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OLIVEIRA, L.D. Efetividade in vitro de agentes irrigantes na
neutraliza¢dao de endotoxinas em canais radiculares. 2005. 100f. Tese
(Doutorado em Biopatoiogia Bucal, Area de Concentragdo; Biopatologia
Bucal) — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista. S0 José dos Campos.

RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar in vitro a efetividade das solugbes de
hipoclorito de sédio, clorexidina, hidréxido de calcio e polimixina B, como
agentes irrigantes, na neutralizagdo de endotoxinas nos canais radiculares.
Foram utilizados 98 dentes humanos unirradiculados, que tiveram suas coroas e
apices seccionados, padronizande o tamanho dos espécimes em 14 mm. Os
mesmos foram esterilizados por radiagio gama cobaito 80 e endotoxina de
Escherichia coli foi inoculada nos canais radiculares de 84 espécimes. Apds 24
h, todos os dentes foram instrumentados até a lima K 50, escalchados até K 80 e
foram divididos em sete grupos (n=14), de acordo com a solugdo irrigadora; G1)
NaQCl 2,5%; G2) NaOCI 5,25%; G3) clorexidina 2%; G4) Ca(OH), 0,14%; G5)
polimixina B; G6& (controle positivo): Agua apirogénica; G7 (controle negativo)
sem endotoxina e agua apirogénica como agente irrigante. Foram realizadas
duas coletas do contelde do canal radicular para verificar neutralizacée de
endotoxinas, uma logo apés a instrumentacdo (coleta imediata) e outra apos
sete dias (segunda coleta). A neutralizacdo da endotoxina foi verificada tanto
pelo método do lisado de amebécitos de Limulus como pela produgdo de
anticorpos em cultura de linfécitos B. Os resultados obtidos no lisado foram
submetidos a andlise estatistica (Kuskall-Wallis e Dunn) e os obtidos na
producio de anticorpos foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (5%). Na
coleta imediata, verificou-se que os grupos G1 (NaOCl 2,5%), G2 (NaOCl 5,25%)
e G3 (clorexidina 2%) nao neutralizaram endotoxinas, sendo estatisticamente
semelhantes ac G6 (controle positivo) {(p>0,05), enquanto que 08 grupos G4
{Ca(OH), 0,14%) e G5 (polimixina B) demonsiraram efetividade sobre LPS, com
resultados estatisticamente semelhantes ao G7 (controle negativo) (p>0,06) e
diferentes dos demais grupos (p<0,05). Na coleta apés sete dias, foi detectada
presenca de LPS nos grupos G4 e G5, sendo significativamente inferior a
apresentada pelos grupos G1, G2 e G3. A produgéo de anticorpos também foi
significativamente inferior nos grupos G4 e G5 em relagio aos grupos G1, G2 e
(33. Assim, pdde-se concluir que somente as solugtes de Ca(OH), e polimixina
B reduziram significativamente a quantidade de endotoxinas nos canais
radiculares, sendo que as solugdes de hipoclorito de sddio e clorexidina néo
apresentaram efeito sobre LPS.

PALAVRAS-CHAVE: Endotoxinas; irrigantes do canal radicuiar; hidroxido de
célcio; polimixina B.



| INTRODUGAO

As aiteragdes patoldgicas que envolvem a polpa e os tecidos

periapicais s40, na maioria das vezes,; de eticlogia microbiana; de modo

que bactérias e seus produtos exercem um papel significante na indugéo
e principaimente na manutencdo destas lesBes (KAKEHASHI et al.%?
1965; SUNDQVIST'?®, 1994). ‘Em dentes com necrose pulpar e
~ periodontite apical, a inflamagéo purulenta é induzida por combinagdes
especificas de bactérias anaerdbias facultativas e estritas, principalmente
Gram-negativas (SUNDQVIST et al.'®', 1989; WITTGOW JUNIOR &
SABISTON JUNIOR'®, 1975). Tani-Ishii et al.'®, em 1994, estudaram as
alteragcdes da microbiota do canal radicular durante o desenvolvimento de
lesOes periapicais em ratos e observaram que, na fase ativa de destruigéo
dssea e expanséo das lesdes, havia predominio de bactérias anaerdbias
estritas Gram-negativas.

Bactérias Gram-negativas apresentam endotoxinas na
membrana externa da parede celular, que sdc complexos
lipopolissacaridicos (LPS) com potente agdo citotéxica, liberadas durante
sua duplicagédo ou morte celular, representando ¢ principal fator de
viruléncia dessas bactérias (PETSCH & ANSPACHY™, 2000). As
endotoxinas exercem varios efeitos bioldgicos que podem resultar na
amplificacdo das respostas inflamatéria e imunolégica (STASHENKO et

al.'"”® 1998). No sangue e nos tecidos, as endotoxinas ligam-se ao

receptor CD14 na superficie de monodcitos e macrofagos, e estas células
ativadas secretam interleucinas (IL-1, 1L-6 e |.-8), Fator de Necrose
Tumoral-a {TNF-a), superdxido {O7), dxido nitrico, interferons o, B e v, e
moléculas lipidicas como o fator ativador de plaquetas e prostaglandinas

(JANEWAY et al¥ 2000). Estes fatores sio fundamentais no
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desenvolvimento de reabsorgdo dssea periapical (WANG &
STASHENKO™® 1993).

Importantes correlagdes tém sido demonstradas entre 0s niveis
de endotoxina intracanal & a sintomatologia clinica da polpa e dos tecidos
periapicais (SCHEIN & SCHILDER'', 1975; HORIBA et al*®, 1991).
Khabbaz et al.>** (2000, 2001) demonstraram que endotoxinas também
estdo presentes em lesfes cariosas de dentes sintomaticos e
assintomaticos e no tecido pulpar de todos os dentes cariados. Dessa
forma, os estudos tém sugerido que as endotoxinas s&0 os principais
fatores etioldgicos envolvidos na patogénese da inflamagdo pulpar e
periapical (DWYER & TORABINEJAD?, 1981; PITTS et al”, 1982;
YAMASAKI et al.'*' 1992; BARTHEL et al.’, 1997, MURAKAMI et al.”®,
2001; HONG et al.*’, 2004). A inoculagsio de LPS no interior dos canais
radiculares de animais (macacos, cdes e gatos) produziu reagio
inflamatéria periapical, com reabsor¢io ¢ssea, em todos 0s casos
(DAHLEN et al.?®, 1981; DWYER & TORABINEJAD®®, 1981; PITTS et
al.®', 1982; NELSON-FILHO et al.®*, 2002; SILVA et al.'™,2002).

A principal meta do tratamento endodéntico € a eliminagéo de
bactérias do sistema de canais radiculares por meios mecanicos €
quimicos (BYSTROM et al.'®, 1985). Entretanto, é possivel que, mesmo
apOs a remogao das bactérias, endotoxinas com capacidade para induzir
ou manter lesbes periapicais permanegam no sistema de canais
(BARTHEL et al.®, 1997), predispondo o caso ao insucesso. Desta forma,
o tratamento de canais radiculares infectados ndo deve apenas destruir
bactérias, mas também inativar endotoxinas e demais produtos téxicos
(LEONARDO & LEAL™, 1998; SILVA et al."®, 2002).

Durante o preparo biomecénico do canal radicular, varias
solucdes tém sido utilizadas como irrigantes endodénticos (LEONARDO &
LEAL®? 1998). O hipoclorite de sédio tem sido largamente utilizado devido
a suas propriedades antimicrobianas e capacidade de dissolver tecidos
(BYSTROM & SUNDQWVIST'™, 1983; YELSILSOY et al'®?, 1995
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SIQUEIRA JUNIOR et al.'™, 1998). A clorexidina também tem sido
utilizada como irrigante em funcdo de seus efeitos antimicrobianos,
substantividade e relativa auséncia de citotoxicidade (VAHDATY et al."®,
1993; LEONARDO et al.%, 1999; FERRAZ et al.¥’, 2001; MENEZES et
al.”!, 2004). A atividade antimicrobiana tanto do hipoclorito de sédio como
da clorexidina, em diferentes concentragdes, tem sido relatada por
diversos autores (JEANSONNE & WHITE®™® 1994; YESILSOY et al.'*
1995; SIQUEIRA JUNIOR et al.'%'® 1998 e 2002; VIANNA et al.'®
2004), entretanto, a agdo de solugbes irrigadoras sobre LPS durante o
preparo biomecanico do canal radicular ainda néo esta bem estabelecida.

O hidréxido de calcio tem demonstrado efetiva agéo sobre LPS
quando usado como medicagdo de demora (NELSON-FILHO et al.®!,
2002; SILVA et al.'™, 2002; OLIVEIRA et al®®, 2002; TANOMARU et
al.'®, 2003), pois promove hidrélise da porgdo lipidica da endotoxina,
neutralizando seus efeitos biolégicos (SAFAVI & NICHOLS®, 1993), o
que despertou o interesse de analisar sua agao sobre LPS quando usado
como agente irrigante.

Na area medica, tem-se verificado que a polimixina B,
antibidtico polipeptidico catiénico, bloqueia muitos dos efeitos biolégicos
causados pela endotoxina (CRAIG et al.?', 1974; CORRIGAN & BELL®,
1971; MORRISON & JACOBS™, 1976), sendo utilizada no tratamento de
pacientes com sepsis por microrganismos Gram-negativos (RIFKIND*,
1867, EVANS et al.®, 1999). Na odontologia, sua utilizagdo como
medicac8o de demora por sete dias foi eficiente em neutralizar LPS em
canais radiculares (OLIVEIRA, 2002), tornando importante verificar seus
efeitos como solugio irrigadora.

A presenca marcante de endotoxinas nos canais radiculares
infectados sugere a necessidade de novos estudos gue avaliem a eficacia
de agentes irrigantes sobre LPS, a fim de eliminar ou neutralizar estas
substéncias flogisticas que participam ativamente do processo de
reabsor¢io dssea periapical.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endotoxina e sua agao sobre a polpa e os tecidos periapicais

A presenca de grande quantidade de endotoxina em canais
radiculares com polpa necrosada vem sendo reiatada desde os estudos
de Schein & Schilder'® (1975), onde se verificou, através do teste do
lisado de Limulus, que dentes com polpas necrosadas finham uma
concentragic mais alta de endotoxina que dentes com polpas vitais. E
ainda, os dentes sintomaticos também apresentavam mais endotoxinas

que os assintomaticos. Horiba et al*®

{1991) também demonstraram
niveis maiores de endotoxinas em dentes com sintomatologia, com areas
radiolicidas periapicais e com exsudagdo do que em dentes sem essas
caracteristicas. Em 2000, Khabbaz et al®® detectaram quantidade
gignificativamente maior de endotoxina em lesdes cariosas de dentes
sintomaticos em comparagdo com 0s assintomaticos e, em 2001, esses
autores (KHABBAZ et al.’*) também verificaram maior contetdo de
endotoxina nos tecidos pulpares de dentes sintomaticos, sugerindo que a
endotoxina representa importante papel na patogénese da doenga pulpar
e que € possivel uma associacdo dos niveis de endotoxina com
severidade de dor pulpar. Dhalén & Bergenholtz®* (1980) observaram que
a presenga de endotoxina nas amostras de canais radiculares de dentes
com polpas necrosadas estava correlacionada com a presenga e ©
namero de bactérias Gram-negativas.

Quimicamente, as endotoxinas constituem-se de trés partes
diferentes: o componente lipidico ndo-polar, chamado lipidio A, um corpo
oligossacaridico e outro heteropolissacaridico, representado pelo
antigeno O de superficie (Figura 1). O lipidio A & constituido por unidades
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dissacaridicas de glicosamina fosforilada ligadas a varios acidos graxos
de cadeia longa. O antigeno C é& formado por repetidas unidades
polissacaridicas, que sdo determinadas pela identidade soroldgica da
respectiva bactéria (RIETSCHEL et al%? 1993). O corpo oligossacaridico
tem uma estrutura conservada com uma regido KDO (acidoc 2-keto-3-
deoxioctdnico)-heptose interna e uma regiao hexose externa. Contudo, o
lipidio A € o principal responséavel pela atividade endotoxica do LPS e sua
estrutura € bem conservada entre as diferentes espécies de bactérias
Gram-negativas (NAKANO et al.”®, 1975; KIRIKAE et al.>°, 1997).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica da endotoxina de Escherichia coli

Diversos estudos demonstraram que as endotoxinas sfo 0s
principais fatores etiolégicos envolvidos na patogénese e na manutengao
da inflamag80 periapical, incluindo reabsorcdo ossea (DWYER &
TORABINEJAD?, 1981; PITTS et al.%', 1982; MATTISON et al.”®, 1987,
YAMASAKI et al.'*! 1992; MURAKAMI et al.”®, 2001, HONG et al.?,
2004). A endotoxina causa importantes efeitos biolégicos pro-
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inflamatérios, como ativagdo do sistema complemento, quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMN), indug&o de febre, leucopenia, hipotenséo e
choque, coagulagao intravascular, reacéo de Schwartzman localizada e
generalizada, liberagdo de colagenase pelos macrdfagos, ativagio
policional de linfécitos B (HARPER et al.*®, 1994; OLIVEIRA®, 2002),
indugdo da sintese de prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de
plaquetas (PAF) e citocinas (MORSE™, 1981, MATSUSHITA et al.®®,
1999; JANEWAY et al.’’, 2000). Estes fatores apresentam importantes
fungdes no desenvolvimento da periodontite apical e formagéo de
abscesso maxilofacial (MURAKAMI et al.”® 2001). Entre as citocinas,
destacam-se IL-1a e IL-13, Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
produzidas por macréfagos ativados e TNF-B, elaborado por células T
ativadas. Essas substancias quimicas s&o ativadoras de osteoclastos,
participando, portanto, da reabsorcao 0ssea, manifestacido expressiva no
desenvoivimento da lesdo periapical (STASHENKO et al.''"™’ 1991;
WANG & STASHENKO'®, 1993; MURAKAM I et al.”, 2001).

Por outro lado, LPS pode causar reabsorgéo éssea atraves de
sua interferéncia direta em osteoblastos e osteoclastos, inibindo os efeitos
estimulantes dos fatores de crescimento sobre os osteoblastos e
blogueandc a reparagido ossea no sitio inflamatério (STASHENKO et
al.''® 1991). Além disso, LPS, IL-1a e IL-1B possuem capacidade de
estimular a produgdc de prostaglandina E; (PGE2) pelos fibroblastos,
osteoblastos e macrofagos, que constitui importante ativador de
osteoclastos (LINDEMANN et al.%® 1988; STASHENKO et al.'" 1991;
WANG & STASHENKO'® 1993; NAIR, 1997). Jiang et al.*® (2003)
demonstraram que LPS exerce efeitos diretos na génese de osteoclastos.
Assim, LPS € um importante fator de viruléncia, determinando efeitos
biologicos que resultam na amplificagéo das reagbes inflamatorias, pois
mesmo quantidades pequenas de endotoxinas $80 capazes de induzir a
resposta inflamatéria periapical (DWYER & TORABINEJAD®, 1981;
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PITTS et al® 1982, MATTISON et al’® 1987; ESTRELA &
FIGUEIREDO%, 2001).
A importancia do LPS na patogénese da inflamagéo periapical

foi demonstrada por Dahlén et al.®

{1981), que verificaram de forma
histolégica e histoquimica a influéncia do lipopolissacaridec (LPS) de
Fusobacterium nucleatum em tecidos periapicais de Macaca fascicularis.
Um volume de 5 a 10 ul. da solugéo de LPS foi intreduzido em 27 canais
radiculares e 0s dentes observados por trés meses (Grupo [, 18 dentes) e
sete meses (Grupo i, nove dentes). Dezessete dentes foram utilizados
como controle. Radiografias foram realizadas no final de cada periodo
para verificar alteragdes na regido periapical. Os animais foram
sacrificados e observou-se reagédo inflamatéria nos tecidos periapicais de
todos os dentes experimentais, com reabsorgéo 6ssea e dentaria. Mesmo
guando a inflamacgao era moderada, as celulas do tecido 6sseo apical
apresentavam aumento da atividade enzimatica, sugestivo de reabsor¢io
ossea ativa.

