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RESUMO

Lipopolisacarideos (LPS) — endotoxinas sao capazes de estimular células a
produzirem citocinas pré-inflamatorias envolvidas na destrui¢ao tecidual periapical.
Os objetivos do presente estudo foram: 1) Verificar e quantificar endotoxinas em
canais radiculares infectados de dentes com periodontite apical crénica e sua
relacdo com sinais e sintomas clinicos de origem endodéntica; 2) Avaliar a
efetividade do preparo quimico-mecanico (PQM) com hipoclorito de sédio (NaOCI)
2,5%; clorexidina gel (CLX) 2% e soro fisiol6gico (SS-controle) na eliminacao de
endotoxinas; 3) Avaliar o potencial inflamatério do conteudo endodéntico, antes
(C1) e apobs a instrumentacédo do canal radicular (C2) com NaOCI 2,5%, CLX 2%
ou soro fisiolégico e ap6s uso de EDTA 17% (C3) em cultura de células de
macréfagos quanto a producdo de citocinas pré-inflamatérias - IL-18, TNF-a.
Amostras foram coletadas de 30 canais radiculares com necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical em C1, C2 e C3 utilizando cones de papel
estéreis/apirogénicos. Endotoxina foi detectada em 100% dos canais radiculares
estudados, representada pela mediana de 18,70 EU/mL. Dentes com presenca de
dor a percussao e exsudagéo intracanal foram relacionados com niveis elevados
de endotoxina (p<0,05). Apdés o PQM, significativa reducdo de endotoxina foi
obtida nos canais radiculares: NaOCI 2,5% + EDTA17% (99,75%), CLX gel 2% +
EDTA 17% (98,27%), SS+ EDTA 17% (98,71%) (p<0,05). IL1- B e TNF-a foram
produzidos por macréfagos estimulados pelo conteudo endodéntico (C1>C2>C3).
Foi possivel concluir que 1) Endotoxinas estavam presentes em todos os casos
investigados, apresentando niveis mais elevados nos dentes com dor a percussao
e exsudato intracanal. 2) O preparo quimico-mecénico foi eficaz na reducdo do
conteudo de endotoxinas, independente da substancia quimica auxiliar testada; 3)
O potencial inflamatério do conteudo endoddntico foi demonstrado pela producéo
de IL1- B e TNF-a, exercendo maior atividade inflamatéria contra macréfagos nas
amostras iniciais, quando comparado com as obtidas apds o preparo quimico-

mecéanico.
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ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS)-endotoxin are able to stimulate cells to produce
proinflammatory cytokines involved in the periapical tissue destruction. The aims of
this study were: 1) To verify and quantify endotoxin in infected root canals of teeth
with apical periodontitis and correlate the levels with clinical signs and symptoms of
the primary endodontic infections; 2) To assess the effectiveness of chemo-
mechanical preparation (CMP) with 2.5% sodium hypochlorite (NaOCl), 2%
chlorhexidine (CHX) and saline solution (SS), as negative control, for the
elimination of endotoxins; 3) To evaluate the inflammatory potential of endodontic
content before (C1) and after the CMP (C2) with 2.5% NaOCI, 2% CHX or SS and
after final rinse with 17% EDTA (C83) in macrophage cell culture regarding the
production of proinflammatory cytokines — IL-1 3 and TNF-a- via the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Samples were collected from 30 canals with pulpal
necrosis and apical periodontitis in C1, C2 and C3 using sterile non-
pyrogenic/paper points. Endotoxin was detected in 100% of root canals studied,
represented by the median of 18.70 EU/mL. Teeth with tenderness to percussion
and intracanal exudate were related to high levels of endotoxin (p< 0.05). After
CMP, significant reduction of endotoxin was obtained in root canals instrumented
with 2.5% NaOCI + 17% EDTA (99.75%), CHX 2% + 17% EDTA (98.27%) and SS
+ EDTA 17% (98,71%) (p< 0.05). IL1- and TNF-a were produced by the
macrophages in response to the endodontic content (C1>C2>C3). It was possible
to conclude that 1) Endotoxin were present in all cases investigated, showing
higher levels in the teeth with tenderness to percussion and intracanal exudate; 2)
CMP was effective in reducing the endotoxic content, regardless of the auxiliary
chemical substance; 3) The inflammatory potential of endodontic content was
demonstrated by the production of IL1-f and TNF-a in all cases. The infectious
content present in the root canal in the initial samples exerted greater inflammatory

activity against macrophages compared to the residual content after CMP.

Key Words: Bacteria, Cytokines, Endotoxin, Sodium Hypochlorite, Chlorhexidine.
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1.  INTRODUCAO

Bactérias e seus subprodutos desempenham um papel etioldgico primario
no desenvolvimento e perpetuacdo das lesdes pulpares e perirradiculares
(Kakehashi et al., 1965). A destruicao tecidual observada em lesdes periapicais
pode resultar tanto direta quanto indiretamente (via sistema imune) da
antigenicidade dos produtos ou componentes bacterianos presentes no canal
radicular sobre os tecidos periapicais (Mattison et al.,1987).

Embora apresente diversidade microbiana, sabe-se que a infeccao
endoddntica primaria é composta predominantemente por bactérias Gram-
negativas anaeroébias estritas (Gomes et al., 1994; Siqueira et al., 2001; Jacinto et
al., 2003; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 2006; Martinho et al., 2010). Essas
bactérias apresentam como principal constituinte de parede celular, os
lipopolissacarideos (LPS), também denominados de endotoxinas (Rietschel et al.,
1992).

Endotoxinas apresentam uma peculiaridade estrutural de amplo espectro
de atividade bioldgica, os quais atribuiram a esta molécula especial interesse por
diversas areas de pesquisa nos ultimos 100 anos. Uma vez liberadas da parede
celular durante a multiplicacdo ou morte bacteriana (Rietschel et al., 1992), sao
consideradas, mesmo em baixas concentracdes, potentes estimuladores da
resposta inata do sistema de defesa do hospedeiro (Beutler, 2000; Hong et al.,
2004; Martinho et al., 2010), induzindo assim, uma série de eventos bioldgicos
que levam a uma reacao inflamatéria (Khabbaz et al., 2000) e reabsorcdo dos
tecidos mineralizados (Mattison et al.,1987; Stashenko, 1993).

Estudos clinicos demonstraram a presenca de LPS bacteriano em 100%
dos canais radiculares de dentes com infeccdo endodéntica primaria e presenca
de leséo periapical (Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes,
2008; Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2011), sugerindo sua participacao na
patogénese de lesdes periapicais.



Endotoxinas sdo capazes de estimular a liberacdo de citocinas pré-
inflamatoérias, tais como IL1-fB, IL-6, TNF-a e PGE> por diferentes linhagens
celulares (Wilson et al., 1996; Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2011; Martinho
et al., 2012). A rede de citocinas produzidas revela sua complexa atividade
antigénica e o padrao de resposta imune/ inflamatoria pulpar e perirradicular
gerado sera determinado pelo potencial inflamatério do conteddo infeccioso
presente no interior do canal radicular (Homiji et al., 2012).

O equilibrio entre a producao de citocinas pré-inflamatérias e subsequente
producédo de citocinas anti-inflamatérias representa um mecanismo regulador do
organismo durante o0s processos inflamatérios. Um desequilibrio neste
mecanismo, a favor do gradiente de concentracao de citocinas pré-inflamatorias,
pode gerar consequéncias danosas aos tecidos do hospedeiro (Darveau, 2000).
Consequentemente, periapicopatias de origem pulpar desenvolvem-se em
resposta a irritantes microbianos presentes no sistema de canais radiculares
(Gomes et al., 2009).

Considerados primeira linha de defesa do sistema imune, os macréfagos
estao presentes em maior populacao, representando a principal fonte de produgéo
de citocinas pré-inflamatérias (Artese et al., 1991; Matsuo et al., 1992) e quase
exclusivamente o produtor de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-alfa) na presenca
do LPS bacteriano (Beutler & Cerami, 1986). IL1-B e TNF-a tém sido detectadas
em tecidos periapicais (Barkordar et al., 1992), em canais radiculares de dentes
com exsudacao e lesédo periapical (Matsuo et al., 1992).

Dada a predominancia de bactérias Gram-negativas em canais radiculares
com infecgcdes endoddnticas primarias e sua consequiente liberacdo de
endotoxinas com potente acdo citotdxica, faz-se necessario o estudo de
substancias quimicas utilizadas durante a terapia endodéntica que possam atuar
ndo sé a reducdo da carga microbiana, mas também na eliminagcdo e/ou
inativacdo do conteudo endotdéxico e demais produtos toxicos e

consequentemente, reduzir o potencial inflamatorio aos tecidos periapicais.



Com o intuito de estabelecer um protocolo clinico efetivo para eliminagéao
e/ou inativagdo de endotoxinas, limitado niumero de estudos in vivo avaliaram a
efetividade da terapia endodéntica utilizando diversas substéncias quimicas na
sua redugdo em canais radiculares infectados (Buck et al., 2001; Tanomaru et al.,
2003; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; Martinho
et al., 2010; Maekawa et al., 2011; Oliveira et al., 2012)

O hipoclorito de sédio (NaOCIl) é a substancia quimica auxiliar mais
utilizada em endodontia devido a sua baixa tensédo superficial, capacidade de
dissolver matéria organica, e acbes desodorizante, alvejante, lubrificante e
excelente atividade antimicrobiana (Jeansonne & White, 1994; Menezes et al,,
2004; Tanomaru et al., 2005; Gomes et al., 2009; Martinho et al., 2010), entretanto,
é toxico para os tecidos periapicais (Oncag et al., 2003).

Por sua vez, a clorexidina (CLX) apresenta baixa toxicidade (Oncag et al.,
2003), atividade antimicrobiana imediata (Gomes et al., 2009) e substantividade
em tecido dentinario (Dametto et al., 2005), sendo também utilizada como
substancia quimica auxiliar na terapia endodéntica. Consiste em uma molécula
hidrofébica e lipofilica carregada positivamente que interage com os fosfolipideos
e os lipopolissacarideos da membrana celular das bactérias, sendo capaz de
penetrar nas células através de um mecanismo de transporte ativo ou passivo.
Sua eficacia se da devido a interacdo da carga positiva de sua molécula com a
carga negativa dos grupos fosfato das paredes da célula microbiana, alterando
assim o equilibrio osmético das células (Mohammadi e Abbott, 2009). Em sua
maior concentracdo usada clinicamente (2%), a clorexidina é bactericida
provocando a precipitacdo do conteudo do citoplasma, resultando em morte
celular. (Gomes et al., 2009).

Com o intuito de investigar a acao das substancias quimicas auxiliares
mais frequentemente utilizadas durante a terapia endodéntica sobre os niveis de
endotoxinas, Gomes et al. (2009) investigaram a atividade do NaOCI 2,5% e CLX
gel 2% em canais radiculares de dentes com infeccdo endodontica primaria. Neste

trabalho, os autores realizaram a instrumentagdo do canal radicular com limas



manuais a 1 mm do comprimento real do dente. Endotoxina foi detectada em
todos os casos investigados e obtida reducdo do seu conteudo em apenas 58%
(NaOCl) e 47% (CLX), demonstrando a baixa capacidade do preparo quimico-
mecanico, particularmente no protocolo utilizado, em remové-las do interior do
canal radicular. Neste sentido, justifica-se a busca de um protocolo clinico mais
efetivo para méaxima reducdo de endotoxinas de canais radiculares infectados.

O presente estudo realizou in vivo coleta de amostras do conteudo
endodontico de dentes com necrose pulpar e presenca de lesdo periapical para
quantificacdo de endotoxinas e avaliagdo do potencial antigénico do conteudo
infeccioso endodéntico na producao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B)
por macrofagos. A partir do conhecimento deste conteudo inicial, foi avaliada a
efetividade do preparo quimico-mecénico utilizando instrumentos rotatorios na
completa extensdo do canal radicular com diferentes substancias quimicas
auxiliares (NaOCI 2,5% e CLX gel 2%) seguido de irrigacéao final com EDTA 17%,
na reducao de LPS e nos niveis de citocinas produzidas, visando a instituicdo de

uma conduta terapéutica mais eficaz.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endotoxinas

Avancos tecnoldgicos na area de microbiologia tém permitido identificar os
microrganismos, estudar as comunidades microbianas, fatores de viruléncia e sua
patogenicidade (Gomes, 1995; Jacinto et al., 2005; Montagner, 2010; Martinho et
al., 2011). Dada a diversidade de trabalhos que investigaram microbiologicamente
as infecgoes endoddnticas, pode-se afirmar que, em canais radiculares de dentes
com necrose pulpar e lesdo periapical crénica, embora exista diversidade
microbiana, existe um predominio de bactérias anaerbbias estritas,
particularmente as Gram-negativas (Gomes et al., 1994; Gomes et al., 1996;
Siqueira et al., 2001; Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al.,
2006; Martinho et al., 2010).

Qualquer microrganismo que infecte o canal radicular possui o potencial
de iniciar uma inflamacdo nos tecidos periapicais (Darveau et al., 2000).
Entretanto, a viruléncia e patogenicidade de espécies individuais variam
consideravelmente e pode ser afetada pela presenca de fatores determinantes de
viruléncia (Sundqvist, 1976; Siqueira & Rocas, 2009).

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana celular xterna
diferenciada com a presenca de constituintes hidrofdbicos compostos por
polissacarideos (polimeros de acucares), lipideos (complexos contendo acidos
graxos) e proteinas. Essa estrutura é denominada lipopolissacarideo ou
endotoxinas, as quais sdo secretadas em vesiculas durante a fase de crescimento
bacteriano ou liberadas durante a morte celular. LPS representa a principal
superficie antigénica das bactérias Gram-negativas, apresentando significancia
microbiolégica e imunoldgica (Westphal, 1975; Rietschel & Brade, 1992).

Aproximadamente 75% da superficie celular bacteriana € composta por
esta molécula, sendo esta, essencial para o crescimento celular, diminuicdo da

permeabilidade da membrana, integridade e estabilidade estrutural, assim como



protecdo contra agressdes externas (Rietschel & Brade, 1992; Caroff & Karibian,
2003).

2.1.1. Descricao estrutural da endotoxina

O LPS mais estudado € de origem enterobacteriana. Apesar de Escherichia
coli ndo ser uma bactéria comumente encontrada no interior de canais radiculares
com polpa necrosada, sua endotoxina apresenta a estrutura basica do
componente lipidico, que representa o centro ativo responsavel pela toxicidade do
LPS. Dada a sua elevada toxicidade, estudos tém sugerido a sua utilizacao para
avaliar a efetividade de substancias quimicas sobre endotoxinas (Oliveira et al.,
2005; Qliveira et al., 2007). Trabalhos mostram que existe cerca de 10 moléculas
de LPS para cada unidade formadora de colénia da espécie Escherichia coli
(Raetz & Whitfield, 2002; Caroff & Karibian, 2003).

Apesar da existéncia de algumas excecgdes, muitas espécies possuem
forma ou arquitetura quimica (Figura 1) constituida de trés componentes
especificos:

¢ Uma porcao medial- Lipide A
A porcao “Lipide A", a qual se liga a membrana bacteriana, € a porcao
efetivamente toxica da molécula, causando respostas imunoldgicas
especificas. Consiste em um glicolipideo composto de dissacarideos aos
quais se encontram ligados acidos graxos de cadeia curta e grupos fosfatos.
Pesquisas revelam que a porcao “Lipide A" pode variar de espécie para
espécie e entre diferentes cepas da mesma espécie (Reife et al., 2006;
Dixon & Darveau, 2005), de acordo com o numero de grupo de fosfatos, a
quantidade e a posicao de acidos graxos na molécula (Bainbridge et al.,
2002; Darveau et al., 2004; Dixon & Darveau, 2005). Desta forma, a
ocorréncia de uma diversidade de LPS bacteriano com diferentes

toxicidades nas infec¢des pode potencializar ou inibir a atividade antigénica



entre eles sobre os tecidos periapicais (Magnuson et al., 1989; Hong et al.,
2004; Dixon & Darveau, 2005). A mudanca em menor ou maior proporcao
da porcao ‘“Lipide A" pode produzir efeitos distintos e diversos na
modulacdo da resposta imune (Dixon & Darveau, 2005). Convém ressaltar
que mudangas no micro-ambiente bacteriano, tal como a concentragcéo de
hemina, pode alterar estruturalmente a porcao “Lipide A" (Al-Qutub et al.,
2006).

Um nucleo- o “core”

O “core” tem constituicdo pouco variavel, porém também pode induzir a
formacao de anticorpos especificos. Este é constituido de uma parte de
acucares e uma parte chamada KDO (2-keto-3-deoxioctano). Esta se liga
ao lipide A, podendo inclusive, interferir na sua bioatividade (Rietschel et al.,
1992).

Uma porcao distal ou externa- Antigeno O

O antigeno O é a cadeia mais longa e a porcao mais variavel do LPS entre
as espécies bacterianas. O antigeno O varia entre as espécies de bactérias
Gram-negativas tanto em composi¢cao como em comprimento. Consiste em
uma variedade de residuos oligossacaridicos, cujas cadeias recobrem a
superficie da célula e a protegem da acdo das substancias hidrofébicas
(Luderitz et al., 1981, Rietschel et al., 1992).
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Figura 1- llustracdo dos componentes estruturais da endotoxina
bacteriana. (Fonte: Giroir, B.P. Mediators of septic shock: New
approaches for interrupting the endogenous inflammatory cascade. Crit.
Care Med., v. 21, p. 780-9, 1993.)

A composicdo quimica e estrutural do LPS bacteriano tem sido
amplamente explorada para melhor entendimento do seu verdadeiro papel no
desencadeamento e manutencéo de processos inflamatérios em humanos (Petsch
& Anspach, 2000).

2.1.2 Potencial inflamatoério da endotoxina

O ser humano é extremamente sensivel ao LPS, observando-se que
quantidades muito pequenas sao suficientes para deflagrar o estado de choque. O
LPS participa da resposta imune imediata a partir da fagocitose de
microrganismos Gram-negativos. Assim, o individuo esta exposto tanto ao LPS
ligado a membrana da bactéria, como a endotoxina livre (fragmentos da parede
celular) que normalmente é liberada durante a replicagéo e crescimento bacteriano
(Rietschel et al., 1992). Uma vez no meio circulante, ocorre interacdo entre a



endotoxina e o sistema imune do hospedeiro. A interacdo entre o lipideo A e as
células do hospedeiro ocorre através da ligacdo do LPS com uma proteina
normalmente presente no plasma, com peso molecular de 60 Kd, denominada
proteina ligadora do LPS ou LBPs- (LPS binding proteins). A presenca de um
receptor na superficie dos macréfagos/mondcitos (molécula CD14) permite que
este complexo LPS-proteina ligadora do LPS, ative as células do hospedeiro. A
ativacao de macréfagos pelo complexo LPS-CD14 inicia o processo de sinalizagao
para receptores chamados TLR- (Toll-like receptor). Receptores TLR reconhecem
o LPS bacteriano como estranho ao hospedeiro, de forma Unica e especifica para
cada bactéria. Sabe-se que ha mais de dez diferentes tipos de receptores e alguns
deles estédo envolvidos no reconhecimento de compostos bacterianos. O TLR4 é o
receptor que responde a presenca do LPS, deflagrando no hospedeiro uma
resposta imunoldgica para producao e secrecao de compostos protéicos os quais
possuem sequéncias de aminoacidos distintas (Baron, 1996). Estes compostos
s&o considerados mediadores humorais ou inflamatoérios e denominados citocinas.

A Figura 2 mostra o mecanismo de reconhecimento da molécula de

endotoxina via receptor celular na producéao de citocinas pré-inflamatérias.
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Figura 2. Mecanismo de reconhecimento da molécula de endotoxina via receptor celular para

producdo de citocinas proé-inflamatérias. Resposta Imune Classica. (Fonte: Vianna, M.E.

