina ou

acido eicosapentaenoico, resultando na melhoria dos sinais clinicos
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inflamatdrios (Ho et al., 2010; Makriyannis, Nikas, 2011; Oh et al., 2011). Da
mesma forma, demonstrou-se que as Rv da série D, derivadas do acido
docosaexaenoico sdo capazes de reduzir a inflamacgéo, diminuindo a adeséo de
leucdcitos-plaquetas; e a conversdo do acido docosaexaenoico desencadeada
pela aspirina produz moléculas com funcéo anti-inflamatoria e pré-resolvedora
(Serhan, Chiang, 2009).

As lipoxinas (Lx) sdo moléculas pro-resolvedoras naturais produzidas a
partir de acidos graxos enddgenos. Derivados do acido araquidbnico, as
lipoxinas tém acgdes anti-inflamatdrias e de resolucdo potentes (Samuelsson et
al., 1987; Serhan et al., 2000, 1995). As LxA4 e B4 foram as primeiras isoladas
e identificadas como inibidoras da infiltracdo de neutréfilos e estimuladoras do
recrutamento de macrofagos (Bannenberg et al., 2004; Maddox et al., 1998).
Trés vias principais de sintese de Lxs foram identificadas, na primeira via, em
tecidos de mucosas humanas, tais como no trato gastrointestinal, vias aéreas e na
cavidade oral, a oxigenacdo sequencial de acido araquidonico pela 15-
lipoxigenase e 5-lipoxigenase, seguido por hidrolise enzimatica, conduzem a
producdo de LxA4 e LxB4 (Levy et al., 2001). Na segunda via, em vasos
sanguineos, a 5-lipoxigenase biossintetiza a lipoxina A4, e a 12-lipoxigenase das
plaquetas produz a lipoxina B4. A LxA4 regula as fungbes celulares através da
ativacdo de receptores especificos; estes receptores sdo expressos por neutréfilos
e mondcitos. Uma terceira via da sintese é desencadeada pela aspirina. A
aspirina promove a acetilacdo da ciclooxigenase-2, resultando em uma alteracéo
na atividade da ciclooxigenase-2 que passa a produzir 15R-HETE, leucdcitos 5-
LOX convertem este produto em 15-epi-LXA4 que sdo denominados lipoxinas
desencadeadas pela aspirina. As células que expressam a ciclooxigenase-2
incluem ceélulas endoteliais vasculares, células epiteliais, macrofagos e
neutrofilos. Além da sintese de lipoxinas, a aspirina também bloqueia a sintese

de prostaglandinas por acetilagdo da ciclooxigenase-2, inibindo a inflamacgéo
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(Serhan et al., 2008).

A LxA4, lipoxinas desencadeadas pela aspirina e a RvE1l mostraram
capacidade em inibir o recrutamento de neutrofilos, atenuar a expressao do gene
pro-inflamatorio e reduzir a gravidade da colite em modelos murinos (Lee et al.,
1984; Serhan et al., 2000). A presenca de infiltrado neutrofilico e a remocao de
fagocitos foram observados quando as RVE1l e D2, Lx e maresinas foram
utilizadas no tratamento da colite (Arita et al., 2005; Hudert et al., 2006; Schwab
et al., 2007). Em um modelo semelhante, a RvD1 foi associada a regulacdo de
microRNAS, genes-alvo e com a reducédo de leucotrieno B4, prostaglandina D2,
tromboxano A2, prostaglandina F2a no exsudato peritoneal (Fredman et al.,
2012; Krishnamoorthy et al., 2012). Em modelos de doencas periodontais, a
LxA4 / lipoxinas desencadeadas pela aspirina impediram a perda Ossea e de
tecido conjuntivo (Wallace, Fiorucci, 2003).

Topicamente aplicada, a RVEL reduziu a inflamacdo local e a perda
0ssea induzida pelos osteoclastos no periodonto de coelhos (Hasturk et al.,
2006). Na periodontite agressiva localizada, a RvE1 foi capaz de reverter a
funcéo defeituosa dos macrdéfagos (Fredman et al., 2011) e inibir a liberacdo de
superoxidos pelos neutrofilos (Hasturk et al., 2006). Outros estudos também
mostram que as resolvinas D e E1 sdo capazes de contribuir na eliminacao
bacteriana (Chiang et al., 2012; Seki et al., 2010). Um estudo clinico em
pacientes com periodontite moderada a severa avaliou a suplementacédo da dieta
com Omega-3 e aspirina e o tratamento local com raspagem e alisamento
radicular. Foi observado que as bolsas periodontais diminuiram de tamanho
promovendo aumento nos niveis de inser¢do clinica e reducdo nos niveis de
mediadores inflamatorios na saliva quando comparados apenas ao tratamento
periodontal sozinho (El-Sharkawy et al., 2010).

Diante do exposto, o tratamento de doencas periodontais e endoddnticas

com um ou mais mediadores lipidicos especificos é claramente uma opcéo na
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pratica odontoldgica, no entanto, mais estudos sdo necessarios no que diz
respeito ao seu uso como medicacdo intracanal em pacientes com periodontite
apical.

Portanto, o presente estudo avaliou se medicacOes a base de Ca(OH)2
com soro fisiolégico, Ca(OH)2 com CLX e NAC estimulam ou ndo a liberagéo
de resolvinas e lipoxinas melhorando o reparo das lesdes periapicais. E ainda
comparou o efeito destas medicacbes na eliminacdo de endotoxinas e

microorganismos presentes nas infec¢es endodonticas primarias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Periodontite Apical

A infeccdo do sistema de canais radiculares gera uma resposta
inflamatdria no hospedeiro, sendo esta a principal causa da periodontite apical
(Nair, 1997). Kakehashi et al. (1965) evidenciaram a importancia dos
microrganismos na etiologia das alteracdes pulpares e periapicais. Nesse estudo
foram comparadas alteragdes pulpares resultantes de exposi¢des nédo tratadas em
ratos germ-free e em ratos que apresentavam microbiota normal. Todos 0s
animais receberam racéo esterilizada e ap6s 18 dias de experimento foi possivel
verificar que no grupo dos animais com microbiota normal o tecido pulpar
apresentava-se necrosado e com abscesso periapical, em contrapartida no grupo
germ-free ndo havia necrose pulpar ou leséo periapical, o infiltrado inflamatério
foi pequeno e havia reparo da regido lesionada por dentina reparadora. Outro
estudo classico realizado para demonstrar o papel dos microrganismos no
desenvolvimento das lesbes inflamatorias periapicais foi o de Moller et al.
(1981) que utilizou nove macacos e provocou necrose asséptica em 78 dentes
desses animais, 26 dentes foram selados mantendo a cavidade pulpar asséptica e
52 foram contaminados por bactérias indigenas. Apos 6 a 7 meses foram
realizadas analises clinica, radiografica, microbioldgica e histolégica tornando-
se evidente que nos casos de polpas necrosadas e ndo infectadas os tecidos
periapicais ndo apresentavam inflamacdo ou indicios de reparacdo, entretanto
nos dentes com polpa infectada, houve desenvolvimento de lesGes periapicais.

As infeccdes primarias sdo polimicrobianas porém com predominio de

bactérias gram-negativas, e estas, por sua vez, possuem em sua parede celular os



lipopolissacarideos (LPS) que sdo considerados um dos principais estimuladores
da resposta inflamatoria (Martinho et al.,, 2014). Schein e Schilder (2006)
demonstraram essa atividade do LPS ao coletarem amostras do canal de 40
pacientes que foram divididos em 4 grupos clinicos, sendo eles, dentes com
polpas vitais sem sintomas, dentes com polpas vitais apresentando sintomas,
dentes com polpa necrosada sem sintomas e dentes com polpa necrosada que
apresentavam sintomas, e 2 grupos radiograficos, dentes sem lesdo periapical
visivel  radiograficamente e dentes com lesdo periapical visivel
radiograficamente. Apos as analises, foi percebido que nos dentes com necrose
pulpar os niveis de LPS eram mais elevados, evidenciando o predominio de
bactérias gram-negativas nas infeccdes primarias. P6de-se, ainda, correlacionar
positivamente o aumento do nivel de LPS com sinais clinicos e radiogréaficos,
demonstrando assim o potencial inflamatorio dessas moléculas.

Os patdégenos bacterianos sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento padrdo (Aderem, Ulevitch, 2000; Darveau, 2010), tais como 0s
receptores Toll-like, que sdo expressos por macrofagos presentes no tecido. A
ligacdo dos receptores Toll-like induz a producdo de citocinas inflamatorias,
quimiocinas e mediadores lipidicos pro-inflamatérios, tais como as
prostaglandina (Freire, Van Dyke, 2013). As citocinas sdo proteinas de baixo
peso molecular que controlam o inicio da inflamacdo, sua manutencdo,
amplitude e a duracédo da resposta. A regulacdo geneética, que conduz a secre¢do
de citocinas pro-inflamatorias a partir de uma variedade de tipos celulares €
geralmente dependente da ativagdo transcricional ativada pelo fator nuclear
kappaB (Baldwin, 1996; Hanada, Yoshimura 2002). As vias do fator nuclear
kappaB séo ativadas por receptores de reconhecimento padrdo, tais como
lipopolissacarideos, através da via do receptor Toll-like (Hanada, Yoshimura
2002). O fracasso da resposta inflamatdria ou a ativagdo continua das respostas

torna-se prejudicial para o tecido levando ao desenvolvimento de lesdes
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crénicas, que chamamos de doencas inflamatorias (Cekici et al., 2014).

Leonardi et al. (2015) analisaram a expressdo de receptores Toll-like
(TLR) 4 em 21 casos de cisto periapical e 10 de granuloma, utilizando amostras
cirurgicas dessas lesdes. As amostras foram preparadas para analise de
imunohistoquimica e com a utilizacdo de microscépio de luz foi constatada a
expressao desses receptores em todos 0s espécimes, 0 que sugere que 0s TLR4
possuem papel fundamental para o surgimento de lesGes periapicais durante
processos inflamatorios.

Quando os TLR entram em contato com componentes das bactérias ou
seus produtos, como o LPS, ocorre a ativacdo da cascata de sinalizacdo que ird
iniciar o processo inflamatorio e a reabsorcdo Ossea periapical (Akira et al.,
2006; Tang et al., 2011). Um estudo recente sobre reabsorcdes externas em
dentes sugere que o0s receptores TLR 2 e 4 podem responder a estimulacéo
microbiana e desencadear a secre¢do de citocinas com acdo pro-inflamatoria
incluindo as associadas com a expressdo das proteinas RANK-RANKL-OPG
que levam a osteoclastogénese (Lin et al., 2013).

Armada et al. (2015) demonstraram que houve maior expressdo de
RANK e RANKL no tecido conjuntivo de infiltrado inflamatério crénico em
comparacédo com o infiltrado misto, sabe-se que nos processos cronicos, além de
osteoblastos, os fibroblastos e linfocitos T e B expressam maior quantidade de
RANKL.

Um estudo de 2018 revelou que as Actinobacterias estdo associadas aos
granulomas, a maior expressao de metaloproteinase (MMP) -2, menor expressao
de OPG e maior relagdo RANKL: OPG demonstrando o papel desse grupo de
microrganismos na destruicdo Ossea e de tecido conjuntivo durante a
periodontite apical (Takahama et al., 2018). Além das MMPs, citocinas como
IL-6, IL-1 e TNF-a estdo associadas a inflamagdo ¢ quando em niveis elevados

durante as infec¢des endoddnticas promovem a reabsorcdo dssea (Azuma et al.,
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2014).