Dwyer & Torabinejad® (1981) também avaliaram radiografica e
histologicamente o efeito da endotoxina de Escherichia coli nos tecidos
periapicais de gatos. Os autores estudaram a reagdo induzida por trés
concentracdes de endotoxina nos tecidos periapicais de dez animais. Nos
canais radiculares de caninos superiores ¢ inferiores de seis gatos foi
depositado 0,1 mL de endotoxina nas concentracbes: 100 pg/mL, 10
ug/mL e 1 ug/mi e solugéo fisicldgica, respectivamente. Nos canais
radiculares de trés gatos foi utilizada endotoxina neutralizada e um gato
foi usado como controle adicional, no qual foi colocada solugéo fisiologica
em seus canais. Os tecidos periapicais foram examinados radiografica e
histologicamente duas, quatro e seis semanas apoés. Os resuitados
sugeriram indiretamente que as endotoxinas tém uma participag&o na
iniciagdo e perpetuacio das lesdes inflamatérias periapicais em humanos.

QO pape! da endotoxina na inflamagéo periapical de caes foi
investigada primeiramente por Pitts et al.%! (1982). Nos canais radiculares
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do grupo experimental os autores injetaram 0,1 mL de endotoxina de
Salmonella minesota (R-595) e nos canais do grupo controle solucéo
fisiolbgica esterilizada. Exames radiograficos foram feitos semanalmente e
avaliagcbes histoldgicas foram feitas apbs quatro ou cinco semanas. As
alteragbes radiograficas periapicais ocorridas foram mais severas nas
raizes contendo endotoxinas dc que nas raizes contendo solugdo
fisiologica. A avaliagéo histologica também demonstrou maior destruicéao
Ossea periapical e maior resposta inflamatéria nos espécimes contendo
endotoxinas. Os resultados do estudo indicaram gue as endotoxinas
podem apresentar papel relevante na inflamagdo periapical e na
destruicao ossea.

Continuando na mesma linha, Mattison et al.’® (1987)
examinaram a reagdo do osso periapical de cies & endotoxina de
Eikenella corrodens. Os canais foram preparados biomecanicamente e foi
depositado 0,1 mL de endotoxina de E. corrodens em 42 raizes, 0,1 mL
de endotoxina de E. coli em oito raizes (controle positive) e 0,1 mL de
agua apirogénica em seis raizes (controle negativo). O procedimento foi
repetido por quatro semanas. Radiografias e amostras sanglineas foram
obtidas semanaimente durante 12 semanas € um animal foi sacrificado
para analise histolégica no final de cada periodo testado.
Radiograficamente, 90,4% das raizes tratadas com endotoxina de E.
corrodens e 75% das raizes tratadas com endotoxina de E. cofi exibiram
lesbes periapicais. O exame histolégico demonstrou significante perda
6ssea e intenso infiltrado inflamatério. Os resultados demostraram que a
endotoxina apresentou importante papel na iniciagdo e perpetuacéo da
inflamagéo e na perda 6ssea associada a problemas endoddnticos.

Como varios estudos vinham sugerindo e demonstrando a
participagéo de LPS no processo de reabsorgdo ossea periapical, Millar et
al.”? (1986) decidiram estudar a influéncia de duas fragbes com pesos
moleculares diferentes de LPS de Porphyromonas gingivalis sobre o
metabolismo 6sseo. Foram examinados seus efeitos diretos na
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modulagéo da reabsorgéc 6ssea, coldgenc dsseo e sintese protéica néo-
colagenosa. Na reabsorgado dssea, as duas fragdes de LPS estimularam a
liberagéo de calcio de ossos fetais de ratos nas concentragbes de 0,5 e 3
pg/mbL e também promoveram uma redugéo de 30 a 40% na formagéo
protéica de colageno na concentragdo de 10 ug/mL. As fragbes de alto
peso molecular inibiram significativamente a formagéo de proteina néao-
colagenosa. Os resultados mostraram que o LPS de P. gingivalis inibiu a
formagao de colageno dsseo e promoveu potente reabsor¢éo 6ssea.
Varias citocinas estédo envolvidas no desenvolvimento da

reabsorgéo dssea. Assim, Lindemann et al.®®

(1988) analisaram a
produ¢éo de interleucina 1 (IL-1) e do Fator de Necrose Tumoral {TNF}
pelos monécitos do sangue periférico humano, ativados por bactérias
periodontais e LPS. As bactérias testadas foram: Actinobacillus
actinomycetemcomitans Y4, Eikenella corrodens, Haemophilus
aphrophiius, Porphyromonas gingivalis. A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis induziram niveis mais altos de TNF e produgédo de IL-1,
enquanto E. corrodens e H. aphrophilus induziram quantidades menores.
LPS purificado de A. actinomycetemcomitans Y4, na concentragao de 1
ng/mL, foi capaz de induzir a liberagdo de IL-1 e TNF. Os resultados
indicaram que os mondcitos sdo ativados por LPS livre ou ligado as
bactérias periodontais Gram-negativas ¢ gue suas citocinas induzem a
reabsor¢do Ossea pelos ostecoclastos, podendo contribuir para a
destruicdo dssea periodontal.

Bactérias Gram-negativas em polpas necrosadas de dentes
com lesBes periapicais induzem reabsorgéio 6ssea através dos efeitos de
liberag@o de LPS. Como bactérias Gram-positivas ndo contém LPS, seu
papel no desenvolvimento de lesfes periapicais nao estd claramente

190 (2000) decidiram em seus

compreendido. Com isso, Safavi & Nichols
estudos avaliar os efeitos do muramil dipeptideo (MDP), um componente
da parede celular tanto de bactérias Gram-negativas como de Gram-

positivas, na liberagho de citocinas pelos mondcitos. Culturas de
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mondcitos humanos foram tratadas com MDP ou LPS e niveis de
interleucina-1p (IL-1p) e Fator de Necrose Tumoral « (TNF-o) foram
estimados nos sobrenadantes. MDP e LPS estimularam a liberagéo de
citocinas, mas o efeito do MDP foi significativamente menor que do LPS.

Em 2002, Oliveira® verificou in vitro que a presenca de
endotoxinas no contetido coletade do canal radicular promoveu ativagdo
policlonal de linfécitos B, estimulando producéo significativa de anticorpos
da classe IgM em cultura de linfécitos. As endotoxinas s@o antigenos T-
independentes, e quando se ligam nos receptores de células B,
promovem a ativagio de diferentes clones, os quais se proliferam em
muitas células-filhas e se diferenciam em plasmécitos (celulas secretoras
de anticorpos) (JANEWAY et al.¥’, 2000).

Além da grande quantidade de endotoxina em canais
radiculares infectados e na regido periapical, LPS apresenta também
capacidade de difusdo através da dentina humana. Segundo Nissan et
al.®® (1995), a endotoxina foi capaz de passar através de 0,5 mm de
dentina, em diregdo apical, num periodo que variou de 15 mina 4 h e 30
min. Horiba et at.*® (1990) avaliaram o contelido de endotoxina de uma
série de amostras de dentina (1 mm?) da superficie pulpar de canais
radiculares infectados até o cemento, independentemente do tempo, e
verificaram que a quantidade de endotoxina foi maior nas amostras da
superficie puipar a 300 um de profundidade gue nas amostras de 301 a
800 um de profundidade. Em 2003, Oliveira et al.%® verificaram a
capacidade de difusdo da endotoxina pelos tibulos dentinarios em
diregdo ao cemento e concluiram que o tempo requerido para que a
endotoxina pudesse atingir a regido externa da raiz foi a partir de 24
horas.

Endotoxina também pode penetrar através da obturagdo de
canais radiculares em dentes sem selamento coronario e atingir a regido
periapical, com periodo médio de infitragdo de 23 dias, enquanto para
bactérias inteiras este periodo foi de 62 dias (ALVES et al®, 1998;
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LAGHIOS et al.*°, 2000). Com isso, Souza'™ (2000) avaliou a eficacia de
impermeabilizagdo das paredes dentinarias do canal radicular com verniz
tipo copal, em dentes obturados com cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol (N-Rickert) e a base de hidroxido de célcio (Sealer 26) e
preparados para retentor intra-radicular, e verificaram que a endotoxina
penetrou apical e lateralmente em todos os grupos experimentais, porém,
essa infiltragcdo foi reduzida pela impermeabilizagcgo com verniz. Tang et
al.'®® (2002) relataram que a obturacgéo retrograda do canal radicular com
agregado tribxido mineral (MTA) reduziu significativamente a infiltragao de
endotoxina quando comparado com IRM, amélgama e Super-EBA, nos
periodos de avaliagdo de 1, 2, 6 e 12 semanas. Em 2003, Akisue?
analisaram Jjn vitro a capacidade de vedamento do sistema de canais
radiculares utilizando técnicas de obturagdo termoplastificada por ondas
continuas de condensacdo e convencional {condensagado lateral) e
verificaram que a endotoxina percolou as obturagdes de ambas as
técnicas no periodo de trinta dias, sendo que o sistema termoplastico
apresentou menor infiltragéo (p<0.05).

Contudo, se as endotoxinas néo forem eliminadas ou
neutralizadas durante o tratamento endodéntico, a sua permanéncia pode
ser responsavel pela inducdo e manuteng@o da lesdc periapical,
predispondo 0 caso ac insucesso.

2.2 Hidréxido de calcio: a¢do sobre canais radiculares infectados e
endotoxina

O hidréxido de calcio vem sendo largamente utilizado na
Endodontia, sendo o agente antimicrobianc mais recomendade como
medicagéo intracanal em diferentes situagdes clinicas como nas infecgdes
do canal radicular, apicificagdo, reabsor¢ao radicular, entre outras
(BYSTROM et al.’, 1985; LEONARDO et al.® 1993; TROPE et al.'?,
1995). E a medicagdo intracanal mais empregada atuaimente. A
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dissociagdo idnica do hidréxido de cdicio em {ons calcio e hidroxila e o
efeitc destes jons sobre tecidos e microrganismos possibilitaram tal
consagragdo. Segundo Estrela & Figueiredo® (2001), seu representativo
destaque entre os farmacos endodénticos deve-se a duas expressivas
propriedades: a inibicdo de enzimas bacterianas, a partir de sua agéo
sobre a membrana citoplasmatica, conduzindo ao efeito antimicrobiano e
a ativagéo enzimatica tecidual, observada por sua agéo sobre a fosfatase
alcalina, gerando efeitc mineralizador. Estas propriedades séo
decorrentes de seu elevado pH, com valores aproximados a 12,6, o que
estabelece alta liberagdo de ions hidroxila.

Diversos estudos tém demonstradc uma efetiva atividade
antimicrobiana do hidroxido de calcio sobre microrganismos comumente
encontrados em canais radiculares infectados (GEORGOPOLOU et al.*®,
1993; SIQUEIRA JUNIOR & UZEDA'®, 1996; BARBOSA et al.’, 1997,
ESTRELA et at.**, 1998 e 2001). Sjogren et al.'® (1991) estudaram o
efeito do hidréxido de célcio em dentes com lesdes periapicais e
constataram ag&o antimicrobiana aos sete dias, sendo que 13 das 14
espécies bacterianas isoladas eram anaerdbias Gram-negativas. Haenni
et al.*® (2003) verificaram os efeitos quimicos e antimicrobianos do
hidréxido de céicio {pd) misturade com solugdes irrigadoras, como
clorexidina (0,5%), hipoclorito de sodic (1%) e iodo, em comparagéo com
a pasta convencional [Ca(OH), e solugdo salina)], contra Enterococcus
faecalis e Candida albicans. Os resultados demonstraram que nenhuma
das pastas realizadas aumentou o efeito antimicrobiano apresentado pela
pasta convencional.

Com relagcdo ac uso do hidréxido de calcio no tratamento de
periodontites apicais, Caliskan & Sem'’ (1996) verificaram que em 80,8%
dos casos houve cura completa da lesao periapical, no periodo de
avaliag@o que variou de dois a cinco anos. Weiger et al.'"¥ (2000) também
verificaram sucesso no tratamento em mais de 90% dos casos avaliados

apds periodo de ¢inco anos.
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O uso do hidréxido de céicio esta estabelecido em endodontia,
mostrando resultados clinicos satisfatérios em diversas situacdes,
principalmente na reparagdo das lesfes periapicais, onde promove um
meio ambiente favoravel a deposicdo de tecido duro (Leonardo & Leal®?,
1998). Assim, sabendo-se que as endotoxinas s@c importantes no
desenvolvimento e manutengdo destas lesGes, alguns autores
despertaram-se para o estudo da atuagdc do hidrdoxido de calcio sobre
endotoxinas. O trabalho de Safavi & Nichols®®, em 1993, foi o primeiro a
relatar a capacidade do hidroxido de calcic em neutralizar a porgéo
lipidica do LPS bacteriano, demonstrando gue quantidades elevadas de
acidos graxcs livres eram liberadas em amostras de LPS tratadas com
hidréxido de caicio. Segundc os autores, a porgdo lipidica do LPS
bacteriano foi hidrolizada pelo hidroxido de calcio, resultando &acidos
graxos livres. Os resultados sugeriram que a degradacgio do LPS mediada
pelc hidréxido de célcio pode apresentar importdncia nos efeitos
benéficos obtidos com o uso deste medicamento na endodontia.

Em outro trabalho, Safavi & Nichols® (1994) estudaram a
alteracdo das propriedades bioldgicas do lipopolissacarideo (LPS) pelo
tratamentc com hidréxido de calcio. Para isso, culturas de mondcitos
foram estimuladas com LPS ou LPS tratado com hidroxido de caicio e os
sobrenadantes das culturas analisados quanto ao conte(do de
prostaglandina E; wusando cromatografia gasosa. Foi identificada
prostaglandina E; nos sobrenadantes de mondcitos estimulados pelo
LPS, mas ndo nagueles estimulados com LPS tratado com hidroxido de
célcio, demonstrando que o tratamento com hidrdxido de calcio pode
alterar as propriedades biolégicas do LPS.

Barthel et ai.® (1997) investigaram se o potencial toxico do LPS
de Escherichia coli poderia ser reduzido ou eliminado pelo hidrdxidc de
célcio, verificando a liberagéo do Fator de Necrose Tumoral < (TNF-cc}
pelos mondcitos. Quatro concentragbes de LPS foram preparadas: 1
ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL e 1000 ng/mL. As amostras foram testadas
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em duplicata, sendo que, em metade dessas amostras, foram adicionados
25 mg de hidréxido de cdlcio, resultando numa solugdo saturada.
Mondcitos foram coletados do sangue periférico humano de um doador
saudavel por centrifugacéic e plagueados a uma densidade de 4x10°
celulas/mL. As diferentes solugdes de LPS foram adicionadas aos orificios
da placa no quinto dia. Apds 4 horas, 0s sobrenadantes foram coletados e
o TNF-o quantificados por ELISA. Os resultados indicaram que o
hidroxido de calcio pode eliminar a capacidade indutora do LPS de E. coli
em estimular a producio de TNF-« pelos mondcitos do sangue periférico
{(p<0.0001).