Microbiologia e tratamento das infecgoes endoddnticas — Piracicaba, 2006).

As principais citocinas identificadas em quadros inflamatérios sdo o Fator
de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor - TNF), as Interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1,
IL-6 e IL-8) e o Interferon-gama (IFN-g) (Dinarello, 1991; Hageman, 1995).

Quando secretadas, as citocinas se ligam aos receptores de citocinas presentes

nos linfécitos, macrofagos, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliais e
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epiteliais, desempenhando papel importante em varios processos biolégicos, como
a inflamacdo, a imunidade e a hematopoiese, e atuam tanto local quanto
sistemicamente (Dinarello, 1991). Algumas citocinas possuem a capacidade de
dar inicio a inflamacdo e manté-la, sendo chamadas citocinas pré-inflamatérias,
enquanto que outras suprimem a atividade de citocinas pré-inflamatoérias e sao
denominadas citocinas anti-inflamatérias. As diferentes citocinas podem
apresentar acdes antagbnicas ou sinérgicas, com produgdao e liberagao
controladas por mecanismos de "feedback" em cada etapa do processo
inflamatorio. Seus efeitos, "in vivo", dependem do tipo de microrganismo invasor,
da magnitude e tempo de liberagcdo, da meia-vida curta, da distribuicado no
organismo e da presenca de inibidores naturais (Van Deuren et al., 1992). No
entanto, quando sintetizadas em niveis elevados, as citocinas modificam o padrdo
de resposta celular, participando substancialmente no desenvolvimento de
patologias de carater inflamatério crbénico (Graves, 2003). Desempenhando
importante papel em eventos inflamatdrios, destacam-se as Interleucinas e o Fator

de Necrose Tumoral.

2.1.2.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Dentre as linhagens celulares envolvidas no processo inflamatorio, os
macréfagos estdo presentes em maior populacao, sendo considerados a principal
fonte de producao de citocinas pré-inflamatérias (Artese et al., 1991; Matsuo et al.,
1992) e quase exclusivamente o produtor de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-
a) na presencga do LPS bacteriano (Beutler & Cerami, 1986).

TNF é estrutural e funcionalmente semelhante a linfotoxina, proteina
produzida por linfécitos ativados e que foi originalmente descrita por Williams &
Granger em 1984. A linfotoxina possui 30% de homologia com o TNF e também
ocasiona necrose tumoral "in vivo". Apesar da pouca semelhanga na seqiéncia de
aminoacidos, o TNF-a e a linfotoxina podem se ligar ao mesmo receptor na

superficie celular e tém varias acdes comuns. Desta forma, o produto derivado de
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macro6fagos foi denominado TNF-a e o derivado de linfocitos de TNF- (Grunfeld &
Palladino, 1990; Girardin et al., 1992). Nos processos infecciosos bacterianos, o
TNF-a é o mais estudado.

TNF- a é considerado o principal mediador inflamatdrio, por ser a primeira
citocina liberada pelas células do hospedeiro, ap6s contato com a bactéria ou seus
produtos. Além disso, desempenha papel-chave no desencadeamento e regulagéao
de outras citocinas pré-inflamatérias (Pezelj-Ribaric et al., 2007). Conforme foi
demonstrado em estudos com animais, a administracdo de TNF induz a sintese de
outros mediadores, como a IL-1 e IL-6, cuja liberacao ¢é inibida pela neutralizacéo
da atividade do TNF (Fong & Lowry, 1990). Esta citocina é uma molécula bioativa
de grande relevancia na producdo de metaloproteinases-1 (MMP1) pelos
macréfagos, bem como na inducao de reabsorcao 6ssea perirradicular (Tracey et
al., 1986).

2.1.2.2 Interleucina -1 (IL-1)

Interleucina-1 (IL-1) foi inicialmente descrita por Atkins, em 1960, como
pirogénio endogeno e em 1972, por Gery et al., como "fator ativador de linfocitos".
A propriedade deste produto de macréfagos em atuar como estimulador de
linfocitos originou o nome interleucina Os estudos moleculares confirmaram a
existéncia de pelo menos dois tipos de IL-1. Em 1985, March et al., descreveram a
clonagem do DNA de duas moléculas distintas de IL-1, a partir de macréfagos
humanos (IL-1a e IL-1B). As cadeias de aminoacidos destes dois tipos de IL-1
apresentam somente 26% de homologia entre si, porém reconhecem 0os mesmos
receptores na superficie celular e deflagram respostas biol6gicas semelhantes,
contudo, IL1- B é predominante (Le &Vilcek, 1987).

IL-1 é capaz de induzir a sintese e a liberagdo de mediadores como a IL-6
e IL-8 e levar ao aparecimento de hipotensdo, taquicardia, acidose lactica,

neutrofilia. Contudo, seu efeito biolégico mais consistente € 0 aumento da sintese
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de prostaglandina E, (PGE>) que possui a capacidade de sensibilizar nociceptores
(Van Deuren et al., 1992).

O sinergismo existente entre o IL-1 e TNF é um fenbmeno comumente
descrito na literatura (Dinarello et al., 1986; Crown et al., 1993; Martinho et al.,
2012). Claramente, ambas as citocinas sdo produzidas em sitos de inflamacao e,
desta forma, a interacdo de seus efeitos deve ser considerada quando avaliada a
severidade da doenga. Foi demonstrado que o TNF e IL-1 sdo capazes de induzir
alteracdes hemodindmicas e hematoldgicas tipicas do choque séptico e seus
efeitos sao mais potentes quando administrados juntos. Tanto o TNF como a IL-1
sdo capazes de determinar o aparecimento de febre, sendo que a IL-1 é
considerada a sua principal indutora (Hong et al., 2004). IL-1 potencializa varios
efeitos bioldégicos do TNF. Essa atuacao sinérgica parece ser importante na
ativacao da cascata de inflamacdo, provocando aumento da permeabilidade,
liberacao de o6xido nitrico, mediador da morte celular e ainda, hiperalgesia LPS-
induzida (Dinarello et al., 1986).

Particularmente, em quadros infecciosos em canais radiculares, altas
concentragdes de IL1-p e TNF-a sdo capazes de desenvolver um quadro de
pulpite e iniciar uma cascata da inflamagédo resultando em destruigdo tecidual
(Tani-Ishii et al., 1995; Hong et al., 2004; Martinho et al., 2011).

Estas citocinas pro-inflamatérias regulam a producdo de MMP-1 pelos
macrofagos, as quais induzem reabsorgdes periapicais (Prso et al., 2007; Pezelj-
Ribaric et al., 2007). Gazivoda et al. (2009) também demonstraram que na
patogénese da lesdo periapical, os niveis de TNF-a sdo altos em lesbes de
tamanhos maiores. Somado a isso, a alta producdo de TNF-a em lesbes grandes
pode estar associada as diferentes composicées do infiltrado inflamatério.
Resultados semelhantes foram encontrados por Pezelj- Ribaric et al., (2007) com
altas concentracées de TNF-a detectadas em lesdes periapicais com grandes
areas de radioluscéncia e baixas concentragcbes em lesbes periapicais com

pequenas areas de radioluscéncia.
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Como demonstrado por Artese et al. (1991), a progressdo da leséo
radiografica esta diretamente relacionada com a reabsorcdo déssea na regido
afetada. Estudos sugerem que IL- 1B, isoladamente, ndo €& responsavel pela
progressao da lesdo. Estudos recentes demonstram que nos sitios de inflamacéo
existe um complexo “network’ entre as diferentes citocinas produzidas, o que
permite a comunicacdo entre diferentes células envolvidas no processo
inflamatorio na potencializagédo de um efeito biol6gico (Martinho et al., 2012).

A destruicao dos tecidos periapicais mediada por IL1- B e TNF- a, parece
estar diretamente relacionada com niveis elevados de endotoxinas presente nos

canais radiculares.

2.1.3 Endotoxinas em canais radiculares

A partir das observagdes de que produtos derivados de macréfagos eram
liberados na circulagado apds o contato com endotoxina levando a indu¢cao de um
efeito bioldgico, varios estudos foram realizados com o intuito de se investigar a
concentracao destas em canais radiculares e seu papel na modulagao da resposta
imune, visando contribuir para o entendimento das manifestagcdes clinicas
pulpares e perirradiculares.

Com o propdsito de detectar e quantificar endotoxinas em amostras clinicas,
o método frequentemente utilizado é o Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (Martinho
et al,, 2011). O Método LAL deriva de uma cascata de coagulagcdo enzimatica
sendo ativado pela presenca de endotoxinas de bactérias Gram-negativas. Este
método consiste em derivados da hemolinfa do caranguejo-ferradura (Limulus
Polyphemus) que, quando exposto a molécula de endotoxina tem sua opacidade e
viscosidade aumentadas, tornando-se um gel de consisténcia endurecida. A
formacao do coagulo ocorre como resultado de uma reacdo enzimatica entre a
endotoxina e uma proteina coagulavel presente na circulacdo do amebdcito
Limulus (Levin & Bang, 1968). O Fator C (FC), o primeiro componente da cascata,
€ um zimogénio que é ativado pela ligacdo de endotoxina (LAL ativado), este, por

14



sua vez, ativa uma pré-enzima (coagulase) que transforma coagulogénio em
coagulina. Esta via ativa uma enzima pro-cloagulante em uma enzima coagulante.

Baseados nesse principio existem diversos testes para deteccao e
quantificagdo de endotoxinas, apresentando variagées de suas propriedades. Os
primeiros estudos em Endodontia utilizaram testes qualitativos para deteccéo de
endotoxinas, pela evidéncia de geleificacdo (Gel clot LAL assay) da amostra em
contato com o LAL (Schein & Schilder, 1975; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al.,
2007). Neste método, sdo colocadas amostras dos canais radiculares juntamente
com o reagente do LAL em tubos apirogénicos. Esses tubos sdo levemente
agitados, permanecendo em banho-maria a 37° C durante 1 hora. Apds esse
periodo é verificada a formagéo ou ndo do gel inclinando-se os tubos por meio de
analise qualitativa.

Com o intuito de aprimorar a mensuragcdo e acuracia de deteccao de
endotoxinas em canais radiculares, testes quantitativos vém sendo empregados:
teste cromogénico endpoint (QCL-test) (Martinho & Gomes, 2008; Jacinto et al.,
2005; Khabbaz et al., 2001; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009); cinético
cromogénico (KQCL-test) (Rocha et al., 2009; Oliveira et al., 2007; Cardoso et al.,
2008) — ambos os testes colorimétricos determinam os niveis de endotoxina pela
intensidade de cor amarela; e por fim, o teste cinético turbidimétrico (Martinho et
al., 2010; Liu et al., 2009), o qual resulta em aumento na turbidez do substrato. As
densidades da cor amarela e da turbidez estdo correlacionadas com a
concentracéo de endotoxina (Chen, 2006; Martinho et al., 2011).

Enquanto o teste cromogénico endpoint (QCL-test) possui um limiar de
sensibilidade baixo (limite de deteccao: 0,1-1 unidades de endotoxina/mL {EU/mL})
para determinacdo da concentracdo de endotoxinas em uma amostra, os testes
cinético cromogénico (KQCL-test) (limite de detecgao: 0,005-50 EU/mL) e cinético
turbidimétrico (0,01-100 EU/mL) apresentam maior sensibilidade de deteccao.
Quanto menor a concentracdo de endotoxina detectavel, mais sensivel é o teste

(Chen, 2006). Em contrapartida, os testes cinéticos necessitam de um tempo
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maior de duracdo do experimento (60 min x 16 min para o teste cromogénico
endpoint).

De acordo com a literatura endodéntica, todos estes testes sdo sensiveis
para deteccao de endotoxinas em infec¢des endoddnticas primarias, uma vez que
endotoxinas foram detectadas em 100% dos casos (Khabbaz et al., 2001; Jacinto
et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes et al., 2008; Gomes et al.,
2009; Martinho et al., 2011; Oliveira et al., 2012). Entretanto, Martinho et al. (2011)
compararam a precisdo e reprodutibilidade de diferentes testes de deteccdo de
endotoxina de infec¢gdes endodbnticas primarias. Amostras do canal radicular de
21 dentes com necrose pulpar e periodontite apical foram coletadas com cones de
papel antes do preparo quimico-mecéanico. A mesma amostra foi analisada por
trés diferentes testes de deteccao: cromogénico endpoint (QCL), cinético
cromogénico (KQCL) e cinético turbidimétrico (Pyrogent® 5000). Todos os trés
testes de LAL foram eficazes na deteccdo de endotoxina do canal radicular.
Independentemente do teste utilizado, endotoxinas foram detectadas em 100%
dos canais radiculares (21/21). O teste KQCL obteve uma mediana de
concentragdo de endotoxina de 7,49 EU/mL, porém n&o significativamente
diferente do teste turbidimétrico (9,19 EU/mL) (ambos métodos cinéticos). Em
contraste, o método QCL mostrou obteve uma mediana de concentragao de 34,20
EU/mL (p < 0,05). A comparacéao dos trés métodos revelou que ambos os testes
turbidimétrico (Pyrogent® 5000) e cinético cromogénico (KQCL) foram mais
precisos, apresentando melhor reprodutibilidade. Este estudo revelou que os
testes quantitativos de LAL cinético turbidimétrico e cinético cromogénico sao mais
fidedignos para quantificagdo de endotoxinas em infecgbes do canal radicular,
sendo ambos mais precisos € mais reprodutiveis quando comparados ao teste
cromogénico endpoint (QCL).

Diversos estudos foram conduzidos para investigagdo da presenga de
endotoxinas em infecgdes endodbnticas primarias e determinacdo de sua

concentragao inicial (Tabela 1).
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Tabela 1. Estudos prévios de quantificagdo de endotoxinas em canais radiculares

utilizando diferentes testes de quantificagcéo.

Autores

Selecédo dos casos

Método LAL / Teste

Concentracdo de
endotoxina

Jacinto et al., 2005

Jacinto et al., 2005

Schein & Schilder, 2006
Schein & Schilder, 2006
Schein & Schilder, 2006
Schein & Schilder, 2006

Vianna et al., 2007

Martinho & Gomes, 2008

Martinho et al., 2010

Martinho et al., 2011

Martinho et al., 2011

Oliveira et al., 2012

Necrose pulpar +
Lesao periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Lesao periapical
(Sintomatica)
Polpa vital

Pulpite Irreversivel
(Sintomatica)
Necrose pulpar
(Assintomatica)
Necrose pulpar
(Sintomatica)
Necrose pulpar +
Leséo periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Leséo periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Leséo periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Leséo periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Leséo periapical
(Assintomatica)
Necrose pulpar +
Lesao periapical
(Assintomatica)

Cromogénico endpoint
(QCL)

Cromogénico endpoint
(QCL)

Cromogénico endpoint
(LAL)
Cromogénico endpoint
(LAL)
Cromogénico endpoint
(LAL)
Cromogénico endpoint
(LAL)
Cromogénico endpoint
(QCL)

Cromogénico endpoint
(QCL)

Cinético Turbidimétrico
(Pyrogent®5000)

Cinético cromogénico
(KQCL)

Cromogénico endpoint
(QCL)

Cinético cromogénico
(KQCL)

12,030 EU/mL

18,540 EU/mL

0,007 pg/mL
0,075 pg/mL
0,192 pg/mL
1,070 pg/mL

151, 61 EU/mL

228 EU/mL

9,19 EU/mL

7,49 EU/mL

34,20 EU/mL

6,95 EU/mL
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Quantificar endotoxinas e investigar sua relacdo com sinais e sintomas de
origem endodéntica tem sido alvo de diversos estudos.

Khabbaz et al. (2001) investigaram a presenca de endotoxina em dentes
com dor aguda de origem pulpar. Foram realizadas 24 coletas da superficie da
lesdo cariosa em dentes com pulpite irreversivel e reversivel de 9 molares e 15
pré-molares. Os dentes foram divididos em 3 grupos: sintomaticos com presenca
de lesdo cariosa (n=9), assintomaticos com presenga de lesdo cariosa (n=11) e
grupo controle sem carie (n=4). A quantificagdo de endotoxina foi realizada pelo
método quantitativo cromogénico endpoint (QCL). Os resultados indicaram a
presenca de endotoxina em niveis mais elevados nos casos sintomaticos, valor
médio de 0,15773 ng/mL, quando comparado aos casos assintomaticos, com valor
médio de 0,10723 ng/mL; os dentes do grupo controle, estavam livres da presenca
de endotoxina. Nos dentes sintomaticos (pulpite irreversivel), endotoxina foi
encontrada na superficie € em camadas mais profundas de carie, nos respectivos
valores 0,15078 e 0,12111 ng mL", o qual foi significantemente maior na
superficie do que em profundidade. Nos dentes assintomaticos, a concentragdo de
endotoxina presente na superficie e em camadas mais profundas de lesdes
cariosas foram detectadas nos valores de 0,122091 e 0,07163 ng mL""
respectivamente. Os resultados também demonstram que a concentracdo de
endotoxina foi maior na superficie de dentes sintométicos com lesdo cariosa
quando comparado aos dentes assintomaticos (0,15078 e 0,12091 ng mL™,
respectivamente). Similarmente, maior quantidade de endotoxina estava presente
em camadas profundas das lesbGes cariosas de dentes sintomaticos quando
comparada aos dentes assintomaticos (0,12111 e 0,07163 ng mL" |
respectivamente). Os autores concluiram com o estudo, que endotoxina estavam
presentes em lesdes cariosas de dentes sintomaticos e assintomaticos; a
quantidade de endotoxina foi significante maior na superficie do que em camadas
profundas da dentina cariada; e maior concentragdo de endotoxina estava

presente nos casos sintomaticos quando comparado aos assintoméaticos.

18



Nelson-Filho et al. (2002) investigaram in vivo a regido apical e periapical
de dentes de caes inoculados com LPS de Escherichia coli. Ap6s a remogao da
polpa de 60 pré-molares, os dentes foram divididos nos seguintes grupos
experimentais: G1 (n=20) incoculados com endotoxina, G2 (n=20) preenchidos
com endotoxina e hidroxido de calcio, G3 preenchido com solugédo salina, e G4
canal vazio. Dez dentes foram utilizados para cada grupo controle. Ap6s 30 dias,
foram observadas lesbes periapicais similares nos grupos 1 e 4; e lamina dura
intacta nos grupos 2 e 3. Os autores concluiram que a endotoxina bacteriana foi
capaz de causar lesao periapical visivel radiograficamente, e que o hidréxido de
célcio foi capaz de neutralizar o LPS bacteriano.

Silva et al. (2002) avaliaram histopatologicamente os tecidos apicais e
periapicais em 30 dentes de caes, inoculados com endotoxina de Escherichia coli
associada ao hidroxido de calcio. O grupo 1 (n=10) foi inoculado com 0,1 mL de
endotoxina e o grupo 2 (n=10) foi inoculado com 0,1 mL endotoxina associada ao
hidréxido de calcio. Para o controle negativo (n=5) foi utilizado soro fisiolégico
estéril e para o controle positivo (n=5), as raizes ficaram expostas a cavidade oral
durante cinco dias consecutivos. A intensidade e tipo do infiltrado inflamatério,
espessamento do ligamento periodontal e a presenca de reabsorcdao dos tecidos
mineralizados foram analisados. O grupo 1 apresentou intenso infiltrado
inflamatério nas duas regides; reabsorcdo cementaria € um predominio de
neutrofilos proximo ao apice e em uma regiao mais periapical, a presenca de
neutréfilos e macréfagos. Para o grupo 2, 18 das 20 raizes apresentaram a regiao
apical e periapical com caracteristicas de normalidade. Areas de reabsorcdo
Ossea foram observadas em apenas dois casos. Para o controle negativo, 0 0sso
alveolar, cemento e ligamento periodontal estavam normais. Para o controle
positivo, 0 cemento radicular apresentou irregularidades e um concentrado celular
inflamatério proximo a abertura apical. Os resultados demonstraram que o LPS
bacteriano é capaz de induzir e desenvolver lesdo periapical, em dentes de caes;
sugerindo ainda, que o hidréxido de calcio é capaz de inibir a acdo toxica da

endotoxina, in vivo, mesmo em altas concentragdes.
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Jacinto et al. (2005) quantificaram endotoxinas em canais radiculares com
infeccdo endodontica primaria e investigaram a relacao entre sua concentragéao e
sinais/sintomas clinicos de origem endodéntica. Amostras foram coletadas de 50
dentes. Técnicas anaerdbias foram utilizadas para determinagdo do numero de
colénias formadas. Para quantificacdo de endotoxina, foi utilizado o teste
quantitativo cromogénico endpoint (QCL). Em todos os casos foram detectados
micro-organismos e endotoxina. Os casos sintomaticos apresentaram um numero
maior de unidades formadoras de colénias (1,43x10°) e uma concentracdo maior
de endotoxina (18540,0EU/mL) do que os casos assintomaticos (9,1x10* e
12030,0 EU/mL). Estes achados embasam a correlagao entre a concentracao de
endotoxina e a presencga de sinais e sintomas clinicos.