2.2 Medicacgao Intracanal

O preparo biomecanico (PBM) dos canais radiculares ndo consegue
erradicar os microrganismos presentes na infeccdo endodéntica (Menezes et al.,
2004; Sousa et al., 2014; Valera et al., 2010a). Mesmo sendo o PBM a etapa
mais importante, nela é possivel eliminar apenas 50-70% dos microrganismos
dependendo da sequéncia clinica e caracteristicas das substancias quimicas
utilizadas (Bystrom, Sundqvist, 1983, 1981) Portanto, ndo ha garantia de
eliminacdo de microrganismos em uma Unica sessdo de tratamento e 0 uso de
medicacdo intracanal é indicado a fim de erradicar as bactérias que resistem a
primeira etapa do tratamento bem como atuar onde a instrumentacéo e irrigacao

ndo alcancam (Reit, Dahlén, 1988).

2.2.1 Hidroxido de Calcio

O hidréxido de calcio foi utilizado a primeira vez na endodontia em
1920 com Hermann (Hermann, 1920), desde entéo € pesquisado e é considerado
0 padrdo ouro de medicagdes intracanais devido as suas atividades
antimicrobiana, de dissolucdo de matéria organica, estimuladora do reparo de
lesbes e de neutralizacdo de endotoxinas, como alguns estudos tém

demonstrado.



Bystrom et al. (1985) selecionou 65 pacientes com necessidade de
tratamento endodoéntico em dentes unirradiculares e com presenca de leséo
periapical. Durante o tratamento destes, foram utilizadas como medicacéo
intracanal o hidroxido de célcio, o fenol canforado e o paramonoclorofenol.
Realizou-se um teste capaz de detectar um pequeno namero de bactérias com a
finalidade de avaliar o efeito bactericida dessas medicacdes. Apos o tratamento,
nos canais em que foi utilizada a pasta de hidroxido de calcio (Calasept), as
bactérias foram recuperadas apenas em 1 dos 35 canais radiculares tratados e
apos o uso do fenol canforado e paramonoclorofenol as bactérias foram
recuperadas de 10 dos 30 canais tratados. Sendo assim, os resultados indicaram
que o tratamento endodo6ntico pode ser realizado em duas sessdes quando a pasta
de hidrdxido de célcio é usada como medicacao.

O LPS bacteriano, como dito anteriormente, leva a formacdo da lesdo
periapical e esta molécula é liberada das bactérias mesmo apds a sua morte,
portanto 0 uso de uma medicacdo intracanal bactericida ndo é suficiente. O
hidroxido de célcio é capaz de neutralizar endotoxinas, sendo, assim, seu uso
indicado como curativo entre sessdes de tratamento (Silva et al., 2002) ja que
possui a capacidade de hidrolisar o lipidio A do LPS bacteriano inativando-o
(Safavi, Nichols, 1993).

Com relacdo a sua acdo sobre citocinas, em 2015 um estudo clinico
avaliou diferentes formulacbes de medicacbes, sendo elas, a clorexidina (CHX)
gel 2%, o Ca(OH)2 com solucéo salina (SSL) e Ca(OH)2 com CHX gel 2%( n =
10) na estimulagdo das citocinas do tipo Thl e Th2 além de avaliacdo da
reducdo do nimero de bactérias do canal. Foram coletadas amostras bacterianas
dos canais radiculares e do liquido intersticial das lesbes. Esse estudo
demonstrou que todos os protocolos de medicacdo intracanal foram eficazes em
reduzir a carga bacteriana dos canais radiculares e reduzir os niveis de citocinas

do tipo Thl em lesBes apicais, os protocolos de tratamento com Ca(OH)2
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aumentaram significativamente os niveis de citocinas do tipo Th2 e a medicacao
com CLX pura apresentou menor eficacia no aumento dos niveis de citocina do
tipo Th2 (Martinho et al., 2015). Outros estudos também demonstraram a
eficcia do hidroxido de célcio na reducdo de citocinas pro-inflamatorias ou
impedindo que estas aumentem durante o tratamento endodéntico (Martinho et
al., 2018; Tavares et al., 2012). Isso pode estar ligado a capacidade do hidroxido
de calcio de neutralizar as endotoxinas dos canais radiculares (Rabello et al.,
2017; Xavier et al., 2013).

Quanto a sua acdo na dissolucéo de tecido necrotico, Hasselgren et al.
(1988) compararam o hidroxido de célcio (Ca(OH)2) e o hipoclorito de sédio
(NaOCl), ao colocar pedacos de tecido muscular suino necrotico em solucéo de
NaOCI 0,5% (solugdo de Dakin), Ca(OH)2, misturado com agua, ou solugéo
NaOCI apos pré-tratamento com Ca(OH)2 por varios intervalos de tempo. Os
resultados deste estudo demonstraram que os pedacos de tecido colocados em
NaOCI a 0,5% nédo haviam se dissolvido completamente apds um periodo de 12
dias, entretanto quando foi realizada a troca da solucdo a cada meia hora, 0
tecido foi completamente dissolvido apds 3 h. As pecas que foram colocadas em
Ca(OH)2 apresentaram edema acentuado e consisténcia gelatinosa e apés 12
dias, o tecido estava completamente dissolvido. As pecas pré-tratadas com
Ca(OH)2 por 30 min se dissolveram em NaOCI em 90 min, e por fim, as pecas
que foram pré-tratadas durante 24 h ou 7 dias dissolveram-se em 60 min. A
partir disso eles concluiram que aparentemente o tratamento a longo prazo com
Ca(OH)2 pode dissolver o tecido necrotico e o pré-tratamento com Ca(OH)2
pode aumentar o efeito de dissolu¢do do NaOCI. Portanto a acdo do hidroxido
de célcio na dissolucdo de tecido é dependente do tempo que essa substancia
permanece em contato com 0s restos necréticos do canal radicular, quando em
contato por alguns min, o hidroxido de calcio ndo exerce nenhum tipo de acéo

sobre a matéria organica (Turkun, Cengiz, 1997).
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Um estudo de 2014 avaliou a capacidade do hidroxido de calcio em
reduzir a les@o periapical atuando no sistema RANK-RANKL-OPG, porém esta
acdo ainda ndo esta clara. Utilizou-se microcapsulas de Ca(OH)2, Ca(OH)2 em
po e Vitapex como medicacdo intracanal. No grupo em que foram utilizadas
as microcapsulas houve aumento da expressdo de OPG, entretanto esse aumento
ndo foi observado na expressio de RANKL em comparacdo com o po
de Ca(OH)2 puro e Vitapex. Gerando, assim, um aumento na relacdo OPG /
RANKL e provavelmente inibicdo da atividade dos osteoclastos, o autor ainda
discute que esse resultado esta relacionado a liberacdo controlada de hidroxido
de célcio na forma de microcapsula, uma vez que o p6 de hidroxido de calcio
estimula a atividade osteoclastica. Portanto sua acdo no reparo da leséo
periapical esta relacionada a forma com que essa medicacdo é empregada e

disponibilizada nos tecidos (Han et al., 2014).

2.2.2 N-acetil cisteina

A N-acetil cisteina (NAC) é uma substéancia que vem sendo estudada em
diversas areas da salde, entre elas, como auxiliar no tratamento da depresséo,
em tratamento de lesGes cerebrais, tratamento de pacientes fumantes e agéo
hepatoprotetora, apresentando resultados positivos em todas elas (Eakin et al.,
2014; Fernandes et al., 2016; Maheswari et al., 2014; Valdivieso et al., 2018).
Seus mecanismos de acdo ocorrem através da interacdo com varias vias
bioquimicas, sendo o principal ser precursor da cisteina e reabastecer o0s niveis
celulares de glutationa (GSH) (antioxidante), portanto, possui acdo antioxidante
reagindo com radicais altamente oxidativos como, OH, NO2 e CO3. Sabe-se que

durante o processo inflamatorio ha liberagcdo de radicais livres que quando em

31



grandes quantidades causam danos teciduais, sendo assim, a NAC rep6e a GSH
durante o processo inflamatdrio aumentando a defesa antioxidante (Vajdovich,
2008). Além disso, NAC regula o ciclo celular e apoptose incluindo a inibicéo
da proliferagdo de celulas humanas normais de mamiferos e também de células
alteradas, tem acdo imuno-moduladora, anti-mutagénica e antineoplésica, que
incluem o bloqueio de metabdlitos eletrofilicos e de compostos de acdo direta,
de fonte enddgena ou exdgena, atenuacdo de varias vias de metabolizacdo de
xenobioticos e protecdo de mutacdes de enzimas nucleares dependentes de
DNA. Também € usada para tratamento de transtornos psiquiatricos
principalmente porque muitos disturbios neuropsiquiatricos tém uma etiologia
multifatorial que envolve vias inflamatdrias, estresse oxidativo, metabolismo da
GSH, funcao mitocondrial, neurotrofinas e apoptose (Samuni et al., 2013). Com
relacdo a seguranca de seu uso em humanos, ndo houveram efeitos colaterais
durante a terapia com essa substancia (Weidenbach et al., 2003), e séo
recomendadas doses didrias de no minimo 600 mg e maxima de 1800 mg
(Martinez, Banaclocha, 2012).

Dentro da odontologia ha poucos estudos com o uso da NAC. Lee et al.
(2013) avaliaram o0 uso dessa substancia em implantes, com o intuito de
favorecer a osteointegracdo e diminuir o tempo de cicatrizacdo dos mesmos.
Para isso foi examinada a viabilidade de implantes de nanotubos impregnados
com NAC que liberavam a droga apos instala¢do in vivo e in vitro. In vitro, foi
observado que os implantes que continham NAC na superficie provocaram
aumento da viabilidade celular e resposta inflamatdria com reducéo do estresse
oxidativo, diminuicdo da secrecdo das citocinas e de formacdo de ROS, além
disso, foi possivel perceber que a NAC favorece a atividade de osteoblastos por
ter acdo antioxidante e assim melhora a osteointegracdo. In vivo a avaliacdo por
microtomografia computadorizada (u-CT) revelou um aumento do volume dsseo

neoformado e da densidade mineral G0ssea nas mandibulas de ratos Sprague
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Dawley. Histologicamente o0sso novo e relativamente bem formado foi
identificado em contato préximo com a superficie do implante de NLN-Ti por
coloracdo HE. Portanto além de atuar no processo inflamatério, NAC tem
potencial de modular a neoformacéo 0ssea.

NAC também foi utilizada para avaliar a perda dssea em periodontite
experimental em ratos diabéticos. Num estudo de 2012 foram utilizados 60 ratos
divididos em 6 grupos, grupo sem ligadura (NL); grupo somente ligadura
(L); grupo somente estreptozotocina (STZ); grupo STZ e ligadura (STZ + L),
grupo STZ + L com administracdo sistémica de NAC (70 mg / kg de peso
corporal por dia, respectivamente) (NAC70) e grupo STZ + L com
administracdo sisttmica de NAC 100 mg/kg (NAC100). A diabetes mellitus foi
induzido com 60 mg/kg de estreptozotocina. Apos um periodo de 30 dias 0s
ratos sofreram eutanasia e as alteragfes no nivel 6sseo foram avaliadas clinica e
histologicamente. A perda 0ssea alveolar foi significativamente maior no grupo
STZ + L em comparacdo com 0s outros grupos. Além disso, a perda 0ssea
alveolar em todos os grupos NAC foi significativamente menor do que nos
grupos STZ + L e L. A atividade osteoblastica no grupo NAC100 foi
significativamente maior do que nos outros grupos. O que permitiu concluir que
0 NAC pode prevenir a perda 0ssea alveolar em modelo de ratos diabéticos
(Toker et al., 2012).

