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Corazza BJM. Avaliacdo clinica do efeito de diferentes medicacGes intracanais
nos niveis de resolvinas e lipoxinas periapicais: novas perspectivas endoddnticas
[dissertagdo]. Sdo 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 endodontica utilizando
NaOCI 2,5% e medicacdes 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 (RvEl, RvD2) e Lipxina A4 (LxA4). Foram selecionados quarenta
dentes unirradiculares, com infeccdo endodontica priméria e periodontite apical.
Os dentes foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de acordo com a
medicacéo intracanal a ser utilizada: G1: soro fisiolégico + Ca(OH)2 (n=14), G2:
N-Acetil Cisteina (n=13), G3: clorexidina (CLX) + Ca(OH)2 (hn=14). Amostras
bacterianas e de endotoxinas foram coletadas do canal radicular, apds abertura
coronaria, ap0s preparo dos canais com limas reciprocantes (Reciproc)
selecionadas de acordo com o diametro do canal radicular e a solucdo irrigante
(NaOCl 2,5%) e apos medicacdo intracanal. A analise da atividade
antimicrobiana foi através da contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC/mL) de microrganismos remanescentes no canal radicular e quantificacéo
de endotoxinas (EU/mL) através do teste Limulus Amebocyte Lysate — LAL.
Apbs o preparo biomecanico (PBM) os dentes foram preenchidos com as
medicacdes intracanais de acordo com 0s grupos por quatorze dias. O fluido
intersticial foi coletado apds 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, 0 PBM reduziu em média 96% dos microrganismos aerobios e
92,5% dos anaerdbios em todos os grupos (p<0,05). A utilizacdo de medicacdo
intracanal a base de Ca(OH)2 manteve os niveis atingidos com o PBM (p>0,05),
porém no grupo NAC houve aumento de bactérias. Os niveis de endotoxinas
diminuiram ap6s 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 biomecénico. Quanto aos mediadores lipidicos, somente no grupo
NAC foi observado aumento de Rv D2. Concluiu-se que o PBM reduziu
significantemente o nimero de bacteérias 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 medicacdes avaliadas foram capazes de atuar no LPS
bacteriano. Somente a NAC foi capaz de influenciar positivamente esse
resultado com o aumento de RvD2 pés 14 dias da medicagdo. 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]. S&o Joseé 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 (RvEl, 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 (RvVE1, 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 infeccbes 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 contaminacgéo
dos canais gera uma resposta do sistema imunologico do hospedeiro levando a
inflamacdo periapical, esse processo tera como sequela a reabsor¢édo de tecidos
duros e destruicdo de outros tecidos formando-se assim a lesdo periapical (Nair,
2004).

O principal objetivo da resposta inflamatdria é detectar e eliminar 0s
fatores que interferem na homeostase, além de proteger o hospedeiro das
agressdes (Serhan, Chiang, 2009). Uma resposta inflamatodria tipica é constituida
por quatro componentes: indutores inflamatorios; sensores de deteccao;
mediadores e tecidos-alvo afetados, o0 tipo e grau da resposta inflamatéria séo
dependentes da natureza do gatilho (bactérias, virus ou parasitas) e da sua
persisténcia (Medzhitov, 2010). O reconhecimento dos patdgenos bacterianos é
realizado por receptores de reconhecimento padrdo, tais como 0S receptores
Toll-like, que sdo expressos por macréfagos presentes no tecido (Aderem,
Ulevitch, 2000; Darveau, 2010). A ligacdo aos receptores Toll-like induz a
producdo de citocinas inflamatdrias, quimiocinas e mediadores lipidicos pro-
inflamatorios, tais como as prostaglandinas que sdo 0s principais responsaveis
por estabelecer a resposta inflamatoria de forma eficaz e promover a eliminacéo
bacteriana. As interleucinas IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral TNF-a e
prostaglandina E2 sdo produzidos localmente nos tecidos inflamados. Citocinas
pré-inflamatorias na circulacdo resultam em leucocitose e presenca de proteinas

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

A deteccdo da resposta inflamatoria por células da imunidade inata e
celulas residentes desencadeia a producdo de mediadores que modulam o
destino de inflamacdo. Neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e mastdcitos
produzem proteinas de baixo peso molecular - citocinas - que controlam o inicio
da inflamacéo, sua manutencgédo, amplitude e a duracdo da resposta. A regulacao
genética, que conduz a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias a partir de uma
variedade de tipos celulares é geralmente dependente da ativacao 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 funcgdes
quimiotaticas, induzem a migracédo de células para o local da infec¢do. Uma vez
que os leucdcitos saem dos vasos sanguineos, estes sdo atraidos por gradientes
funcionais de fatores quimiotéaticos para o local de infeccdo (Zlotnik and Yoshie,
2000)(Rossi, Zlotnik, 2000; Zlotnik, Yoshie, 2000). As quimiocinas sao
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 ativacdo continua das respostas torna-se prejudicial para o
tecido levando ao desenvolvimento de lesbes crbnicas, que chamamos de
doencas inflamatorias (Cekici et al., 2014).

Nas infeccdes endoddnticas primarias, ha predominio de bactérias gram-
negativas (Martinho et al., 2010; Rdcas, Siqueira, 2010) essas bactérias possuem
como constituinte de sua parede celular os lipopolissacarideos (LPS) (Rietschel,
Brade, 1992) que sdo 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-inflamatoérias como a IL-1 alfa e TNF-alfa, com consequente
liberagcdo de matriz de metaloproteinase -1 (MMP-1) causando reabsor¢édo 0ssea.