Schein & Schilder (2006) quantificaram endotoxinas através do teste
quantitativo cromogénico endpoint (QCL) de amostras coletadas em canais
radiculares de 40 dentes. Os dentes foram divididos em grupos: dentes vitais e
assintomaticos (n=10), dentes vitais e sintomaticos (n=10), dentes despolpados e
assintomaticos (n=10) e dentes despolpados e sintomaticos (n=10); e
radiograficamente: dentes com presenca de lesédo periapical (n=23) e auséncia de
lesdo periapical (n=17). Os dentes vitais/ assintomaticos apresentaram menor
média quando comparado aos dentes vitais/sintomaticos (0,007 e 0,075 ug Et/mL,
respectivamente). Os dentes despolpados/ assintomaticos por sua vez,
apresentaram maior concentracdo de endotoxina (0.192 pg Et/mL) quando
comparados com os dentes vitais. Entre os dentes despolpados, os sintomaticos
apresentaram maior concentracao de endotoxina do que os assintomaticos (0,192
e 1,070pg Et/mL, respectivamente). Em resumo, os dentes com sintomatologia
clinica e presenca de lesdo periapical apresentaram maior concentracao de
endotoxina.

Recentemente, Gomes et al. (2012) avaliaram comparativamente os niveis
de bactérias anaerdbias Gram-negativas e endotoxinas encontrados em infecgdes
endoddnticas primaria e secundaria com periodontite apical, correlacionando os
niveis de LPS com achados clinicos/radiograficos. Foram coletadas amostras de
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15 canais radiculares com infec¢des primarias e 15 com infec¢cées secundarias,
utilizando cones de papel estéril/apirogénico. O teste cinético turbidimétrico de
LAL foi usado para quantificar endotoxinas e PCR Simples (16S rDNA) foi usado
para investigacdo bacteriana. Endotoxinas foram detectadas em 100% das
amostras endodonticas coletadas em infeccées primarias (15/15) e infeccbes
secundarias (15/15) com mediana de 7,49 EU/mL e 3,96 EU/mL, respectivamente
(p < 0,05). Os niveis de endotoxinas encontrados na presenca de sintomas
clinicos foram significativamente maiores do que em dentes assintomaticos com
infecgbes primérias (p < 0,05). Correlagdo positiva foi encontrada entre os niveis
de endotoxinas e tamanho da area radioltcida periapical (> 3 mm) (p < 0,05).
Prevotella nigrescens (10/15, 4/15), Fusobacterium nucleatum (5/15, 1/15),
Treponema denticola (3/15, 1/15) e Treponema socranskii (5/15, 1/15) foram
detectados em dentes com infecgbes primaria e secundaria, respectivamente. P.
endodontalis estava presente apenas em dentes com infecgcées primarias (5/15).
Pode-se concluir que, dentes com infecgbes endodbnticas priméarias apresentaram
niveis mais elevados de endotoxinas e uma comunidade bacteriana gram-negativa
mais complexa do que dentes com infeccbes secundarias. Além disso, 0s niveis
de endotoxinas foram relacionados com a severidade da destruicao éssea nos
tecidos periapicais, bem como o desenvolvimento das caracteristicas clinicas em
dentes com infec¢des primarias.

Foi demonstrado que a rede de citocinas produzidas em resposta ao
estimulo nocivo revela a complexa atividade antigénica do contetudo presente em
canais radiculares infectados (Martinho et al.,, 2012). Devido a alta citotoxicidade
do LPS contra tecidos periapicais, via ativagdo do sistema imune, na produgéo de
citocinas pro-inflamatérias, surgiu a hipotese de existir uma maior producdo de
citocinas pro-inflamatérias quanto mais elevada a concentragdo de endotoxinas.

O padrao de resposta inflamatéria determinado pela expressdo e
producgéo de citocinas vem sendo investigado por iniumeros trabalhos na literatura
visando um melhor entendimento da imunopatologia das infecgdes endoddnticas
(Jiang et al., 2003; Hong et al., 2004; Prso et al., 2007; Silva et al., 2009; Bodet &
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Grenier, 2010; Maekawa et al., 2011; Martinho et al., 2011; Martinho et al., 2012;
Oliveira et al., 2012).

Ataoglu et al. (2002) dosaram os niveis de IL-13 e TNF-a em exsudatos
periapicais e sua relagdo com achados clinicos e radiograficos de 35 canais
radiculares. Foram coletados exsudatos periapicais com pontas de papel
absorvente. Niveis de TNF-a e IL-1 B foram determinados pelo ensaio
imunoenzimatico ELISA. As amostras foram divididas em dois grupos, conforme a
presengca ou auséncia de sinais clinicos, incluindo edema e/ou fistula, dor a
palpacdo ou percussao e presenca de pus intracanal. Amostras do exsudato
periapical foram divididas em dois grupos de acordo com o tamanho da area de
radioluscéncia periapical. A concentracdo média de IL-1beta (72,79 ng mL™") em
exsudatos foi aproximadamente 12 vezes superior aos niveis de TNF-a (6,17 ng
mL-"). Ndo houve correlagdo significativa entre estas citocinas (P > 0,05). Niveis
de IL-1 B em canais com maiores areas de radioluscéncia foram significativamente
maiores do que aqueles com pequenas areas (P < 0,05). Houve uma tendéncia de
niveis mais elevados de IL-1 B em grupos com sinais clinicos, embora sem
diferengas significativas (P > 0,05). Os autores concluiram que niveis de exsudato
periapical de ambas citocinas néo refletem o estado de doenca periapical.

Hong et al. (2004) investigaram a acdo do LPS bacteriano nos tecidos
periapicais com relacdo a inducao de reabsorgao 6ssea. Polimixina B foi avaliada
no tratamento das lesdes periapicais. O LPS foi isolado de dois endodonto-
patdgenos, F. nucleatum e P. endodontalis. O LPS foi inserido em macroéfagos de
ratos (J744) para inducdo da produgdo de interleucina 1- a (IL-1 o) e fator de
necrose tumoral (TNF-a). Os resultados mostraram correlacédo dos niveis de LPS
com os niveis de citocinas. A polimixina B inibiu significativamente estes efeitos. O
LPS também estimulou a expressao génica da metaloproteinase 1 (MM-1) no J774.
Os anticorpos anti IL-1 a e TNF-a apresentaram diminuicdo de seus efeitos. A
administragdo de polimixina B reduziu as extensdes de reabsor¢cées dsseas e
simultaneamente o numero de fatores produtores de macréfagos MMP-1. Os
autores concluiram que a liberagcdo de LPS dos canais radiculares infectados
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estimula a sintese de IL-1 a e TNF-a pelos macréfagos. Estas citocinas pro-
inflamatorias regulam a produgdo de MMP-1 pelos macréfagos, as quais induzem
reabsorgdes periapicais.

Pezelj-Ribaric et al. (2007) avaliaram os niveis de TNF- a em exsudatos de
tecidos periapicais de dentes com periodontite apical e correlacionaram seus
niveis com achados radiograficos. Exsudato intracanal foi coletado de canais
radiculares de 60 dentes unirradiculares com auxilio de cones de papel absorvente
e o0s pacientes divididos em 3 grupos, de acordo com seus aspectos clinicos e
radiograficos: G1- 20 pacientes com dentes com periodontite apical crénica, com
dor intensa ou auséncia de dor, e tamanho da les&o periapical < 1cm; G2- 20
pacientes com dentes com periodontite apical crénica, com dor intensa ou
auséncia de dor, e tamanho da lesdo periapical > 1cm; G3- (controle) — 20
pacientes com sintomas de periodontite aguda acompanhada de dor intensa,
necrose pulpar e espessamento do ligamento periodontal observado
radiograficamente. Dosagem de TNF-a das amostras coletadas dos canais
radiculares foi realizada por meio do teste imunoenzimatico ELISA. Os resultados
demonstraram um aumento significante nos niveis de TNF-a de dentes com
patologia periapical nas lesées >1cm, 0 que estabelece um relacionamento entre
niveis de TNF- a e tamanho da les&o radiogréfica.

Prso et al. (2007) avaliaram a presenca de TNF-a e Interleucina-6 em
lesbes periapicais humanas. Amostras clinicas de dentes sintomaticos, presenga
de lesdes assintomaticas e dentes com tecidos periapicais sem inflamacéo
(controle) foram coletadas. No grupo dos dentes sintomaticos estavam incluidos
aqueles que apresentassem aspectos clinicos e radiograficos de existéncia de
patologia perirradicular, com presenca de reabsorcdo 6ssea e dor a percussao
e/ou a palpacao. No grupo das lesdes assintomaticas estavam incluidos os dentes
que apresentasse lesdes periapicais sem, no entanto, apresentar qualquer
sintomatologia a percussdao e/ou a palpacao. Os pacientes participantes deste
estudo foram submetidos a apicetomia para coleta dos tecidos periapicais. Apés a
excisdo, cada espécime foi dividido em duas partes; sendo uma destas utilizada
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para andlise histopatolégica e a outra utilizada para analise da presenca de
citocinas. Os resultados mostraram que o0s niveis de TNF-a foram
significantemente maiores em lesdes sintomaticas quando comparadas ao grupo
controle. O grupo das lesdes assintomaticas também diferiu estatisticamente do
grupo controle, mas nenhuma diferencga foi encontrada nos niveis de TNF- a entre
0s grupos das lesdes sintomaticas e assintomaticas. O mesmo ocorreu com as
concentragdes de IL-6. Assim, os autores concluem que as lesdes sintomaticas
representam o estagio ativo da doencga, e as lesdes assintomaticas representam o
processo da doenca em evolucédo, além de afirmarem que o TNF-a e a IL-6
possuem um papel importante na patogénese da reabsorcao 6ssea.

Silva et al. (2009) estudaram a presenca, localizacado, distribuicao e
concentragdo de citocinas inflamatérias em polpas saudaveis e inflamadas,
através de imunohistoquimica e teste ELISA. Vinte polpas, obtidas a partir de
terceiros molares saudaveis (n = 10) e de pulpectomias (n = 10) foram utilizadas
para o estudo. Em cultura de células de fibroblastos obtidos de polpas dentarias
saudaveis LPS de Escherichia coli foi inoculado para estimular a producgéao de IL-
18 e IL-8. Os resultados foram avaliados através do teste de ELISA. De acordo
com os resultados, os autores afirmam que, imunohistoquimicamente, as polpas
inflamadas apresentaram-se fortemente marcadas para citocinas inflamatérias,
enquanto as polpas saudaveis ndo apresentaram nenhuma marcagdo. O teste
ELISA detectou altos niveis de ambas as citocinas, cujos fibroblastos estimulados
por LPS produziram maior quantidade de citocinas do que as células saudaveis do
grupo controle. Assim, conclui-se que polpas inflamadas apresentam valores mais
altos de IL-1B e IL-8, quando comparadas a polpas saudaveis.

Bodet & Grenier (2010) investigaram a resposta inflamatéria provocada
pelas espécies bacterianas Tannerella forsythia, Treponema denticola e
Porphyromonas gingivalis e seus lipopolissacarideos (LPS), individualmente e em
combinacdo no sangue de pacientes com periodontite crénica. Amostras de
sangue foram coletadas de 7 pacientes com periodontite e entdo estimuladas por
LPS para producgéo de interleucina IL-1beta, IL-6, IL-8, e fator de necrose tumoral

24



alfa (TNF-a). A dosagem destas citocinas foi realizada pelo ensaio
imunoenzimatico- ELISA. Foram detectados elevados niveis de IL-1beta, IL-6, IL-8
e TNF-alfa produzidos pela populagdo mista de leucdcitos de pacientes com
periodontite. Além disso, LPS da espécie P. gingivalis, LPS de T. denticola e LPS
de T. forsythia atuaram em sinergia para induzir altos niveis de IL-1beta e TNF-
alfa. Este estudo sugere que estas bactérias podem contribuir para a resposta
imunodestrutiva do hospedeiro, caracteristica de periodontite, através de efeitos
sinérgicos de seus LPS na resposta inflamatéria induzida por uma populagcéao
mista de leucécitos.

Skovbjerg et al. (2010) demonstraram que bactérias Gram-positivas
induzem a producéao de niveis mais elevados de interleucina-12 (IL-12), interferon-
gama (IFN-y) e tumor fator de necrose (TNF) em células mononucleares no
sangue periféico (PBMC) do que bactérias Gram-negativas. PBMC de doadores
de sangue foram incubados com bactéria inativada UV representando 37 espécies
de cinco filos. IL-12, TNF, IL-1beta, IL-6, IL-8 e IL-10 foram dosados nos
sobrenadantes apdés 24h e IFN-gama ap6s 5 dias. Bactérias Gram-positivas
induziram a produgao de IL-12 (nove vezes mais em media) e IFN-y (sete vezes),
TNF mais (trés vezes) e IL-1beta (1,5 vezes) do que fez as Gram-negativas. Por
sua vez, estas induziram IL-6 (1,5 vezes), IL-8 (1,9 vezes) e IL-10 (3,3 vezes) do
que fizeram Gram-positivos. Os resultados confirmam a diferenga fundamental na
resposta imune inata as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que aponta
provavelmente nas diferengas na estrutura da parede celular dessas bactérias.

Martinho et al. (2010b) investigaram o perfil microbiano e niveis de
endotoxina em infeccbes endodbnticas primaria associadas a periodontite apical.
A antigenicidade do conteudo infeccioso foi avalivada contra macréfagos na
producdo de IL-18 e TNF-a, correlacionando seus niveis aos achados clinicos e
radiograficos. Foram coletadas amostras de 21 canais radiculares com infec¢ao
endoddntica primaria e periodontite apical. PCR (16S rDNA) foi usado para a
deteccao de bactérias-alvo. O método cinético turbidimétrico de LAL foi utilizado

para determinar a concentracao de endotoxinas. A concentracdo de IL-13 / TNF-a
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em sobrenadantes de macréfagos foram dosados através do Duoset-kit (ELISA).
Os resultados demonstraram que Prevotella nigrescens (13/21), Porphyromonas
endodontalis (6/21) e Treponema socranskii (6/21) foram as espécies Gram-
negativas mais frequentemente detectadas. A presenca de fistula (2/21) foi
associada a presenga de Filifactor alocis (p < 0,05). Foi encontrada uma
correlacao entre o nimero de bactérias Gram-negativas e os niveis de IL-1 B/TNF-
alfa (p < 0,05). Elevados niveis de endotoxinas foram correlacionados a
concentragdo de TNF-a (p < 0,05). Niveis mais elevados de IL-1 3 e niveis de
endotoxinas foram relacionados ao tamanho da lesao periapical (p < 0,05). Os
autores concluiram que a antigenicidade do conteudo endodoéntico ndo esta
relacionado apenas com a quantidade de endotoxinas encontradas no canal
radicular, mas também ao numero de espécies diferentes de bactérias Gram-
negativas envolvidas na infecgdo. Além disso, um tamanho maior (>2 mm) da
leséo periapical foi relacionada a IL-1 3 e a concentracao de endotoxinas.

Martinho et al. (2011) investigaram a presenca de diferentes espécies
bacterianas Gram-negativas e niveis de endotoxinas em dentes com infec¢do
endoddntica primaria associada a periodontite apical, determinando sua
antigenicidade contra macrofagos através da producdo de prostaglandina E»
(PGE>). Foram coletadas amostras de 21 canais radiculares com necrose pulpar e
presenca de lesao periapical. Reacao em cadeia da polimerase (PCR 16S rDNA)
foi usada para deteccdo bacteriana e o método de LAL para quantificagcdo de
endotoxinas. Os niveis de PGE> em sobrenadantes de macréfagos foram dosados
através do Duoset-kit (ELISA). As espécies mais frequentemente detectadas
foram Prevotella nigrescens (13/21), Fusobacterium nucleatum (6/21), e
Porphyromonas endodontalis (6/21). Uma associacao positiva foi encontrada entre
F. nucleatum e P. endodontalis (p< 0,05.). Foi encontrada associacao significativa
entre o numero de espécies bacterianas Gram-negativas e niveis de endotoxinas,
assim como niveis de PGE: (p < 0,05). Niveis elevados de endotoxina foram
detectados em dentes com exsudagdo. Maior concentracdo de PGE, foi
encontrada em dentes com dor a percussao e a palpacao. Os autores concluiram
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que a presenca de sintomatologia clinica dolorosa em infeccbes endodonticas
primarias esta relacionada a altos niveis de endotoxinas e PGE,.

Martinho et al. (2012) investigaram o perfil bacteriano e possiveis
correlacées entre achados clinicos e radiograficos de infeccoes endoddnticas
primarias associada a periodontite apical (PEIAP) com niveis de Interleucina IL1-[3,
Fator de Necrose tumoral- alfa, IL-6, IL-10, prostaglandina E> (PGE2) e suas
associagdes produzidas por macréfagos. Amostras de 21 canais radiculares com
PEIAP foram coletas usando cones de papel estéril/apirogénico. Dados quanto a
presenca de exsudato (EX), dor a palpagdo (POP), dor a percussao (TTP), e
tamanho da lesdo radiografica (SRL) foram registrados. A investigacao
microbioldgica foi realizada através de PCR Simples 16S rDNA e a quantificacao
de endotoxinas determinadas pelo método de LAL. Linhagem de macréfagos RAW
264.7 foi estimulada com conteudo endodéOntico durante 24hs. Niveis de IL-1p,
TNF-a, IL-6, IL-10 e PGE, foram dosados pelo método de ELISA. Os dados foram
avaliados por correlacado de regressdes multiplas. Bactérias e endotoxinas foram
detectadas em 100% das amostras. IL-6 e TNF-a foram positivamente
correlacionados com SRL e EX, respectivamente (p < 0,05). Associagcéo positiva
foi encontrada entre EX e PGEy, IL-1B, e TNF-a (p < 0,05), IL-6 e PGE, foram
positivamente correlacionados a POP, entretanto nao foi encontrada associacao a
SRL (p < 0,05). Os autores sugeriram diferentes fungdes para cada citocina no
desenvolvimento da periodontite apical, cujos efeitos de suas interagbes
repercutem na presencga de sinais/sintomas e achados radiograficos manifestados
em infec¢des endodonticas.

De Brito et al. (2012) avaliaram a expressdo de mRNA de genes CD4(+),
CD28(+) e CD8(+)T e a expressao de Interferon-y, TNF-a, interleucina (IL)-1 B, IL-
17A, IL-10, CCL2/MCP-1 CCL4, CCL5, CXCR4, CCR5 e receptor ativador para o
fator nuclear ligante de kappa B (RANKL) em amostras coletadas da regido
periapical de infec¢des endodbdnticas. As amostras foram coletadas imediatamente
apos o preparo do canal radicular e 7 dias depois para caracterizar as expressdes
do genes investigados. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real
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time-PCR) demonstraram niveis significativamente mais altos de marcadores
CD4(+)CD28(+) e CD8(+) T, e de IL-10 e CXCR4 imediatamente apds o preparo,
seguido por um decréscimo dos niveis de RANKL, interferon-y, IL-1 B e CCLS5
apods 7 dias. Analise da expressao dos linfocitos T e citocinas na area periapical
foram capaz de mostrar que condi¢coes distintas do canal radicular podem
desempenhar um papel regulador no controle de processos imune/inflamatérios
locais.