Quanto a sua acdo bactericida, a medicacdo foi testada isolada contra
Enterococcus faecalis apresentando excelentes resultados na eliminacdo dessas
bactérias nas formas planctonica e de biofilme (Quah et al., 2012), em uma
associacdo com clorexidina gel 2% demonstrou acédo sinérgica com resultados
biologicamente significativos e melhores do que o uso sozinho (Palaniswamy et
al., 2016). Hasna (2018) realizou estudo in vitro utilizando a NAC como
medicacdo intracanal e comparou com o hidroxido de calcio e terapia

fotodinamica (PDT). Para isso, 80 dentes extraidos foram padronizados e
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montados em placa de 24 pocos, houve contaminacdo das raizes por E. faecalis
durante 21 dias e as placas foram divididas em 5 grupos de acordo com a
medicacdo ou tratamento antimicrobiano em PDT+NAC, NAC, PDT, Ca(OH)2
+ Solugdo salina. Os grupos foram avaliados por cultura microbiologica
(UFC/mL), microscopia eletronica de varredura (MEV) e por microscopia
confocal de varredura a LASER. A analise microbiolégica (UFC/mL) néo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos PDT+NAC, NAC e Ca(OH)2. A
analise ilustrativa por MEV mostrou resultados semelhantes a anélise
microbiolégica (UFC/mL) e na microscopia confocal de varredura a LASER,
todos os grupos avaliados foram efetivos contra E. faecalis, com diferenca
significante do grupo controle. Pode-se entdo concluir que a NAC pode eliminar
E. faecalis e € uma alternativa como medicacao intracanal.

Além da acdo antimicrobiana, a NAC foi testada quanto a acgdo anti-
inflamatdria atraves do teste PCR que avaliou a inibicéo de citocinas TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-8 e I1L-10 em macrofagos THP-1 ativados por LPS sob condicbes
oxidativas leves. Como resultado obteve-se que a N-acetil cisteina inibe as
citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6 (Palacio et al., 2011).

Portanto a NAC tem grande potencial para uso como medicacgédo

intracanal durante o tratamento endodontico.

2.3 Mediadores lipidicos

2.3.1 Resolvinas

As resolvinas estdo sendo estudadas devido ao seu potencial no

tratamento de doencas inflamatdrias. Um estudo de 2017 avaliou a acdo dessas
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citocinas anti-inflamatdrias e pré-resolvedoras através da comparacdo de seus
efeitos in vitro, e na resolucdo de lesdes in vivo em ratos. Como resultado in
vitro pode-se observar que no experimento de Transwell as resolvinas
dificultaram a migracdo de neutrofilos, em especial a resolvina E1 (RvE1) que
apresentou resultados melhores. Durante o experimento in vivo foi criada uma
ferida no dorso de ratos que foram tratadas topicamente com resolvinas e
novamente as que foram tratadas com RVE1l apresentaram cicatrizagdo em
menor tempo do que os demais grupos. Na andlise histologica o grupo tratado
com RVEL apresentou uma organizacao e reepitelizacdo mais madura (Menon et
al., 2017).

Croasdell et al. (2015) averiguaram o efeito das resolvinas da série D em
macrofagos humanos apds expor as células a um extrato de fumaca de cigarro.
Nas células tratadas houve a supressdo significativa de citocinas pro-
inflamatorias, enzimas e mediadores lipidicos, além do aumento da producéo de
citocinas anti-inflamatorias e reparo das lesGes induzidas pela fumaca do
cigarro.

Em odontologia ainda existem poucos estudos que utilizam esses
mediadores, sendo a maioria da area de periodontia. Mustafa et al. (2013) se
propuseram a determinar o impacto da resolvina D1 na funcdo de fibroblastos do
ligamento periodontal, para tanto cultivaram células primarias de individuos
saudaveis, as células do ligamento e mondcitos foram tratadas com 0,1-10 ng /
ml RvD1 (0,27-27 M). Essa quantidade foi capaz de reduzir a producdo de
PGE 2 induzida por citocinas e a RvD1 aumentou significativamente a
proliferacdo de fibroblastos e o fechamento da ferida, bem como a liberagcdo do
fator de crescimento de fibroblastos.

Outro estudo na area de periodontia objetivou utilizar a resolvina E1 no
tratamento de periodontite induzida por ligadura em ratos. Foi observada

diminuigdo da perda ¢ssea e da densidade de osteoclastos. Alem disso, o
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infiltrado inflamatério nos grupos RVE1l foram menores do que no grupo
placebo. O tratamento também reduziu a expressdo de genes relacionados a
inflamacéo e a avaliacdo da microbiota subgengival de ratos revelou mudancas
marcantes em ambos 0s experimentos de prevencdo e tratamento sugerindo que
a modulacdo da inflamacao local tem um papel importante na formacgao da
composicdo da microbiota subgengival (Lee et al., 2016).

Em estudo com exposicao da polpa dentaria de molares de ratos tratados
com corticoide topico ou RVE1L, o tratamento com RVEL levou a uma reducédo da
celularidade do tecido e da extensdo inflamatoria, sendo que as alteragfes desse
grupo nédo foram diferentes das polpas do grupo controle, por fim esse estudo
concluiu que a RVEL tem papel protetor mesmo quando ha contaminagdo do
tecido pulpar, sendo indicada para tratamento conservador da polpa. (Dondoni et
al., 2014), Em outro estudo com ratos a RvVE1 foi capaz de promover a redugéo

inflamatoria periapical e formacéo radicular (Scarparo et al., 2014).

2.3.2 Lipoxinas

As lipoxinas (Lx) sdo moléculas pré-resolvedoras naturais produzidas a
partir de acidos graxos enddgenos. Derivados do acido araquidbnico, as
lipoxinas tém acdes anti-inflamatorias e de resolucdo potentes (Samuelsson et
al., 1987; Serhan et al., 2000, 1995). As LxA4 e B4 foram as primeiras isoladas
e identificadas como inibidoras da infiltracdo de neutréfilos e estimuladoras do
recrutamento de macréfagos (Bannenberg et al., 2004; Maddox et al., 1998).
Trés vias principais de sintese de Lxs foram identificadas, na primeira via, em
tecidos de mucosas humanas, tais como no trato gastrointestinal, vias aéreas e na
cavidade oral, a oxigenacdo sequencial de é&cido araquidbénico pela 15-

lipoxigenase e 5-lipoxigenase, seguido por hidrolise enzimatica, conduzem a
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producdo de LxA4 B4 (Levy et al., 2001). Na segunda via, em vasos sanguineos,
a 5-lipoxigenase biossintetiza a lipoxina A4, e a 12-lipoxigenase das plaquetas
produz a lipoxina B4. A LxA4 regula as fungdes celulares através da ativacédo de
receptores especificos; estes receptores sdo expressos por neutréfilos e
monocitos. Uma terceira via da sintese € desencadeada pela aspirina. A aspirina
promove a acetilacdo da ciclooxigenase-2, resultando em uma alteracdo na
atividade da ciclooxigenase-2 que passa a produzir 15R-HETE, leucdcitos 5-
LOX convertem este produto em 15-epi-LXA4 que sdo denominados lipoxinas
desencadeadas pela aspirina. As células que expressam a ciclooxigenase-2
incluem células endoteliais vasculares, células epiteliais, macrofagos e
neutrofilos. Além da sintese de lipoxinas, a aspirina também bloqueia a sintese
de prostaglandinas por acetilagdo da ciclooxigenase-2, inibindo a inflamagéo
(Serhan et al., 2008).

Borgeson et al. (2011) tiveram por objetivo determinar o efeito da
Lipoxina A4 (LxA4) sobre P. gingivalis induzida através de neutréfilos e
plaguetas e o possivel envolvimento de Rho GTPases e CD11lb / CD18
integrinas. Como resultado, sugeriu-se que a LXA 4 antagoniza P.
gingivalis induzida por ativacdo celular de um modo que é dependente da
interacdo de leucdcitos-plaquetas, provavelmente através da inibicdo de Rho
GTPase e da sinalizacdo e regulacdo negativa de CD11b / CD18.

Tarannum e Faizuddin (2017) avaliaram a associa¢do da LxA4 e da IL-
12 na periodontite cronica, para isso utilizaram 45 pacientes com a doenca e 45
saudaveis (grupo controle). Foi realizado periograma e coleta de amostras do
fluido gengival para analise de IL-12 e LxA4. Como resultado foi observada
menor quantidade de LxA4 nos pacientes com doenca periodontal cronica em
comparagdo com o grupo controle, com correlagdo negativa entre LxA4 e IL-12
nos dois grupos. Correlagdo negativa foi encontrada entre perda de insercéo

clinica e lipoxina A4, e correlacdo positiva entre perda de insercdo clinica e
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interleucina-12. No entanto estas foram estatisticamente insignificantes.
Portanto a concentracdo média de IL - 12 foi significativamente maior no fluido
gengival de pacientes com periodontite do que em pacientes saudaveis, e a
concentracdo média de lipoxina A4 foi menor em pacientes com periodontite do
que em pacientes saudaveis. Acredita-se que a LxA4 tenha um efeito inibitorio
sobre a IL-12.

Pode haver impacto nos niveis de LxA4 em pacientes tabagistas com
periodontite cronica (PC), para avaliar isso, Tarannum e Faizuddin (2017)
selecionaram 122 pacientes divididos em fumantes com PC, fumantes com
gengivite, fumantes periodontalmente saudaveis ndo fumantes com periodontite
agressiva generalizada, ndo fumantes com periodontite cronica, ndo fumantes
com gengivite e ndo fumantes classificados como periodontalmente
saudaveis. O indice gengival, o indice de placa, a profundidade da bolsa de
sondagem e o nivel clinico de inser¢do foram registrados e os niveis de IL-8 e
LxA4 do fluido gengival foram analisados. Concluiu-se que o0s aumentos
observados de IL-8 no fluido gengival e diminuicdo em reflete alteracdes nas
respostas imunes e inflamatorias que ocorrem como um resultado do consumo
de cigarros.

A lipoxina tem indicacdo para ser utilizada em regeneracdo tecidual
apresentando reducdo significativa do infiltrado inflamatorio em locais com
doenca periodontal cronica tratados cirurgicamente, aumento da neoformacéo
0ssea e regeneracdo do 6rgdo periodontal (Van Dyke et al., 2015).

Cianci et al. (2016) utilizaram ceélulas tronco e investigaram a acéo
destas na apoptose de polimorfonucleares e em funcdes antimicrobianas, e
também determinaram o impacto de LXA 4 nas células tronco. Ao final foi
possivel concluir que as células-tronco reduziram significativamente a apoptose
e estimularam a atividade antimicrobiana de polimorfonucleares humanos,

através de interacOes celula-célula e mecanismos paracrinos. As células tronco
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sdo capazes de sintetizar mediadores lipidicos pré-resolvedores, incluindo a
resolvina D1, D2, D5 e D6, protectina D1, maresinas e LxB 4, prostaglandinas
D2, E2, e F2ua. A LxA4aumentou significativamente a proliferacdo, a
migracdo e a capacidade de cicatrizacdo de feridas por células tronco sendo que
estas modulam as funcdes de polimorfonucleares e geram mediadores lipidicos

pré-resolvedores e a LXA 4.
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3 PROPOSICAO

Avaliar o efeito da terapia endodontica com uso de diferentes medicacao
a base Ca(OH)2 e N-acetil cisteina na estimulacdo de mediadores lipidicos
RVE1, RvD2 e LxA4 presentes no fluido periapical nas infeccdes endoddnticas
primarias.

Investigar a atividade antimicrobiana de diferentes medicacGes intracanal
a base de Ca(OH)2 e N-acetil cisteina na reducdo microbiana do canal radicular
ap0s o preparo biomecanico com instrumento Unico reciprocante em dentes com
infeccdo endodontica primaria e leséo periapical.