Sendo assim, para obter o sucesso da terapia endoddntica € necessario

eliminar a infecgéo do canal (Mohammadi, Dummer, 2011), e também inativar
0s subprodutos dos microrganismos como o LPS a fim de modular a inflamacao
(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 o uso de substancias quimicas auxiliares, como 0s irrigantes
com acdo bactericida que sdo utilizadas durante o preparo biomecéanico
(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 € a solucdo 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 medicacéo age sobre o LPS bacteriano, inativando-o (Oliveira et al., 2005)
e também e capaz de inibir citocinas do tipo Thl, atuando no processo
inflamatdrio (Martinho et al., 2015).

A clorexidina (CLX) também tem sido utilizada como medicacdo
intracanal, especialmente associada ao hidréxido de célcio (Valera et al., 2010b)
pois é um agente antimicrobiano de amplo espectro, e possui acdo
antimicrobiana residual apos exposicdo 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 acdo antioxidante pela presenca do grupo tiol (Samuni et al., 2013). Os
grupos tiol estimulam a sintese de GSH, atuam na desintoxicacdo e eliminam
espéecies reativas de oxigénio (ROS) (Cacciatore et al., 2010). Vem sendo
estudada e apresentou bons resultados como medicacdo analgésica em relacdo a
dor pos tratamento endododntico (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 resolugdo dos mecanismos
inflamatorios resultam em um fenotipo inflamatério presente em doencas
crbnicas, e 0s mediadores lipidicos podem eliminar esse fenotipo. Esses
mediadores lipidicos pro-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-inflamatérios (Serhan et al., 2008), mas atualmente novos
mecanismos da suplementacdo alimentar com Omega-3 e liberacdo de
mediadores lipidicos com agdo anti-inflamatéria foi descoberto (Serhan et al.,
2002, 2000). Esse conjunto separado de mediadores lipidicos tais como as
lipoxinas, derivadas do &cido araquidonico ou desencadeadas pela aspirina as
resolvinas da série E, derivadas do acido O6mega3-eicosapentaendico, as
resolvinas da série D, derivadas do &cido docosaexaenoico, as protectinas e
maresinas atuam como agonistas endogenos para ativar o fim da inflamacao,
estimulando sua resolucéo, (Gilroy et al., 2004; Serhan, 2010). Os mediadores
lipidicos, atuam como sinalizadores endogenos de parada inflamatoria,
proporcionando evidéncias de que a resolucdo da inflamacdo € um processo
bioguimicamente ativo (Serhan et al., 2000). Esses mediadores lipidicos tém

chamado atencdo devido a sua potente capacidade anti-inflamatoria e pro-
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resolvedora em concentracgdes tdo baixas quanto nanomols (Serhan et al., 2002).
Ambas as a¢des possuem o mesmo objetivo, eliminar a inflamacdo 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 sdo 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 neutrofilos por apoptose, presenca de
infiltrado ndo-flogistico de monacitos e macrofagos e remocgéo apoptotica de
neutrofilos, bactérias e debris necroticos. Estes eventos celulares alcangam o
resultado ideal da inflamacéo, 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 inflamacdo (Serhan, Chiang,
2009). Estes mediadores lipidicos sdo 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 acido 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 RVE1 e E2 pela lipoxigenase-5. A
producdo de RVEL 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 &cido
docosaexaenoico sdo capazes de reduzir a inflamacgédo, diminuindo a adesdo de
leucdcitos-plaquetas; e a conversdao do acido docosaexaenoico desencadeada
pela aspirina produz moléculas com funcéo anti-inflamatoria e pro-resolvedora
(Serhan, Chiang, 2009).

As lipoxinas (Lx) s&o moléculas pro-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 &cido araquidonico pela 15-
lipoxigenase e 5-lipoxigenase, seguido por hidrélise 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 funcdes celulares através da
ativacdo de receptores especificos; estes receptores sdo expressos por neutréfilos
e monocitos. Uma terceira via da sintese é desencadeada pela aspirina. A
aspirina promove a acetilacdo da ciclooxigenase-2, resultando em uma alteracao
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, celulas 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 RvE1 mostraram
capacidade em inibir o recrutamento de neutréfilos, atenuar a expressdo 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 remocdo 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 regulacéo de
microRNAS, genes-alvo e com a reducéo 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 0ssea e de
tecido conjuntivo (Wallace, Fiorucci, 2003).

Topicamente aplicada, a RvVE1 reduziu a inflamacdo local e a perda
0ssea induzida pelos osteoclastos no periodonto de coelhos (Hasturk et al.,
2006). Na periodontite agressiva localizada, a RvE1l foi capaz de reverter a
funcéo defeituosa dos macréfagos (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 suplementacéo 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 insercdo 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 endodénticas

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

Portanto, o presente estudo avaliou se medicacOes a base de Ca(OH)2
com soro fisioldgico, Ca(OH)2 com CLX e NAC estimulam ou nédo a liberacdo
de resolvinas e lipoxinas melhorando o reparo das leses periapicais. E ainda
comparou o efeito destas medicacdes na eliminacdo de endotoxinas e

microorganismos presentes nas infeccGes endoddnticas primarias.
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5 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 néo foi eficaz para a
reducédo da carga microbiana;

e As trés medicacOes 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 endodontico, 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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