Devido ao potencial inflamatério de LPS em estimular a produgéo de
diferentes citocinas inflamatérias, sua remocao e/ou eliminacdo dos canais
radiculares durante a terapia endodéntica deve ser considerada para contribuir
com o processo de reparo dos tecidos periapicais.

O melhor e mais seguro método utilizado para descontaminar o canal
radicular é a criteriosa limpeza do contedudo necrético-séptico através da
combinacao dos atos operatoérios de instrumentacao do canal radicular, irrigacao e
sua devida aspiragédo. O preparo do canal radicular é dividido, de maneira didatica,
em meios quimicos, por intermédio das substancias quimicas auxiliares; meios
fisicos, que € o ato simultaneo de irrigar, aspirar e inundar o canal radicular com a
solugdo irrigadora indicada e meios mecéanicos, que € ato operatorio de
instrumentacao dos canais radiculares (Schilder, 1974).

A instrumentacao mecéanica possui a capacidade de reduzir em até 90% o
numero de células bacterianas do interior do canal radicular (Siqueira et al.,
1999a; Dametto et al., 2002; Berber et al., 2005). Contudo, mesmo que a eficacia
de descontaminacao pela acdo mecanica dos instrumentos endoddnticos tenha
sido comprovada, esta por si sé é incapaz de promover completa desinfeccao de
regides do espaco endoddntico devido as complexidades anatdémicas do sistema
de canais radiculares (Biffi & Rodrigues, 1981; Bystrdm & Sundquist, 1983). E
importante ressaltar a necessidade da utilizagdo de substancias quimicas
auxiliares durante o preparo quimico-mecanico com o intuito de promover uma
significativa reducdo dos depédsitos bacterianos e de endotoxinas nos canais
radiculares, além de lubrificacdo do canal durante a acdo de corte dos
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instrumentos, controle da exsudacao, dissolucao do tecido pulpar necrosado e
remocao da “smear layer’ (Spangberg, 1982; Bystrom & Sundqvist, 1983; Martinho
& Gomes, 2008).

2.2 Substancias quimicas auxiliares

2.2.1 Hipoclorito de sédio

A partir da introdugdo do hipoclorito de sodio (NaOCI) como solugéo
irrigadora em Endodontia (Walker, 1936), esta substancia quimica vem sendo
amplamente utilizada em diferentes concentracées durante o preparo dos canais
radiculares.

A acao antimicrobiana do hipoclorito de sbédio ocorre devido ao seu
equilibrio dindmico, demonstrado na seguinte reacdo quimica: NaOCIl + H20 «
NaOH + HOCI « Na+ + OH- + H+ + OCI- O NaOCI (hipoclorito de sédio, sal) reage
com molécula de agua (H20) formando NaOH (hidréxido de sédio, base forte) e
HOCI (acido hipocloroso, acido fraco). O hidréxido de sédio atua como solvente
organico e de gordura, formando sabdo (reacdo de saponificagdo). O acido
hipocloroso possui efeito antimicrobiano por liberar cloro nascente, que se liga ao
grupamento NH2 dos aminoacidos, formando as cloraminas, interferindo no
metabolismo celular. Além disso, inibe a fungdo enzimatica bacteriana por
oxidagéo irreversivel dos grupos SH (sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais
(Vianna, 2002).

O NaOCI é conhecido por sua excelente atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos encontrados no interior do sistema de canais radiculares
(Bystrém & Sundqvist ,1983; Hauman & Love, 2003; Berber et al., 2006). Estudos
demonstram sua efetiva agdo antimicrobiana (Gomes et al., 2001; Ferraz et al.,
2001, Vianna et al., 2004) e sua capacidade de dissolugcdo de tecido organico
(Bealtz et al., 2003; Naenni et al., 2004); dentre outras propriedades, tais como

desodorizante, acdo clareadora, lubrificante, baixa tensdo superficial, e sua
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capacidade de promover saponificagdo de lipidios (Grossman et al., 1941;
Bloomfield & Miles, 1979).

Entretanto, as substdncias quimicas auxiliares nao apresentam
seletividade para atuar apenas sobre microrganismos, podendo também, gerar
efeitos tdxicos para as células vivas do hospedeiro. A toxicidade do NaOCI esta
diretamente relacionada a sua concentracdo (Hulsman & Hahn, 2000; Ferraz et al.,
2001; Tanomaru-Filho et al., 2002). Embora apresente pronunciada citotoxicidade
(Pashley, 1985), este efeito € minimizado desde que a solugdo seja mantida no
interior do canal radicular, sem que extravase para os tecidos periapicais (Sabala
& Powell, 1989). Quanto a capacidade de remogao da smear layer, esta, tem se
mostrado deficiente, uma vez que o NaOCI age apenas na sua por¢ao organica
superficial, que representa a menor por¢do constituinte da lama dentinaria
formada apds a instrumentacao (Berg et al., 1986; Baumgartner & Mader, 1987).
Entretanto, quando associado ao uso de um agente quelante, como o &cido
etilenodiamino tetracético (EDTA) (White et al., 1984; Baumgartner & Mader 1987),

a remocgao da smear layer € potencializada.

2.2.2 Clorexidina

Tendo em vista algumas desvantagens do hipoclorito de sodio, a
clorexidina inicialmente utilizada na Periodontia, passou a ser utilizada em
Endodontia como substancia irrigadora, como alternativa ao NaOCI, devido a sua
biocompatibilidade e por apresentar agdo antimicrobiana similar ao NaOCI contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Jeansonne & White, 1994).

Quimicamente, a clorexidina €& uma molécula catidbnica simétrica,
composta por dois anéis simétricos 4-clorofenil e dois grupos bisguanida
conectados por um anel central de hexametileno. A forma mais estavel de
preparacgao é na forma de sal de digluconato por ser altamente sollvel em agua, e
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quando em pH fisiol6gico dissocia-se facilmente, liberando componentes bioativos
carregados positivamente (Rodlla & Melsen, 1975).

Hennessey (1973) relata que a interagdo da clorexidina com as células
bacterianas ocorre devido a: a) aderéncia a parede celular; b) alteracdo da
permeabilidade da membrana celular; c) precipitacdo e coagulacdo do conteudo
citoplasmatico. Esta agdo ocorre devido a aderéncia das moléculas catibnicas de
clorexidina as paredes celulares dos microrganismos, que sao carregadas
negativamente, alterando a permeabilidade da membrana celular, o que resulta na
perda dos componentes intracelulares e no desequilibrio osmético da célula.

Em baixa concentragéo a clorexidina promove a saida das substancias de
baixo peso molecular, como o potassio e o fosforo, exercendo assim o efeito
bacteriostatico. Em alta concentracdo promove o efeito bactericida, pela
precipitacdo ou coagulacdo do conteudo citoplasmatico, resultando na morte
celular (Fardal & Turnbull, 1986). O efeito bacteriostatico da clorexidina é
considerado o mais importante porque a ligagdo da molécula de clorexidina é
liberada lentamente em baixas quantidades (Fardal & Turnbull, 1986).

Diferentes propriedades s&o atribuidas a clorexidina, tais como: amplo
espectro antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
anaerdbias, facultativas e aerdbias, leveduras e fungos (Hennessey, 1973;
Greenstein et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Ferraz et al., 2001; Vianna et al.,
2004; Dametto et al., 2005); especificamente frente a Candida albicans (Waltimo
et al., 1999); relativa auséncia de toxicidade (Greenstein et al., 1986); capacidade
de adsorcao pela dentina e lenta liberacao da substancia ativa, o que prolonga sua
substantividade residual, de 48 a 72 horas (Jeansonne & White, 1994; White et al.,
1997) e de 7 (Dametto et al., 2005) a 12 dias ap6s a instrumentacado do canal
radicular (Rosenthal et al., 2004). No entanto, a clorexidina ndo possui capacidade
de dissolucéo tecidual (Abou-Rass & Piccinino, 1982; Jeansonne & White, 1994).
Estudos mostraram que ambas as formas de apresentacdo desta substancia,
solucdo aquosa ou gel, n&o sdo capazes de dissolver o tecido pulpar (Ferraz et al.,
2001; Marley et al., 2001; Okino et al., 2004).
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Por outro lado, Ferraz et al. (2001) demonstraram por meio de analise por
microscopia eletronica de varredura que a instrumentacdo do canal radicular
utilizando clorexidina gel 2% como substancia quimica auxiliar produziu superficie
dentinaria mais limpa quando comparado a outros irrigantes, comumente
utilizados, tais como hipoclorito de sédio e gluconato de clorexidina na forma
liquida e apresentou capacidade antimicrobiana comparavel as outras substancias
testadas. As propriedades mecanicas do gel parecem ser o principal fator para
essa diferenga, uma vez que, devido a sua viscosidade, previniu a formagao de
smear layer. E importante ressaltar que a preparacdo em gel pode compensar a
sua inabilidade em dissolver os tecidos organicos por sua acao reoldgica.

Embora bem consolidado o uso dessas substancias quimicas auxiliares na
terapia endodéntica, por sua agdo antimicrobiana de amplo espectro, é imperioso
também investigar sua acado sobre endotoxinas em canais radiculares infectados.

Ao longo dos anos, estudos tém sido realizados em busca de substancias
quimicas auxiliares que sejam capazes de atuar sobre as moléculas de LPS
presente nos canais radiculares e assim estabelecer um protocolo clinico efetivo
para sua eliminagao ou inativacao quimica (Niwa et al., 1969; Buttler & Crawford,
1982; Porro et al., 1998; Buck et al., 2001; Oliveira et al., 2007; Vianna et al., 2007;
Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2010; Maekawa et al., 2011; Oliveira et
al., 2012). Cabe destaque ao hipoclorito de sédio e a clorexidina.

Buck et al. (2001) analisaram solugcdées aquosas de LPS misturadas a
irrigantes endoddnticos por 30 minutos e ao hidréxido de calcio por 5 dias, através
da técnica de espectofotometria de massa e gas cromatografico. A inativacdo do
LPS foi medida através da quantificagdo de &cidos graxos liberados. A agua,
EDTA, etanol, clorexidina 0,12% na forma liquida + hipoclorito de sédio 2,62% e o
hipoclorito de sddio 2,62% demonstraram pequena acao sob o LPS. A aplicacao
de hidroxido de calcio por 5 dias, assim como a exposi¢cdo a mistura alcalina da
clorexidina, etanol e hipoclorito de sodio por 30 minutos, foram capazes de inativar
moléculas de LPS, através da hidrélise de ligacGes de ésteres nas ligacoes de

acidos graxos do “Lipide A”.
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Tanomaru et al. (2003) avaliaram o efeito do preparo biomecanico com
diferentes solucdes irrigadoras e medicacao intracanal a base de hidréxido de
calcio, em 140 pré-molares de 7 caes inoculados com LPS de Escherichia coli por
10 dias. Os dentes foram divididos em 7 grupos, de acordo com a solugao
irrigadora utilizada: NaOCl 1% (G1), NaOCI 2,5% (G2), NaOCl 5% (G3),
clorexidina 2% (G4), solucéo salina (G5), apenas o LPS (G6 — controle positivo) e
preenchimento com pasta Calen, apés irrigagcdo com soro fisiologico (G7 —
controle negativo). Apdés 60 dias, os animais foram mortos e 0s seguintes
parametros foram avaliados: presenca de infiltrado inflamatério, espessura do
ligamento periodontal e desenvolvimento de reabsor¢do cementaria e 0ssea. A
avaliagao histopatolégica demonstrou que dos grupos 1 ao 4 houve maior infiltrado
inflamatoério, maior espessamento do ligamento periodontal e maiores areas de
reabsorcdo cementaria e éssea quando comparados ao grupo 7. Os autores
concluiram que o preparo biomecéanico associado as solugdes irrigadoras testadas
nao inativou os efeitos da endotoxina; mas, o uso da medicacao intracanal com
Ca(OH), parece inativar os efeitos da endotoxina in vivo.

Silva et al. (2004) avaliaram histologicamente a efetividade do preparo
mecéanico em 120 canais radiculares de 6 céaes, inoculados com LPS bacteriano
apos pulpectomia e, posteriormente selados com 6xido de zinco e eugenol. Os
dentes foram divididos em grupos de acordo com o irrigante utilizado: solugao
salina, hipoclorito de sédio 1%, 2,5%, 5% e clorexidina 2% e grupo controle sem
irrigante. Os animais foram sacrificados em 60 dias, os dentes foram fixados e
desmineralizados. Subseqglientemente, foram realizados cortes seriados e corados
pela técnica de Brown-Brenn para visualizagdo de contaminagdo bacteriana. Os
resultados demonstraram que o infiltrado inflamatério foi menos intenso nos
grupos que continham hipoclorito de soédio 5% e clorexidina 2%. Entretanto,
nenhum dos irrigantes foi capaz de inativar por completo o efeito nocivo do LPS
bacteriano. O preparo quimico-mecéanico associado a diferentes irrigantes nao foi
capaz de inativar o LPS bacteriano.

Oliveira et al. (2007) avaliaram os efeitos dos irrigantes utilizados em
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Endodontia sobre endotoxinas presentes em canais radiculares. Oitenta e quatro
dentes unirradiculares foram inoculados com endotoxina de Escherichia coli. As
amostras foram instrumentadas e divididas em 7 grupos de acordo com a solugéao
irrigadora utilizada: hipoclorito de sédio em duas concentragdes diferentes (2,5 e
5,25%), digluconato de clorexidina a 2%, solugdo de hidréxido de calcio a 0,14%,
polimixina B e solucdo salina apirogénica associada a endotoxina (controle
positivo) e solugdo salina apirogénica (controle negativo). Duas amostras foram
coletadas de cada dente: logo apdés a instrumentacdo e 7 dias apdés a
instrumentacao. A agédo de inativagao da endotoxina foi avaliada pelo teste de
Lisado de amebdécito Limulus (LAL) e pela producao de anticorpos em cultura de
linfécitos B. Os resultados demonstraram que o hidréxido de célcio e a Polimixina
B inativaram a endotoxina e alteraram suas propriedades em estimular a producéo
de anticorpos por linfécitos B. O NaOCI e a clorexidina ndo foram capazes de
inativar o LPS.

Vianna et al. (2007) avaliaram o efeito do preparo quimico-mecanico na
reducdo de endotoxinas e patdogenos endodénticos em infec¢coes endoddnticas
primarias. Niveis de endotoxina e a carga bacteriana foi determinada antes e apés
0 preparo quimico-mecanico com clorexidina gel 2% (CLX) e apds 7 dias de
medicagéo intracanal. Foram utilizados neste estudo 24 dentes unirradiculares,
sendo 34 preparados com clorexidina gel 2% e 3 diferentes medicagdes intracanal:
Ca(OH)2 pasta; CLX gel 2%; e Ca(OH)2 + CLX gel 2%. O teste de LAL foi usado
para mensurar 0s niveis de endotoxina. Técnicas aerdbias e anaerdbicas de
isolamento e identificacdo bacterianas foram utilizadas para determinar a reducao
bacteriana pelas unidades formadoras de colénia (UFC). Os resultados mostraram
presenca de endotoxina e bactérias em 100% das amostras iniciais, com
concentracao de endotoxina variando de 62,93 a 214,56 EU/mL e UFC entre 4 x
105 e 2,6 x 106. Apds o preparo, a média de endotoxina reduziu em apenas
44 4%. Oito canais radiculares tiveram uma reducédo de 99,96% de bactérias
(UFC). Apés 7 dias de medicagao intracanal, a concentracdo de endotoxina

diminuiu apenas 1,4% quando comparado as amostras coletadas ap6s o preparo
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qguimico-mecéanico, e bactérias residuais foram encontradas em 13 casos.
Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre as medicagbes utilizadas. Os
autores concluem que relativamente altos valores de endotoxina ainda
permanecem no canal radicular apds o preparo, apesar da maioria das bactérias
serem eliminadas. Nenhuma melhora significativa foi encontrada apés 7 dias de
medicacao.

Cardoso et al. (2008) avaliaram a eficiéncia da agua ozonizada em
eliminar Candida albicans, Enterococcus faecalis e endotoxina de canais
radiculares em 48 dentes unirradiculares humanos. Destes, 24 foram inoculados
com C. albicans e E. faecalis e 24 foram inoculados com endotoxina de
Escherichia coli. Os dentes foram irrigados com agua ozonizada e soro fisioldgico
(controle negativo). A eficiéncia antimicrobiana foi mensurada por meio de reducao
microbiana (contagem de formacgédo de colbnias) e por dois testes para deteccao
de endotoxina: método qualitativo linear de LAL e pelo método de cultura de
linfécitos B. Os resultados demonstraram que apo6s o periodo de 7 dias, houve
crescimento microbiano conferindo a dgua ozonizada baixa agéo residual. No
entanto, os autores ressaltaram que nenhum efeito foi observado sobre a
endotoxina testada.

Martinho & Gomes (2008) realizaram um estudo clinico para quantificar
endotoxinas e bactérias cultividveis em dentes com necrose pulpar e periodontite
apical antes e apdés o preparo quimico-mecanico com NaOCl 2,5%,
correlacionando endotoxinas e bactérias cultivdveis com a presenca de
sintomatologia clinica. Foram selecionados vinte e quatro canais radiculares e as
amostras foram coletadas antes e ap6s o preparo. Técnicas de cultura foram
utilizadas para quantificar as unidades formadoras de colénia e, para quantificacao
de endotoxinas foi utilizado o método de LAL. Lipopolissacarideos e bactérias
foram detectados em 100% das amostras iniciais, com uma média de
concentracao de 139 Eu/mL e 2,64 x 106 unidades formadoras de colénia (UFC)
por mL, respectivamente. Altos niveis de LPS foram encontrados em dentes com
sintomatologia clinica (p<0,05). Apds o preparo quimico-mecéanico, a média de
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reducdo de endotoxinas foi de 59,99% e a média de reducao bacteriana de
99,78%. Tais resultados, segundo os autores, indicam que o preparo quimico
mecanico com NaOCI 2,5% foi efetivo contra bactérias, porém pouco eficaz na
eliminacdo de endotoxinas em canais radiculares infectados. Além disso, uma
associacao estatisticamente significante foi encontrada entre os altos niveis de
bactérias e endotoxinas e presenca de sintomatologia clinica dolorosa.

Gomes et al. (2009) conduziram um estudo clinico comparando a eficacia
do preparo quimico-mecanico com hipoclorito de sédio 2,5% e clorexidina gel 2%
na eliminagcdo de lipopolissacarideos (LPS) bacterianos em dentes com
periodontite apical cronica. As amostras foram obtidas de quarenta e quatro canais
radiculares antes e apos o preparo. Os dentes foram aleatoriamente divididos em
dois grupos: G1- NaOCI 2,5% (n=27) e G2- CLX gel 2% (n=27). O teste do Lisado
de amebdcito de limulus (LAL) foi usado para quantificar as endotoxinas coletadas
nas amostras. Os resultados mostraram presenca de endotoxinas em 100% das
amostras investigadas, com uma média de 272 EU/mL em G1 e de 152,46 EU/mL
em G2. Apos o preparo houve uma redugdo para 86 EU/mL em G1 e 85 EU/mL
em G2. Os autores concluem que nenhuma das duas substancias utilizadas no
preparo biomecanico foram efetivas na eliminagéo de endotoxinas.