Avaliar a atividade da medicacéo a base de Ca(OH)2 e N-acetil cisteina
utilizadas apds o preparo biomecanico com instrumento Unico reciprocante em
dentes com infeccdo endododntica priméaria e lesdo periapical na reducédo de

endotoxinas.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto de Ciéncia de Tecnologia de Sdo José dos Campos (ICT-SJC) —
UNESP sob-registro 2.292.674 (ANEXO A) e foi publicado no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob o numero de registro RBR-4mrrhh
(ANEXO B).

4.1 Procedimentos Experimentais

4.1.1 Selecado dos Pacientes

Foram triados 154 pacientes, dos quais 47 com idade adulta e
necessidade de tratamento endodbntico foram selecionados e atendidos na
clinica do curso de Odontologia do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de S&o
José dos Campos (SP) - UNESP, Brasil. Dos pacientes selecionados, 6 nao
compareceram na segunda sessdo de tratamento e foram excluidos. Todos os
pacientes voluntarios assinaram um termo de consentimento informado
(APENDICE A).

Para maior padronizagdo da amostra todos os dentes selecionados eram
permanentes, com infec¢do endodéntica primaria, unirradiculares, com presenca
de um unico canal e lesdo periapical comprovados radiograficamente (Figura 1).
Foram excluidos pacientes com presenca de bolsa periodontal maior do que 4

mm, dentes que ndo puderam ser isolados com o dique de borracha, com fratura
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radicular ou exposicdo da camara pulpar, pacientes que fizeram uso de
antibioticos ou antifingicos nos ultimos 3 meses ou que apresentavam doenca
sistémica.

Para todos os pacientes foi realizada anamnese completa (APENDICE B)
e o diagndstico de necrose pulpar foi confirmado pela resposta negativa ao teste
frio (sensibilidade negativa), além dos testes para verificar dor a percussdo, a

palpacao e mobilidade.

Figura 1 — Radiografia de dente com necrose pulpar e leséo periapical com

indicacdo para tratamento endodontico

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.2 Divisdo dos grupos experimentais

Para a divisdo dos grupos, foi realizada randomizacgéo de acordo com o
Consort 2010 - Consolidated Standards of Reporting Trials (Schulz, 2010), a
partir do sorteio de papéis com o tipo de tratamento a ser executado antes do
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procedimento.

(1) Grupo Ca(OH),: Medicacdo - Ca(OH), + Soro Fisiologico (n=14);

(2) Grupo NAC : Medicacdo — N- acetil- cisteina + Soro Fisiologico
(n=14);

(3) Grupo Ca(OH), + CLX: Medicagdo — Ca(OH), + Clorexidina gel 2%
(n=13).

4.1.3 Intervencdes odontologicas

Todas as limas endodénticas, instrumentos odontoldgicos e outros
materiais utilizados nesse estudo foram esterilizados com radiacdo gama Co60
pelo Ipen (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, S&o Paulo, SP, Brasil)
para completa eliminacdo de endotoxinas pré-existentes. Os dentes foram
isolados com dique de borracha e lavados com soro fisiologico, em seguida foi
feita uma barreira fisica de resina fotopolimerizavel (Top Dam — FGM Produtos
Odontolodgicos, Joinville, SC, Brasil) (Figura 2a). A coroa e estruturas
adjacentes foram submetidas a profilaxia com pasta profilatica (Vigodent S/A
Indastria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson
(Microdont — Micro Usinagem de Precisdo Ltda, S&do Paulo, SP, Brasil) (Figura
2b) e desinfetadas com swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu,
China) estéreis umedecidos em &gua oxigenada (H,0,) 30% (Byoformula, Sao
José dos Campos, SP, Brasil), seguido por NaOCl 5.25%. Para evitar
contaminacgdo quimica do canal radicular com essa solucgéo e a interferéncia com
a cultura microbioldgica, realizou-se a neutralizacdo do NaOCl com o
tiossulfato de sddio 5% (Byoférmula, S&o José dos Campos, SP, Brasil) (Figura

2c). A esterilidade das superficies externas da coroa foi confirmada com o



auxilio de um swab que foi colocado em contato com o agar-sangue presente nas

placas de cultura, que foram incubadas em ambiente aerdbio e anaerdbio.

Figura 2 — Imagens ilustrativas da intervencdo endodontica: a- realizacdo de
barreira de resina, b- profilaxia com pasta profilatica e c- desinfeccdo do campo

operatdrio e coroa dental

Fonte: Elaborado pelo autor.

A abertura coronaria foi realizada sob irrigacdo manual com solucdo
salina estéril e apirogénica usando uma broca diamantada em alta velocidade
(Figura 3a). A primeira etapa foi realizada para promover uma maior remogao
de contaminantes, incluindo lesbes cariosas e restauracdes. Na segunda fase,
antes de entrar na camara pulpar, a cavidade de acesso foi desinfetada de acordo
com o protocolo descrito anteriormente. A esterilidade da superficie interna da
cavidade de acesso foi verificada como descrito anteriormente, e todos os
procedimentos foram realizados em condicBes assépticas. Uma primeira coleta
do contetdo do canal foi feita atraves da introducdo de 4 cones de papel
estéreis/apirogénicos (#15; Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) no
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comprimento aparente do dente, determinado radiograficamente, e mantido em
posicdo por 60 segundos (Figura 4). Imediatamente depois, 0 primeiro cone de
papel foi colocado em um microtubo estéril e suspenso em 1 mL de agua
apirogénica para posterior dosagem de endotoxina (CE1) usando o ensaio de
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) cinético-cromogénico (Lonza, Walkersville,
MD) (Figura 3b). Este procedimento foi repetido com os demais 3 cones de
papel que foram armazenados em outro microtubo estéril contendo 1 mL de

meio de transporte VMGA 111 para o cultivo microbiano (CM1).

Figura 3 - Imagens ilustrativas da intervencdo endodontica: a- abertura coronaria

e b- coletas do canal

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 - Microtubos com as coletas para andlise de endotoxina e
microbioldgica, 1 cone armazenado em 1ml de 4gua apirogénica e 3 cones em 1
ml de VMGAIII

— Agua apirogénica

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.4 Preparo biomecanico

Apos a coleta das primeiras amostras para analise de endotoxinas (CE1)
e microbiologica (CM1), os canais foram preparados com limas Reciproc® R40
(VDW, Munique, Alemanha); as limas foram adaptadas em motor elétrico
(VDW, Munique- Alemanha) seguindo as recomendacdes do fabricante,
instrumentando-se 0s canais inicialmente nos tercos cervical e médio e
irrigando-se o canal com 8 ml de NaOCl 2,5% a cada terco do canal
instrumentado (Figura 5a). Apds, o comprimento do canal radicular foi

confirmado com o auxilio de um localizador foraminal (RomiApex Al5-
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Romidan; Qiryat Ono Israel) e 0 comprimento de trabalho foi definido em 1mm
aquem do apice (Figura 5b), seguido do preparo do terco apical (Figura 5¢). A
irrigacdo foi realizada com seringas e agulhas 30G (Navi-tips, Ultradent,
Indaiatuba - SP, Brasil). Durante o preparo, a patencia do canal foi verificada
apos a irrigacdo, com lima manual #15, ultrapassando 1 mm do comprimento
real do dente. Ao final da instrumentacédo, o canal foi irrigado com 10 ml de
NaOCI 2,5%, seguido de irrigacdo com 5 mL de tiossulfato de sodio 0,5%
durante 1 min para inativacdo do NaOCI e este ultimo foi removido do canal
com irrigacdo com 10 mL de solucéo salina estéril (Figura 5d). A segunda coleta
do contetdo do canal (CE2 e CM2) foi realizada de acordo com a descrita
anteriormente.

Em seguida um instrumento K#30 foi introduzido no canal,
ultrapassando 1 mm além do comprimento real para ampliacdo do forame apical,
permitindo assim a insercdo de cones de papel para coleta do fluido intersticial
(CFI1) da lesdo periapical. O cone permaneceu por 60 segundos em posicao,
sendo em seguida armazenado em eppendorf contendo 2 mL de solugdo tampéo
(PBS — tampéo fosfato salino), 0,1% de solugdo Tween 20 e 1 ul de coquetel de
inibidores de protease. Dois cones foram utilizados para a coleta das amostras, e
foram armazenados a -20°C para posterior quantificacdo de marcadores
imunoldgicos (RVEL, RvD2, LxA4) por ELISA (R&D Sistems, Minneapolis,
Minnesota, EUA).

Ao final da coleta microbioldgica os canais foram inundados com EDTA
17% por 5 mins, seguido de uma irrigacdo final com 10 mL de solucéo salina
estéril e apirogénica. Os canais foram secos com cones de papel estéreis e 0s
pacientes foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de acordo com a

medicacao.
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Figura 5 - Imagens ilustrativas da intervencdo endodontica: a- inicio da
instrumentacao, b- odontometria, c- finalizagcdo da instrumentacao e d- irrigacao

final

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.5 Medicagao intracanal

Para o grupo Ca(OH), foi preparada uma pasta de Ca(OH), + soro
fisioldgico na proporgédo 1:1 em volume que foi levada ao canal radicular com o
auxilio de lentulo apirogénico até o completo preenchimento do canal; para o
grupo NAC foi preparada uma pasta de NAC + soro fisioldgico nas proporcoes
de 1g/ml que foi levada ao canal radicular com o auxilio de lentulo apirogénico
até o completo preenchimento do canal e para o grupo Ca(OH), + CLX foi
preparada uma pasta de hidroxido de célcio com clorexidina na proporgdo 1:1
em volume que foi levada ao canal radicular com o auxilio de lentulo até o
completo preenchimento do canal (Figura 6a). Em seguida, os dentes foram
selados com uma camada de Coltosol (Figura 6b) (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e restaurados provisoriamente com cimento de iondmero de vidro (S.S.
White Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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Figura 6 - Imagens ilustrativas da intervencdo endodontica: a- colocacao da

medicacao, b- selamento

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.6 Segunda sessdo e obturacao

Quatorze dias ap0s o primeiro atendimento e colocacdo da medicacdo
intracanal, os dentes foram isolados com dique de borracha, 0s campos
cirurgicos desinfetados como descrito anteriormente, e a restauracdo provisoria
removida. A medicacéo intracanal foi removia com limas e irrigacdo com 10 mL
de solucéo salina, e novas coletas do contetdo do canal foram realizadas (CE3 e
CM3). Para coleta do fluido intersticial apds a medicacdo (CFI2) foi realizada
nova instrumentacdo com lima #30, ultrapassando-se 1 mm o comprimento real
do dente e entdo foram feitas coletas da mesma maneira descrita anteriormente,
para deteccdo de resolvinas e lipoxina. Os dentes foram entdo preenchidos com
solucdo de EDTA 17% durante 5 min e lavados com 10 mL de solugdo salina

fisioldgica apirogénica. Os casos em que houve auséncia de dor, de odor e 0s
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canais apresentaram-se secos foram obturados com cones de guta-percha
(Dentsply Maillefer Ind. Com. Ltda. Petropolis, RJ, Brasil) e cimento obturador
AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz). Em seguida, os dentes foram
radiografados para comprovacdo de adequado preenchimento em lateralidade da
obturacdo do canal radicular. A figura 7 apresenta a sequéncia de coletas que

foram realizadas durante os atendimentos.

Figura 7 - Fluxograma demonstrativo dos diferentes tempos das coletas de

endotoxinas, microbiologicas e do fluido intersticial nos grupos experimentais

COLETAS

——+——

Endotoxinas (E) Microbiolégica (M) Fluido Intersticial (FI)

Fonte: Elaborado pelo autor.