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Olsen et al.¥” (1999)
avaliaram os efeitos de inibic8o de LPS pelo hidréxide de calcio na
liberagdo de IL-18 em mondcitos humanos. O tratamento de LPS com
hidréxido de c¢alcic, por varios periodos de tempo entre 10 min e 24 horas,
reduziu significativamente a liberagao de 1L-18 pelos mondcitos em todos
os periodos testados. Em 2002, Oliveira®® verificou que o tratamento da
endotoxina com hidréxido de calcic por sete dias reduziu de forma
significativa a produgao de anticorpos em cultura de linfécitos B.

119 (2002) avaliaram in vivo o efeito da endotoxina,

Silva et a
associada ou nédo ao hidréxido de célcio, sobre os tecidos apicais e
periapicais de dentes de cies, por meio de avaliagao histopatoldgica.
Foram utilizados sessenta premolares que, apds abertura coronaria e
biopulpectomia, foram preenchidos com um dos seguintes materiais:
Grupo 1) LPS; Grupo I} LPS associado ao hidréxido de calcio; Grupo )
soro fisiolégico. No Grupe IV, os canais radiculares ficaram expostos a
cavidade oral por cinco dias e, apds, foram selados para induzir lesdes
periapicais. Apos trinta dias, os animais foram sacrificados e as pegas
submetidas ao processamentc histoldgico. Os resultados obtidos
demonstraram gue a intensidade do infiltrado inflamatério, a espessura do
ligamento pericdontal e a presenga de reabsorgbes no Grupo | foram

semelhantes ac Grupo IV, enquanto que no Grupo Il foram semethantes
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ao Grupo . Os autores concluiram que a endotoxina bacteriana
ocasionou o desenvolvimento de reacfo periapical @ que o hidroxido de
célcioc foi capaz de inativar seus efeitos téxicos. Nelson-Fitho et al.®
(2002)  realizaram  frabalho  semelhante, porém,  avaliaram
radiograficamente o efeito da endotoxina sozinha ou associada ao
hidroxido de calcio na regido periapical de cdes e verificaram que a
endotoxina causou lesdes periapicais visiveis radiograficamente,
entretanto, quando associada ao hidroxido de calcio, a lamina dura
manteve-se intacta, provando que seus efeitos toxicos foram
neutralizados. Tanomaru et al.'?® (2003) também verificaram que o
hidroxido de calcio como medicagio de demora por sessenta dias inativou
os efeitos induzidos pela endotoxina na regido periapical de cées.

Jiang et al.% (2003) estudaram os efeitos diretos do LPS na
génese de osteoclastos e a capacidade do hidréxido de calcio em inibir a
formagdo de osteoclasto estimulada pela endotoxina. Com base nos
resuftados obtidos, os autores relataram que o tratamento do LPS com
hidréxide de calcio por sete dias reduziu significativamente sua habilidade
de ativar a diferencia¢ao de células semelhantes aos osteoclastos.

Durante dez anos, diversos estudos utilizando diferentes
metodologias tém comprovado a capacidade do hidroxido de calcio em
detoxificar endotoxina. Na endodontia, os estudos mostraram a eficiéncia
do hidréxido de calcio como medicacéio de demora em neutralizar LPS
(OLIVEIRA®, 2002; NELSON-FILHO et al.®', 2002; SILVA et al.'™, 2002;
TANOMARU et al.'??, 2003), entretanto, estudos da agéo sobre LPS de
solugbes de hidroxido de calcio, utilizadas como agentes irrigantes
durante o preparo biomecanico do canal radicular, ndo sdo encontrados
na literatura.
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2.3 Polimixina B e sua ac¢do sobre endotoxina

Polimixina B &€ um antibidtico polipeptidico catibnico que foi
isolado de Bacillus polymyxa, em 1947 (STORM et al.'"®, 1977) e, desde
entdo, tem sido bastante estudado por sua capacidade de bloquear
muitos dos efeitos bioldgicos causados pela endotoxina, incluindo reagdo
generalizada de Schwartzman (CRAIG et al®', 1974), coagulagdo
intravascular, leucopenia (CORRIGAN & BELL®, 1971), atividade
mitogénica, produgdo de superéxidos por macréfagos (TAKADA et al.'™®
1988), ativagéo do complemento (MORRISON & JACOBS™, 1976),
sintese de interferon-y, TNF-a e interleucinas pelos macréfagos (STOKES
et al.''® 1989), inflamagdo associada com meningite bacteriana Gram-
negativa, entre outros. Este antibidtico é muito utilizado em pacientes com
sepsis bacteriana por microrganismos Gram-negativos € em chogue
endotéxico (RIFKIND®*, 1967; EVANS et al.®®, 1999), pois é capaz de se
ligar com alta afinidade ao lipidio A, alterando a conformacgao dimensional
do lipopolisacarideo e, assim, neutralizando sua atividade bicldgica
(MORRISON & JACOBS™, 1976; MOORE et al.”, 1986). Esta alteragio
conformacional impede, por exemplo, que a molécula endotoxina-
polimixina B se ligue ao receptor CD14 nos mondcitos, inibindo a
liberagdo de mediadores inflamatorios e citocinas (BUCKLIN et al.",
1995, EVANS et al.*®, 1899).

Polimixinas s8o os Unicos antibidticos que possuem atividade
antiendotoxina em adi¢do a atividade antimicrobiana (GUDMUNDSSON &
CRAIG*?, 1988, citado por EVANS et al.%®, 1999). Os efeitos benéficos do
tratamento com polimixina B em animais com endotoxemia tém sido
documentados em ratos, cées, cabras e também em humanos (BUCKLIN
et al.!’, 1995; PARVIAINEN et al.?®, 2001; BARTON et al., 2004). Rifkind
& Palmer® (1966) e Rifkind® (1967) verificaram, na presenca de
polimixina B, uma redugdo da letalidade endotéxica em embrides de
galinhas e em ratos e neutralizagdo da reag8o de Schwartzman em
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coelhos. Estes autores sugeriram um mecanismo de agdc no qual a
polimixina B figa-se covalentemente & por¢éo eletronegativa do iipidio A.
Estes achados foram confirmados posteriormente por Morrison &
Jacobs”™ (1976) como uma relagao estequiométrica na qual uma molécula
de polimixina B liga-se a uma unidade monomérica de lipopolissacarideo.

Qutros estudos tém confirmado a eficacia da polimixina B. Chia
et al.'® (1989) comparam os efeitos da polimixina B e de anticorpos
monocionais reativos com LPS, e verificaram gue o antibiético apresentou
maior efeito inibitério que os anticorpos. Stokes et al.''® (1989)
examinaram o efeito inibidor da polimixina B, in vive e in vitro, sobre a
liberagdo de TNF dos macréfagos alveciares de ratos em resposta a
endotoxina de E. cofi (0111:b4). Foram preparadas culturas de
macréfagos e a produgac de TNF-a (in vitro) foi blogueada pela polimixina
B nas concentragdes de 100, 10 e 1 ug/mL. Efeitos inibitérios similares
também foram induzidos pela polimixina B em modelo in vivo, no qual a
produgdc de TNF-a pelos macréfagos foi estimulada pela injecéo
intratraqueal de LPS. Como muitos dos efeitos do LPS séo mediados pelo
TNF-a, sua inibigao pode explicar a prote¢do oferecida pela polimixina B
contra a toxicidade induzida peio mesmo.

Darrow & Keithley?” (1996) estudaram o efeito da polimixina B
na redugdo da inflamagéo induzida por endotoxina no ouvido médio de
porcos. Trinta e seis porcos foram divididos em trés grupos e, em cada
grupo, quatro animais receberam endotoxina em um ouvido e PBS
(solucao fisiologica tamponada com fosfato) no outro; quatro animais
receberam endotoxina mais polimixina B em um ouvido e no oposte PBS
e guatro animais receberam polimixina B em um e PBS no outro ouvido.
Os animais foram sacrificados apds dois, cinco e oito dias. Os resultados
demonstraram gue os ouvidos gque receberam endotoxina apresentaram
edema de mucosa, efus@o e infiltrado celular, enquanto 0s ouvidos
tratados com polimixina B, nos mesmos animais, exibiram uma marcante
redugdoc na resposta inflamatéria. Assim, este estudc demonstrou a
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eficacia da polimixina B na inibigéo da inflamagac induzida por endotoxina
no ouvido medio dos animais.

Parviainen et al.*® (2001) avaliaram os efeitos da polimixina B
na resposta de cavalos & endotoxina. Foram utilizados oito cavalos
doentes, trés doses de polimixina B (1.000, 5.000 e 10.000 UI/Kg do peso
corporal) e solugéo fisiologica como controle. Amostras sanglineas foram
coletadas antes e apds 24 horas da administragdo da polimixina B e
incubadas a 37°C por 4 h com 1 ng de endotoxina de £ cofi
Comparando-se com os valores do controle, a polimixina B produziu
diminuigdo significante da atividade de TNF induzida pela endotoxina,
principalmente na concentragdo de 10.000 Ul/Kg. Os resultados do
estudo demonstraram que a polimixina B € um efetivo inibidor da
inflamagéo induzida por endotoxina em cavalos doentes. Barton et al.’
{2004) avaliaram os efeitos da administragio sistémica de polimixina B na
sintomatologia de endotoxemia induzida experimentalmente em cavalos e
verificaram que a polimixina B reduziu febre, taquicardia e niveis séricos
de TNF, demonstrando sua efetividade no tratamento de endotoxemia.

A concentragdo plasmatica de endotoxina e de TNF-o em
humanos e em ratos com choque séptico tem sido significativamente
reduzida pelo tratamento com polimixina B (TANI et al'? 2001;
GIACOMETTI et al.*®, 2002). Sosroseno et al.''? (2002} demonstraram
que a producio de oxido nitrico em linhagem de macréfagos (RAW264.7)
estimulada por LPS de A. actinomycetemcomitans foi bloqueada pela
polimixina B. Yagi et al.’ (2002) relataram que a elevagdo de IL-6 em
ratos submetidos a estresse fisico/psiquico foi abolida pela neutralizagao
in vivo de LPS com infusdes continuas de polimixina B. Em 2003, Prabeck
et al® \utilizando linhagem de macrofagos (RAW264.7), também
verificaram que a secrecdo de TNF estimulada por endotoxina de £. cofi

!.143

(055:B5) foi inibida pela polimixina B. Yin et a (2003) afirmaram gue,

sendo a polimixina B uma molécula simples capaz de se ligar
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seletivamente ao lipidio A, ela pode servir como modelo para o posterior
desenvolvimento de novos agentes ligantes e neutralizantes de lipidio A.
De acordo com os resultados apresentados com a utilizagéo
da polimixina B na area médica, Oliveira® (2002) avaliou in vitro a eficacia
deste medicamento na Odontologia, assim, avaliou a efetividade do
hidroxido de calcio, da polimixina B pura ou associada ao suifato de
neomicina e hidrocortisona, como curativos intracanal, na eliminagéo de
endotoxinas inoculadas nos canais radiculares. Utilizou 75 dentes
humanos unirradiculados, que foram preparados biomecanicamente,
impermeabilizados externamente e esterilizados. Foi inoculada endotoxina
de E. coli no interior de sessenta canais radiculares. Os espécimes foram
divididos em cinco grupos experimentais (n=15), de acordo com a
medicagéo: G1) hidréxido de cdlcio, G2) polimixina B, G3) polimixina B
associada ao sulfato de neomicina e hidrocortisona, G4) ndo recebeu
medicamento e no G5 néac foi inoculada endotoxina. Apds sete dias, a
neutralizagdo da endotoxina foi verificada utilizando-se ¢ método do lisado
de amebécito de Limulus e a produgdo de anticorpos em cultura de
linfécitos B. Os resultados demonstraram ¢ hidroxido de calcio como o
melhor neutralizante de endotoxinas, seguido pela polimixina B pura. Ja a
polimixina B associada a neomicina e hidrocortisona néo exibiu
capacidade neutralizante de LPS e, portanto, ndo deveria ser utilizada

1.4 verificaram que a polimixina B

com este objetivo. Em 2004, Hong et a
inibiu significativamente a liberagdo de IL-1a e TNF-o« de macréfagos
estimulados por LPS e, ainda, a administragéo de polimixina B reduziu em
76% a extensdo da reabsorcéo dssea associada a lesdo apical em ratos
{(Wistar).

Como a polimixina B foi efetiva na neutralizagdo de
endotoxinas quando usada como medicacdo intracanal por sete dias
(OLIVEIRA®®, 2002), tornou-se de grande importéncia analisar sua
efetividade como solugdo irrigadora durante o preparo biomecanico de

canais radiculares.
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2.4 Irrigantes endodénticos: a¢do antimicrobiana e sobre endotoxina

QO principal objetivo da terapia endodbntica € desinfetar o
complexo sistema de canais radiculares antes da obturagao dos condutos,
com a finalidade de eliminar restos teciduais necréticos, bacterias e seus
produtos e garantir o sucesso do tratamento (SCHILDER'?, 1974).
Segundo Bystrém & Sundqvist'® (1981), o preparo mecanico dos canais
radiculares usando solugéo salina reduz significativamente o nimero de
microrganismos presentes, mas ndo a ponto de se obter culturas
negativas. Para tanto, o preparo do canal radicular deve ser realizado em
associagdo com solugdes irrigadoras efetivas, que devem apresentar
como pré-requisitos atividade antimicrobiana, capacidade de dissolver
tecidos e auséncia de toxicidade aos tecidos periapicais (SPANGBERG et
al.'' 1973). Varios agentes irrigantes vém sendo utilizados com esta
finalidade, como hipoclorito de sédio, clorexidina, perdxido de hidrogénio,
acido citrico, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tergenso!, endo PTC
{(associagdo de peroxido de uréia, Tween 80 e carbowax), RC. Prep
(associagéo de EDTA, peréxido de uréia e carbowax), agua de hidréxido
de calcio {agua de cal), entre outros (LEONARDQ & LEAL®?, 1998).

O hipoclorito de sddio tem sido largamente utilizado como
solucAo irrigadora desde sua introdugdo na endodontia por Walker'*, em
1936 (citado por SIQUEIRA JUNIOR et al.'® 1997), e tornou-se ¢ mais
popular agente irrigante em razdc dos seus importantes efeitos
antimicrobianos e de dissolugdc de tecidos necréticos (BYSTROM &
SUNDQVIST™, 1983; JEANSONNE & WHITE®®, 1994, YESILSOY et
al.'"2, 1995, SIQUEIRA JUNIOR et al.'™, 1998). A atividade antibacteriana
do hipoclorito de sédio, quando em contato com restos organicos, resulta
da formagéo de &cidc hipocloroso (HOCH, que contem cloro ativo, um
forte agente oxidante, o qual exerce seu efeito pela oxidagéo irreversivel
dos sistemas enzimaticos bacterianos, rompendo assim as fungles
metabélicas do microrganismo (SIQUEIRA JUNIOR et al'®, 1997). O
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cloro pode também combinar com componentes citoplasmaticos para
formar complexos toxicos gue destroem microrganismos (MURRAY et
al.”’, 1894, citado por SIQUEIRA JUNIOR et al.'%, 1997).