Martinho et al. (2010a) investigaram a capacidade do preparo quimico-
mecanico (PQM) com NaOCI a 5,25% + EDTA a 17% em remover endotoxinas de
21 canais radiculares com periodontite apical crénica. Instrumentacao rotatéria foi
realizada no limite apical de instrumentagdo correspondente ao ponto zero do
localizador foraminal. Amostras do conteudo endodontico foram coletadas antes e
apds o preparo quimico-mecéanico. O teste cinético turbidimétrico de LAL foi
utiizado para quantificagdo de endotoxinas. Os resultados demonstraram a
presenca de endotoxinas em 100% dos casos (antes e apdés o PQM) e uma
reducao de endotoxina (98,06%) estatisticamente significante apds o preparo.

Maekawa et al. (2011) analisaram a efetividade de diferentes substancias
quimicas auxiliares e de medicagbes intracanais na redugdo bacteriana e de

endotoxinas em canais radiculares infectados de dentes contaminados por E.coli
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por 14 dias. Os dentes foram divididos em trés grupos de acordo com a substancia
quimica auxiliar utilizada no preparo: G1) Hipoclorito de soédio 2,5%; G2)
Clorexidina gel 2%; e G3) Agua apirogénica. Em seguida, os grupos foram
subdivididos de acordo com a medicagado intracanal utilizada: A) pasta de
hidroxido de calcio; B) Polimixina B; C) Hidréxido de célcio associado a
Clorexidina gel 2%. Amostras do conteudo endodéntico foram coletadas apo6s o
preparo o preparo biomecanico, apds 7 e 14 dias de uso da medicacao intracanal
e 7 dias ap6s a remocao da medicacgao intracanal. Os autores concluiram que
tanto o hipoclorito de sdédio quanto a clorexidina foram eficazes em eliminar a
carga microbiana do canal radicular, entretanto apenas reduziram os niveis de
endotoxina. Apenas com o uso de medicagdo intracanal o conteudo endotdxico
dos canais radiculares foi significativamente reduzido, independente da substancia
quimica auxiliar testada.

Oliveira et al. (2012) avaliaram a efetividade do tratamento endoddntico
utilizando diferentes irrigantes na reducdo de endotoxinas em canais radiculares
de dentes com periodontite apical cronica e seus efeitos citotdxicos em cultura de
macrofagos na produgcdo de citocinas inflamatérias. Trinta e seis canais
radiculares foram selecionados. Amostras foram coletadas antes (S1) e apos a
instrumentacao (S2). Os canais radiculares foram divididos em 3 grupos (n = 12)
de acordo com a solugao irrigadora utilizada no preparo: CLX + LW (agua de limao
0,14%); clorexidina gel 2% + hidroxido de célcio CLX + Polimixina B, clorexidina +
Polimixina B; CLX (controle), clorexidina + soro fisioldégico. A terceira coleta foi
realizada apds o uso do EDTA 17% e S4 apds a medicacado intracanal (CLX +
hidroxido de calcio por 14 dias). Endotoxinas foram quantificadas através do
método de LAL e efeitos citotdxicos através da producéo de citocina (IL-18 e TNF-
a em macrofagos (RAW 264.7) estimulados com o conteddo do canal radicular.
Endotoxinas foram detectadas em todos os canais radiculares em S1. O grupo
CLX + LW apresentou a maior reducdo de endotoxina apds instrumentacéo
(99,18%), similarmente ao grupo CLX + PmB (96.42%, p > 0,05) e diferente do
grupo CLX (90.78%, p < 0,05.) A medicacao intracanal promoveu significante
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neutralizagdo de endotoxinas com uma reducéo de 99,2% a 100%. O conteudo do
canal radicular em S1 induziu maior producdo de TNF- a e IL-1 B em comparagao
com as amostras obtidas apds o tratamento. Os autores concluiram que a
combinacao de CLX e 4gua de limado como irrigante endoddntico foi a mais eficaz
na redugdao de endotoxinas em canais radiculares, e o uso da medicagéo
intracanal foi importante para neutralizar efeitos citotéxicos do conteudo infeccioso
intracanal.

Tendo sido observado um baixo desempenho do NaOCI (Buttler &
Crawford, 1982; Oliveira et al., 2007; Tanomaru et al., 2003; Silva et al., 2004;
Martinho et al., 2008) e da CLX (Tanomaru et al., 2003; Silva et al., 2004; Oliveira
et al., 2007; Vianna et al., 2007) na eliminacao do LPS bacteriano, a reducao de
endotoxinas presente nos canais radiculares parece ndo estar relacionada apenas
com a substancia quimica auxiliar utilizada, mas principalmente pela acgao
mecanica dos instrumentos endodonticos, limite apical de instrumentacao,
conjuntamente com o fluxo e refluxo da solucao irrigadora (Gomes et al., 2009).

Ainda, devido ao fato do LPS aderir-se nos tecidos mineralizados da
regiao apical e periapical (osso e cemento) (Schein e Schilder, 1975), agindo
como um potente estimulador da reabsorcdo dssea, a acdo mecanica dos
instrumentos endodénticos na redugdo de endotoxinas de canais radiculares
contaminados ganhou especial atencao no trabalho de Marinho et al. (2012).
Estes autores avaliaram a influéncia do diametro de alargamento foraminal com
instrumentos rotatérios na redugdo dos niveis de endotoxina. Trinta canais
radiculares de dentes pré-molares inferiores foram inoculados com endotoxina de
Escherichia coli (055: B55). Grupos foram divididos de acordo com o diametro
apical final de instrumentacédo (#25/.06- (G1); #30/.05- (G2); # 35/.04- (G3) e
#40/.04- (G4). Coletas do conteudo endoddntico foram realizadas antes e ap6s o
preparo quimico-mecanico. Agua estéril/apirogénica foi utilizada como irrigante.
Endotoxina foi quantificada pelo método cinético turbidimétrico de LAL. Os
resultados demonstraram haver relacao diretamente proporcional entre os niveis

de redugéo de endotoxina e o aumento do didmetro apical final de instrumentacéo.
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3.

PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Quantificar endotoxinas em canais radiculares infectados de dentes com

2)

periodontite apical cronica e verificar sua relacdo com sinais e sintomas

clinicos de origem endodéntica;

Avaliar a efetividade do preparo quimico-mecanico com hipoclorito de sédio

2,5%, clorexidina gel 2% ou soro fisiolégico na eliminacao de endotoxinas;

Avaliar o potencial inflamatério do conteudo endodéntico, antes (C1) e
apods a instrumentacao do canal radicular (C2) com NaOCI 2,5%, CLX 2%
ou soro fisiolégico e apds uso de EDTA 17% (C3) em cultura de células de

macréfagos quanto a produgéao de citocinas pro-inflamatoérias - IL-13, TNF-a.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao da amostra

Foram selecionados 30 pacientes que compareceram a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo-Brasil,
0s quais possuiam dentes unirradiculares indicados para a realizacdo de
tratamento endodontico devido a periodontite apical crdnica. Por se tratar de um
estudo microbioldégico, fatores que poderiam interferir na microbiota do canal
radicular foram levados em consideracdao, e desta forma, foram excluidos do
presente estudo: pacientes que fizeram uso de antifungicos e antibiéticos (num
periodo minimo de 3 meses anterior a consulta), pacientes com comprometimento
sistémico, profundidade de sondagem periodontal do dente analisado maior que 3
mm; dentes com fratura radicular; dor espontanea, camara pulpar com exposicao
ao meio bucal, impossibilidade de isolamento absoluto ou de introducao do cone
de papel no comprimento de trabalho.

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Estadual de Campinas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(protocolo n® 103/2008) (Anexo 1). Os pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido elaborado de acordo com as normas do Comité

de Etica em Pesquisa antes de participar da pesquisa.

4.2 Analise clinica e radiografica

O diagnéstico de necrose pulpar associado a presenca de lesdo periapical foi

obtido pela realizagdo de exame clinico-radiografico minucioso. Formularios

especificos (fichas de exame clinico) foram devidamente preenchidos durante a

anamnese contendo dados quanto a idade, género, estado geral do paciente, histéria

dentaria pregressa e atual, exame clinico e radiografico.
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Foi verificada a presenca de caries e/ou restauragdes, relatos de dor atual
ou prévia, natureza da dor (localizacdo, aparecimento, duracéo, frequéncia e
intensidade). Foram realizados teste de sensibilidade pulpar (teste térmico a frio),
testes perirradiculares (palpacdo e percussdo), avaliagdo da profundidade de
sondagem periodontal, inspecdo da presenca de edema dos tecidos moles e
investigacao da presenca de fistula.

Foram realizadas radiografias periapicais pré-operatorias com auxilio de
posicionador radiografico e posteriormente, realizou-se a determinagéo
radiografica do tamanho da lesao periapical e avaliacdo do grau de destruicao
Ossea. ApOs acesso aos canais radiculares, foi avaliado o aspecto fisico dos
canais radiculares, como presenca de exsudato (seroso, purulento ou
hemorragico), presenca de restos de tecido pulpar ou auséncia de exsudacéo

intracanal, denotando um canal seco.

4.3 Procedimentos clinicos

4.3.1 Descontaminacao do campo operatério

Previamente a intervencao endoddntica foram realizados bochechos com
enxaguatorio bucal (clorexidina 0,12%) (Drogal, Farmacia de Manipulagao,
Piracicaba, SP) por 1 minuto. Em seguida, os pacientes foram anestesiados
localmente e o dente envolvido recebeu polimento coronario com pedra-pomes e
entdo isolado com lengol de borracha (isolamento absoluto) (Figura 3-A).
Realizou-se o vedamento da interface coroa/lengol com cianocrilato (Super
Bonder; Loclite Brasil Ltda, ltapevi, SP) para evitar infiltracdo de saliva. A
antissepsia do campo operatério (dente, grampo, lengcol de borracha, arco e
cianocrilato) foi realizada com a utilizacdo de swabs estéreis umedecidos
primeiramente em H>O, a 30% (v/v), e depois em NaOCI 5,25% (Drogal, Farmacia
de Manipulacao, Piracicaba, SP, Brasil) por 30 segundos cada, subseqlentemente
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neutralizado com solucao estéril de tiossulfato de sédio a 5% (Drogal, Farmacia de
Manipulacéao, Piracicaba, SP) (Figura 3-B).

4.3.2. Abertura coronaria

A fase de abertura coronaria foi realizada em duas etapas operatérias. A
agua proveniente do equipo foi cessada, sendo a irrigagao realizada manualmente
com solucdo salina estéril (Drogal, Farmacia de Manipulacdo, Piracicaba, SP,
Brasil) (Figura 3-C). Foram utilizadas pontas esféricas diamantadas estéreis para
remocao dos contaminantes coronarios (tecido cariado, restauracdes defeituosas).
Posteriormente, na confecgdo da cavidade de acesso, nova broca estéril/
apirogénica (esterilizadas através de calor seco, em estufa por um periodo de
tempo de 4 horas a 200°C) foi utilizada. Apds a abertura coronaria, 0 campo
operatério e a camara pulpar foram novamente descontaminados, seguindo o
protocolo de descontaminacdo e em seguida neutralizados como descrito
anteriormente. Foram individualizados, para cada dente, jogos de instrumentais
estéreis/apirogénicos utilizados, de forma que nado houvesse nenhum tipo de
contaminacao. Todos os procedimentos clinicos foram realizados por um Unico

operador.

4.3.3 Coletas endodonticas

Amostras do contetdo endodéntico foram coletadas logo apds a abertura
coronaria (C1) (Figura 3-E), apds o preparo quimico-mecanico dos canais
radiculares (C2) e apos irrigacao final com acido etilenodiamino tetracético (EDTA)
17% (Drogal, Farmacia de Manipulacdo, Piracicaba, SP).
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4.3.3.1 Coleta endodontica inicial

Coleta de endotoxina/ estimulacao celular (CE1)

Apé6s abertura coronaria, foi realizada coleta inicial para investigacao dos
niveis de endotoxina/ producao de citocinas (CE1). Para CE1, um cone de papel
estéril #20 (Dentsply, Petrépolis, R.J.), previamente esterilizado a 200° C, por 4
horas em estufa, foi introduzido no comprimento aparente do dente (determinado
pela radiografia periapical pré-operatéria), o qual permaneceu em posicao por 60
segundos. Em seguida, o cone foi transferido para tubos de vidro apirogénicos
contendo 5 esferas de vidro também apirogénicas. As amostras, devidamente
identificadas, foram armazenadas a -20 °C para posterior analise dos niveis de
LPS.

Forma de conveniéncia da abertura coronaria foi realizada com pontas
diamantadas tronco-conicas de extremidade inativa n® 3082 (KG Sorensen Ind.
Com. Ltda, Barueri, SP) dando a conformacgao apropriada a cavidade, de acordo
com a anatomia interna do dente. Para proporcionar um acesso livre e reto aos
canais radiculares foi realizado desgaste compensatério, com a utilizacdo de
brocas de Largo n® 2 (Maillefer Instruments, Baillagues - Switzerland). Com base
nas radiografias pré-operatérias, efetuou-se a exploracao dos canais radiculares
com lima tipo-K n? 15 (Maillefer Instruments, Baillagues - Switzerland). A
odontometria do canal radicular foi realizada com auxilio de localizador apical
(Novapex, Forum Technologies, Rishon le-Zion, Israel), correspondendo ao ponto
zero do localizador foraminal, com uma lima que melhor se adaptou ao diametro
do forame apical (Figura 3-F). A seguir, os dentes foram divididos aleatoriamente
em trés grupos de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada no preparo
quimico-mecanico: Gl- NaOCIl 2,5%; Gll- CLX gel 2% e soro fisioldégico 0,9%
(grupo controle) (Drogal, Farmacia de Manipulagao, Piracicaba, SP) (Tabela 2).
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Tabela 2. Divisdo dos grupos quanto as substancias quimicas auxiliares utilizadas no
preparo quimico-mecanico.

Grupo | NaOClI 2,5% (n=10)
Grupo Il Clorexidina gel 2% (n=10)
Grupo Controle Soro fisiolégico (n=10)

Instrumentacao dos canais radiculares

Uma vez determinado o comprimento real do dente, foi realizada a
instrumentacao do canal radicular em toda sua extensdo, correspondente ao ponto
zero do localizador apical. Foi utilizado o sistema automatizado de rotacdo
continua Mtwo® (VDW, Munich, Germany), acoplado ao contra-angulo Sirona -
VDW- SILVER (VDW, Munich, Germany) de reducdo 6:1 com torque e
velocidades pré-programadas para cada lima (Figura 3-G).

A instrumentacdo dos canais radiculares foi realizada seguindo a
sequéncia de instrumentos recomendada pelo fabricante: 10/.04; 15/.05; 20/.06;
25/.06; 30/.05; 35/.04 e 40/.04. O instrumento foi inserido com leve pressao
permitindo que o mesmo tocasse as paredes do canal de modo circunferencial. No
momento em que o instrumento apresentou-se livre no canal radicular foi efetuada

a sua troca para o diametro subsequente.

Irrigacao dos canais radiculares

Durante o preparo quimico mecénico, o protocolo de irrigacao foi realizado
de acordo com cada substancia quimica auxiliar utilizada nos diferentes grupos:
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e Grupo | - inundacdo do canal radicular com NaOCI 2,5%, sendo este
renovado com 5 mL da mesma substéncia a cada troca de lima;

e Grupo ll- inundacao do canal radicular com clorexidina gel 2%, sendo esta
removida com 5 mL de soro fisiolégico a cada troca de lima;

e Grupo controle- inundacao do canal radicular com soro fisioldgico, sendo

este renovado com 5 mL da mesma substancia a cada troca de lima;

Ap6s o uso do ultimo instrumento rotatério, os canais foram irrigados com
5 mL de soro fisiolégico estéril. Em seguida, foi realizada a neutralizagao do
NaOCI 2,5% com 5mL de tiossulfato de sédio (5%) por 1 minuto (Martinho, 2007)
e da CLX gel 2% com tween 80 (0,5%) associado a lecitina de soja (0,07%)
(Drogal, Farmacia de Manipulacao, Piracicaba, SP) por 1 minuto (Vianna et al.,
2006b). Estas solucbes foram posteriormente removidas com 5mL de soro
fisiolégico estéril.

O volume de irrigacao ao final do preparo quimico-mecénico foi de 45 mL
para cada canal radicular tratado. Os procedimentos de irrigacao foram realizados
com o auxilio de seringa de 5mL (Becton Dickinson Industrias Cirlrgicas Ltda, Sao
Paulo, SP) e agulha hipodérmica BD 20 x 5,5 (Becton Dickinson Industrias
Cirdrgicas Ltda, Sao Paulo, SP) pré-curvada, introduzida até o terco médio do
canal radicular. A aspiracao do conteudo dos canais radiculares foi realizada por

meio de canula aspiradora (Conjunto de aspiragdo — Colgran, Sdo Paulo — SP).

4.3.3.3 Coleta de endotoxina/ producao de citocina apds instrumentacao
(CE2)

Ap0s preparo quimico-mecanico, foi realizada nova coleta endoddntica para
investigacdo dos niveis de endotoxina/ producao de citocinas (CE2). Para CE2,
um novo cone de papel estéril #20 foi introduzido no comprimento real do dente, o

qual permaneceu em posicao por 60 segundos. Em seguida, foi transferido para
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tubos de vidro apirogénicos contendo 5 esferas de vidro também apirogénicas. As
amostras, devidamente identificadas, foram armazenadas a -20 °C, como

recomendado pelo fabricante.

4.3.3.4 Coleta de endotoxina/ producao de citocina apos EDTA 17% (C3)

Para remocgéao da smear layer, foi realizada irrigacdo com 3 mL de EDTA
17%, o qual permaneceu no interior dos canais radiculares por 3 minutos, com
renovagao desta solugdo a cada minuto (Teixeira et al., 2005). Em seguida, os
canais foram irrigados com 5 mL de soro fisiolégico estéril/apirogénico para
remocgao do agente quelante. Apds, uma nova coleta para investigacdo dos niveis
de endotoxina/ producdo de citocinas (CE3) foi realizada como previamente
descrito. Ao final dos procedimentos de coleta, os dentes instrumentados com
solucao salina foram reinstrumentados na mesma sessao utilizando clorexidina gel

2% como substancia quimica auxiliar e posteriormente obturados e restaurados.

o —

Coletas iniciais PQ Coleta Coleta
Antes do PQM - l,] ﬁ nn !I Apds o PQM Apods EDTA
. n i i ll . .
Producdode FUEL L L Procuciode  Froducdods
! citocinas t‘ ¥ [i | — citocinas —» citocinas
(€1) - AR (€2) (€3)
| ? t i
— RERRER

10.04; 15.05; 20.06; 25.06; 30.05; 35.04; 40.04

Figura 2- Esquema descritivo das coletas endoddnticas antes e apds o preparo quimico-mecanico

e apos uso do EDTA 17% nos diferentes grupos avaliados.
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i W INT = 5 e Eh :
Figura 3- Procedimentos clinicos e coletas endodénticas. A- Isolamento absoluto; B- Descontaminagdo do campo operatério; C, D-
Abertura coronaria; E- Coleta Inicial; F- Odontometria eletrénica; G- Instrumentag&o rotatéria Mtwo®; H- Irrigacao/Aspiracao do canal
radicular; |- Coleta apés PQM e EDTA 17%.
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4.4 Obturacao dos canais radiculares e selamento coronario

Apés coletas do conteudo endoddntico, os canais foram irrigados com 5
mL de soro fisiolégico, secos com pontas de papel estéreis e obturados. Para os
canais com presenca de exsudagéo foi aplicada medicacao intracanal (hidréxido
de célcio + soro fisiolégico) e quando controlada, os mesmos foram obturados e
restaurados.

A obturacdo do canal radicular foi ralizada com cones de guta-percha
acessorios Fine Medium extra-longo e Medium (Konne Industria e Comércio de
Materiais Odontologicos Ltda., Belo Horizonte, MG) e cimento endodéntico
Endomethasone (Specialités — Septodont, Saint-Maurdes, Fossés Cedex, France),
pela técnica do cone modelado apical (Cortez, 2002), complementada com
condensacao lateral.