50



4.2 Analise Antimicrobiana — Unidades formadoras de colénia (UFC/mL)

Para todas as coletas, a atividade antimicrobiana foi avaliada pela
contagem de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) de
microrganismos remanescentes no canal radicular. Os microtubos com os 3
cones de papel (amostra matriz), armazenados em 1 mL de meio de transporte
pré-reduzido VMGA Ill, foram agitados até a dessor¢do do conteddo para
facilitar a dispersdo dos microrganismos. Em seguida, foram realizadas dilui¢des
seriadas transferindo 100 puL da amostra matriz para a diluicdo 10! e assim
consecutivamente até a diluicdo 10 em microtubos (1,5 mL) contendo 900 pL
de Caldo Infuso Cérebro Coracéo (BHI) (Brain Heart Infusion Broth — HiMedia
Laboratories Pvt. Ltda, Mubai, india) (Figura 8). Em seguida, foram semeados
50 pL da amostra matriz (sem dilui¢do) e 50 pL da dilui¢do 107 em placas de
Petri (Interlab - Sdo Paulo, SP, Brasil) contendo Fastidious Anaerobe Agar
(FAA) (Neogen Corporation, Michigan, USA), acrescido de 5% de sangue de
carneiro desfibrinado suplementados com hemina (5 mg/L) e vitamina K1 (1
mg/L). Essas placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37°C por 14
dias, para a deteccdo de microrganismos anaerobios e facultativos. O nimero de
unidades formadoras de colonias (UFCs) foi determinado a partir da contagem
do numero de colbnias nas placas analisadas levando em consideracéo a diluicéo

das amostras para obtencéo do célculo final de UFCs.
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Figura 8 - Manejo das amostras microbiolégicas para semeadura, diluicdes

seriadas até 10 3

ol
f

i * Agitar em Vortex * Amostra Matriz |
J

Diluicdes Seriadas

Semear 50uL de AM e
100uL AM 50ul da diluicdao
+

900 uL BHI

Legenda: AM — amostra matriz

4.3 Quantificacdo de Endotoxinas (LPS) pelo Ensaio Cinético Cromogénico
de Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL)

O ensaio cinético-cromogénico de LAL (Cinético QCL-LAL) (Lonza,
Walkersville, MD, EUA) foi utilizado para quantificacdo das endotoxinas. A
endotoxina de Escherichia coli foi a padrdo para esta analise. O controle
positivo (amostra do canal radicular contaminado com uma quantidade
conhecida de endotoxina) foi incluido para cada amostra para determinar a
presenca ou auséncia de agentes que interfiram. Para o teste, foram utilizados
100 pL: de agua apirogénica, 4 solugdes padrao de endotoxinas (0,005 — 50
unidades de endotoxina (UE/mL), amostras dos canais radiculares e controles
positivos (cada canal radicular contaminado com uma quantidade conhecida de

endotoxina). Foram adicionados as placas apirogénicas de 96 pocos 100uL de
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agua apirogénica (branco da reacdo), os padrbes de endotoxina, as amostras dos
canais radiculares e os controles positivos (Figura 9). Os testes foram realizados
em quadruplicata. A placa foi entdo incubada a 37°C + 1°C por 10 min em um
leitor cinético-QCL, que foi acoplado a um microcomputador pelo software
WInKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA). Em seguida, 100 uL de reagente
cromogénico foi adicionado a cada pogo. Apds o inicio do teste cinético, o
software apresentou a bsorbancia a 405 nm em cada poco das placas e calculou a
correlacdo linear (log/log) entre o tempo de reacdo de cada solucdo e a

concentracdo correspondente de endotoxina.

Figura 9 - Materiais utilizados para quantificacdo de endotoxinas

A/

B

C

D

E

-

c @3%bcoooodb
<<

| ECCCO0000CC

Legenda: a — placa de 96 pocos: B é o branco da reacdo, D1 a D5 padrdo de endotoxinas e A as
amostras em quadruplicata; b- &gua reagente; c- endotoxina padrdo de E. coli, d- reagente cinético
cromogeénico, e- leitor cinético QCL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Quantificacdo dos Mediadores Lipidicos pelo Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA)

Apbs as coletas do fluido intersticial (CFI1 e CFI2), as amostras foram
agitadas por 30 min, centrifugadas a 3.000 rpm por 15 min, e divididas em
aliquotas para a quantificacdo dos mediadores lipidicos por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA- enzyme linked immunisorbent assay). Os mediadores
lipidicos avaliados foram RvVE1l (MyBioSource, San Diego, CA, USA), RvD2
(MyBioSource, San Diego, CA, USA), e LxA4 (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.,
Wuhan, China). Todos os reagentes foram levados a temperatura ambiente e a
solucdo diluente foi acionada em cada poco contendo o anticorpo monoclonal
especifico para cada marcador a ser quantificado. A curva padrdo foi feita com
os padrbes fornecidos no kit pelo fabricante. A quantificacdo foi feita em
duplicata, e revelada com solucdo contendo substrato cromogénico e peroxido
de hidrogénio, e as densidades opticas (DO) foram lidas em leitor de placas para
ELISA, com comprimento de onda de 450 nm.

Durante o teste ELISA, o anticorpo de um antigeno particular é adsorvido
no poc¢o da placa. Depois, o0 antigeno é adicionado e se liga ao anticorpo. Um
segundo e diferente anticorpo ligado a enzima é adicionado. Na sequéncia, €
adicionada a estreptavidina conjugada a peroxidase, que ira se ligar na biotina
do anticorpo secundario e a porcdo peroxidase ficara exposta para reagir com o
substrato cromogénico. E entfo adicionado o substrato cromogénico [(solugdo A
(H202) + Solugdo B (Tetrametilbenzodina — TMB)], no qual, a H202 ¢
quebrada pela peroxidase em H20+Y%2 O2. Por sua vez, o O2 age sobre 0 TMB,
mudando de incolor para cor azul. Finalmente € adicionada uma solucdo de

parada (2 N H2S04), tornando a reacdo amarela, e permitindo a mensuracgédo da
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quantidade de antigeno presente na amostra, de acordo com a intensidade da cor

amarela lida em espectofotdmetro, numa densidade optica (DO) de 450 nm.

4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos referentes aos niveis de endotoxinas, mediadores
lipidicos e micro-organismos, foram digitados em planilha Excel e analisados
pelo software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, LLC CA). Foram
realizados os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e Lilliefors, a fim
de possibilitar a visualizacdo e distribuicdo dos dados. Para comparar a
efetividade dos tratamentos com diferentes medicacgGes intracanais referenta a
carga microbiana e niveis de endotoxinas, os testes Kruskal-Wallis e Dunn
foram utilizados na comparacgéo inter-grupo e os testes de Friedman e Dunn na
comparacdo intra-grupo. Para avaliar o efeito das medicagdes sobre Resolvina
E1 e Lipoxina A4 foram utilizados os testes Anova one-way e Tukey na
comparacao inter-grupo e o teste T pareado para comparacgao intra-grupo, e para
comparar o efeito sobre a Resolvina D2 foram utilizados o Kruskal-Wallis e
Dunn na comparacéo inter-grupo e Friedman e Dunn na comparagdo intra-

grupo. O nivel de significancia para todos os testes foi de 5% (P <0.05).



56

5 RESULTADO

5.1 Analise da efetividade do tratamento endodontico

5.1.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana para microrganismos aerébios

e anaeroébios.

A presenca de micro-organismos foi avaliada pelo método de cultura
microbiologica, no qual verificou-se crescimento de bactérias aerobias em
73,2% (30/41) e 92,7% (38/41) de bactérias anaerdbias nas amostras coletadas
dos canais radiculares apds abertura coronaria. Na tabela 1 é possivel verificar a
quantidade de amostras em que houve presenca dos microrganismos aerobios e
anaerobios, assim como a mediana e range (intervalo de vari¢do: quantidade

minima e maxima encontradas) das amostras.



Tabela 1 - Porcentagem das amostras com bactérias aerébias e anaerdbias.

Mediana e range de UFC/mL nos grupos Ca(OH)2 + CLX, NAC e Ca(OH)2

Aerodbios Anaerdbios
Coletas Grupos
Ca(OH)2 + soro NAC Ca(OH)2 +CLX Ca(OH)2 +soro NAC Ca(OH)2 +CLX
(OH) (OH) (OH) (OH)
Casos positivos  (13/14)92,8% (11/14) 78,6% (6/13) 46,1%  (13/14)92,9% (13/14)92,9% (12/13)92,3%
Casos negativos 1/14)7,1% 3/14) 21,4% 7/13) 53,8% 1/14)7,1% 1/14) 7,1% 1/13) 7,7%
o1 8 (1/14)7,1%  (3/14)21,4%  (7/13)53,8%  (1/14)7,1%  (1/14)7,1%  (1/13)7,7%
Mediana 2180 940 0 10.780 1.800 12.800
Range 0-17.800 0-32.800 0-11.520 0-694.000 0-84.400 0-44.160
g
Casos positivos  (6/14) 42,8% (1/14) 7,1% (1/13) 7,7% (9/14) 64,3% (8/14) 57,1% (8/13) 61,5%
M2 Casos negativos  (8/14)57,1% (13/14)92,8% (12/13)92,3%  (5/14)35,7% (6/14) 42,9% (5/13) 38,5%
Mediana 0 0 0 50 20 20
Range 0 -440 0-20 0-40 0-30.080 0-3.200 0-2.720
Casos positivos  (10/14) 71,4%  (9/14) 64,3% (6/13) 46,1%  (11/14) 78,6%  (13/14) 92,9% (6/13) 46,1%
M3 Casos negativos  (4/14) 28,6% (5/14) 35,7% (7/13) 53,8% (3/14) 21,4% (1/14) 7,1% (7/13) 53,9%
Mediana 240 450 0 300 1980 0
Range 0-33.920 0 - 32.000 0-12.320 0 -7.840 0 - 33.400 0-4.480

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apobs o preparo biomecénico com Reciproc e NaOCIl 2,5% houve uma
reducdo significativa do nimero de UFC/mL de aerdbios, sendo a média desta
reducédo de 93,4% para o grupo Ca(OH)2, 97% para o grupo NAC e 97,6% para
0 grupo Ca(OH)2 + CLX. Houve diferenca estatistica entre a coleta inicial e a
coleta ap6s PBM nos grupos NAC e Ca(OH)2 , porém ndo houve diferenca
estatistica na comparacdo inter grupos (Tabela 2). A reducdo de UFC/mL de
anaerobios e facultativos apdés o PBM também foi estatisticamente significante
quando comparada a coleta inicial, sendo de 95,3% para o grupo Ca(OH)2, 91%
para o0 grupo NAC e 91,28% para o grupo Ca(OH)2 + CLX, sem apresentar
diferenca estatistica na comparacdo entre os grupos (Tabela 3). Nao foi
observado crescimento microbiano pelo método de cultura em 33 dos 41
(80,5%) dentes ap0s instrumentacao e irrigacdo dos canais para microrganismos

aerobios e 16 dos 41 (39%) para microrganismos anaerobios.
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Tabela 2 — Mediana do numero de microrganismos aerébios e anaerébios em
cada grupo comparando-se a segunda coleta (CM2) em relagéo a primeira coleta

e comparando-se 0s grupos avaliados.