As dilui¢des do hipocloritc de s6dio mais comumente utilizadas
880 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%. Com relagdo & efetividade antimicrobiana
dessas diferentes concentracbes existem resultados conflitantes. Alguns
estudos (CVEK et al®, 1976, BYSTROM & SUNDQWVIST'®, 1985;
D'ARCANGELO et al.?®, 1999) ndo encontraram diferenga significante no
efeito antimicrobiano do hipoclorito de sddio a 0,5% e 5%. Entretanto,
outros trabalhos (SIQUEIRA JUNIOR et al.'%, 1998; YESILSOY et al.'?,
1895, AYHAN et al® 1999) tém verificadc que sua eficiéncia
antimicrobiana € significativamente reduzida apds diluigbes do produto.
Leonardo et al.* (1985) induziram lesdes periapicais cronicas em dentes
de cdes e realizaram tratamento endoddntico utilizando como irrigante
hipoclorito de sbdio 5,25% (Grupo 1) e 0,5% (Grupo 2). Os dois grupos
foram medicados com hidréxido de calcioc e obturados. Os autores
verificaram que G1 apresentou melhor reparo apical que G2, mostrando
diferenga na eficacia do hipoclorito de sédio quando utilizado em
concentragao maior.

Devido as controvérsias com relagéo a atividade antimicrobiana
do hipoclorito de sédio, Siqueira Junior et al.'® (2000) compararam in vitro
a reducdo de Enterococcus faecalis intracanal proporcionada pela
instrumentacéo associada a solugdes de hipoclorito de sédic 1%, 2,5% e
5,25%. Apds ¢ preparo do canal radicular usando as diferentes solugdes,
as amostras foram coletadas, diluidas e semeadas em placas de agar
Mitis Salivarius, que permaneceram a 37°C por 48 horas. A seguir, foi
realizada a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC). Os
efeitos inibitérios das trés solugdes de hipociorito de sédio sobre E
faecalis também foram avaliados por meio do teste de difusdo em agar.
Todas as solugdes testadas reduziram significativamente ¢ numero de
células bacterianas no canal radicular, nao havendo diferenca significante
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entre as trés solugdes testadas (p>0.05). Em 2002, os mesmos autores'*®
avaliaram a eficacia de técnicas de instrumentaco utilizando movimentos
rotatorios alternados e agentes irrigantes, come hipoclorito de sédic 2,5%
e gluconato de clorexidina 2%, na redugdo de E. faecalis do interior de
canais radiculares e verificaram que todas as técnicas e solugbes
reduziram significativamente o nimero de bactérias, ndo havendo
diferenga significante entre os grupos.

Spangberg et al'* (1973) demonstraram que, além do
hipoclorito de sédio 5,25% apresentar concenfracdo maior que ©
necessario para eliminar cepas bacterianas frequentemente encontradas
em canais radiculares infectados, ele foi considerado muito citotdxico para
ser usado rotineiramente na terapia endodéntica. Por outro lado, Thé et
al.'*° (1980) avaliaram a resposta tecidual de varias concentragdes de
NaOC! em preds e observaram que ndo houve diferenca significante na
toxicidade entre concentragbes de 2% a 8%. Yelsilsoy st al.'*? (1995)
relataram que o hipoclorito de sédio 525% apresentou a mesma
toxicidade que hipoclorito de sdédio 2,58%. Contude, embora seja um
efetivo agente antimicrobiano, o hipociorito de sédic pode causar danos
guando em contato com tecidos periapicais (HULSMANN & HAHN®,
2000).

Em decorréncia da citotoxicidade apresentada pelo hipoclorito
de sé6dio, outras substancias irrigadoras com atividade antimicrobiana e
biocompativeis, como as soluges de clorexidina, vém sendo utilizadas
como alternativa para o tratamento de canais radiculares infectados
(DELANY et al?®, 1982, VAHDATY et al.'®®, 1993, JEANSONNE &
WHITE®®, 1994; WHITE et al'® 1997, FERRAZ et al¥ 2001;
TANOMARU FILHO et al.'®, 2002; MENEZES et al.”’, 2004; VIANNA et
al.’, 2004). A clorexidina & um irrigante freqlientemente utilizado no
tratamento periodontal e o seu uso ha endodontia foi sugerido por Delany
et al.2® (1982}, que verificaram in vitro que a clorexidina 0,2% & um efetivo

agente antimicrobiano quando usado como irrigante endodbntico.
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Leonardo et al.% (1999) comprovaram clinicamente que a clorexidina 2%
como solugdo irrigadora previne atividade microbiana in vivo, com efeitos
residuais no sistema de canais radiculares até 48 h,

A clorexidina apresenta amplo espectro de ag&o antimicrobiana
(LEE et al®', 1990; ROSSI et al.*’, 2002; MENEZES et al.”!, 2004;
ERCAN et al.*', 2004), substantividade (FARDAL & TURNBULL®® 1986:
WHITE et al."®, 1997; LEONARDO et al.®®, 1999; BASRANI et al.?, 2002)
e relativa auséncia de toxicidade (LEE et al.%', 1990; TANOMARU FILHQ
et al.'®®, 2002), que sdo propriedades desejaveis num irrigante ideal.
Entretanto, segundo Jeansonne & White®® (1994), ndo se tem
conhecimento sobre a capacidade da clorexidina de dissolver tecidos,
dessa forma, tem-se estudado uma possivel associagdo da clorexidina
com hipoclorito de sédio na irrigagéo do canal radicular (KURUVILLA &
KAMATH®, 1998). Rossi et al® (2002) verificaram que a atividade
antimicrobiana dessa associagdo € menor gue a dos irrigantes sozinhos.

Varios mecanismos de aglo s@o responsaveis pelos efeitos
antimicrobianos apresentados pela clorexidina, como: capacidade de se
ligar a regides eletronegativas da baciéria; atague a membrana
citoplasmatica bacteriana causandoc a perda do balango osmético e
liberag@o do material intracelular. A clorexidina pode também se ligar &
hidroxiapatita e aos tecidos moles, competindo com a aderéncia
bacteriana (HELING & CHANDLER*®, 1998).

A eficacia antimicrobiana da clorexidina 2% vem sendo
comparada ao hipoclorito de sédic 5,25% (JEANSONNE & WHITE®®,
1994; VIANNA et al.™®*, 2004). De acordo com o estudo de Oncag et al.%®
(2003), o gluconato de clorexidina 2% e Cetrexidin® (gluconato de
clorexidina 0,2% com cetrimide 0,2%) s&0 ainda mais efetivos sobre E.
faecalis que hipoclorito de sodic 5,25% por § min e 48 h, apresentando
maiores efeitos residuais e menor toxicidade ao final de duas semanas.
Ercan et al.®' (2004) compararam a atividade antimicrobiana da solugéo
de clorexidina 2% e hipoclorito de sodio 5,25% em canais radiculares com
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necrose pulpar e leséo periapical e verificaram que ambas solu¢des foram
efetivas na redugdo de diferentes microrganismos presentes nestes

canais. Vianna et al.**

(2004) avaliaram in vitro a agdo antimicrobiana de
diferentes concentragdes de clorexidina (gel e liguida) e hipoclorito de
s6dio contra patégenos endodénticos e verificaram que o tempo requerido
para a solugdo de clorexidina 2% eliminar todos os microrganismos
avaliados foi c mesmo que do hipoclorito de sédio 5,25%. Desta forma, a
clorexidina pode substituir o hipoclorito de sédioc como irrigante,
principaimente nos casos de dentes com &pices amplos, em que ©
hipoclorito de sddic pode atingir a regido periapical e causar efeitos
toxicos aos tecidos (JEANSONNE & WHITE™, 1994).

Siqueira Junior et al.’® (1998) avaliaram os efeitos de irrigantes
endodénticos contra quatro bactérias anaerébias Gram-negativas
produtoras de pigmentos negros e quatro anaerdbias facultativas,
utilizando-se difuséio em agar. As solugdes irrigadoras usadas foram:
NaOCI 4%, NaOC! 2,5%, clorexidina 2%, clorexidina 0,2%, EDTA e acido
citrico. Todas as solugbes usadas inibiram todas as cepas bacterianas
testadas. Baseado no didmetro do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano, do maior para o menor, as solugbes foram ordenadas da
seguinte forma: NaOC! 4%, NaOCl 2,5%, clorexidina 2%, clorexidina
0,2%, EDTA, acido citrico @ NaOC] 0,5%.

Utilizando também técnica de difusdo em agar, Leonardo et
al.%® (2001) avaliaram a atividade das seguintes solucdes irrigadoras:
irrigante a base de 6lec de mamona (Endoguil), solugao de gluconato de
clorexidina 2% e hipoclorito de sédio 0,5% contra cocos Gram-positivos
(Micrococeus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus) e bacilos Gram-negativos (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). Os resultados demonstraram que o gluconato de clorexidina
2% inibiu todas as cepas bacterianas, o Endoquil foi efetivo contra
microrganismos Gram-positivos e o hipoclorito de sédic 0,5% foi efetivo
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apenas contra S. aureus. Por outro lado, Buck et al.® (1999) avaliaram a
efetividade do hipoclorito de séddio 0,525%, clorexidina 0,12%, RC Prep
(associagao de EDTA com perdxido de uréia) e desinfetante a base de
lodo 0,5% nos tubulos dentinarios e verificaram que todos os irrigantes
penetraram no interior dos tibulos em concentragdo suficiente para matar
Micrococcus luteus e Bacillus megaterium inoculadas no canal radicular,

Tanto hipoclorito de sédic como clorexidina, em diferentes
concentragdes, tém apresentado importantes efeitos antimicrobianos
quando utilizados como irrigantes de canais radiculares infectados,
entretanto, poucos estudos tém se preocupado com a efetividade desses
irrigantes sobre LPS.

Os efeitos detoxificantes do hipoclorito de sodio sobre
endotoxinas foram primeiramente estudados por Buttler & Crawford'?, em
1982, que utilizaram trés concentragbes do hipoclorito de sédic 0,58%,
2,7% e 5,2% em estudos in vitro e in vivo. Os resultados demostraram
que pequenas quantidades de endotoxinas foram detoxificadas por todas
as diluicbes do hipoclorito, em contato durante uma hora, porém,
guantidades maiores de endotoxinas nao foram neutralizadas pelas
concentragdes 0,58% e 2,7% e, ainda, que os resultados usando
hipociorito de sédio 5,25% foram inconclusivos. Contudo, os autores
admitiram que a metodologia aplicada pode ter sofrido alguns problemas
técnicos que possivelmente influenciaram nos resultados obtidos,
necessitando de novos estudos.

Haight-Ponce et al.* (1999) investigaram a atividade de ligacéio
da endotoxina {Escherichia coli 0111) no p6 de dentina pré-iratada com
hipoclorito de sédic 10% e peréxido de hidrogénio 3% por periodos de
tempo variados. Vinte dentes humanos unirradiculados anteriores foram
utilizados e as amostras de pé de dentina foram coletadas utilizandoe limas
tipo Kerr nameros 15, 20 e 25. A endotoxina foi diluida em trés
concentragdes (10 pg/mL;, 1 ng/mL e 100 ng/ml). Uma micropiaca foi
dividida em trés grupos (A, B e C) e nos orificios da placa foram
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colocados 100 ul da solugdo contendo o pé de dentina. Foram
adicionados ac grupo A 100 nL de peréxido de hidrogénic 3%, ao grupo B
hipoclorito de sodic 10% e ao grupo € agua destilada (controle positivo)
por 1, 10 e 30 min. Em seguida, a endotoxina foi acrescentada aos
orificios da placa. Apds 30 min, foi realizada lavagem com &gua
apirogénica e o teste cromogénico do lisado de Limulus foi usado para
determinar a quantidade de endotoxina nas amostras de dentina, medido
em leitor ELISA. O nivel de endotoxina foi significativamente menor no pd
de dentina tratada com hipoclorito de sédio 10% do que na tratada com
peréxido de hidrogénio 3% a 1 e a 10 min. A atividade de ligacdo da
endotoxina na dentina foi mais baixa para ¢ periodo de 30 min em todos
0$ grupos experimentais.

A capacidade da clorexidina em inativar LPS foi investigada por
Aibel & Stevens' (1999), que verificaram a producdo de IL-6 por
macrofagos na presencga de LPS e de LPS tratado com clorexidina 1,2%
por 40 min. Os autores concluiram que o tratamento com clorexidina 1,2%
causou pouca ou nenhuma inativagdo do LPS na sua habilidade de
induzir producao de IL-6 por macréfagos.

Buck et al.'

(2001) analisaram os efeitos de irrigantes
endodénticos e hidréxido de caicio sobre LPS usandoc uma técnica
altamente seletiva de espectometria de massa e cromatografia gasosa
com monitoramento ibnico seletivo. Em tubos de vidro apirogénicos foram
misturados 25 uL de LPS, 0,5 mL de agua apirogénica e 0,5 mL de cada
um dos irrigantes testados, por 30 min: agua, clorexidina 0,12%, EDTA
15%, hipoclorito de sédio 2,6%, etanol 95% e associagbes de irrigantes
como clorexidina 0,12% com hipoclorito de sodio 2,6%, clorexidina 0,12%
mais hipoclorito de sodio 2,6% mais etanol 95% (CNE). Como o hidroxido
de célcio é comumente utilizade como medicagio de demora, ele foi
aplicado ao LPS por um, dois e cinco dias. A inativagdo do LPS foi
medida pela quantificacdo dos Aacidos graxos livres liberados. Pelos
resultados apresentados, a agua, o EDTA, o etanol, a clorexidina €,12%,
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a clorexidina mais hipociorito de sddio e o hipoclorito de sédio sozinho
demonstraram pequena ou nenhuma degradacgéo do LPS. O hidroxido de
¢alcio (um dia) e a associagac de clorexidina, etanol e hipoclorito de sédio
detoxificaram moléculas de LPS pela hidrélise de ligagbes éster das
cadeias de acidos graxos do lipidio A.

Tan et al.*®#

(2001) compararam os efeitos do formocresol,
fenol canforado e metronidazol sobre os nivel de endotoxinas nos canais
radiculares de pacientes com periodontites cronicas e verificaram que tais
substancias nfo apresentam efeitos significantes sobre endotoxinas
presentes nos canais. Segundo Tanomaru et al.'®® (2003), diferentes
solugbes irrigadoras (hipoclorito de sédio 1%, 2,5%, 5% e digluconato de
clorexidina 2%) utilizadas durante o preparc biomecanico do canal
radicular ndo inativaram os efeitos da endotoxina em induzir resposta
inflamatdria com reabsorgdo Ossea na regido periapical de caes,
enguanto a medicagéo intracanal com hidroxido de calcio por sessenta
dias apresentou eficiente atividade em inativar os efeitos causados pelas
endotoxinas in vivo.

Como evidenciado nesta revisdo da literatura, as endotoxinas
estdo envolvidas na etiologia das reagdes inflamaiérias dc periapice
dentario, com papel importante na indugdc da reabsorgéo 6ssea. Assim, a
sua presenga em dentes seriamente comprometidos pelo processo de
céarie e indicados para tratamento endodéntico, seja biopulpectomia ou
necropulpectomia, sugere a necessidade de analisar a eficacia de
diferentes agentes irrigantes em neutralizar ou destruir endotoxinas

presentes nos canais radiculares.



3 PROPOSIGAO

A proposta desta pesquisa foi avaliar in vitro a efetividade das
solugbes de hipociorito de sodio, clorexidina, hidroxido de célcio e
polimixina B, como agentes irrigantes, na neutralizagdo de endotoxinas
inocuiadas nos canais radiculares.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP, Protocolo n°® 034/2002 (Anexo A).