O procedimento restaurador de todos os dentes foi realizado através da
colocacdo de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Coltene, Rio de Janeiro, RJ) na
embocadura dos canais, aplicacdo de acido fosforico 37% por 15 segundos em
toda a cavidade, adesivo 3M Single Bond (3M Dental Products, St. Paul, EUA) e
insercdo de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St. Paul, USA)

pela técnica incremental.

49



4.5. Processamento Laboratorial das amostras

4.5.1. Investigacdao e quantificacao de endotoxinas- Teste cinético
turbidimétrico (Pyrogent®-5000, Lonza, Walkersville, MD, EUA)

Para quantificacao de endotoxinas presentes em 30 dentes com infeccao
endodoOntica primaria e lesdo periapical foi utilizado o método turbidimétrico
Pyrogent -5000® (Lonza, Walkersville, MD, EUA) de LAL. (Figura 6 A-B). Por meio
deste, foi realizado um ensaio cinético quantitativo no qual a amostra foi colocada
em contato com o reagente LAL reconstituido, em seguida incubada em um leitor
de microplacas e monitorada automaticamente através de um software até o
surgimento de turvacdo. O tempo necessério antes da ocorréncia da turvagéo
(Tempo de reacao) é inversamente proporcional a quantidade de endotoxina
presente na amostra.

O kit Pyrogent-5000° apresenta: 1) Pyrogent-5000® LAL Reagente; 2)
Endotoxina padrédo de Escherichia Coli (055:B5); 3) Tampao de reconstituicdo
Pyrogent-5000. Além dos substratos provenientes do kit, também foram utilizados:
1) Agua Reagente LAL (Lonza, Walkersiville, MD, EUA); 2) Hidréxido de sédio 0.1
N ou Acido cloridrico 0.1N, dissolvido em agua reagente LAL, para ajuste do pH
da amostra, se necessario; 3) Tubo de vidro descartavel para diluicao, isentos de
endotoxina; 4) Ponteira estéreil descartaveis de 10 pyL, 200 pL e 1000 puL; 5)
Microplaca estéril descartavel (Corning Costar, Cambridge, MA, UK); 6)
Multipipetador de 8 canais; 7) Reservatoério de reagente (Lonza, Walkersiville, MD);
8) Leitor de microplacas (Ultramark, Bio-Rad Laboratories); 9) Software
WinKQCL® (Lonza, Walkersiville, MD); 10) Cronémetro e agitador vortex.

Para realizacdo do teste, todo material utilizado proveniente da LONZA
(WALKERSVILLE, MD, USA) estava apirogénico (livre de endotoxinas).

Padronizacao da Curva Padrao

O estabelecimento da curva padrdo com concentracbes conhecidas de
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endotoxinas é necessario para determinar a concentracdo de endotoxinas com
quantidades desconhecidas. A curva-padrao é necessdaria para determinar a
menor e a maior concentracdo de endotoxina presente na amostra, assim como 0s
picos obtidos dentro da curva. Como um parametro para o calculo da quantidade
de endotoxinas em amostras de canais radiculares, a curva padrao foi obtida a
partir da reconstituicdo do liofilizado de endotoxina oferecida pelo kit numa
concentragdo conhecida de 100 EU/mL, onde suas diluigbes alcangam as
concentragdes finais de: 0,01, 0,1, 1, 10, 100 EU/mL de acordo com as instru¢oes
do fabricante (Figura 4; 6-F).

Diluicbes seriadas para obtencao das concentracées de endotoxina da
curva-padrao

1. Foi adicionado 0,1mL de 100 EU/mL endotoxina estoque em 0,9 ml de 4gua
para reagente LAL, resultando numa concentragdo de 10 EU/mL de endotoxina.
Essa solugéo foi vigorosamente agitada em vértex por pelo menos 1 minuto antes
do procedimento;

2. Foi transferido 0,1mL da solucdo de endotoxina 10 EU/mL em 0,9 mL de
agua para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa
concentragéo de 1 EU/mL. A solugédo foi vigorosamente agitada em vortex por pelo
menos 1 minuto antes do inicio do procedimento;

3. Foi transferido 0,1mL da solucdo de endotoxina 1 EU/mL em 0,9mL de
agua para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa
concentracdo de 0,10 EU/mL. Essa solucéo foi vigorosamente agitada em vértex
por pelo menos 1 minuto antes do procedimento.

4. Foi transferido 0,1 mL da solucdo de endotoxina 0,10 EU/mL em 0,9mL de
agua para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa
concentracdo de 0,01 EU/mL. Essa solucao foi vigorosamente agitada em vértex

por pelo menos 1 minuto antes do inicio do procedimento.

51



10,01 0.1 1 10 100
I
10001
] e
100 .
l|ll L T 'lll]ll L] T llll]ll L] T lll"ll T T lllllll
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Figura 4. Exemplo de curva padrao para quantificacdo de endotoxinas em EU/mL.

Padronizacao das diluicoes das amostras

Os frascos de vidro contendo as amostras oriundas da instrumentacdao do
canal radicular foram colocados em banho maria (37°C) por 30min (Figura 6-G).
As amostras de endotoxina coletadas dos canais radiculares foram reconstituidas
em 1 mL de agua de LAL (Figura 6-D) e em seguida extraidas sob agitacao
mecanica em vortex por 60 segundos.

O teste LAL pode ser influenciado por muitos fatores. Fatores da inibigao
da deteccgao de endotoxina devem ser evitados, para isso foi realizada a adi¢ao de
uma quantidade conhecida de endotoxina (0,1 EU/ml), em cada amostra, este
procedimento é denominado “Spike”. Em seguida, os testes foram realizados em
duplicata, sendo da mesma amostra - 2 pogos contendo 100 puL da amostra méae
ou suas diluigdes; e 2 pocgos contendo 100 pL amostra + 0,1 EU/mL de endotoxina
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(spike). O teste foi realizado como descrito a seguir. Para comprovar que néo
houve qualquer tipo de interferéncia (inibicdo ou desenvolvimento) da amostra
com o reagente de LAL, a concentracao de endotoxina recuperada dos pocos
contaminados, calculada pelo software, deve estar entre 50% - 200%, valor este
denominado controle positivo do produto (PPC). A amostra mae e sua diluicdo 10°
2 foram as que apresentaram maiores niimeros dentro do padrdo do PPC, entdo a
diluicdo 10 foi selecionada para a realizacdo dos testes de todas as amostras
através do método turbidimeétrico.

Plate Layout

Para quantificacdo da endotoxina presentes nas amostras foram utilizadas
placas de culturas de células (96 pocos — 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Costar,
Cambridge, MA) apirogénicas (Figura 5). Inicialmente, 100 pyL do “blank” (d4gua de
LAL) foram inoculados em duplicata na placa (Figura 6-D). Em seguida, 100 uL de
cada ponto da curva padrao nas diferentes concentracdes (100 EU/mL, 10 EU/mL,
1 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL) foi distribuido em duplicata (Figura 6-F).
Ap6s, 100 uL das amostras e seus respectivos controles (PPC) - ambos em
duplicata foram inoculados com reagente de LAL (Figura 6-H). Para cada poco do
controle positivo foi adicionado 10 uL de 0,1 EU/mL de endotoxina de E. coli
(spike). A placa foi posicionada no leitor de ELISA (Ultramark, Bio-Rad
Laboratories) e 100 pL do reagente de LAL foram adicionados em todos 0s pogos
(Figura 6-I).

De forma continua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas com
Software WinKQCL® programado para - 340 nm, 37 © C e 100 leituras - &
monitorado na absorbancia de 340nm de cada orificio da microplaca. Usando a
leitura de absorbéancia inicial de cada orificio como seu préprio branco, o leitor
determina o tempo necessario para que a absorbancia aumente a 0.03 unidades.
Este tempo é denominado Tempo de reagdo. O software WinKQCL executa
automaticamente uma correlacao linear log/log do Tempo de Reacédo de cada
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padrao com a concentragdo de endotoxina correspondente, levando
aproxidamente 60 min para o término do teste e quantificacdo de endotoxinas nas

amostras (Figura 6-J).
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Figura 5. Distribuicao das amostras: B= blank; D1= 0,01 EU/mL, D2= 0,10 EU/mL;
D3= 1 EU/mL; D4= 10 EU/mL; D5= 100 EU/mL; A= Amostra; AC= Amostra Controle

(Amostras contaminadas com concentragcdo conhecida de endotoxina- Spike

procedure).
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Figura 6. Ensaio cinético quantitativo para detecgao de endotoxinas. A, B — Kit Pyrogent 5000; C-

Reconstituicdo do Substrato de endotoxina; D- Agua de LAL; E- Agitagdo mecanica em vértex do
substrato de endotoxina; F- Diluicbes seriadas para obtencdo da curva padrdo, G- Amostras em
banho-maria; H- Preparo da placa; I- Inoculacdo do controle positivo (Spike procedure); J- Leitor
Biotek.
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4.5.2 Avaliacao do potencial inflamatério do conteudo endodoéntico-
Estimulacao celular e dosagem de citocinas inflamatérias

Cultura Celular

Para avaliacdo do potencial inflamatério do conteddo endodéntico em cultura
de células, foi utilizada a linhagem imortalizada de macroéfagos murinos (RAW
264.7) do Nucleo de Biologia Celular e Tecidual (NCT-Bio) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. As células foram mantidas em
meio DMEM - Dulbecco’s modified Eagle minimal essential medium supplemented
(GIBCO) - enriguecido com 10% de soro fetal bovino inativado em calor, 100U/mL
de penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em
placa de poliestireno de 100 mm (Corning Costar, Cambridge, MA). O meio de
cultura foi trocado a cada 4 dias e as células mantidas em estufa a 37°C com 5%
de COg,, até confluéncia de 90%. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo de tripsina-EDTA 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, CA). A contagem de
células viaveis foi realizada através da camara de Neubauer, utilizando o teste de

excluséo de azul de tripan.
Estimulacao celular

Um total de 10* macrofagos viaveis foram colocados em cada poco da
placa de poliestireno de 6 pogos, acrescentando meio para cultura DMEM
enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 100U/mL de antibiético até obter o
volume final de 1000 pL. As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de
CO; durante 48 horas. Previamente a estimulacdao com o conteudo do canal, as
células foram desinduzidas por 8h em meio de cultura (DMEM) contendo 0,3% de
soro fetal bovino, com finalidade de sincronizar o ciclo celular e reduzir a influéncia

dos componentes do soro fetal nas células.
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Em seguida, os macréfagos foram estimulados com 60 pL da amostra
coletada do conteudo endodéntico (C1, C2 e C3) reconstituida em agua de LAL e
posteriormente mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO,. As amostras foram
inoculadas em duplicata por um periodo de 24 horas, periodo suficiente para
desencadear uma resposta imunoldgica celular ao conteudo endoddntico, com
consequente liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios (Martinho et al.,
2010).

Nesta fase da pesquisa, foram realizados dois grupos controles (positivo e
negativo). No grupo controle positivo, as células foram estimuladas com uma
concentragéo conhecida de endotoxina (10 EU/mL), e no grupo controle negativo,
as células foram distribuidas nos pocos sem, no entanto, receberem nenhuma
estimulacao por endotoxina ou aliquota proveniente do conteudo endoddntico.

Apés 24 horas, os sobrenandantes foram coletados utilizando pipeta de 1000
uL com ponteiras plasticas estéreis e armazenados em tubos plasticos estéreis de
1.5 mL, congelados a -80°C para posterior quantificacdo de citocinas pré-
inflamatérias (IL-1 B, TNF-o) (Figura 7).
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Figura 7 — Crescimento/ estimulacao celular - A. Células congeladas

(macrofagos RAW 264.7); B. Inoculagcdo em meio DMEM + penicilina +
Streptomicina + Soro fetal bovino; C. Incubacéo em estufa 5% CO; a 37° C;
D. Verificacdo do crescimento celular até confluéncia de 90%; E.
Distribui¢édo celular em placa de 6 pogos; F. Crescimento celular durante 48
horas (10* macréfagos) em estufa de CO, a 37° C. G. Contagem celular em
camara de Newbauer; H. Agitacdo em vortex do conteddo endodontico; I.
Estimulagdo celular com 60 pL contelddo endoddntico; J. Incubacdo em
estufa de CO, a 37° C durante 24 horas; K. Coleta do sobrenadante; L.

armazenamento em tubo plastico.
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Quantificacao de citocinas inflamatorias IL-1B, TNF-a, (Teste

imunoenzimatico — ELISA)

A producéo de IL-1B e TNF-a apés estimulacao por conteudo endodéntico e
controle positivo foram avaliadas por ensaios imunoenzimaticos (ELISA- (Enzyme-
linked immuno sorbent assay) utilizando os Kits DuoSet® ELISA Development
System (R&D Systems, Minneapolis, USA).

TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA)- TECNICA SANDUICHE

Nesse método, o anticorpo de um antigeno particular é, inicialmente,
adsorvido no pogo da placa. Depois, 0 antigeno € adicionado e se liga ao
anticorpo (AC) (Figura 8). Em seguida, um segundo e diferente anticorpo ligado a
enzima € adicionado (anticorpo biotinilado) (Figura 8). Na sequéncia, € adicionado
estreptovidina conjugada a peroxidase, onde a estreptovidina ira se ligar na biotina
do AC secundario e a porcdo peroxidase ficara exposta para reagir com o
substrato cromogénico (Figura 8). E entdo, adicionado o substrato cromogénico
[(solucdo A (H202) + Solucdo B (Tetrametilbenzodina — TMB)], no qual, a H20>
serd quebrada pela peroxidase em HxO + 2 O,. Por sua vez, o Ozira agir sobre o
TMB, passando de incolor para coloragao azul. E finalmente, € adicionado uma
solugcado de parada “stop solution” (2 N H2SQ,), tornando a reacdo amarela, e
permitindo a mensuracdo da quantidade de antigeno presente na amostra, de
acordo com a intensidade da cor amarela lida em espectofotbmetro, numa
densidade o6ptica (DO) de 450 nm. A presenca de produto colorido indica a
presenca de antigeno. Trata-se de um método eficiente, pois permite detectar
quantidades de proteina da ordem de nanogramas (10 g).
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Figura 8. Esquema ilustrativo da técnica ELISA sanduiche.
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Kit Duo-set (R&D System, Minneapolis, EUA)
O kit Duo-set apresenta: 1) Anticorpo de captura; 2) Anticorpo deteccéo

biotinilado; 3) Padrao; 4) Streptovidina conjugada com peroxidase (Streptavidin-

Horseradish-peroxidase).

Padronizac&o da curva padréo
O estabelecimento de uma curva padrdo com concentragdes de citocinas
inflamatérias conhecidas foi necessario para determinar a concentracdo de

citocinas inflamatérias de amostras com quantidades desconhecidas.

Curva padriao para IL1- 3

Esta curva foi realizada utilizando a solugdo concentrada do padrao
(recombinante de IL1-B) 1000 pg/mL e suas diluicbes — 500 pg/mL(pg/mL), 250
pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL.

Curva padrao para TNF-a:

Esta curva foi realizada utilizando a solugdo concentrada do padrdo
(recombinante de TNF-a:) 2000 pg/mL e suas diluicbes — 1000 pg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL e 32,2 pg/mL.

61



Procedimento laboratorial

O teste imunoenzimatico ELISA foi realizado no Laboratério de Endodontia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Placas de microtitulacao de 96 pocos (Corning Cell Culture Cluster, Corning,
EUA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura anti- IL-1 B3, anti- TNF-a de
camundongo (100 puL/ pogo) de acordo com a recomendacao do fabricante.

As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente, em seguida,
foram lavadas 3 vezes com solu¢ao tampao de lavagem (PBS 0.05% de Tween 20)
e bloqueados com 300 pL de solucao tampao de bloqueio (PBS com 1% de soro
albumina bovina, BSA) por 1 hora em temperatura ambiente. Apds, as placas
foram novamente lavadas (3 vezes) com solugao tampéao de lavagem e incubadas
com 100 pL dos padrdes de citocinas inflamatérias com concentragées conhecidas
(curva padrao) e 100 uL dos sobrenadantes da cultura de célula estimulados com
conteudo endodbéntico durante 2 horas em temperatura ambiente. Todos
realizados em triplicata.

Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo tampao de
lavagem e incubadas com 100 pL de anticorpos de deteccao anti- IL-1 B3, anti-
TNF-oo marcados com biotina. As placas foram mantidas por 2 horas em
temperatura ambiente e novamente lavadas. Apds a lavagem, foi acrescentado
100 pL de streptavidina em cada poco e protegidas contra luz utilizando papel
aluminio durante 20 minutos.

Uma nova lavagem foi realizada, e a reacao revelada utilizando 100 pL de
solucao contendo substrato cromogénico e perdxido de hidrogénio em cada poco,
e incubado por 20 minutos em temperatura ambiente, sendo a placa envolta em
papel aluminio. Em seguida, foi adicionado 50 yL do reagente de parada “Stop
solution” em cada poco — acido sulfurico 2N. A densidade 6ptica (DO) de cada
poco foi determinada no leitor de microplacas com comprimento de onda de 450
nm (Figura 9).
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Figura 9. Kit Duo-set ELISA_— A. B - Kit Duoset e reagentes; C- Anticorpo de captura, anticorpo
de detecgdo e padrao; D- Sensibilizacdo da placa com anticorpo de captura; E. Distribuigcéo e

incubacao da placa com padrdes e amostras; F- Revelagcado da reacdo com substrato cromogénico

e peroxido de hidrogénio.
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4.6. Analise Estatistica

Os dados foram tabulados em uma planilha de célculo no programa
Microsoft Office Excell 2007 (Microsoft Corporation, EUA) e estatisticamente
analisados utilizando-se os programas BioEstat 5.0 (Instituto Sustentavel
Mamiraud, Belém, PA, Brasil) e SAS Software versao 9.1 (The SAS Institute, Cary,
NC, EUA). Para todos os testes estatisticos empregados, o nivel de significancia
foi estabelecido em 5%.

A normalidade dos dados obtidos em variaveis quantitativas foi
previamente analisada por meio do teste Shapiro Wilk (a=0,05). Dados que
apresentaram a caracteristica de normalidade foram analisados por meio do teste
Anova seguido pelo teste de Tukey (0=0,05). Nos casos em que a normalidade
nao foi obtida, a comparacéo inter grupo foi feita por meio do teste Kruskal Wallis
seguido pelo teste de Dunn (a=0,05) e a comparacao intra grupo foi feita por meio
do teste de Friedmann (0=0,05).

Teste de correlagdo de Pearson foi realizado para verificar a associagao

entre niveis de endotoxinas e citocinas pro-inflamatorias e citocinas entre si.
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5. RESULTADOS

5.1. Aspectos clinicos e radiograficos dos elementos dentais com
necessidade de tratamento endodontico devido a periodontite apical cronica

Os dados gerais e aspectos clinicos e radiograficos dos elementos dentais
submetidos ao tratamento endoddntico estdo apresentados na Tabela 3. Nenhum
dos pacientes relatou ser portador de qualquer tipo de doencga sistémica. A faixa
etaria dos pacientes atendidos variou entre 15 e 55 anos (média de 36 anos), sendo
20 pertencentes ao género feminino e 10 ao masculino.

Todos os elementos dentais apresentavam uma Unica raiz e Unico canal
radicular (30/30), sendo 26 superiores (16 incisivos centrais, 8 incisivos laterais, 2
caninos); e 4 inferiores (1 incisivo lateral, 1 canino e 2 pré-molares). Vinte dentes
analisados apresentavam restauragcdes coronarias definitivas, 6 elementos dentais
estavam higidos e 4 dentes apresentavam-se cariados. Dos dentes que possuiam
restauracées definitivas, apenas 4 apresentavam caracteristicas clinicas
satisfatorias.