Aerdbios Anaerobios
Grupos Coletas
CM1 CM2 CM1 CM2
Mediana 2180 0 10.780 50
Ca(OH)Z 0-17.800 0 - 440 0 - 694.000 0 - 30.080
Range
Letras Aa Aab Aa Ab
Mediana 940 0 1.800 20
NAC Range 0-32.800 0-20 0 - 84.400 0-3.200
Letras Aa Ab Aa Ab
Mediana 0 0 12.800 20
Ca(OH)2 Ranoge 0-11.520 0-40 0-44.160 0-2.720
+CLX 9
Letras Aa Aa Aa Ab

*Letras maiusculas indicam diferenca entre as colunas (inter-grupos) e letras minusculas
indicam diferenca entre linhas (intra-grupos).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs 14 dias de medicacdo ndo foi observado crescimento de bactérias
aerobias pelo método de cultura microbioldgica em 4 das 14 coletas (21,4%) no
grupo Ca(OH)2, 5 das 14 (35,7%) coletas no grupo NAC e 7 das 13 coletas
(53,4%) do grupo Ca(OH)2 + CLX. Ao comparar os resultados da terceira coleta
(CM3) com a primeira, ndo houve diferenca estatistica entre essas coletas para
0s trés grupos (Tabela 3). Para os microrganismos anaerobios e facultativos ndo
houve crescimento de bactérias em 3 das 14 amostras (13,33%) no grupo
Ca(OH)2, 1 das 14 (10%) amostras no grupo NAC e 7 das 13 (53,8%) amostras
do grupo Ca(OH)2 + CLX. Encontrou-se diferenca estatistica entre 0s grupos
Ca(OH)2 + CLX e NAC para a CM3 (Tabela 3). Em relacdo a porcentagem de
reducdo das bacterias anaerdbias, esta foi de 91,15% no grupo Ca(OH)2, de 59%
para o grupo NAC e de 94,9% no grupo Ca(OH)2 + CLX. Na comparacao da
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CM2 com a CM3, foi constatada diferenca somente para o grupo NAC com

relacdo as bactérias anaerdbias e facultativas, que apresentaram crescimento em

relacdo a segunda coleta (Tabela 4).

Tabela 3 - Mediana do nimero de microrganismos aerobios e anaerdbios em

cada grupo comparando-se a terceira coleta (CM3) em relagédo a primeira coleta

e comparando-se 0s grupos avaliados

Aerobios Anaerobios
Grupos Coletas Coletas
CM1 CM3 CM1 CM3
Mediana 2180 240 10.780 300
Ca(OH)2 Range 0-17.800 0-33.920 0 - 694.000 0-7.840
Letras Aa Aa Aa Aa
Mediana 940 450 1.800 1980
NAC Range 0-32.800 0 - 32.000 0 -84.400 0-33.400
Letras Aa Aa Aa Ba
Ca(OH)? Mediana 0 0 12.800 0
+CLX Range 0-11.520 0-12.320 0-44.160 0-4.480
Letras Aa Aa Aa ABDb

*Letras maiusculas indicam diferenca entre as colunas (inter-grupos) e letras minusculas

indicam diferenca nas linhas (intra-grupos).

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 4 — Mediana do numero de microrganismos aerébios e anaerébios em

cada grupo comparando-se a CM3 e a CM2

Aerobios Anaerobios
Grupos Coletas
CM2 CM3 CM2 CM3
Mediana 0 240 50 300
Ca(OH)2 +
SOro Range 0 - 440 0 -33.920 0 - 30.080 0-7.840
Letras A B A A
Mediana 0 450 20 1980
NAC Range 0-20 0 -32.000 0-3.200 0 - 33.400
Letras A B A B
Mediana 0 0 20 0
Ca(OH)2 Range 0-40 0-12.320 0-2.720 0-4.480
+CLX g ' ' '
Letras A A A A

*Letras minusculas indicam diferenca nas linhas (intra-grupos).
Fonte: Elaborado pelo autor.

As figuras 10 e 11 demonstram atraves de graficos a variabilidade da
presenca de microorganismos aerébios e anaerdbios respectivamente, ao longo

do tratamento.
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Figura 10 - Representacdo grafica da quantidade de microrganismos em

UFC/mL durante o tratamento endoddntico para microrganismos aerobios

Ca(OH)2 NAC
y/,/,\ /\/\\_./\ \/\/\\\
Ca(OH)2 + CLX

N -

Legenda: gréficos A — quantidade de microrganismos aerébios em cada coleta realizada, C1, C2 e C3,
de cada paciente atendido no grupo Ca(OH)2, B — quantidade de microrganismos aerébios em cada
coleta realizada, C1, C2 e C3, de cada paciente atendido no grupo NAC, C — quantidade de
microrganismos aerébios em cada coleta realizada, C1, C2 e C3, de cada paciente atendido no grupo
Ca(OH)2 + CLX.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Representacdo grafica da quantidade de microrganismos em

UFC/mL durante o tratamento endodéntico para microrganismos anaerobiosi

A Ca(OH)2 B NAC

C Ca(OH)2 + CLX

Legenda: graficos A — quantidade de microrganismos anaerébios em cada coleta realizada, C1, C2 e
C3, de cada paciente atendido no grupo Ca(OH)2, B — quantidade de microrganismos anaerébios em
cada coleta realizada, C1, C2 e C3, de cada paciente atendido no grupo NAC, C — quantidade de
microrganismos anaerdbios em cada coleta realizada, C1, C2 e C3, de cada paciente atendido no grupo
Ca(OH)2 + CLX.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.2 Analise da reducéo de endotoxinas dos canais radiculares

Foi possivel detectar endotoxina em 100% dos canais na CE1 (41/41). O

preparo biomecanico com Reciproc + 2,5% NaOCl (CE2) reduziu
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significativamente a carga de endotoxinas nos trés grupos realizados neste
estudo (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo dos valores endotoxinas em EU/mL encontrada nos

diferentes tempos estudados

Coletas
Grupos
CE1l CE2 CE3
Mediana 183,5 16,01 24,15
Ca(OH)2 +
SOro Range 0,897-1960 0,388-1143 0,489 - 758
Letras Aa Ab Aab
Mediana 1345 2,555 6,005
NAC Range 0,0598 - 650 0,0386 - 514 0,0265 - 244
Letras Aa Ab Aab
Mediana 59 2,12 3,03
Ca(OH)Z R 0,037 - 388 0,108 - 69,3 0,217 - 122
+CLX ange , , , ,
Letras Aa Ab Ab

*Letras mailsculas indicam diferenca nas as colunas (inter-grupos) e letras minusculas
indicam diferenca nas linhas (intra-grupos).
Fonte: Elaborado pelo autor.

A medicacdo que apresentou melhor resultado quanto a reducdo de
endotoxinas do canal foi a associacdo de Ca(OH)2 com a clorexidina. As trés
medicagdes utilizadas se mostraram eficientes na reducdo de endotoxinas do
canal. Na figura 12 ¢é possivel verificar graficamente essa reducdo em todos os

tempos operatérios do tratamento.
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Figura 12 - Representacdo grafica da reducdo de endotoxinas em EU/mL em

cada grupo analisado

A Ca{OH)2

B NAC

CalOH)2 + CLX

e~

Legenda: graficos A — quantidade de endotoxinas em cada coleta realizada, C1, C2 e C3, de cada
paciente atendido no grupo Ca(OH)2, B — quantidade de endotoxinas em cada coleta realizada, C1, C2
e C3, de cada paciente atendido no grupo NAC, C — quantidade de endotoxinas em cada coleta
realizada, C1, C2 e C3, de cada paciente atendido no grupo Ca(OH)2 + CLX.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Anédlise da efetividade anti-inflamatoria das medicag6es intracanais

5.2.1 Avaliacdo do efeito das medicacdes sobre os niveis de resolvina E1, D2

e lipoxina A4 do fluido intersticial

RVE1, RvD2 e LxA4 foram detectadas em todas as amostras (41/41). A

Tabela 6 mostra a distribuicdo das medianas individuais e valores de variacéo
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(ng/mL) das citocinas antiinflamatoérias encontradas nas amostras do liquido
intersticial dos tecidos periapicais antes e ap0s a medicagdo intracanal. Nao
foram encontradas diferencas significativas nas concentracdes de RVE1, LxA4 e
RvD2 na primeira coleta de citocinas (antes do uso da medicacdo) (Tabela
7). Também néo foram encontradas diferencas estatisticas nas concentragdes de
RVEL, LxA4 ap6s uso das medicacdes (Tabela 8). Entretanto, a concentracdo de
RvD2 teve aumento apods o uso da NAC como medicacéo intracanal (Figura 13),
sendo que as outras medicacdes reduziram a quantidade dessa citocina apos 14

dias de uso (Figura 14).

Tabela 6 - Mediana e range da concentracdo de RvE1, RvD2 e LxA4
antes e apos o uso da medicacdo nos grupos Ca(OH)2 , NAC e Ca(OH)2 +
CLX.

Grupos Ca(OH)2 + soro NAC Ca(OH)2 +CLX
Coletas CFl CF2 CF1 CF2 CFl CF2
RVE1 Mediana 2,855 2,981 2,418 2,554 2,730 2,782
Range 1,751 -3,290 1,178 - 3,562 1,827 -2,856 1,748 - 2,968 1,988 - 3,155 2,482 - 2,946
RVD2 Mediana 0,06159 0,04211 0,1979 0,4656 0,04823 0,05602
Range 0,01818-1,037 0,01595-0,4745 0,02152-1,089 0,05936 - 1,68 0,01818-1,069 0,03042-0,5391
LxAd Mediana 0,9074 0,9074 0,9069 0,9073 0,9076 0,9074
Range 0,9054 - 0,9083 0,906 - 0,9082 0,906 - 0,9083 0,9062 - 0,9082 0,906 - 0,9084 0,9059 - 0,9087

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Comparacdo das concentracdes

CF1

iniciais dos mediadores lipidicos na

Grupos Ca(OH)2 + soro NAC Ca(OH)2 +CLX
Coletas CF1 CF1 CF1
Mediana 2,855 2,418 2,730
RvE1l Range 1,751 - 3,290 1,827 - 2,856 1,988 - 3,155
Letra A A A
Mediana 0,06159 0,1979 0,04823
RvD2 Range 0,01818-1,037 0,02152-1,089 0,01818-1,069
Letra A A A
Mediana 0,9074 0,9069 0,9076
LxA4 Range 0,9054 - 0,9083 0,906 - 0,9083 0,906 - 0,9084
Letra A A A

*Letras mailsculas indicam diferenca nas linhas (inter-grupos).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 -

mediadores lipidicos

Comparacdo das concentragdes ap0s uso das medicacbes dos

Grupos Ca(OH)2 + soro NAC Ca(OH)2 +CLX
Coletas CF2 CF2 CF2
Mediana 2,981 2,554 2,782
RvE1l Range 1,178 - 3,562 1,748 - 2,968 2,482 -2,946
Letra A A A
Mediana 0,04211 0,4656 0,05602
RvD2 Range 0,01595-0,4745 0,05936-1,68 0,03042-0,5391
Letra A B A
Mediana 0,9074 0,9073 0,9074
LxA4 Range 0,906 -0,9082 0,9062-0,9082 0,9059 - 0,9087
Letra A A A

*Letras mailsculas indicam diferenca nas linhas (inter-grupos).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13- Concentracdes de RvD2 antes e ap0s 0 uso da NAC
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 — Gréaficos com as concentracdes iniciais e finais de cada mediador

lipidico
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6 DISCUSSAO

A infeccdo do canal radicular € a principal causa da periodontite apical
(Nair, 1997) e para combate-la utiliza-se solucOes irrigadoras com acao
antimicrobiana (Haapasalo et al., 2010) e medicacéo intracanal (Athanassiadis et
al., 2007).