4.1 Preparo das amostras

Foram utilizados 98 dentes humanos unirradiculados, recém-
extraidos por motivos diversos e com prévia autorizagdo dos pacientes
através do consentimento livre e esclarecido. Os dentes ficaram 24 horas
em solucdo de formol a 10% e, posteriormente, foram limpos e imersos
em solucgao fisiologica até o momento do uso. O tergo apical de todas as
raizes foi cortado em 3 mm e as coroas foram seccionadas com disco de
carborundum (Carbodent Gysi S.A., Buenos Aires, Argentina),

padronizando o tamanho dos espécimes em 14 mm (Figura 2).

14 mm

——
——
duunssnemnEP

FIGURA 2 - Padronizagdo do tamanho dos espécimes.
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A instrumentac&o inicial dos canais radiculares foi realizada em
toda a sua extensdo, desde seu didmetro anatdmico até a lima tipo Kerr
(Maillefer, Michigan, USA) nimero 30. Os canais foram irrigados com
solugéo de hipoclorito de sodio a 1% (Farmacia de Manipulagédo Aqua
Marina, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil) a cada troca de
instrumento, sendo a irrigacéo final com 10 mL de solugéo fisiolégica. Em
seguida, foi feito vedamento da regido apical dos dentes utilizando-se
resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental Products, St Paul,
USA) (Figura 3) e as raizes foram impermeabilizadas externamente com
duas camadas de adesivo epoxi ARALDITE (Brascola, Sao Paulo, Brasil),

exceto a regido da abertura cervical.

FIGURA 3 - Raiz de dente humano extraido com tamanho padronizado e
vedamento apical com resina composta fotopolimerizavel.

Todos os espécimes foram colocados em frascos de vidro
contendo solugéo fisiolégica e esterilizados em autoclave a 121°C por 20
min. Em seguida, em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), os
espécimes foram distribuidos aleatoriamente em sete placas de cultura
celular de 24 pocos (Costar, New York, USA), com 14 dentes em cada,
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fixados com resina acrilica quimicamente ativada (Artigos Odontoldgicos
Classico, Séo Paulo, Brasil) (aproxidamente 5 mm de altura) (Figura 4).

FIGURA 4 - Distribuicdo e fixagdo dos espécimes em placas de cultura celular
de 24 pocgos.

Estas placas foram tampadas, embaladas e enviadas a
EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiagdo, Cotia, Sdo Paulo, Brasil)
para serem esterilizadas por radiagdo gama com cobalto 60. Todos os
materiais utilizados (limas, pin¢as, gaze, algodéo, tesouras, exploradores
e ponteiras, entre outros) foram esterilizados por radiagdo gama com
cobalto 60 (20 KGy por 6 horas) para neutralizar endotoxinas pré-
existentes (CSAKO et al.??, 1983).

Em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), 10 pL (40 Ul) de
endotoxina de Escherichia coli (n® 055:B5, Sigma, St Louis, USA) foram
inoculados, com o auxilio de micropipeta, no interior dos canais
radiculares de 84 dentes (seis placas), os quais permaneceram em estufa
a 37+1°C com umidade relativa de 100% por 24 h (Oliveira et al.®, 2003).
No dia seguinte, todos os espécimes foram instrumentados até a lima tipo
Kerr n°® 50 e escalonados até a lima K n® 80, utilizando-se 3 mL
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do agente irrigante a cada troca de instrumento, sendo a irrigacdo e
aspiragao realizada com auxilio de seringas apirogénicas de 5 mL (Injex —
SP - Brasil) e agulhas apirogénicas 20 x 5,5 mm (B.D — PR — Brasil)
(Figura 5). Assim, os espécimes foram divididos em sete grupos
experimentais (n=14), de acordo com a solugdo irrigadora utilizada
(Quadro 1): a) para o grupo 1, utilizou-se hipoclorito de sédio 2,5%
(Farmacia de Manipulagdo Aqua Marina, Séo José dos Campos, S&o
Paulo, Brasil); b) para o grupo 2, utilizou-se hipoclorito de sédio 5,25%
(Farmacia de Manipulagdo Aqua Marina, Sdo José dos Campos, Sio
Paulo, Brasil) como agente irrigante; c) para o grupo 3, utilizou-se
solugéo de clorexidina 2% (Farmacia de Manipulagdo Aqua Marina, S&o
José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil); d) para o grupo 4, utilizou-se
solugéo de hidroxido de calcio (0,14%); e) para o grupo 5, utilizou-se
solucao de polimixina B (10.000 Ul/mL) com veiculo oleoso (Ophtalmos,
Férmulas Oficiais, Sdo Paulo, Brasil); f) o grupo 6 (Controle positivo)
recebeu solugéo fisiologica (NaCl a 0,9%) apirogénica (Beker Produtos
Farmaco Hospitalares, S&o Paulo, Brasil) como agente irrigante; g) no
grupo 7 (Controle negativo) nao foi inoculada endotoxina e o agente
irrigante foi solugdo fisioldgica apirogénica (Beker Produtos Farmaco
Hospitalares, Sao Paulo, Brasil).

Quadro 1 - Distribuicdo dos espécimes nos grupos experimentais (n=14) de
acordo com a solugéo irrigante utilizada

GRUPOS AGENTE IRRIGANTE
hipoclorito de sédio 2,5%
2 hipoclorito de s6dio 5,25%
3 clorexidina 2%
4 solugao de Ca(OH), 0,14%
5 solucdo de polimixina B
6 solucdo fisiolégica
(Controle +) apirogénica
7 solucéo fisiologica
(Controle -) apirogénica
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FIGURA 5 — Preparo biomecéanico do canal radicular: A) Instrumentagdo com
lima tipo Kerr; B) Irrigagédo e aspiragdo com auxilio de seringas
apirogénicas de 5 mL.

Imediatamente apés a instrumentacdo dos espécimes, em
todos os canais radiculares foi realizada irrigagdo e aspiragdo com 3 mL
de solugao fisiolégica apirogénica, para remogao do agente irrigante. Em
seguida, os canais foram preenchidos com agua apirogénica (Charles
River Endosafe, Alko do Brasil, RJ, Brasil) e foram coletados 230 pL do
conteudo do canal radicular (primeira coleta), com auxilio de uma seringa
tipo insulina de 1 mL, para verificar a neutralizagdo de endotoxinas. A
seguir, os dentes foram novamente preenchidos com agua apirogénica e
selados com bolinha de algodao apirogénica. As placas contendo os
especimes foram fechadas, seladas com fita adesiva, embaladas em
papel PVC e mantidas em estufa a temperatura de 37+1°C e umidade
relativa 100% por sete dias. Decorrido este periodo, foi realizada a
segunda coleta do conteudo do canal radicular.



52

4.2 Verificagdo da neutralizacao de endotoxinas no canal radicular

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo
laminar, a qual foi primeiramente submetida a desinfecgdo com alcool
70% e agua apirogénica. Em seguida, a luz ultravioleta permaneceu
ligada por 30 minutos e, posteriormente, a cAmara foi forrada com duas
camadas de gaze apirogénica.

Foram realizados dois testes para verificar a neutralizacéo da
endotoxina: o lisado de amebodcitos de Limulus (analise qualitativa e
semiquantitativa) e a producdo de anticorpos em cultura de linfocitos B
(analise quantitativa), tanto para o conteido do canal radicular coletado
imediatamente como para o contetdo coletado apds sete dias.

4.2.1 Lisado de amebdcito de Limulus

A neutralizacdo do conteudo de endotoxina foi verificada
utilizando-se o método de geleificagéo do lisado de amebdcito de Limulus
(LAL). O Limulus é constituido por um lisado dos amebdcitos circulantes
de cavalos marinhos que, quando exposto a quantidades pequenas de
endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como sua viscosidade,
tornando-se um gel duro (LEVIN & BANG®, 1968).

O lisado de Limulus, obtido do laboratério Charles River
Endosafe (Alko do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), & um teste
semiquantitativo, que possui sensibilidade para detectar a presenga de
endotoxina a partir de 0,125 Ul/mL. E composto por um frasco contendo
o lisado em pd, o qual foi ressuspendido em 5,2 mL de agua apirogénica
e, em seguida, distribuido em tubos de vidro apirogénicos 10x75 mm
(Charles River Endosafe, Alko do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil) (Figuras 6
e 7), sendo colocado 100 pL do lisado em cada tubo. Estes tubos
contendo o lisado podem ser congelados por no maximo trinta dias até

sua utilizagéo.
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FIGURA 6 — Lisado de amebdcitos de Limulus e agua apirogénica (Charles River
Endosafe).
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FIGURA 7 — Tubos de vidro apirogénicos 10x75 mm (Charles River Endosafe)
utilizados para o teste do lisado de amebécito de Limulus.

Nos dias do teste, imediatamente apés o término do preparo

biomecanico e apds sete dias, uma aliquota de 100 pL do contetido do

canal radicular foi colocada num tubo apirogénico contendo 100 pL do
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lisado de Limulus. O tubo foi agitado levemente e mantido em banho-
maria a 37+1°C por 1 hora. Estes procedimentos foram repetidos para
todos os espécimes. Apos este periodo, foi verificada a formagdo ou néo
de gel inclinando-se os tubos (anélise qualitativa).

Nos tubos em que foi detectada presenga de endotoxina, o
contetdo final do canal radicular foi diluido varias vezes até ndo haver
mais a formagéo de gel. A diluicéo foi feita da seguinte forma: em uma
placa apirogénica de polistireno de 96 pogos foram colocados 100 ulL de
agua apirogénica em cada pogo da placa, sendo que no primeiro pogo foi
adicionado 100 pL do conteido removido do canal radicular, sendo
repassado 100 ulL desta mistura para o pogo seguinte e, assim, foram
realizadas nove diluigdes em base de dois para cada dente. Desta
forma, o valor aproximado da quantidade de endotoxina presente no
conteldo coletado do canal radicular péde ser obtido como demonstrado
no Quadro 2 (analise semiquantitativa).

Quadro 2 - Esquema representativo da quantidade de endotoxina presente no
canal radicular apés cada diluicdo em base de dois a partir da
amostra inicial

Escores Dilui¢bes Endotoxina (Ul)

0 0 <0,125

1 1:2 0,125 - 0,249
2 1:4 0,250 - 0,499
3 1:8 0,5 -0,999
4 1:16 1,0 -1,999
5 1:32 2,0 - 3,999
6 1:64 4,0 -7,999
7 1:128 8,0 — 15,999
8 1:256 16,0 — 31,999
9 1:512 32,0 -40,0
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Os resultados deste teste foram submetidos a andlise
estatistica pelo método ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de
Dunn com nivel de significancia 5%.

4.2.2 Produgao de anticorpos em cultura de linfocitos B

Quatro camundongos (Mus musculus) Swiss machos de
aproximadamente seis meses de idade foram sacrificados e o bago de
cada animal foi retirado e macerado em um tubo cénico de plastico,
esterilizado e apirogénico, com 3 mL de meio RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, USA), pH 7,2, para obtengdo dos linfécitos B. A seguir, foi
acrescentado ao tubo 27 mL de meio RPMI e este foi centrifugado por 10
min a 500 Xg. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento (Figura 8A)
foi acrescentado mais 30 mL de meio RPMI e novamente centrifugado por
10 min a 500 Xg. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi
acrescentado 30 mL de meio RPMI completo, enriquecido com 10% de
soro fetal bovino (Sigma, St. Louis, USA).

Em seguida, foi realizada a contagem dos linfécitos em camara
de Neubauer, utilizando azul de tripan (Sigma, St Louis, USA) e tampéao
para promover o rompimento de eritrécitos. Apds, foi colocada
aproximadamente um milhdo (1.10°% de células viaveis em cada pogo da
placa de polistireno (apirogénica) de 24 pogos (Costar, New York, USA)
(Figura 8B). Estas placas foram incubadas em estufa a 37+1°C contendo
5% de CO; por 24 horas. Apds este periodo, foram colocados 30 ulL do
conteudo aspirado de cada canal radicular nos orificios das placas
contendo a cultura de linfocitos B. Estas placas foram novamente
incubadas em estufa a 37+1°C contendo 5% de CO,. Decorridos quatro
dias, foi realizado teste imunoenzimatico (ELISA) para detectar a
produgéo de anticorpos (IgM) pelas células na presencga de endotoxina.
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FIGURA 8 — Preparo de cultura de linfocitos B: A) células do bago sedimentadas
em meio RPMI; B) placa de cultura de células contendo de linfécitos
B.

4.2.2.1 Teste ELISA

Oito placas de microtitulagdo de plastico flexivel e fundo chato
(Hemobag, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) de 96 pogos foram
sensibilizadas com conjugado anti-lgM de camundongo marcado com
peroxidase (Sigma, St Louis, USA) na concentracado 0,5 mg/mL. As placas
foram incubadas a 37°C por 2h e, em seguida, foi realizada inibigao da
peroxidase com azida 0,1% em PBS por 1h em temperatura ambiente.

No dia do teste, as placas foram bloqueadas com 0,5% de
gelatina em PBS por 45 min a 37°C. A seguir, foi realizado outro bloqueio
com soro albumina bovino (BSA) 0,2%, também permanecendo 45 min
em estufa a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS
contendo 0,2% de Tween-20 (PBS-T) e foram colocados 100 pL do
sobrenadante de cada pogo da cultura de linfocitos nos orificios das

placas. Os testes foram realizados em duplicata. As placas foram
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incubadas em estufa a 37°C por 2h e, logo apds, foram lavadas
abundantemente com PBS-T. A seguir, foram colocados 50 puL do
conjugado anti-lgM de camundongo marcado com peroxidase (Sigma, St
Louis, USA) na concentragéo 1/2000. As placas ficaram 1 h em estufa a
37°C e, em seguida, foram novamente lavadas abundantemente com
PBS-T. Apds, a reagéo foi revelada com um reagente composto de 36 mL
de tampao citrato acido citrico 0,1M, 24 mg de ortofenildiamino (OPD-
Sigma-USA) e 30 uL de H,0, a 30% (100 uL em cada pogo da placa) e,
apo6s 5 a 10 min, a reagao foi bloqueada com 50 ulL de acido sulftrico 2,5
N. As densidades opticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas
(Biorad, Modelo 3550, Hercules, CA) com comprimento de onda de 490
nm. Obtendo-se os valores da densidade 6ptica, tanto da coleta imediata
como da segunda coleta, foram feitas as médias para cada espécime e os
resultados foram analisados estatisticamente, pela analise de variancia
ANOVA, com nivel de significancia de 5%, e pelo teste de Tukey.



5 RESULTADOS

5.1 Lisado de amebécito de Limulus

Os resultados obtidos pela analise qualitativa do teste do lisado
de Limulus na primeira e segunda coleta estdo apresentados nas Tabela
1 e 2, respectivamente. O sinal positivo significa presenga de endotoxina
(geleificacdo do lisado) e o sinal negativo auséncia de endotoxina ou
quantidade inferior a 0,125 Ul (sem geleificacdo). As Figuras 9A e 9B
ilustram a geleificagdo ou ndo do lisado de Limulus ocorrida nos grupos

experimentais.

FIGURA 9 - Representagdo de um dos espécimes: A) em que houve
geleificagdo do lisado de Limulus; B) em que n&o houve
formacéao de gel duro.
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Tabela 1 — Resultados do teste do lisado de amebdcito de Limulus

Eanélise iualitativai obtidos na irimeira coleta iimediatai

1 + + + - - + -
2 4+ + + 2 - + =
L + + + - - + -
4 + + + S - + -
5 + + 4+ = - + =
6 + + + 5 - + =
7 1+ ES + = o + &
8 + + + - - + -
9 + + + - - + -
10 + + + - - + -
1 + + + - - + a
12 + + + - - & -
13 + + + - * + <
14 + + + = - + w

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCl 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH); 0,14%); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).