Nenhum elemento dental possuia tratamento endodéntico prévio. Todos os
dentes responderam negativamente ao teste de sensibilidade pulpar, denotando
necrose do tecido pulpar (30/30). Nenhum paciente queixava-se de dor espontanea.
Dezessete dos 30 casos analisados estavam assintomaticos (17/30) e os demais
apresentavam sintomatologia clinica provocada (13/30), dentre eles: dor a palpacao
(DAP) 11/13, dor a percussao (DP) 12/13, ou a associacao de dor a palpacao e a
percussao (DPP) 10/13, sendo estes classificados como sintomaticos.

Quanto ao aspecto fisico dos canais radiculares, exsudato foi encontrado
em 16 canais radiculares, sendo 10 do tipo seroso e 6 do tipo purulento, conferindo
um aspecto fisico de canal molhado. Dezessete dentes apresentaram profundidade
de sondagem igual a 1Tmm, 8 dentes possuiam 2mm e 5 dentes possuiam 3mm,
dados compativeis com as carateristicas da normalidade. O tamanho das lesbes
periapicais variaram ente 1- 4 mm (n=19) e de 5- 9 mm (n=11).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e radiograficas dos elementos dentais submetidos
ao tratamento endodéntico

11,21 16 53,3
12,22 8 26,6
13,23 2 6,6
32 1 3,3
34,35 2 6,6
43 1 3,3
Dente
Unirradicular 30 100
Superior 26 86,6
Inferior 4 13,3
Higido 6 20
Cariado 4 13,3
Restaurado 20 66,6
*Restauracao definitiva satisfatéria 4 20
*Restauracéo definitiva insatisfatéria 16 80
Assintomatico 17 56,6
Sintomatico 13 43,3
Dor espontanea 0 0
Dor a percusséo 12 92,3
Dor a palpagéo 11 84,6
Dor a palpacéo+ percussao 10 76,9
Histérico de dor irévia 6 35,2
Ausente (canal seco) 14 46,6
Presente (canal molhado) 16 53,3
Claro 10 62,5
Purulento 6 37,5
Hemorréiico 0 0
Ausente 21 70
Presente 9 30
‘Sondagem periodontal
1mm 17 56,6
2mm 8 26,6
3mm 5 16,6
‘Tamanho da leséo radiografica
1-4 mm 19 63,3
5-9 mm 11 36,6
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5.2. Quantificacao de endotoxinas nos canais radiculares infectados (C1)

100%

periodontite apical crbnica, com valores compreendidos entre 0,16 a 171 EU/m,

Endotoxina foi detectada em dos canais radiculares com
representados pela mediana de 18,70 EU/mL (Tabela 4).

Niveis mais elevados de endotoxina foram detectados nos casos com
presencga de sintomatologia dolorosa provocada (31,40 EU/mL x 11,85 EU/mL). As
concentragbes de endotoxinas nos dentes com dor provocada foram
estatisticamente maiores quando comparada aos dentes assintomaticos (p=
0,0204, Teste t de amostras independentes). Associacao positiva foi encontrada
entre niveis mais elevados de endotoxinas e presenca de dor a percussao (31,50

EU/mL, p=0,0236) e presenca de exsudato intracanal (31,80 EU/mL).

Tabela 4 — Comparagcdo dos valores de endotoxinas (Mediana e intervalo de
confianga 95% em EU/mL) de acordo com os parametros clinicos avaliados.

Ausente Presente

Sinais/Sintomas Med (IC 95%) Med (IC 95%) Valor de p
Dor provocada 11,85 (7,87 — 26,73) 31,40 (21,38 — 55,43) 0,0204**
Dor a percussao 12,00 (9,15 - 27,11) 31,50 (20,35 - 57,64) 0,0236**
Percussao+Palpacao 13,40 (12,40 — 35,29) 27,55 (12,66 — 51,96) 0,3946*
Dor a palpacao 12,70 (11,31 —=35,54) 31,20 (14,72 — 49,74) 0,3658*
Dor prévia 16,20 (11,72 -37,00) 22,30 (13,56 — 46,76) 0,5471**
Lesao > 4mm 14,60 (12,95 -36,36) 26,10 (11,45 —50,08) 0,5404*
Exsudato intracanal 6,85 (3,01 — 16,90) 31,80 (29,30 — 55,60) 0,0001**
Fistula 14,60 (11,49 - 33,70) 31,60 (17,25 — 58,15) 0,1480*

*Comparacao entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando
variancias homogéneas (a=0,05). **Comparagao entre 0s grupos por meio do teste T para
dois grupos distintos apresentando variancias heterogéneas (a=0,05).
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5.2.1. Efeito do preparo quimico-mecanico com NaOCIl 2,5% e CLX gel 2% na
reducao de endotoxinas dos canais radiculares infectados

Niveis elevados de endotoxinas foram encontrados nos canais radiculares
na coleta inicial (Tabela 5). O preparo quimico-mecéanico foi capaz de reduzir
endotoxinas em todos os canais radiculares estudados. NaOCI 2,5% apresentou
maior efetividade na redugdo dos niveis de endotoxinas (99,65%) quando
comparado a CLX gel 2% (95,07%) (p<0,05). O uso de EDTA 17% como protocolo
final do preparo quimico-mecanico potencializou a redugdo de endotoxinas,
principalmente nos grupos Il (95,07% x 98,27%) e Ill (96,79 X 98,71%) (p<0,05)
(Tabela 6).

Tabela 5 — Niveis de endotoxinas (Mediana e intervalo de
confianga 95% em EU/mL) de canais radiculares com necrose
pulpar e lesdo periapical nas diferentes etapas do tratamento
endodéntico utilizando diferentes substancias quimicas

auxiliares
Etapas do tratamento endodontico
GRUPOS Inicial (C1) Apos PQM (C2) Apos EDTA (C3)
Med (IC 95%) Med (IC 95%) Med (IC 95%)
25,80 (13,75 — 51,47) 0,07 (0,03 —0,15) 0,09 (0,03 - 0,17)
NaOCI (I) Aa Ab Ab
18,65 (8,40 — 44,35) 0,63 (0,39 —1,22) 0,26 (0,02 — 0,85)
CLX () Aa Ab Ab
13,95 (-2,08 - 73,53) 0,18 (-4,85 — 13,33) 0,07 (0,03 —0,15)
SS (1) Aa Ab Ab

Letras mailsculas distintas na coluna significam diferenca
estatistica pelo teste Kruskall Wallis seguido pelo teste de Dunn
(a=0,05). Letras minusculas distintas na linha significam diferenca
estatistica pelo teste de Friedman (a=0,05).
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Tabela 6 — Percentual de reducdo dos niveis de endotoxinas
(Mediana e intervalo de confiangca 95% em EU/mL) nas diferentes
etapas do tratamento endodéntico utilizando diferentes substancias
quimicas auxiliares

Etapas do tratamento endodéntico

GRUPOS C1-C2 (%) C1-C3 (%)
Med (IC 95%) Med (IC 95%)
NaOCI (1) 99,65 (99,29 — 99,83) Aa 99,75 (98,92 — 100,00) Aa
CLX (Il) 95,07 (68,61 — 100,00) Bb 98,27 (96,10 — 99,20) Aa
SS (ll) 96,79 (74,92 — 100,00) ABb 98,71 (97,09 — 99,79) Aa

Letras mailsculas distintas na coluna significam diferenga estatistica
pelo teste Kruskall Wallis seguido pelo teste de Dunn (0=0,05). Letras
mindsculas distintas na linha significam diferenca estatistica pelo teste
de Friedman (a=0,05).

5.3. Avaliacao do potencial inflamatério do conteido endodoéntico inicial
presente nos canais radiculares através dos niveis de (IL1- B)

IL1- B foi detectada em 100% dos sobrenadantes de macréfagos
estimulados com conteudo endodéntico inicial, com valores compreendidos entre
18,17 a 89,49 pg/mL (mediana 32,94 pg/mL). Nao houve diferenca estatistica
entre os niveis de IL1- B detectados em sobrenadantes de macrofagos
estimulados com conteudo infeccioso de dentes com sintomatologia dolorosa
(mediana 31,10 pg/mL) quando comparados ao conteudo de dentes
assintomaticos (mediana 33,18 pg/mL) (p>0,05).

No grupo controle positivo, as células foram estimuladas com uma
concentracao conhecida de endotoxina (10 EU/mL). IL1- B produzida foi detectada
numa mediana de 15,53 pg/mL. No grupo controle negativo, as células nao
receberam estimulacdo por endotoxina ou aliquota proveniente do conteudo
endoddntico e desta forma, nao foi detectada a presenca de IL1- B de acordo com
o limite de deteccéao do teste utilizado.

Valores individuais dos niveis de IL1- B (pg/mL) estdo distribuidos na
tabela 7.
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Tabela 7 — Mediana de concentracéao e intervalo de confianga 95% dos
niveis de IL1- B (pg/mL) relacionados aos diferentes parametros clinicos e
radiograficos avaliados.

Parametros - Auséncia Presenca
Ausente/Presente Med (IC 95%) Med (IC 95%) Valor de p
Dor provocada 33,18 (28,76 —46,33) 31,10 (26,87 — 38,33) 0,3229*
Dor a percussao 32,96 (28,91 —45,46) 30,93 (26,44 — 39,01) 0,4119*
Percussao+Palpacao 32,96 (29,38 —44,27) 30,93 (25,03 — 40,09) 0,4508*
Dor a palpacao 33,18 (29,28 —44,98) 31,10 (25,71 — 39,14) 0,3950*
Dor prévia 31,10 (26,77 - 37,77) 37,11 (28,87 —=50,14)  0,1740*
Lesao > 4mm 32,74 (28,09 — 38,50) 33,18 (26,29 —51,80)  0,3723**
Exsudato intracanal 33,16 (28,10 — 41,20) 29,91 (27,10 — 45,03) 0,7918*
Fistula 33,15 (28,41 —42,68) 32,74 (26,43 —43,72)  0,9357*

*Comparagao entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando
variancias homogéneas (a=0,05). **Comparacgao entre os grupos por meio do teste T para dois
grupos distintos apresentando variancias heterogéneas (a=0,05).

5.3.1 Avaliacao do potencial inflamatério do conteudo endodéntico apés a
instrumentacao do canal radicular e apos uso de EDTA 17% através dos
niveis de IL1- B

IL1- B foi detectada em menores niveis apés PQM quando comparados
aos niveis iniciais (Figura 10). Menor potencial inflamatério determinado através
dos niveis de IL1- B foi observado nos sobrenadantes de macréfagos estimulados
com o conteudo infeccioso presentes apés EDTA (C3) quando comparado a
infeccao inicial (C1).

Valores individuais das médias e desvio-padrao encontrados em cada

grupo e diferentes etapas operatorias encontram-se distribuidos na tabela 8.
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Tabela 8 —Potencial inflamatoério do conteudo infeccioso nas diferentes etapas da terapia endoddntica
através dos niveis de IL1- B (pg/mL)

Grupos Etapas do tratamento endodontico
Inicial (C1) Apos PQM (C2) Apos EDTA (C3)
Med (IC 95%) Med (IC 95%) Med (IC 95%)
NaOCI (1) 30,33 (27,10 — 37,27) Aa 8,80 (7,14 - 13,14) Bb 7,23 (5,20 — 10,26) Bb
CLX (ll) 30,38 (24,45 — 36,18) Aa 7,53 (5,79 -9,21) Bb 7,47 (5,50 -8,81) Bb

SS (controle)

35,91 (28,13 —49,11) Aa 21,38 (14,03 — 34,69) Ab 20,45 (11,90 — 34,28) Ab

*Letras maiusculas distintas na coluna significam diferenca estatistica pelo teste Kruskall Wallis
seguido pelo teste de Dunn (a=0,05). Letras minusculas distintas na linha significam diferenca
estatistica pelo teste de Friedman (a=0,05).

Figura 10. Niveis de IL1-B antes, apos
a instrumentacao e apos uso de EDTA
17%.
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5.4 Avaliacao do potencial inflamatério do conteudo endoddntico inicial
presente nos canais radiculares através dos niveis de TNF- a

Fator de Necrose Tumoral- a foi quantificado nos sobrenandantes de
macréfagos estimulados com o conteudo infeccioso de canais radiculares com
necrose pulpar e presencga de lesao periapical.

TNF-a foi detectado em 100% dos sobrenadantes de macréfagos
estimulados com conteddo endodéntico inicial, com valores compreendidos entre
877,21 a 39480,0 pg/ml (mediana 1002,6 pg/mL).

No grupo controle positivo, as células foram estimuladas com uma
concentracdo conhecida de endotoxina (10 EU/mL). Niveis de TNF-a foram
detectados numa mediana de 4965,82 pg/mL. No grupo controle negativo, as
células nao receberam estimulacdo por endotoxina ou aliquota proveniente do
conteudo endodbntico e desta forma, ndo foi constatada a presenca desta citocina
nos sobrenadantes avaliados. Valores individuais dos niveis de TNF-a (pg/mL) de
acordo com os parametros clinicos analisados estédo distribuidos na tabela 9. Nao
foram encontradas associacbes positivas entre maiores niveis de TNF- a em
resposta a estimulacdo com conteddo endodéntico de casos com presenca de

sinais e sintomas de origem endoddntica.

Tabela 9 — Mediana e intervalo de confianga 95% dos niveis de TNF- a (pg/mL)
relacionados aos diferentes parédmetros clinicos e radiograficos avaliados

Parametros Auséncia Presenca
Média (+ dp) Média (+ dp) Valor de p
Dor provocada 994,02 (928,35 — 1578,59) 1005,39 (855,18 — 1333,94) 0,4443*
Dor a percussao 993,60 (930,44 — 1544,34) 1016,79 (842,55 — 1370,31) 0,5354*
Percussao+Palpacao 1002,60 (941,06 — 1491,02) 994,00 (789,04 — 1460,51) 0,6811*
Dor a palpacao 1011,17 (939,84 — 1518,76) 990,01 (811,89 — 1405,52) 0,5763*
Dor prévia 994,00 (940,86 — 1529,89) 1011,66 (800,00 — 1440,40) 0,5803*
Lesao > 4mm 1012,14 (948,32 — 1474,01) 987,63 (747,49 — 1538,84) 0,7532*
Exsudato intracanal 1002,60 (935,08 — 1649,85) 989,24 (839,69 — 1340,22) 0,3208*
Exsudato purulento 973,53 (912,39 — 1006,28) 1016,79 (407,88 — 22,94,50) 0,3133**
Fistula 1016,79 (985,58 — 1548,50) 991,63 (945,84 — 1013,14) 0,0465**

*Comparacgao entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando variancias
homogéneas (0=0,05). **Comparagdo entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos
apresentando variancias heterogéneas (a=0,05).
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5.4.1 Avaliacao do potencial inflamatorio do conteudo endodéntico apés a
instrumentacao e apés uso de EDTA 17% através dos niveis de TNF- a

Niveis mais baixos de TNF-a foram detectados ap6s PQM quando
comparados aos niveis iniciais presentes nas infec¢cdes endoddnticas primarias
(Figura 11).

Menor potencial inflamatério determinado através dos niveis de TNF- a foi
observado nos sobrenadantes de macréfagos estimulados com conteudo
infeccioso dos canais radiculares apés EDTA 17% quando comparado a infecgéo
inicial (C1) (p<0,05).

Valores individuais das médias e desvio padrdao encontrados em cada
grupo nos diferentes momentos de coleta encontram-se distribuidos na Tabela 10.

5.5 Teste de correlacao

Para avaliar possivel correlagdo entre o0s niveis de endotoxina
encontrados, IL-18 e TNF-a, foi realizada analise estatistica complementar por
meio do Teste de Pearson. A aplicacao deste teste visa investigar se variagoes
nos niveis de endotoxina estdo correlacionadas com modificacbes na
concentracao de citocinas, de forma diretamente proporcional, caracterizando uma
correlagcdo positiva, ou de forma inversamente proporcional, caracterizando uma
correlagédo negativa.

Correlacao positiva foi encontrada entre os niveis iniciais de IL-13 e TNF-a
(Correlacéao de Pearson - a=0,6931; p= 0,0262).
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Tabela 10 — Potencial inflamatério do contetdo infeccioso nas diferentes etapas da terapia endodontica
através dos niveis de TNF- a (pg/mL)

Grupos Etapas do tratamento endodontico
Inicial (C1) Apds PQM (C2) Apods EDTA (C3)
Med (IC 95%) Med (IC 95%) Med (IC 95%)
NaOCiI (1) 1016,79 (940,07 — 1027,82) Aa 405,02 (378,96 — 431,43) Bab 395,20 (373,41 — 410,69) Bb
CLX (I) 988,51 (927,23 — 1002,90) Aa 476,03 (402,32 — 539,55) ABab 466,52 (402,61 —511,28) ABb
SS (controle) 1023,14 (1045,00 — 22,78,04) Aa 637,56 (473,87 — 1282,52) Ab 654,06 (506,78 — 1708,96) Ab

Letras maiusculas distintas na coluna significam diferenga estatistica pelo teste Kruskall Wallis seguido pelo
teste de Dunn (a=0,05). Letras minusculas distintas na linha significam diferenca estatistica pelo teste de
Friedman (a=0,05).

Figura 11. Niveis de TNF-a dos trés
grupos estudados antes, apos a terapia
endodoéntica e apds uso do EDTA 17%.
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6. DISCUSSAO

6.1. Quantificacao de endotoxinas nos canais radiculares

Diante do predominio de bactérias Gram-negativas, e considerando
lipopolissacarideo como seu principal constituinte inflamatério, preocupacdes
constantes do papel desta molécula em quadros infecciosos evocaram a “era da
quantificagcdo de endotoxinas em canais radiculares” (Schein & Schilder, 1975;
Horiba et al., 1991; Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007;
Oliveira et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; Valera et al.,
2010; Martinho et al., 2010 a,b; 2011; Endo et al., 2011; Gomes et al., 2012;
Oliveira et al., 2012; Marinho et al., 2012).

Infeccdes endoddnticas associadas a periodontite apical sdo resultantes
da interagdo entre as defesas do hospedeiro e fatores microbianos, dentre os
quais, endotoxina, é indubitavelmente o fator de viruléncia mais estudado (Tang et
al., 2011). Para deteccao e quantificacao de endotoxinas, o método “Limulus
amebocyte lysate” (LAL) € um dos mais sensiveis, conhecido por detectar
endotoxinas, mesmo em baixas concentracdes (Novitsky, 1994).

Baseados no principio de LAL, diversos testes para deteccao e
quantificagdo de endotoxinas vém sendo utilizados. Apesar da capacidade de
detectar a presenca de endotoxinas, a sensibilidade de deteccao dos testes
empregados parece influenciar na mensuragdo da concentragao de endotoxinas
em uma amostra. Diferengas entre as concentragbes de endotoxina podem estar
relacionadas a selecdo do teste a ser utilizado. Foi demonstrado por Martinho et al.
(2010) que os testes quantitativos cinéticos de deteccdo sdao mais precisos e
reprodutiveis para quantificacdo de endotoxinas em canais radiculares. Essa
informacdo € particularmente importante quando se deseja realizar estudos
comparativos dos niveis de deteccdo de endotoxinas em diferentes etapas
operatérias, devendo levar em consideracado o teste empregado. Diante disto, o
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teste cinético turbidimétrico (Pyrogent -5000%) foi o teste de escolha deste estudo
para quantificar endotoxinas antes e apds a instrumentacdo do canal radicular e
apoés toalete final com EDTA 17%, estando de acordo com Martinho et al., 2010;
Endo et al., 2011; Martinho et al., 2012; Gomes et al., 2012 e Marinho et al., 2012.

Endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras coletadas de
canais radiculares, corroborando com o trabalho de Jacinto et al., 2005, Martinho
et al. 2010, Martinho et al., 2011; Gomes et al., 2012 e Oliveira et al., 2012. Os
valores de endotoxina encontrados estdo representados pela mediana de 18,7
EU/mL. Esse resultado reafirma achados prévios da investigacdo da concentracéao
de endotoxinas de canais radiculares com necrose pulpar, quantificada pelo
mesmo teste de deteccdo, nos quais niveis de endotoxinas em infeccdes
endoddnticas primarias apresentam uma mediana de concentragcao baixa.