O preparo dos canais com o uso de NaOCI é capaz de promover uma
reducéo significativa do numero de bactérias (Dal Bello et al., 2018; Rdcas et
al., 2016; Siqueira et al., 2000) sendo que as concentracOes a partir de 1 % séo
adequadas para a dissolucdo de tecidos e acdo antibacteriana
(Baumgartner,Cuenin, 1992).

Durante nosso estudo, associado ao preparo, foi utilizado o NaOCI na
concentracdo de 2,5%, verificou-se reducdo significante na carga microbiana
total nos dentes avaliados. Um estudo de Siqueira et al., 2000 demonstrou que
mesmo em concentra¢cdes mais baixas 0 NaOCI é efetivo, uma vez que o tempo
e a troca regular dessas solu¢cdes mantém sua efetividade, sendo desnecessario o
uso de concentragfes muito altas.

Embora o preparo biomecanico tenha reduzido a carga de
microrganismos, ainda permaneceu grande quantidade destes no canal radicular.
Sendo a medicacédo intracanal indicada para auxiliar na limpeza e melhorar o
indice de sucesso do tratamento (Athanassiadis et al., 2007; Podbielski et al.,
2003).

Nosso estudo analisou o efeito de uma nova opcdo de medicacao
intracanal, a N-acetil cisteina, comparada ao hidréxido de calcio, considerado o
“gold standard” das medicacdes intracanais indicadas atualmente (Ghatole et al.,
2016), avaliando suas ag¢des anti-microbiana e de neutralizacdo de endotoxinas e

seu efeito na estimulacdo da liberacdo dos mediadores lipidicos anti-
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inflamatdrios RVEL, RvD2 e LxA4 que favorecem o retorno a homeostase.

O hidroxido de célcio € a medicacdo mais utilizada atualmente e sua
acdo antimicrobiana esta relacionada ao seu elevado pH, no qual a maioria das
bactérias ndo consegue sobreviver, e também a liberacdo de ions hidroxila que
sdo altamente oxidantes e provocam danos a membrana celular dos
microrganismos, deshaturam proteinas e causam danos ao DNA (Siqueira,
Lopes, 1999). Entretanto o hidréxido de célcio ndo é efetivo contra todos os
tipos de bactérias, existem algumas espécies, como E. faecalis, F. nucleatum
ssp . vincentii, E. faecium, entre outras, que resistem a sua acdo e permanecem
vidveis no sistema de canais radiculares (Ferreira et al., 2015). Portanto é
importante escolher uma medicacdo intracanal eficaz no combate a esses
microrganismos resistentes (Gondim et al., 2012).

A fim de melhorar o espectro de acdo dessa medicacédo, é indicada a
associacdo do hidréxido de calcio com clorexidina gel. No nosso estudo a
associacao dessas duas substancias foi mais eficaz, comparado ao grupo em que
foi utilizado o hidrdéxido de célcio com soro, embora ndo tenha sido encontrada
diferenca estatistica entre esses dois grupos. No grupo Ca(OH)2 + CLX em 7
das 13 amostras ndo foram recuperadas bactérias anaerobias. J& no grupo
Ca(OH)2 + soro, somente em 3 de 14 ndo foi observado crescimento de
microrganismos anaerobios. 1sso esta de acordo com Varios estudos anteriores
que associaram as duas substancias e verificaram sua eficacia porém sem
diferenca estatistica significante comparando-se com o hidroxido de calcio puro
(Ferreira et al., 2015; Gomes et al., 2006; Manzur et al., 2007) .

A N-acetil cisteina possui acdo bacteriostatica, inibindo o crescimento de
bactérias Gram positivas e Gram negativas (Parry, Neu, 1977). E provavel que
sua atividade seja devido a reacdo do grupo tiol (-SH), potente antioxidante
presente na NAC, com proteinas das células bacterianas, ou devido a inibicéo da

utilizacdo de cisteina nas bactérias, uma vez que atua sobre o biofilme
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bacteriano levando a ruptura da matriz de exopolissacarideos (Marchese et al.,
2003; Olofsson et al., 2003). Ainda, por conter tiol ocorre o rompimento das
ligagoes dissulfidicas do “muco”, inibindo a formagao do biofilme (Olofsson et
al., 2003). Moon et al. (2016) utilizando in vitro a NAC como medicacéo
intracanal concluiu que essa substancia, tem maior potencial bactericida e de
desorganizacdo de biofilme do que o hidroxido de calcio ou a clorexidina (Moon
et al., 2016). Em nosso estudo a NAC ndo reduziu o namero de bactérias do
canal apos 14 dias de medicacdo. De acordo com Marchese et al. (2003), NAC
fragmenta parcialmente biofilmes pré-formados, mas quando associado a outros
antimicrobianos ocorre um notavel aumento da atividade antimicrobiana de
celulas sésseis, e aumento da capacidade de ruptura de biofilmes. A maioria dos
medicamentos € desprovida de atividade sobre células sésseis, e a atividade na
destruicdo da camada de “muco” envolvendo os verdadeiros biofilmes também ¢
dificil de ser eliminado. Assim, NAC pode ter melhor atuacao associado a outros
antimicrobianos e sua acdo em infeccOes de longa duragdo com biofilmes
maduros deve ser reavaliada.

A fim de detectar e quantificar endotoxinas, 0 método utilizado em nosso
estudo foi o Teste Cinético Cromogénico de Limulus Amebocyte Lysate (LAL),
sendo esse muito sensivel, e capazes de detectar pequenas concentracdes
(Hurley, 1995). Em nossa pesquisa, LPS foi detectado em 100% (41/41) das
coletas iniciais; a presenca de endotoxinas no sistema de canais radiculares
demonstra a importancia dessa molécula na formacéo da leséo periapical (Hong
et al., 2004).

O preparo biomecanico foi capaz de reduzir o nivel de endotoxinas nos
trés grupos, em média, em 82,37%, evidenciando a capacidade do preparo
associado ao NaOCI na reducéo dos niveis de LPS.

O hidréxido de célcio é capaz de neutralizar endotoxinas ja que possui a

capacidade de hidrolisar o lipidio A do LPS bacteriano inativando-o (Safavi,
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Nichols, 1993). O grupo Ca(OH)2+CLX apresentou o melhor resultado dos trés
grupos analisados. Isso esta de acordo com um estudo de Signoretti et al. (2011)
que avaliou a influéncia da clorexidina gel 2% no pH, liberacdo de célcio
e capacidade de Ca(OH)2 de reduzir a endotoxina, concluindo que a CLX néo
interfere nas propriedades quimicas do Ca(OH)2 e ainda melhora suas
propriedades de reducédo do contetido de endotoxinas nos canais.

N&o ha estudos na literatura que avaliem o efeito da NAC sobre a
endotoxinas, somente sobre endotoxemia em que a NAC inibe a liberacdo de
citocinas anti-inflamatdrias, ou seja, NAC tem acdes benéficas em lesdes
induzidas por LPS (Hsu et al., 2006; Zhang et al., 1994). Talvez a acdo de
inibicdo sobre polissacarideos de membrana tenha efeito também sobre os
lipopolissacarideos, uma vez que a NAC reduz a producdo de polissacarideos
extracelulares mesmo quando ha crescimento bacteriano (Olofsson et al., 2003).
O mesmo foi observado em nossa pesquisa apés o uso da NAC como
medicacdo, houve aumento do numero de UFC/mL apés 14 dias de medicagéo
entretanto houve reducdo de endotoxinas na coleta apds 0 mesmo periodo. Em
nosso estudo, ndo houve diferenca estatistica na reducdo de endotoxinas quando
comparamos a a¢ao das trés medicacgoes.

Quanto a acdo sobre as citocinas anti-inflamatdrias, as medicacdes a base
de Ca(OH)2 e NAC ndo alteraram a liberacdo de RvVE1 e LxA4, sendo que nos
grupos Ca(OH)2 e Ca(OH)2 + CLX houve diminuicdo da liberacdo de RvD2. Ja
a medicacdo com N-acetil cisteina aumentou a liberacdo de RvD?2, isso foi um
resultado bastante importante uma vez que as lesdes periapicais sdo lesdes
inflamatodrias crénicas, e portanto sdo resultado do fracasso da resposta
inflamatdria ou da ativacdo continua desta resposta tornando-se prejudicial para
0 tecido (Cekici et al., 2014). A RvD2 diminui a carga microbiana local e
sistémica, a producdo excessiva de citocinas e o recrutamento de neutréfilos,

enguanto aumenta as células mononucleares e a fagocitose macroféagica (Spite et
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al., 2009), além disso, RvD2 aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio
fagossomicas intracelulares para morte microbiana, sendo considerado um
imuno resolvente (Spite et al., 2009). Ainda, Chiang et al. (2017) verificaram,
em camundongos, que RvD2 protege o0s animais da sepse bacteriana,
melhorando a sobrevida. Isso demonstra o grande potencial da NAC para uso
como medicacdo intracanal. Ndo observamos relatos na literatura sobre o efeito
da NAC na liberagcdo de resolvinas, entretanto, ja& foi relatada sua agdo na
inibicdo de citocinas pro-inflamatdrias e estimulacdo de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10 (Hsu et al., 2006). A resolvina E1 ja foi utilizada
anteriormente em tratamentos endodontico cujos resultados foram promissores
no que diz respeito ao tratamento conservador da polpa e no tratamento de

dentes com apice incompleto (Dondoni et al., 2014; Scarparo et al., 2014).

As lipoxinas sdo mediadores lipidicos que derivam do é&cido
araquidonico ou da aspirina (Serhan et al., 2007) possuem a capacidade de inibir
a infiltracdo de polimorfonucleares e estimula o recrutamento de macrofagos
(Bannenberg et al., 2004). Além disso, tem indicacdo para ser utilizada em
regeneracdo tecidual apresentando reducdo significativa do infiltrado
inflamatorio em locais com doenca periodontal crénica tratados cirurgicamente,
aumento da neoformacdo dssea e regeneracdo do 6rgdo periodontal (Van Dyke
etal., 2015).

A partir destes resultados pudemos observar que ainda ndo hd uma
medicacgéo ideal. Porém, mesmo a NAC ndo tendo demonstrado um resultado
anti-microbiano satisfatorio, acreditamos que seu uso associado a outras
medicacdes possa apresentar vantagens, pois além de sua acdo sobre biofilmes
bacterianos essa substancia melhorou o perfil inflamatorio, favorecendo o reparo

periapical. Também os mediadores inflamatorios sdo uma opg¢do em tratamentos
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endodonticos, sendo que mais estudos com aplicacdo clinica dessas substancias

S80 necessarios.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

e O preparo biomecanico reduziu significantemente o nimero de
bactérias e a quantidade de endotoxinas do canal, e as medicacdes
a base de hidroxido foram eficientes na eliminacdo de
microrganismos do canal, entretanto NAC ndo foi eficaz para a
reducéo da carga microbiana;

e As trés medicagOes avaliadas foram capazes de atuar no LPS
bacteriano;

e Quanto ao retorno a homeostasia, somente a NAC foi capaz de
influenciar positivamente esse resultado com o aumento de RvD2
pos 14 dias da medicacao;

e Os mediadores lipidicos tém grande potencial para uso nos
diversos tipos de tratamento endoddntico, sendo que mais estudos
devem ser realizados para viabilizar sua aplicacdo clinica, bem
como mais estudos devem ser realizados utilizando NAC na

resolucdo das periapicopatias.
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APENDICE A - Ficha clinica

Nome:

Data: / /

HISTORIA MEDICA

Dente:

Estado de saude geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete ( )Hepatite ( )Coracéo Presséo: ( )Sinusite
( )Rim ( )Alergia ( )Ulceras ( )Alcoolismo ( X )Figado
( )Doencga mental | ( )Doencgas sangue ( )Outras
Problemas com anestesia: NAO
Outros:
HISTORIA CLINICA
Queixa principal: “PUS NOS DENTES DA FRENTE”
( )Provocada ( )Espontanea ( )Intermitente ( )Continua

TIPO DE DOR:

( )Localizada

( )Difusa

Tomou analgésico ou outro medicamento?