Tabela 2 — Resultados do teste do lisado de amebdcito de Limulus
(andlise qualitativa) obtidos na segunda coleta (apds sete

diasi

(i + + + + + + -
2 + + + + + + -
3 + + + + + + -
4 + * + + + * =
5 + + + + + + -
6 + + + + + + -
7 + + + + + + -
8 + + + + + + -
9 + + + - + + -
10 + + + + + + -
11 + + + + + + -
12:= + + + + + + -
13 + + + + + + -
14 + -+ + + 4 + -

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCl 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH), 0,14%); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).

Analisando-se as Tabelas 1 e 2, pdde-se verificar que houve
diferencgas significantes entre a coleta imediata e apds sete dias para os
grupos G4 (hidroxido de calcio) e G5 (polimixina B), que apresentaram
resultado negativo (ou seja, ndo formou gel duro — endotoxina < 0,125
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Ul/mL) na coleta imediata e resultado positivo em praticamente todos os
espécimes na coleta apos sete dias. Os demais grupos experimentais, G1
(NaOCl 2,5%), G2 (NaOCI 5,25%) e G3 (clorexidina 2%), apresentaram
resultado positivo (presenca de endotoxina) em todos os espécimes nas
duas coletas, sendo estes resultados semelhantes ao grupo controle
positivo. O grupo controle negativo apresentou resultado negativo em
ambas as coletas.

Ap6s diluicdes do contetido removido dos canais radiculares, os
resultados obtidos pela analise semiquantativa na primeira e segunda
coleta estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Foram
aplicados escores de acordo com o numero de diluicbes, como
demonstrado no Quadro 2.

Tabela 3 — Resultados (em escores) do teste de lisado de Limulus

ianélise semiiuantitativai obtidos na irimeira coleta Iimediatai

© 00 N O O A W N =

- =
- O

-
N
A OO 0 A OO O A B B OO W B~ Db

@
AW A OO S~ b OO A B N BB
A 0 A b b OO O A B O B2 B O
(< S = W = TR = S = [ = S = B o T = T o S < [ = J =)
O o o oo D O O o Qo D
a oo A O A b OO A O BB OO
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G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCI 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH),
0,14%); G5 (polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).
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Tabela 4 — Resultados (em escores) do teste de lisado de Limulus
(analise semiquantitativa) obtidos na segunda coleta (sete

diasi

1 4 5 4 2 2 5 0
2 5 4 5 3 2 5 0
3 4 2 4 1 2 6 0
4 4 4 5 2 1 4 0
5 3 5 4 2 1 4 0
6 4 5 5 1 2 5 0
7 4 4 4 2 3 5 0
8 5 4 4 2 2 5 0
9 4 5 5 0 2 4 0
10 5 4 4 2 2 2 0
11 5 5 4 3 2 5 0
12 5 4 3 2 1 5 0
13 4 3 4 1 2 4 0
14 4 4 5 2 1 4 0

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCI 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH),
0,14%); G5 (polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).

Com base na Tabela 3, pdde-se verificar que, na primeira
coleta, os grupos G4 (hidréxido de calcio) e G5 (polimixina B)
apresentaram escore zero (quantidade de endotoxina inferior a 0,125
Ul/mL) em todos os espécimes, sendo semelhantes ao G7 (controle
negativo). Grupos G1 (NaOCI 2,5%), G2 (NaOCI 5,25%), G3 (clorexidina
2%) e G6 (controle positivo) apresentaram formacéao de gel duro em todos
0s espécimes, com escores variados entre eles.

Aplicando-se o teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis, verificou-
se diferengas significativas entre os grupos (p<0,05). Através do teste de
Dunn, pode-se visualizar estas diferengas (Tabela 5), sendo os grupos
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G1, G2, G3 e G6 semelhantes entre si e diferentes dos demais (p<0,05) e
os grupos G4, G5 e G7 semelhantes entre si e diferentes dos demais
grupos (p<0,05). Os valores da mediana apresentados pelos grupos na
coleta imediata e a formagéo de grupos homogéneos estéo expressos na
Tabela 5.

Tabela 5 - Valores da mediana apresentados por cada grupo
experimental (primeira coleta) e representagdo dos grupos

homogéneos
GRUPOS MEDIANA Grupos homogéneos”

G1 4 A
(NaOCl 2,5%)
G2 4 A
(NaOCl 5,25%)
G3 4 A
(clorexidina 2%)
G4 0 B
(Ca(OH), 0,14%)
G5 0 B
(polimixina B)
5 A
(controle positivo)
G7 0 B
(controle negativo)

*letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Com base na Tabela 4, pdéde-se verificar que, na segunda
coleta, os grupos G4 (hidroxido de calcio) e G5 (polimixina B)
apresentaram formagéo de gel duro em praticamente todos os espécimes,
com escores variando de 1 a 3 (quantidade de endotoxina de 0,125 a
0,999 Ul), resultados diferentes ao da primeira coleta. O grupo G7
(controle negativo) continuou apresentando escore zero em todos os
espécimes. Os grupos G1 (NaOCl 2,5%), G2 (NaOCl 5,25%), G3
(clorexidina 2%) e G6 (controle positivo) continuaram apresentando
formacgéo de gel duro em todos os espécimes, com variados escores entre
eles.

Aplicando-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, verificou-
se diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Através do teste de
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Dunn, pbéde-se visualizar estas diferengas (Tabela 6). Embora os grupos
G4 e G5 tenham apresentado formagdo de gel duro em praticamente
todos os espécimes, suas diluicbes foram pequenas, 0 que representa
baixa quantidade de endotoxina em suas amostras, ndo apresentando
diferenca significante em relagéo ao G7 (controle negativo) (p>0,05). Os
grupos G1, G2, G3 e G6 apresentaram valores superiores de LPS, sendo
semelhantes entre si e significativamente diferentes dos demais grupos
(p<0,05). Os valores da mediana apresentados pelos grupos na coleta
apos sete dias e a formagao de grupos homogéneos estao expressos na
Tabela 6.

Tabela 6 - Valores da mediana apresentados por cada grupo
experimental (segunda coleta) e representagcao dos grupos
homogéneos

GRUPOS MEDIANA Grupos homogéneos”

G1
(NaOCI 2,5%)
G2
(NaOCI 5,25%)
G3
(clorexidina 2%)
G4
(Ca(OH), 0,14%)
G5
(polimixina B)
G6
(controle positivo)
G7 0
(controle negativo)

N NSRS B

o
w » W W > >

*letras diferentes indicam diferenc¢a estatisticamente significativa.

Os resultados obtidos pelos grupos experimentais na coleta
imediata e apds sete dias estdo representados no esquema dos cinco
nimeros (Box-Plot): mediana, caixas 25% e 75%, linhas minima e

maxima (Figura 10).
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Mediana; Caixa: 25%, 75%; Linha: Min, Max

escores
w

0 . e o i il o Imediato
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GRUPOS

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCl 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH), 0,14%); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).

FIGURA 10 — Esquema dos cinco nimeros (Box-Plot) dos dados em escores
obtidos pelos grupos experimentais na coleta imediata e apos
sete dias, pelo lisado de Limulus.

5.2 Producgdo de anticorpos em cultura de linfécitos B

Com relagéo ao teste imunoenzimatico (ELISA) para verificar a
producéo de anticorpos, os resultados obtidos da densidade 6ptica (DO)
na primeira e segunda coleta estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8,
respectivamente. Neste teste, foi adicionado um grupo controle (G8),
contendo apenas a cultura celular pura, sem estimulagao pelo contetido

coletado dos canais radiculares.
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Tabela 7 — Valores médios de densidade optica (DO) apresentados por
cada espécime dos grupos experimentais (primeira coleta
G2 G3 G4 G5 Gé6 G7

0,671 049 0676 0,311 0,324 0,661 0,293 0,254
0,731 0,690 0,725 0,240 0,311 0,581 0,422 0,286
0,572 0658 0,582 0,268 0,314 0,736 0,307 0,277
0,621 0,547 0,565 0,432 0,233 0,653 0,310 0,276
0,579 0,548 0,677 0,334 0405 0651 0,348 0,331
0617 0662 0,580 0,326 0,249 0,580 0,299 0,352
0,730 0,657 0,640 0,292 0426 0695 0,323 0,311
0,571 0,674 0,665 0,257 0,348 0,728 0,250 0,285
0,655 0,682 0,757 0,274 0,262 0,809 0,299 0,190
0,660 0,584 0,591 0,338 0,281 0,579 0,309 0,301
0,646 0,731 0,685 0,224 0326 0,647 0,321 0,285
0,710 0,564 0,647 0,328 0,325 0,738 0,415 0,293
0,673 0,707 0,668 0,330 0,309 0662 0,332 0,272
14 0603 0,599 0,602 0,189 0,245 0,705 0,234 0,185

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCI 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH),); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo); G8 (controle cultura
celular).
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Tabela 8 — Valores médios de densidade 6ptica (DO) apresentados por

cada espécime dos grupos experimentais (segunda coleta
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

1 0,662 0472 0,525 0,430 0,373 0,643 0,250 0,254
2 0,652 0,544 0,592 0,394 0508 0,677 0,301 0,278
3 0567 0586 0640 0449 0,353 0,556 0,365 0,239
4 0,562 0,546 0,679 0,381 0,386 0,567 0,234 0,189
5 0625 0616 0,705 0401 0465 0672 0,286 0,321
6 0,718 0,729 0,599 0,337 0,293 0,531 0,338 0,198
7 0473 0537 0,587 0424 0,283 0,685 0,277 0,263
8 0,583 0,693 0634 0372 0,449 0,698 0,273 0,337
9 0,731 0,621 0,703 0,224 0456 0,571 0,334 0,192
10 0,548 0,571 0,701 0403 0415 0,714 0,288 0,260
11 0668 0593 0,589 0,397 0,378 0,639 0,267 0,279
172 0566 0614 0621 0504 0429 0,735 0,296 0,327
173 0,553 0,701 0,645 0411 0421 0,751 0,289 0,284

14 0653 0,55 0,573 0,435 0,531 0632 0,276 0,273

G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCI 5,25%); G3 (clorexidina 2%); G4 (Ca(OH),); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo); G8 (controle cultura
celular).

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando os
programas computacionais STATISTICA (verséo 5.5, StatSoft Inc., 2000)
e STATISTIX (versdo 8.0, Analytical Software, 2003). Foi realizada
estatistica descritiva, sendo os valores médios de densidade 6ptica (DO)
e os desvios-padrdo obtidos por cada grupo experimental na primeira e
segunda coleta demonstrados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.

Como a amostragem foi composta por 112 dados (em cada
coleta), péde-se supor com 95% de confianga, que 0s mesmos possuem
distribuicdo normal considerando-se o teorema do limite central, sendo o
nivel de significAncia de 5%. Pela Andlise de Variancia (ANOVA),
verificou-se diferengas significativas entre os oito grupos (p<0,05). Para
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identificar estas diferencas foi realizado o teste de comparagdo multipla de
Tukey.

Analisando-se o0s resultados da primeira coleta, pdde-se
verificar que os grupos G1 (NaOCl 2,5%), G2 (NaOCl 5,25%), G3
(clorexidina 2%) e G6 (controle positivo) sdo semelhantes entre si
(p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05). Os grupos G4
(hidréxido de calcio) e G5 (polimixina B) sdo semelhantes entre si
(p>0,05), semelhantes aos controles G7 (controle negativo) e G8 (controle
da cultura celular) (p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05)
(Tabela 9).

Tabela 9 — Valores médios de densidade éptica (DO) + desvio-padrédo
apresentados por cada grupo na primeira coleta (imediata)

e representacdo dos grupos homogéneos

GRUPOS DO % desvio- Grupos

padrao homogéneos*
G1 0,638 + 0,060 A
(NaOCl 2,5%) :
G2 0,628 + 0,071 A
(NaOCI 5,25%) -
G3 0,647 + 0,057 A
(clorexidina 2%)
G4 0,292 + 0,060 B
(Ca(OH); 0,14%) .
G5 0,311 + 0,056 B
(polimixina B)
Gé 0,673 £ 0,067 A
(controle positivo) _
G7 0,318 £ 0,051 B
(controle negativo)
G8 0,278 £ 0,045 B
(controle cultura celular) :

*letras diferentes indicam diferenca estatisticamente 'significativa.

Analisando-se os resultados da segunda coleta (sete dias),
pdde-se verificar que os grupos G1 (NaOCl 2,5%), G2 (NaOCl 5,25%), G3
(clorexidina 2%) e G6 (controle positivo) continuam semelhantes entre si
(p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05). Ja os grupos G4
(hidréxido de calcio) e G5 (polimixina B) sdo semelhantes entre si
(p>0,05), diferentes dos controles G7 (controle negativo) e G8 (controle
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da cultura celular) (p<0,05) e também diferentes dos demais grupos
experimentais (p<0,05) (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores médios de densidade optica (DO) + desvio-padrao
apresentados por cada grupo na segunda coleta (sete
dias) e representacdo dos grupos homogéneos

GRUPOS DO * desvio-padrao Grupos
homogéneos*
G1 . pe03xr0072
(NaOClI 2,5%) e
G2 o -0- 598""‘ 0 071 . A
G3 Py 0628:‘:0054 o A
(clorexidina 2%) -
G4 - --___:0 397 :I: 0 063__ o B
(Ca(OH), 0,14%) e b
G5 '. "'-‘__0,410 + 0072 B
(polimixina B) o
Gé6 . 0,64710,069 A
(controle positivo) . :
G7 0 291 i‘0'035 . C
(controle negativo) e -
G8 - 026310047 - C
(controle cultura celular) 7

*letras diferentes indicam d|feren§:a estatlsticamente SIgmflcatNa

Comparando-se os grupos em fungdo do tempo (imediato e
sete dias), péde-se verificar que apenas os grupos G4 (hidroxido de
calcio) e G5 (polimixina B) apresentaram resultados significativamente
diferentes (p<0,05) entre a primeira e segunda coleta.

A Figura 11 apresenta os valores médios de densidade 6ptica e
desvio-padrao obtidos pelos grupos experimentais na coleta imediata e
apos sete dias. Observou-se diferenca significativa entre os grupos G4
(hidréxido de calcio) e G5 (polimixina B).
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G1 (NaOCl 2,5%); G2 (NaOCl 5,25%); G3 (clorexidina 2 %); G4 (Ca(OH); 0,14%); G5
(polimixina B); G6 (controle positivo); G7 (controle negativo).

FIGURA 11 - Representacdo grafica dos valores médios de densidade éptica e
desvio-padrdo obtidos pelos grupos experimentais na coleta
imediata e apods sete dias, pelo ELISA.



6 DISCUSSAQ

6.1 Da metodologia |

Pesquisas in vitro com a utilizagdo de dentes humanos
enfrentam dificuldades em relagdo a questdo ética, & dificuidade de
obten¢do dos mesmos e a padronizagdo da amostra. Quanto & ética,
utilizou-se neste trabalho dentes extraidos em clinicas odontolégicas
particulares e populares, por motivos diversos e com prévia autorizacéo
dos pacientes através do consentimento livre e esclarecido. Referente &
padronizagao da amostra, existem dificuldades relativas 4 idade do dente,
quantidade de dentina esclerosada, variagdes anatémicas, principalmente
na regido apical, como delta apical, presenga de canais secundarios e
acessorios e crateras de reabsor¢do. Assim, nesta pesquisa, os 3 mm
apicais foram removidos a fim de minimizar tais variagbes anatémicas e a
coroa foi seccionada padronizando 0 tamanho dos espécimes em 14 mm.
Os especimes foram iniciaimente instrumentados até lima Kerr n® 30 para
padronizar o didmetro do canal radicular. Foi realizada vedacgéo da regido
apical com resina fotopolimerizave! para impossibiltar a saida da
endotoxina e dos agentes irrigantes durante a instrumentagao e a raiz foi
impermeabilizada externamente com resina epdxi para garantir perfeito
vedamento.