A dor cessa com analgésico?

Dai ha quanto tempo?
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EXAME CLINICO LOCAL

( )Dente cariado | ( X )Dente ( )Edema ( )Alteracao de cor ( )Mobilidade
restaurado
( )Fistula ( )Extrusao ( )Oclusao ( )Problema periodontal
TESTES
( )Frio ( )Calor ( )Palpacéo ( )Percusséo

EXAME RADIOGRAFICO

Cémara pulpar: Canal radicular:

Estruturas adjacentes: Diagnéstico provavel:

Tratamento indicado:

TRATAMENTO RADICAL

Medida aparente do dente no RX inicial:

Canal Ponto de Comprimento real Diferenga entre Comprimento Comprimento
Referencia do instrumento ao ponta do Real do canal de trabalho
ser retirado do instrumento ao (LAF): C.T. (LALL):
canal: apice radicular:

Diametro do I.A.F. (n° do instrumento):

Diametro do I.A.l. (n° do instrumento):

Diametro cirargico do canal:

Escalonamento até:

Irrigacéo:
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Curativo de demora:

Obturacao (técnica e material):

Selamento:

DATA

TRATAMENTO

Visto Professor

OBS. Pés-operatéria:

Terapéutica sistémica:

CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data

Observacgtes

10

20

30
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

unesp™

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
JULIO DE MESOUITA FILHO

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Marcia Carneiro Valera, professora titular da Disciplina de Endodontia da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP, portador do CPF 092.585.227.96,
estabelecido a Avenida Eng. Francisco José Longo, 777, na cidade de S&o José dos Campos-SP,
telefone para contato (12) 3947 9048, sou responsavel pela pesquisa cujo titulo é “AVALIAGCAO
CLINICA DO EFEITO DE DIFERENTES MEDICA(;C)ES INTRACANAIS NOS NIVEIS DE
RESOLVINAS E LIPOXINAS PERIAPICAIS — NOVAS PERSPECTIVAS ENDODONTICAS”, o que
significa que vamos tratar uma doenca dentéaria aplicando técnicas ja utilizadas e pretendemos avaliar
a resposta do paciente a diferentes medicacdes.

Portanto, os objetivos do presente estudo séo, avaliar o efeito do tratamento endodéntico
(tratamento de canal) através do uso de diferentes tipos de medicacdes que serdo colocadas no
interior do canal radicular, na eliminacdo de bactérias dos canais e no retorno ao equilibrio do
organismo pela quantificacdo de reguladores lipidicos (substancias com acdo antiinflamatéria)
presentes no fluido periapical. Serdo selecionados 36 pacientes com necessidade de tratamento
endoddntico que serdo divididos em 3 grupos (n=12) de acordo com a medicacdo a ser utilizada.
Realizaremos coletas durante o procedimento, feitas com cones de papel absorvente, do liquido no
interior do canal do dente a ser tratado e, em seguida, em laboratério, 0 material que foi coletado sera
submetido a analise.

O paciente como beneficiario, recebera tratamento endoddntico gratuitamente, com técnicas
avancgadas, seguindo protocolos consagrados que contribuirdo para o sucesso do caso. O projeto
proposto podera acarretar em riscos minimos ao paciente por se tratar de um procedimento invasivo;
podem ocorrer imprevistos durante o atendimento em funcdo do préprio tratamento. No caso de
algum imprevisto, o paciente sera amparado e recebera todos os cuidados necessarios para controlar
quaisquer eventualidades. Os medicamentos a serem utilizados possuem comprovacéo cientifica de
auséncia de efeitos téxicos para o organismo. Além disso, todo o tratamento de canal sera realizado
dentro das normas de biosseguranca e serdo realizados por profissionais altamente capacitados; os
resultados obtidos trardo beneficios para outras pessoas uma vez que a pesquisa ir4 gerar avangos
cientificos com melhoras no tratamento de canal realizado na atualidade. Serdo necessérios 2
atendimentos (3 horas cada atendimento) com um periodo de 14 dias de intervalo entre cada sessao
até a conclusao do tratamento. O responsavel pelo tratamento é a Cirurgid Dentista e aluna de Pos
Graduacéo Bruna Jorddo Motta Corazza, (celular: 99151-2822 email:brunajordao1991@gmail.com), e
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em caso de duvida ou necessidade de intervencéo, deve-se entrar em contato com ela, ou com
outros participantes dapesquisa. Os pacientes serdo chamados para acompanhamento radiografico
apos 1 ano do tratamento finalizado. Além disso, o protocolo de conduta adotado € o mesmo ja
utilizado na pratica clinica odontolégica desta faculdade.

Se houver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica (CEP) do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de S&o José dos Campos-ICT/ UNESP,
situada na Av. Eng° Francisco José Longo, 777 — CEP12.245-000, em S&o José dos Campos — SP,
fone (12) 3947-9000. Informo que sera garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer
momento e assim deixar de participar do estudo. Também ndo havera custo nem pagamento pela
colaboracéo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informag¢Bes que leram para mim,
descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em receber atendimento em consultério
odontoldgico. Declaro conhecer os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha participacdo nao

implicard em nenhuma despesa.

NOME/RESPONSAVEL

RG CPF

ENDERECO COMPLETO

Assinatura Responsével Assinatura Pesquisador



ANEXO B — Certificado do Comité de Etica

UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIAE TECNOLOGIA-  “QREraAl
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO CLINICA DO EFEITO DE DIFERENTES MEDICACOES INTRACANAIS
NOS NIVEIS DE RESOLVINAS E LIPOXINAS PERIAPICAIS ; NOVAS
PERSPECTIVAS ENDODONTICAS

Pesquisador: Marcia Cameiro Valera

Area Temitica:

Versido: 2

CAAE: 71575817.1.0000.0077

Instituigio Proponente: instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3o José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamente Propric

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 2.202 674

Apresentagio do Projeto:

O Projeto nomeado AVALIACAO CLINICA DO EFEITO DE DIFERENTES MEDICAGOES INTRACANAIS
NOS NIVEIS DE RESOLVINAS E LIPOXINAS PERIAPICAIS - NOVAS PERSPECTIVAS ENDODONTICAS
propde o estudo do tratamento de doencas periodontais e endoddnticas com um ou mais mediador lipidico
especifico. como uma opcio na pratica odontologica no gue diz respeito 30 Seu uso como medicacido
intracanal em pacientes com periodontite apical.Com os resultados oblidos nesta pesquisa. espera-se ser
possivel conhecer o efeito das medicacdes intracanais propostas sobre os niveis de mediadores lipidicos
locais presentes nas lesdes perapicals.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o efeito de diferentes medicacdes Intracanais na descontaminacio de canais com infecgio
endoddntica primana e les3o periapical, na redugdo dos nivels de endotoxinas e também avaliar o efeite
dessas medicacdes sobre os nivels de mediadores lipidicos - Resolvinas (RvET, RvD2) e lipoxina (LxA4)
presentes no fluido periapical desses tipos de infecgdes,

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Tem como beneficio 3 partir dos resultados obtides, conhecer do efeito das medicagdes intracanais sobre os
niveis de mediadores lipidicos locais presentes nas lesdes periapicais,

Enderego:  Av Eng® Francisco José Longs 777

Balrro:  Jardm 530 Dimas CEP: 12245000

UF: 5P Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3547.3072 Fax: (12)3547-5010 E-mall:  CephS1os)C unesp or
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UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIAE TECNOLOGIA-  QRErA -
CAMPUS DE SAO JOSE DOS
Commmuaglo ac Parecer 2292474

podendo introduzir um novo conceito de rmiu9lo inflamatério, no futuro.tendo mediadores lipidicos
incorporados ou a2 mesmo utiizados como medicactes intracanais. Os resuitados obtidos trardo beneficios
uUma vez que 3 pesquisa ird gerar avangos cientificos com melhoras no tratamento de canal realizado na
atualidade.

O projelo proposto podera acarmetar NSCos MINIMOS 20 paciente por se tratar de um procedimento INVAsve
no qual podem ocorrer imprevistos durante o atendimento em fungio do proprio tratamento. No caso de
algum Imprevisio, o paciente serd amparado & receberd 10d0s 0s culdados necessarios para controlar
quaisquer eventualidades. Os medicamentos a serem utilizados possuem comprovagao cientifica de
auséncia oe efenos 1OxIcos Para o organismo. Além disso, todo o tratamento de canal sera realizado dentro
das normas de biosseguranca e serdo realizados por profissionais altamente capacitados

Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevants com previs3o de recrutamento de trinta e seis pacientes adultos, com necessidade de
tratamento endoddntico em dentes unirradiculares, com infecgdo

endodontica primaria e penodontite apical.Os participantes ser3o selecionados e atendidos no Campus da
Faculdade de Odontologia (UNESP) de Sio José dos Campos (SP), Brasil

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

TCLE adequado.

RecomendagGes:

O (a) pesquisadorn(a) ira receber e-mail da Secretana do CEPR-ICT-CAMPUS DE SICAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para ndo incorrer na penalidade de nio o fazendo, em ndo ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Efica, até que sane a pendéncia de envio do relatdrio, na forma de
notificaglo através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site do www.ict.unesp,br - Comite de Etica
Envolvendo Seres Humanos, encontrara o formulario para envio do Relatorio parcial/final.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as pendencias apontadas foram corrigidas adeguadamente.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do{a) Relator{a}.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego.  Av.Eng® Francieco Jose Longo 777

Balrro: Jaruim S0 Dimas CEP: 12245000

UF: 5P Municipio: SAD JOSE DOS CANPQOS

Telefone: |[12)3547-2078 Fax: (12)3%47-5010 E-mall:  ceph(@fos|o unees or
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UNESP - INSTITUTO DE

CIENCIA E TECNOLOGIA -  “ERErAy o™
CAMPUS DE SAO JOSE DOS
Consruacdo do Parecer: 2.202 §74
Tipo Documento Arquivo Autor Situagéo
Informacdes Basicas PB_INFORMACOES_ﬁSICAS_DO_P 09/09/2017 Aceito
|do Projeta ROJET 4158, 21:58:13
Projeto Detalhado / | ProjetoPBREFORMULADO pdf 09/09/2017 |Marcia Cameiro Aceito
Brochura 21:57:50 |Valera
| Investigador P
TCLE / Termos de | TCLEreformulado.doc 08/08/2017 |Marcia Cameiro Aceito
Assentimento / 21.53:16 (Valera
Justificativa de
| Auséncia
Qutros formularioresppend.doc 09/09/2017 |Marcia Cameiro Aceito
21:51:17 _|Valera
Folha de Rosto folhaderosto1.pdf 26/06/2017 |Marcia Cameiro Acsito
13:01:50 | Valera
Situacio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

SAQ JOSE DOS CAMPOS, 22 de Setembro de 2017

[, e

4 Assinado por:

Denise Nicodemo

(Coordenador)
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ANEXO C —Cadastro REBEC

MELIVTRO BRA LI FWD OF

€ Ensaios Clinicos

NOTICIAL | SOHIE | AJUDA | CONTATO [ [ issse suses |

ot et - aakio / TRIAL: RBR-AMRRMH AVALIACAD DA EFETIVIDADE DE DIFERENTES MEDICACOES NA RESOLUCAD
DE INFLAMACOES DO CANAL