Os especimes e tode material utilizado na pesquisa cofno
pingas, tesouras, exploradores, limas, algoddo e gaze, foram
detoxificados pela radiacio gama cobalto 60. Estudos de Csako et al.?
(1983) e Snyder et al.'"' (1986) verificaram que a radiagido gama com
cobaito 60 neutraliza pirogenos. Csako et al.?? (1983} indicaram que a
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detoxificagdo € provavelmente devidoc a multiplos efeitos da radiagdo
sobre LPS, envolvendo destruicdo da porgéo polissacaridica e alteragéo
do lipidio A, responsavel pela toxicidade do LPS. Assim, para eliminar
endotoxinas pré-existentes, todo material usado na pesquisa foi
encaminhado a EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiacéo) para
realizar tal procedimento.

A endotoxina utilizada foi de Escherichia coli, por ser uma
endotoxina padrao, utilizada na maioria dos trabalhos relatados na
literatura (GALANOS et al.®®, 1985; GOUGH et al.*!, 1996; BARTHEL®
1997; HAIGHT-PONCE et al.*, 1999; PETSCH & ANSPACHY, 2000;
SOUZA' 2000, PARVIAINEN et al® 2001; OLIVEIRA® 2002:
OLIVEIRA et al® 2003). Quimicamente, as endotoxinas s#o
lipopolissacarideos que consistem de trés partes distintas. O componente
lipidico néo-polar & chamado lipidio A, além dele existe um corpo
oligossacaridico e outro heteropolissacaridico, representado pelo
antigeno O de superficie. O antigenc O é formado por repetidas unidades
oligossacaridicas, que sao especificas de um grupo e determinadas pela
identidade da respectiva bactéria, ou seja, esta regido é Unica para cada
cepa bacteriana (RIETSCHEL et al.®®, 1993). Os defeitos genéticos ndo
diminuem a viabilidade do microrganismo nem o potencial bioldgico da
endotoxina (PETSH & ANSPACH®, 2000). O corpo oligossacaridico tem
uma estrutura conservada com uma regido de KDO {&cido 2-keto-3-
deoxioctdnico)-heptose interna e uma regido hexose externa. Em
espécies de £. coli s8o demonstrados até cinco tipos diferentes de corpos
e em espécies de Salmonefla hd apenas uma estrutura corpérea.
Contudo, ¢ lipidio A é ¢ principal responséavel pela atividade endotdxica do
LPS e sua estrutura primaria € bem conservada entre as diferentes
espécies de bactérias Gram-negativas (NAKANO et al.”®, 1975; KIRIKAE
et al.”®, 1997). O lipidio A carrega um total de carga negativa devido a
presenga de trés grupos fosforila e dois a trés grupos carboxila
associados com a regido interna do corpo, e mais dois grupos fosforila
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associados com a parte dissacaridica do lipidic A (RIETSCHEL et al.®,
1993). Assim, mesmo que E. coli ndo seja uma bactéria comumente
encontrada no interior dos canais radiculares com polpa necrosada, sua
endotoxina apresenta a estrutura basica do componente lipidico, que
representa o centro ativo responsavel pelas propriedades téxicas do LPS.

A endotoxina foi inoculada no canal radicular e esperou-se o
periodo de 24 horas para iniciar a instrumentagdo dos canais, pois,

segundo Oliveira et al.%

(2003}, este & o periodo de tempo necessario
para endotoxina difundir-se pelos tubulos dentindrios em diregdo ao
cemehto(

Com relacéo aos agentes irrigantes, houve interesse em avaliar
o hidroxido de calcio, pois como medicagéo de demora, por sete até
sessenta dias, ele tem aprasentado imporante eficiéncia em neutralizar
endotoxinas inoculadas nos canais radiculares tanto em estudos in vifro
(SAFAVI & NICHOLS"™® 1993 e 1994; BARTHEL et al® 1997
OLIVEIRA®, 2002; HANG et al.%®, 2003) como em estudos in vivo (SILVA
et al.'® 2002, NELSON-FILHO et al¥', 2002; TANOMARU et al.'?®
2003). Entretanto, nao foi verificada na literatura trabalhos gue avaliassem
a eficacia do hidréxido de céicic como agente irrigante em neutralizar
LPS, por este motivo, foi incluido no presente estudo o hidréxido de célcio
na forma de agua de cal, Ca{OH), pro-analise dissolvidc em agua
apirogénica na concentragéo 0,14% (LEONARDO & LEAL®? 1998), como
solugéo irrigadora.

Segundo Oliveira® (2002), a polimixina B como medicagdo
intracanal (sete dias) também foi capaz de neutralizar endotoxinas
inoculadas nos canais radiculares, o que tornou interessante avaliar sua
eficacia como agente irrigante. A polimixina B utilizada neste estudo foi
manipulada na Farmacia de manipulagdc Ophtalmos Férmulas Oficiais
Ltda (Séo Paulo — Brasil), sob a forma de colirio, contendo 1 mg/mL de
sulfato de polimixina B, o que corresponde a 10.000 Ul, mesma



73

concentracdo presente nas solugdes otolégicas. Desta forma, os canais
radiculares do grupo 5 foram irrigados com tal medicagéo.

As demais solucdes irrigadoras (hipoclorito de soédio e
clorexidina) foram incluidas no estudo, pois s&o as mais comumente
utilizadas na clinica endoddntica, apresentando importantes efeitos
antimicrobianos (YESILSOY et al.'*, 1995; AYHAN et al.*, 1999: ROSS|
et al.¥’, 2002; MENEZES et al.”', 2004). As solugdes de hipoclorito de
sédic foram testadas nas concentragbes mais altas (2,5% e 5,25%)
utilizadas no tratamento de dentes com necrose pulpar e periodontite
apical, para verificar sua real eficacia sobre LPS. Se nestas
concentracdes, o hipoclorito de sédio tivesse neutralizado LPS, seria
interessante analisar concentragdes mais baixas (0,5% e, principalmente,
1%), que sdo mais freqlientemente utilizadas durante o preparo
biomecanico do canal radicular. Foi também utilizada solucdo de
clorexidina a 2%, pois, além de apresentar efeitos residuais no sistema de
canais radiculares até 48 horas (LEONARDO et al.%, 1999), a eficacia
antimicrobiana nesta concentragdo foi comparada a do hipoclorito de
sodio 5,25% (JEANSONNE & WHITE™®, 1994), sendo interessante
comparar tamhém a efetividade destas duas substéncias sobre LPS.

Dentre os varios métodos para detectar endotoxinas, o de
geleificagéc do lisado de amebodcito de Limulus (LAL) € o mais sensivel e
o mais econdmico (PETSCH & ANSPACH®, 2000). O LAL foi introduzido
na rotina de taboratério pelos trabalhos de Levin & Bang® (1968). Quando
comparado ao teste oficial de coelho USP, gue tem sido historicamente
utilizado para testes de pirdgenos, o LAL ndo s6 & mais sensivel como
também & mais simples, mais rapido e menos dispendiosc (TOMASULO
et al.’™ 1977). Este reagente & preparado de um lisado dos amebdcitos
circulantes de cavalos marinhos, Limulus polyphemus, e quando exposto
a uma quantidade minima de endotoxina, o lisado aumenta sua
opacidade bem como sua viscosidade formando um gel duro (LEVIN &
BANG® 1968).
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O LAL possui sensibilidade para detectar até 0,02 U¥mL de
endotoxina (PETSCH & ANSPACH®, 2000). Na presente pesquisa, o LAL
utilizado apresentava capacidade para detectar a partir de 0,125 Ul/mL.
Desta forma, desenvolvemos um método capaz de semiquantificar
endotoxina restante no canal radicular a partir de diluicdes do contetido
do canal, quando este apresentava resultados positivos no teste de
geleificagdo (presenca de quantidade superior a 0,125 Ul/mL). Assim,
com base no Quadro 2, nos casos, por exemplo, em que foram
necessarias 32 dilui¢des (escore 5) do conteido do cana! para n&o haver
mais geleificagac do lisado de Limulus, pdde-se afirmar que a quantidade
restante de endotoxina no canal equivale ao intervaio de 2,0 a 3,999
Ul/mL. Existe no mercado um teste cromogénico do lisado de Limulus que
permite quantificar endotoxinas com maior preciséo. Este teste é utilizado
por muitos autores (HAIGH-PONCE et al.*, 1999; KHABBAZ et al.®**
2000 e 2001; SOUZA'® 2000), entretanto, por ser um método muito
dispendioso, que requer equipamentos especificos, nédo foi aplicado na
atual pesquisa. Contudo, para atender a proposta deste estudo, a anélise
semiquantitativa foi suficiente para verificar quais agentes irrigantes s&o
efetivos contra LPS.

Embora o LAL seja o método mais sensivel e confidvel no
monitoramento de endotoxina, muitas substancias podem interferir,
causando resultados falso negativos ou falso positivos. Os resultados
falso positivos podem ser causados pela presenca na amostra de tripsina
ou enzimas ligadas & ftripsina (TAl et al'? 1977), trombina,
tromboplastina, polinucleotideos e ribonuciease (ELIN & WOLFF?®, 1973).
Os resultados falso negativos podem ser atribuidos a inibidores da
tripsina, EDTA e outros reagentes ligados ao célcio (LEVIN & BANG?,
1968), alta concentragdo de sal (NANDAN & BROW?® 1977) e penicilinas
semisintéticas (RHODES et al.%, 1974, citado por Sigma'®®, 2001).

No presente trabalho, apés a instrumentagado do canal
radicular, o mesmo foi irrigado com 3 mL de solugdo fisiolégica
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apirogénica, para remover residuos dos agentes irrigantes, O grupo
frrigado com hidroxido de célcio (agua de cal), por exemplo, poderia
apresentar resultados falso negativos devido ao alto pH da solugéo e a
presenga de fons calcio. Para contornar o problema procedeu-se a outro
teste, o da produgéo de anticorpos por linfécitos B em cultura. O grupo
tratado com o hidréxido de célcio estimulou uma pequena producéo de
anticorpos por estas células, principalmente na primeira coleta, sem
induzir morte celular ou efeitos téxicos devido ao pH. Assim, comprovou-
se a neutralizagdo da endotoxina e a regularizagio do pH pela irrigagdo
final com solugao fisioldgica apirogénica.

Nesta pesquisa utilizou-se o teste de ativagdo celular, pois um
dos efeitos biolégicos causados pelo LPS & a ativagdo policlonal de
linfécitos B, assim, estas células, na presenga de endotoxina, proliferam e
produzem anticorpos, que foram detectados pelo teste ELISA. A ativagéo
policlonal de células B, in vifro e em ratos, geralmente aumenta mais a
sintese de IgM que a de 1gG (CLAGETT et al.”®, 1980, citado por ITO et
al.®' 1988). Desta forma, neste estudo foi detectado o aumentc da
producdo de anticorpos da classe IgM usando conjungado anti-IgM de
camundongo. A adicio deste metocdo de avaliagdo foi muito importante,
pois apds instrumentacdo e agdo dos agentes irrigantes, pode haver
reducéo significativa de LPS, verificada pelo lisado de Limulus, entretanto,
sera que apos a acdo de irrigantes efetivos, uma pequena quantidade de
endotoxina restante no canal ainda pode causar efeitos bioloégicos, como
ativagho celular?

6.2 Dos resultados

De acordo com 0s resultados obtidos com o usc do hidroxido
de calcio & da polimixina B como agentes irrigantes, na primeira coleta
(imediata), pode-se verificar que estes dois grupos néo apresentaram
formacéo de gel duro, referente a presenga de endotoxina, em nenhum
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dos espécimes testados, apresentando também 0s menores valores de
D.0., indicando uma produgéo de anticorpos similar aos grupos controles
negativos G7 e G8 (cultura pura, sem endotoxina e sem espécime teste).
Estes resultados concordam com os de outros autores que, utilizando
metodologias diferentes, constataram in vifro que o hidréxido de calcio
pode alterar as propriedades biolégicas do LPS (SAFAVI & NICHOLS®,
1993; SAFAVI & NICHOLS®, 1994; BARTHEL et al.®, 1997, NELSON-
FILHO et al®, 2002; OLIVEIRA®, 2002) e com os estudos que
demonstraram a eficacia da polimixina B no tratamento de sepsis por
microrganismos Gram-negativos e de choque endotdxico (RIFKIND®,
1967; PARVIAINEN et al.%, 2001; TANI et al.'¥", 2001). Estes resuitados
demonstraram gue tanto a irrigac@o dos canais radiculares com agua de
cal {Ca{OH); 0,14%) como com polimixina B foi eficiente em reduzir
significativamente a quantidade de endotoxinas presentes na luz do canal.
Entretanto, apés o periodo de sete dias, na segunda coleta, foi verificada
presenga de endotoxinas em praticamente todos os espécimes do G4
{(hidréxido de calcio) e G5 (polimixina B). Apds a realizagéo das diluicbes,
constatou-se pelo lisado de Limulus que a quantidade de LPS detectada
nestes grupos variava de 0,125 a 0,998 Ul/mL {(escores 1 a 3). Estes
resultados nao apresentaram diferenga significante em relagdo ao grupo
controle negativo G7 (p<0,05), demonstrando que a quantidade de LPS
restante no canal radicular nao foi significativa. Entretanto, pelc teste de
ativag@o celular, pbde-se verificar que o contelido coletado dos canais
radiculares dos grupos G4 e G5 apds sete dias estimulou maior produgéo
de anticorpos pelos linfécitos B, sendo que os resultados da D.O.
apresentados por estes grupos foram superiores aos grupos controles
negativos G7 e G8 (controle da cultura pura) com diferenga estatistica
significante (p<0,05), porém inferiores aos demais grupos experimentais
(p<0,05). Na presenie pesquisa, o teste biologico, de ativagdo celular,
mostrou maior sensibilidade que o de geleificagéo do lisado de Limulus.
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Desta forma, pode-se afirmar que a irrigagéo do canal radicular
com hidroxido de caicio ou polimixina B reduz significativamente a
quantidade de LPS em relagcéo aos demais agentes irrigantes testados,
entretanto, ndo elimina completamente, sendo que a quantidade de
endotoxina restante apresenta ainda capacidade de ativar linfécitos B,
embora significativamente inferior a ativagdo obtida pelos grupos do
hipoclorito de sédio e clorexidina..

Com estes resuitados, foi demonstrado gue ¢ hidroxido de
célcio e polimixina B apresentam capacidade de neutralizar endotoxinas,
o gque foi detectado na primeira coleta, entretanto, durante o preparo
biomecanico, as solugbes irrigadoras provavelmente ndo penetram em
profundidade nos tabulos dentinarios a fim de atuar sobre LPS presentes
nestas porgdes mais distantes. Com isso, apds sete dias, foi possivel

.13% (1993) analisaram

detectar LPS restante na luz do canal. Vahdaty et a
a capacidade da irrigacdo com clorexidina e hipoclorito de sédio em
desinfetar tUbulos dentinarios e verificaram eficacia nos primeiros 100 um
de profundidade dos tbulos, entretanto, em niveis mais profundos os
agentes irrigantes foram pouco efetivos, pois néo conseguiram penetrar
em profundidade suficiente nc tempo avaliado. Assim, o hidroxido de
céicio e a polimixina B apresentaram importante agao sobre LPS, porém,
a irrigagdo nao foi suficiente para atingir todo LPS contido nos tabulos
dentinarios. Contudo, come a quantidade de endotoxina remanescente
nestes grupos foi significativamente inferior a dos demais grupos
experimentais (hipoclorito de sédio e clorexidina), pode-se afirmar gue o
hidréxido de calcio e polimixina B s&o efetivos sobre LPS.

Safavi & Nichols®, em 1993, mostraram que o LPS tratado com
hidroxido de calcio libera quantidades elevadas de Acidos graxos livres,
resultantes da hidrélise da porgéo lipidica da endotoxina. Estes resultados
sugeriram que a degradacéio do LPS mediada pefo hidréxide de caicio
pode ser uma importante causa dos efeitos benéficos obtidos com o uso
do hidroxido de célcio na pratica endoddntica. Segundo Safavi & Nichols®
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(1994), a producdo de prostaglandina E; foi inibida em cultura de
monocitos estimulados com LPS tratado com hidroxido de calcio. Esses
experimentos sugeriram gue as propriedades bioldgicas do LPS requerem
a presenga de acidos graxos hidroxilados ligados a jungéo éster e estas
ligagbes sdo rompidas pelo tratamento com o hidréxido de calcio. Em
1997, Barthe! et al.® também avaliaram a capacidade do hidroxido de
calcio em neutralizar a atividade biologica de endotoxinas bacterianas, e
concluiram que LPS de E coli tratadoc com hidréxido de célcio néo
estimula produgéo de TNF-a. em mondécitos do sangue periférico. Olsen et
al.¥’ (1999) apresentaram resultados semelhantes analisando produgao
de IL-1p por mondcitos. Silva et al.'™ (2002), Nelson-Filho et al.%' (2002) e

Tanomaru et al.'?®

(2003} verificaram que o hidréxido de célcio, como
medicacéo de demora, neutralizou endotoxinas, inibindo sua capacidade
de causar lesOes periapicais em cdes. Na presente pesquisa, verificou-se
na primeira coleta que o hidroxido de calcio altera a propriedade da
endotoxina de estimular a ativacéo de linfocitos B, provavelmente devido
a quebra da ligacdo éster-acidos graxos, neutralizando seus efeitos
toxicos, que foi também verificado pela nao geleificagéo do lisado de
amebdcitos de Limulus.

A efetividade da polimixina B sobre LPS apresentada no atual
estudo estd de acordo com os resultados de outros autores (RIFKIND%,
1967; PARVIAINEN et al.?®, 2001; TANI et al.'?, 2001), que utilizaram
polimixina B no tratamento de sepsis por microrganismos Gram-negativos
e de chogue endotéxico e com Oliveira®® (2002), que verificou a eficacia
da polimixina B como medicagac de demora por sete dias em neutralizar
LPS nos canais radiculares. O efeito neutralizante da polimixina B na
atividade do LPS foi observado primeiramente por Neter®?, em 1956,
citado por Bucklin et al.'' (1995), quando o LPS foi incubade com
polimixina B e a aglutina¢céo de eritrécitos, normalmente induzida pelo
LPS, foi inibida. Desde ent8o, outros autores tém demonstrado que &
polimixina B pode inibir a letalidade endotdxica em galinhas, ratos,
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coelhos, cdes e cavalos (RIFKIND® 1967, BUCKLIN et al.'', 1995;
PARVIAINEN et al.?, 2001; BARTON et ai.”, 2004).

Rifkind & Palmer® (1966) e Rifkind® (1967) verificaram uma
reducéo de letalidade endotoxica em embrides de galinhas e de ratos e
também a neutralizagdo da reagdo de Scwartzman em coelhos. Eles
postularam um mecanismo de agéo no qual a polimixina B, um antibiético
polipeptidice catidnico, liga-se covalentemente a carga eletronegativa do
lipidio A da molécula de endotoxina. Essa ligagdo foi mais tarde
confirmada in vitro por Morrison & Jacobs’™ (1976). A polimixina B tem a
habilidade de se ligar com alta afinidade 2 porgdo de lipidio A, alterando,
assim, a conformagdo tridimensional da molécula de LPS. Essa alteracéo
conformacional possivelmente impede o complexo endotoxina-polimixina
B de se ligar ao receptor CD14 nos mondcitos, inibindo a liberagdo de
mediadores inflamatérios como, por exemplo, TNF (BUCKLIN et al."’,
1995; EVANS et al.*®, 1999).

Resultados interessantes da administragdo sistémica da
polimixina B também foram demonstrados no estudo de Hong et
al.#’(2004), onde verificaram que a polimixina B inibiu a progresséo da
lesdo periapical induzida em ratos, reduzindo o tamanho da lesdo em
76% a 80% em comparagdo ao grupo controle, onde foi administrado
apenas solu¢cao salina. Com isso, estes autores demonstraram neste
estudc a forte influéncia do LPS na indugéo da lesdo periapical e a
efetividade da administragao sistémica de polimixina B em minimizar seus
efeitos. Na presente pesquisa, a polimixina B impediu a capacidade do
LPS de ativar linfocitos B e também inibiu a geleificagcédo do lisado de
amebdcito de Limulus, na primeira coleta, provavelmente devido a
alterac&o conformacional da molécula de endotoxina ligada a polimixina
B, que neutralizou seus efeitos toxicos.

Os demais agentes irrigantes (hipoclorito de sédio 2,5% e 5% e
clorexidina 2%) avaliados no presente estudo n&o apresentaram
capacidade de neutralizar endotoxinas inoculadas nos canais radiculares,
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o que foi verificado tanto na primeira coleta (imediata) como na segunda
(ap0s sete dias). Os resultados apresentados por estes grupos tanto no
lisado de Limulus como na produgéio de anticorpos foram estatisticamente
semelhantes aos obtidos pelo grupo controle positivo (p>0,05),
demonstrando quantidade significativamente elevada de LPS em
comparagdo aos grupos G4 (hidrdxido de calcio) e G5 (polimixina B)
(p<0,05).

Com relagdo ac hipoclorito de soédio, gque apresenta efetiva
agdo antimicrobiana sobre bactérias anaerdbias Gram-negativas
(GEORGOPOLOU et al.*®, 1993; YELSILSOY et al."?, 1995; SIQUEIRA
JUNIOR et al."” 1998; VIANNA et al."™* 2004), no atual estudo, mesmo
utilizando concentragbes altas do produto (2,5% e 5,25%), nédo foi
verificada nenhuma agéo sobre LPS. Estes resultados concordam com os
estudos de Buitler & Crawford' (1982), que demonstraram que NaOCI
0,58% e 2,7% nao detoxificaram quantidades significativas de
endotoxinas e apresentaram resultados inconclusivos na concentragéo
5,2%. Tanomaru et al.'?® (2003) também verificaram que a utilizagdo do
NaOC! 1,25% e §% na irrigagéo de canais radiculados inoculados com
LPS ndo reduziu reacdo inflamatéria na regido periapical de dentes de
caes. Por outro lado, Haigh-Ponce et al.** {1999) demonstraram in vitro
que a solugdo de hipoclorito de sédic 10% tem capacidade de inibir a
liga¢do de endotoxinas em amostras de dentina previamente tratadas com
este agente irrigante, provavelmente devido a sua capacidade de
dissolver restos teciduais organicos que aderem a superficie de dentina
em combinagdo com microrganismos, entretanto, estes autores ndo
avaliaram a eficacia do NaOCi 10% em neutralizar endotoxinas.

A solugdo de clorexidina 2% também n&o foi eficaz em
neutralizar LPS no canal radicular durante o preparo biomecanico. Estes
resultados confirmam com os de Aibel & Stevens' (1999), que verificaram
que o tratamento de LPS com clorexidina 1,2% por 40 minutos nao inibiu
sua capacidade de induzir produgo de IL-6 por macréfagos. Buck et al.™
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(2001} também verificaram, através da quantificagio de acidos graxos
livres, que o0s irrigantes hipoclorito de sédio (2,625%) e clorexidina 0,12%,
sozinhos ou associados, n&o foram efetivos contra LPS apds contato por
30 min. Por outro lado, os autores constataram efetividade sobre LPS da
mistura alcalina (pH 11 a 11,5) de clorexidina, etanol e hipoclorito de sadio
como agente irrigante, qguando em contato por 30 min, e do hidréxido de
cdlcio como medicacdo de demora por um, dois ou cinco dias, concluindo
gue substancias quimicas altamente alcalinas favorecem a hidrélise do
lipidio A com liberag&o de acidos graxos livres. Vale ressaltar que estes
autores ndo avaliaram a agéo dos irrigantes usando dentes como sistema-
modelo e, sim, o contato direte do LPS com as solugdes. Niwa et al.®
(1969) demonstraram que © tratamento de endotoxina com meio alcalino
altera suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas e que a
degradagao alcalina de LPS foi acentuadamente acelerada quando alcool
gtilico foi usado em substituicdo a agua em meio alcalino. Estes autores
concluiram que as alteragdes que ocorrem durante a hidrélise alcalina
alteram a conformagdo quimica do LPS que € essencial para
endotoxicidade.

Analisando in vivo 0s efeitos de solugbes irrigadoras sobre
LPS, Tanomaru et al.'?® (2003) demonstraram gque o uso da solugéo de
clorexidina 2% como agente irrigante ndo diminuiu a capacidade da
endotoxina de induzir reagaoc inflamatéria periapical em cées. Desta
forma, os poucos trabalhos relatados na literatura que avaliam a eficacia
de agentes irrigantes sobre LPS, utilizando metodologias diferentes,
concordam que as solugbes irrigadoras mais utilizadas na pratica
endoddntica, hipoclorito de sédio e clorexidina, nao séo efetivos sobre
endotoxinas. Como estas substancias apresentam propriedades que s&o
muito importantes numa solugio irrigadora, como agac antimicrobiana
sobre bactérias comumente encontradas em infecgdes dos canais
radiculares, capacidade de dissolver tecidos (hipoclorito de sédio),
substantividade (clorexidina), torna-se interessante analisar associagbes
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destes irrigantes com polimixina B ou agua de cal, que demonstraram
importante efetividade sobre LPS.

Na presente pesquisa, o grupo controle positivo foi fundamental
para constatar que ha reducdo na quantidade de endotoxina no canai
radicular pelo processo mecénico de irrigagéo/aspiracdo durante a
instrumentag&o. Bystrém & Sundqvist' (1981) verificaram que o preparo
mecénico do conduto com solugdo salina reduz significativamente o
numero de microrganismos presentes, mas ndo a ponto de obter culturas
negativas, o que foi observado no atual estudo com relagdo a endotoxina.
Como foram inoculados iniciaimente 40 Ul de LPS no canal radicular,
atraves do método semiquantitativo, pdde-se verificar quantidade de
aproximadamente 2 a 8 Ul/mL de LPS, tanto na primeira como na
segunda coleta, pelo grupo que utilizou apenas agua apirogénica como
agente irrigante. Assim, apds a instrumentagéo do canal ainda permanece
quantidade suficiente de endotoxina capaz de ser detectada pelo lisado
de Limulus e de estimular a produgéo de grande quantidade de anticorpos
pelos linfocitos B, tornando-se importante ndo s$& um bom preparo
mecé&nico do conduto, mas a utilizagéo associada de substancias capazes
de neutralizar LPS. Na presente pesquisa, a utilizag8c de solugdes
irrigadoras como hipoclorito de soédio e clorexidina n&o foi eficaz na
neutralizagdc de endotoxinas, enquanto gue polimixina B e agua de cal
(hidroxido de calcio 0,14%) apresentaram importante efetividade sobre
LPS, reduzindo significativamente sua quantidade no canal radicular.
Embora essa redugdo tenha sido significativa, a neutralizagdo de
endotoxinas no interior des tdbulos dentinarios néc foi total, de modo que
se recomenda também a utilizagdo de medicacdo de demora com
hidroxido de calcio para eliminar endotoxinas remanescentes nas
camadas mais profundas dos tlbulos dentinérios, crateras de reabsorgéo,
canais secundarios ou acessérios, onde o agente irrigante ndo consegue
atuar (BUCK et al.", 2001; SILVA et al."™, 2002; NELSON-FILHO et al.”,
2002; OLIVEIRA®, 2002: TANOMARU et al.'?®, 2003).



7 CONCLUSOES

que:

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pdde-se concluir

a)

b)

O hidréxido de caicio e a polimixina B, como agentes irrigantes,
reduziram signiﬁcativa{mente a quantidade de endotoxina
presente nos canais| radiculares, apresentandc importante
efetividade sobre LPS;
As solugdes de hipaclorito de sédio (25% e 5,25%) e
clorexidina (2%) nao alpresentaram capacidade de neutralizar

endotoxinas;
Apesar da reducdo significativa de endotoxina nos canais
radiculares, as solugdes de hidréxide de célcio e polimixina B
ndo conseguiram atuar em profundidade nos tlabuios
dentinarios, sendo que a pequena quantidade de LPS restante
ainda apresentou efeitos biolégicos (estimulagéo celular),
sugerindo que somente o0 preparc biomecanico com solugdes
efetivas néo é suficiente para sliminar ou neutralizar todo LPS
presente no sistema de canais radiculares.
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ABSTRACT

The purmpose was to evaluate the effects of sodium hypochiorite, chlorhexidine,
calcium hydroxide and polymyxin B on endotoxins in root canals. Ninety eigth
freshly extracted maxillary incisors were used in this study. The crowns of teeth
were sectioned near the CEJ in order to standardize the root length to 14 mm.
The specimens were stenlized with 60Co gamma imradiation and standardized
suspension containing Escherichia coli endotoxin was inocufated into the 84 root
canals. After 24 h, the root canals were instrumented to an apical size #80 file
and were randomly assigned to seven7 groups (n=14), according fo the irmigant
used: G1) NaOCI 2,5%; G2) NaQCi 525%, 3} chiorhexidine; G4) calcium
hydroxide, G5) polymyxin B, G6) positive control, G5) negative control. Two
collections of the content of the canal root were accomplished to venfy endotoxin
detoxification, a soon after the instrumentation (collect immediate) and other affer
seven days (second collect). The detoxification of endotoxin was evaluated by
Limulus lysate assay and antibody production in B-lymphocytes culture. The
results obtained in the Limulus were submitted to the stalistical analysis (Kuskall-
Wallis and Dunn) and obtained in the production of antibodies were anafyzed by
ANOVA and test of Tukey (5%). In the coilect immediate, the groups G1 (NaOCl
2,5%)}, G2 (NaOC! 5,25%) and G3 (chiorhexidine) didn’t endofoxin detoxify, being
statistically similar to G6 {positive control} (p>0,05), while the groups G4
(Ca(OH), 0,14%) e G5 (polymyxin B) demonstrated effectiveness on LPS, with
resulted statistically similar to G7 {control negative) (p>0,05) and different from
the other groups (p <0,05). In the collect after seven days, presence of LPS was
detected in the groups G4 and G5, being significantly smaller to the groups G1,
(532 and G3. Like this, it could be concluded that only the solutions of Ca(OH)2
and polymyxin B significantly reduced the amount of endotoxins in the root
canals, and sodium hypochlorife and chiorhexidine did not present effects on
LPS.

KEY WORDS: Endotoxins; root canal immigants; calcium hydroxide; polymyxin B.
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