Acredita-se que deve ser atingido um limiar de concentracdo de
endotoxinas sobre os tecidos pulpares e perirradiculares para o desencadeamento
de manifestacdo clinica dolorosa. Nos dentes com dor provocada, a concentracao
de endotoxinas foi superior a encontrada nos dentes assintomaticos, concordando
com os achados da literatura (Schein & Schilder, 1975; Dhalen & Bergenholtz,
1980; Horiba et al., 1991; Khabbaz et al., 2000; Jacinto et al., 2003, Jacinto et al.,
2005; Martinho et al, 2010). Niveis mais elevados de endotoxinas foram
estatisticamente maiores nos casos em que havia presenca de dor a percussao.
Embora o fendmeno de dor de origem perirradicular seja multifatorial, os
resultados da presente investigagcao sugerem que a concentracdo de endotoxina
seja um dos fatores envolvidos, podendo estar relacionada com maior grau de
inflamacéo perirradicular.

Quanto ao aspecto fisico do canal radicular, niveis elevados de
endotoxinas foram detectados em dentes com exsudagéo intracanal (= 5 vezes
superior) concordando com a literatura endoddntica (Schein & Schilder, 1975;
Horiba et al., 1989; Jacinto et al., 2005; Martinho et al., 2012). Nenhuma diferenca
significante quanto aos niveis de endotoxinas quando da distincdo do tipo de
exsudato presente, quer seja exsudato purulento ou seroso. Horiba et al., (1990)
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quantificaram endotoxinas de amostras de infeccbes endodbdnticas primarias e
igualmente encontraram elevados niveis de endotoxina em dentes com exsudagao
intracanal do que naqueles com canais secos, 0 que suporta os achados do
presente estudo.

Considerando que, os produtos da degradacéao pulpar e a possibilidade de
estagnacao e degradacao de componentes proteicos dos fluidos tissulares servem
como nutrientes essenciais a sobrevivéncia de microrganismos no sistema de
canais radiculares, desencadeando reacbes de defesa do hospedeiro, as
infeccdes endodbnticas devem ser tratadas, principalmente, por procedimentos
mecanicos auxiliados por substancias quimicas auxiliares, capazes de reduzir ao
maximo os irritantes presentes no interior do canal radicular (Takahashi, 1998).
Assim, a eliminagdo completa de microrganismos em canais radiculares infectados
€ um objetivo claro do tratamento endodéntico (Trope & Bergenholtz, 2002).

Mesmo que as bactérias sejam removidas do canal radicular,
endotoxinas podem permanecer e alcangar o0s tecidos periapicais. Para o
hospedeiro, a estrutura do LPS serve como padrao ou sinal molecular que indica a
presenca de bactérias Gram-negativas, permitindo a identificacao pelo hospedeiro
como “non-self” (Medzhitov & Janeway, 2000, 2002), desta forma, a perpetuagao
ou manutencao das periapicopatias apds a terapia endodontica pode estar em
detrimento da persisténcia desse estimulo (Barthel et al., 1997, Vianna et al.,
2007). Assim, o tratamento do canal radicular infectado deve visar também a
eliminagdo de endotoxinas dos canais radiculares durante a terapia endodéntica,
contribuindo para o processo de reparo dos tecidos periapicais (Martinho et al,
2010).

6.2.1. Efeito do preparo quimico-mecanico na reducao de endotoxinas dos
canais radiculares infectados

Neste estudo, foram comparadas duas substancias quimicas auxiliares

mais comumente utilizadas em Endodontia - NaOClI 2,5% e CLX 2% - na remocéao
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de endotoxinas de canais radiculares com necrose pulpar e presenca de lesao
periapical associada. Embora bem consolidado o uso dessas substancias
qguimicas auxiliares na terapia endodontica, por sua agcao antimicrobiana de amplo
espectro (Ferraz et al., 2001; Oliveira et al., 2007; Siqueira et al., 2007; Martinho &
Gomes, 2008; Gomes et al., 2009), é imperioso também investigar sua agao sobre
endotoxinas em canais radiculares infectados.

No presente trabalho, observou-se que os niveis iniciais de endotoxina
foram significativamente reduzidos apds a instrumentacdo, independente da
substancia quimica auxiliar utilizada. Trabalhos prévios também demonstraram o
efeito do preparo mecéanico na redugcdo de endotoxinas de canais radiculares
infectados (Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009;
Martinho et al., 2010; Oliveira et al. 2012). A expressiva reducao de endotoxina
alcancada quando se utilizou um irrigante inerte reafirmou o papel desempenhado
pela acdo mecanica dos instrumentos endoddnticos, particularmente de limas
rotatorias na completa extensdo do canal radicular, conjuntamente com o fluxo e
refluxo da solugdo irrigadora na redugé@o dos niveis de endotoxinas de canais
radiculares infectados. A influéncia direta que o diametro apical final de
instrumentacdo exerce sobre a redugdo dos niveis de endotoxina de canais
radiculares contaminados foi demonstrado por Marinho et al., 2012.

Martinho et al. (2010) demonstraram uma reducdao de 98,06% de
endotoxinas ao realizar instrumentagéo rotatéria na completa extensdo do canal
radicular e finalizando o preparo num diametro apical correspondente a lima #30.
NaOCL 2,5% foi utilizada como substancia quimica auxiliar. Utilizando o mesmo
protocolo de instrumentacédo, o presente trabalho estendeu o preparo do canal
radicular a dois didmetros superiores ao descrito por Martinho et al. em 2010,
finalizando a instrumentagcédo do canal radicular num didmetro apical de 40. Foi
obtida uma reducdo de 99,75% dos niveis de endotoxina. Outro fator a ser
considerado para essa significativa reducéao é a anatomia radicular dos elementos
dentais selecionados para este estudo. Os grupos dentarios apresentavam raizes
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retas e desta forma, este aspecto anatémico pode ter favorecido a efetividade de
desinfeccao do canal radicular.

Para instrumentacdo do canal radicular, foi escolhido o sistema rotatério
Mtwo por apresentar boa capacidade de corte, atribuida ao design da seccéo
transversal do instrumento, resultando em Iaminas de corte agressivo e angulo de
corte positivo (Vahid et al.,, 2009), além de preservar a geometria do canal
radicular com baixo risco de desvios (Sonntag et al, 2007). Também tem
excelente capacidade de remocado de debris dentinarios (Foschi et al., 2004;
Schafer et al., 2006). Foi utilizada a sequéncia completa de instrumentos Mtwo®,
correspondendo ao tip final do sistema, resultando num didmetro apical final #40.
Esta ampliagcdo anatémica do canal radicular, parece promover ampliacdo
suficente para chegada da substancia quimica auxiliar no 1/3 apical (Dummer et
al., 1998; Usman et al., 2004).

Avaliando o desempenho individual de cada substancia quimica auxiliar
apdés a instrumentacdo do canal radicular, deve-se ressaltar que, a forma de
apresentacao liquida dos irrigantes testados pode ter favorecido um melhor
desempenho destes quando comparados a forma de apresentacdo em gel da
clorexidina 2%. Um maior percentual de redugéo de endotoxinas foi demonstrado
pelo grupo do NaOCI 2,5% (99,65%) e do soro fisioldgico (96,79%), ambos na
forma liquida, quando comparados a clorexidina gel 2% (95,07%). Considerando
que o mesmo volume de irrigante foi utilizado em todos os grupos (5mL a cada
troca de lima), no grupo da CLX gel 2% a irrigacdo deveria remover raspas de
dentina infectada imersas em gel, o que dificulta o turbilhonamento da solucao
irrigadora, sugerindo a necessidade de um volume maior de soro fisiologico para
uma limpeza mais eficaz.

O elevado potencial de dissolugdo de matéria organica, baixa tenséo
superficial e excelente atividade antimicrobiana consagraram o NaOCI como a
substancia quimica mais utilizada mundialmente na terapia endodéntica. No
entanto, acredita-se que seu melhor desempenho quando comparado a

clorexidina na reducao de endotoxinas nao esteja associado propriamente a sua
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acao quimica, uma vez que este nao diferiu do grupo controle, e sim, a acao fisica
de fluxo-refluxo da solucéao irrigadora no interior do canal radicular sem a presenca
de um gel, o que pode ter contribuido para uma limpeza mais eficaz.

Em contrapartida, varias complicagbes tém sido relatadas com o uso do
NaOCI durante o tratamento endodéntico, tais como dor severa, desenvolvimento
de edema, hematoma e necrose tecidual causado pelo efeito oxidativo desta
substancia quando em contato com os tecidos periapicais (Becking, 1991). Sua
elevada citotoxicidade, em detrimento de sua concentracao, faz repensar seu uso
principalmente a depender do protocolo e técnica de instrumentacdo do canal
radicular, particularmente quando é preconizada ampliacédo foraminal.

Como alternativa ao NaOCI, a clorexidina vem ganhando aceitagdo como
substancia quimica auxiliar. Baseada em evidéncias cientificas, esta substancia
apresenta amplo espectro antimicrobiano, capacidade de difusdo pelos tubulos
dentinarios (Gomes et al., 2009) e substantividade (Vianna et al., 2007). Seu efeito
residual impede a recolonizacdo bacteriana por 7 dias ap6s a instrumentagéo
(Dametto et al., 2002) até 12 semanas (Rosenthal et al., 2004). Esta substancia
tem sido utilizada na terapia endod6ntica sem apresentar reacdes adversas,
mesmo quando em contato com os tecidos periapicais. Sua baixa citotoxicidade foi
demonstrada por Bonacorsi et al. em 2004, uma vez que esta substancia nao
apresentou atividade citotoxica expressiva em cultura de células de macrofagos.

E certo que a clorexidina apresenta a desvantagem de ndo possuir a
capacidade de dissolugdo de tecido organico. Porém, quando na forma de
apresentacao em gel, devido a sua viscosidade, possui a capacidade de promover
a suspensao de restos pulpares para sua posterior remogéo através do ato fisico
da irrigacao-aspiracao do canal radicular com soro fisiolégico (Ferraz et al., 2001).
Aliado a isso, promove acéo lubrificante das paredes do canal, facilitando a agéo
dos instrumentos endodénticos na limpeza de canais radiculares (Vivacqua-
Gomes et al., 2002).

Na pratica clinica, o EDTA 17% é usado para remocao da smear layer
(Torabinejad et al., 2003), independente da substancia quimica auxiliar utilizada. A
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camada de smear layer produzida durante o preparo do canal radicular pode
promover adesao e colonizacado de bactérias, dentre elas, as Gram-negativas, a
matriz dentinaria (Yang & Bae, 2002). Portanto, seu uso € essencial no protocolo
de desinfeccao do canal radicular (Martinho et al., 2010). Considerando o fato do
LPS se aderir a tecidos mineralizados (Schein& Schilder, 2006), julga-se
importante a utilizagdo de um agente quelante para potencializar a reducédo de
LPS do interior de canais radiculares ap6s a instrumentacao.

Apos o toalete final com EDTA 17%, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos. Estes achados demonstram a contribuicao do EDTA
17% (3mL- 3 minutos, com renovacgao a cada minuto), no protocolo de reducao de
endotoxinas de canais radiculares infectados, e esta etapa faz parte do preparo
quimico-mecéanico, sendo seu uso preconizado independente da substancia
quimica auxiliar utilizada. O EDTA age em camadas mais profundas (=130 ym) da
dentina infectada n&do atingidas pelo preparo quimico-mecanico (Berutti et al.,
1997). Além disso, € um forte agente quelante (Petsch & Anspach, 200) que pode
reagir com o Ca* " presente no lipideo A do LPS (Burton & Carter, 1964), afetando
a estrutura dessa molécula.

Vale ressaltar que, independente da substancia quimica auxiliar utilizada,
endotoxina ainda foi detectada mesmo apds o toalete final do canal radicular com
EDTA 17%. Assim, permaneceu uma quantidade residual de endotoxinas (0,44%-
NaOCl; 2,35%- CLX, 1,56%- Solugdo salina) nos canais radiculares. Pouca ou
nenhuma informagdo é disponivel na literatura acerca da concentracdo de
endotoxina que o preparo quimico-mecéanico deve atingir para promover o
desequilibrio do processo inflamatério a favor do hospedeiro e iniciar assim, o
reparo da regido perirradicular.

6.3 Avaliacao do potencial inflamatério do conteudo endodéntico -
Estimulacao celular e dosagem de citocinas inflamatérias

No presente trabalho foi investigado o potencial inflamatério do conteudo
endodontico quanto a producdo de IL-1 B e TNF-a, citocinas comumente
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relacionadas a progressao da inflamagao pulpar e perirradicular (Artese et al.,
1991; McNicholas et al., 1991; Hosoya et al., 1997).

Dentre as células de defesa envolvidas no processo inflamatério, estdo os
macréfagos presentes em maior populagdo, sendo dominantes na produgédo de
citocinas pré-inflamatérias (Artese et al., 1991; Matsuo et al, 1992) e quase
exclusivamente o produtor de TNF-a na presenca do LPS bacteriano (Beutler &
Cerami, 1986). Estudos mostram que o grau de ativagdo de mondcitos depende
da viruléncia do LPS, sendo esta viruléncia especifica para determinadas espécies
bacterianas, principalmente as Gram-negativas (Darveau, 2005).

A analise dos efeitos citotdéxicos do contetdo infeccioso dos 30 canais
radiculares com infeccdo endoddntica primaria foi realizada numa linhagem de
macréfagos murinos imortalizada (RAW 264.7) na producdo de IL1- B e TNF- a.
Macrofagos tém sido utilizados em testes de imunotoxicidade por permitir a
dosagem de citocinas produzidas em cultura de células e pela habilidade em
manter suas fungbes imunoldgicas na presenca de diferentes agentes quimicos
(Barile et al., 1994).

Sao atribuidas funcbes especificas para cada citocina produzida no
desenvolvimento da periodontite apical, cujos efeitos de suas interacoes
repercutem na presencga de sinais/sintomas e achados radiograficos.

Producédo de IL1- B e TNF- a nos sobrenadadantes foi detectada em 100%
dos casos estimulados com conteudo endoddntico inicial, corroborando com o0s
achados de Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2012 e Oliveira et al., 2012. Foi
observada producao de TNF- a em maiores concentracdes do que IL1-B (p<0,05),
corroborando com os achados de Maekawa et al. (2011). Correlagdo positiva foi
encontrada entre os niveis iniciais de IL-1B8 e TNF-a. Trabalhos na literatura tém
mostrado que essas citocinas estdo presentes em niveis significantes em tecidos
periapicais de humanos e de modelos experimentais em animais (Wang &
Stashenko, 1993; Barthel et al., 1997; Pezelj-Ribaric et al., 2007).

Foi demonstrado por Stashenko et al. (1993) que niveis elevados de IL1- 3
e TNF- a estdo presentes em sitios de destruicdo perirradicular ativa. Estas
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citocinas, sinergisticamente, estimulam o desenvolvimento de reabsorcdo déssea
em diferentes condi¢des patoldgicas (Torabinejad et al., 1994).

Tendo o conhecimento da necessidade de remocao do estimulo causal da
produgdo de citocinas pro-inflamatérias nos tecidos periradiculares, especial
importancia é atribuida a terapia endodéntica na reducao/eliminacédo de bactérias
e seus fatores de viruléncia de canais radiculares infectados.

Considerando o0 objetivo deste estudo, a avaliacdo do potencial
inflamatério do conteido endodéntico foi monitorada antes e apdés a
instrumentacao do canal radicular e apés o uso do EDTA 17%; comparando a
efetividade das diferentes substancias quimicas auxiliares.

Quanto aos niveis de IL1- B nas diferentes etapas operatorias, 0s
resultados encontrados neste trabalho demostraram que o conteudo infeccioso
demonstrou maior potencial inflamatério inicialmente, sendo este reduzido apés a
instrumentacao do canal radicular, tanto para as substancias quimicas auxiliares
quanto para o soro fisiolégico (p<0,05).

Na comparacdo entre grupos, as substancias dotadas de atividade
antimicrobiana- NaOCI 2,5% e CLX 2% obtiveram melhores resultados quando
comparadas ao grupo controle. Embora a clorexidina gel 2% tenha apresentado
maior percentual de reducao da producao IL1- B (76,07%) quando comparada ao
hipoclorito de sddio (74,06%) estas substancias ndo diferiram entre si quanto a
reducdo dos niveis de IL1- B. Estudos prévios j& demonstraram que em
concentracdes comparaveis, o0 hipoclorito de sodio e a clorexidina possuem agao
antimicrobiana similar tanto em trabalhos in vitro como in vivo (Ferraz et al., 2001;
Dametto et al., 2002; Gomes et al., 2009, Mohammadi & Abbott, 2009). Ainda que
reduzindo os niveis de IL1-B, o grupo controle obteve um menor percentual de
reducdo ao final da terapia endodéntica (43,92%). Este fato reafirma a
necessidade do uso de uma substancia com propriedades antimicrobianas para
uma desinfeccdo mais efetiva do sistema de canais radiculares.

Quanto aos niveis de TNF- a, a andlise do efeito da instrumentacao do

canal radicular demonstrou uma menor producdo desta citocina em todos os

83



grupos. Apenas apos o uso do EDTA 17% foi constatada reducéao significante dos
niveis de TNF- a em todos os grupos, ressaltando a contribuicdo deste agente
quelante na remocado da smear layer e potencializagdo da desinfeccao
intrarradicular.

Quanto ao desempenho individual das substancias quimicas auxiliares na
reducdo dos niveis de TNF- a, o hipoclorito de s6dio 2,5% apresentou maior
percentual de reducdo (59,89%) seguido da clorexidina gel 2% (52,67%),
entretanto, estas substancias ndo diferiram entre si. Ainda, o hipoclorito de sddio
apresentou-se significativamente mais eficaz do que a solugao salina, que reduziu
em apenas 45,25% os niveis de TNF- a produzidos. Um melhor desempenho de
substancias dotadas de atividade antimicrobiana sugere que sua atividade quimica
parece interferir no potencial inflamatério do LPS, alterando qualitativamente seu
potencial inflamatério.

Como demonstrado no presente estudo, a terapia endodéntica instituida
foi capaz de reduzir o potencial inflamatério dos canais radiculares de forma
significante. Contudo, o conteudo endodéntico mesmo apos a terapia endoddntica
apresentou potencial antigénico. Devido a complexa interagdo entre diferentes
mediadores quimicos da inflamacdo em resposta ao conteddo endoddntico
infeccioso, a dominancia de qualquer um desses na patogénese das lesdes
periapicais é dificil estabelecer. De qualquer maneira, fica o desafio de saber a
real significancia da endotoxina presente no canal radicular apés o preparo
quimico-mecanico, assim como a concentracdo capaz de induzir ou manter uma
lesédo periapical. As pesquisas devem voltar-se para a busca de uma substancia
quimica auxiliar que atue para degradacdo da molécula de LPS, inativando-a
quimicamente durante a terapia endodéntica e consequentemente diminuindo o

potencial inflamatério do conteldo intracanal aos tecidos perirradiculares.
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7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e nas limitagdes experimentais do presente
estudo, pode-se concluir que:

1. Endotoxinas estavam presentes em todos o0s casos investigados,
apresentando niveis mais elevados nos dentes com dor a percussao e com

exsudato intracanal.

2. O preparo quimico-mecanico foi eficaz na reducdo do conteudo de
endotoxinas, independente da substancia quimica auxiliar testada.

3. O potencial inflamatério do conteudo endoddntico foi demonstrado pela
producgéo de IL1- B e TNF-a, exercendo maior atividade inflamatoria contra
macréfagos nas amostras iniciais quando comparado com as obtidas apo6s

0 preparo quimico-mecanico.
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APENDICE 1. Dados gerais dos 30 pacientes selecionados para realizacdo do tratamento endodéntico

Paciente Dente Idade Sexo Sintomatologia Dor percussao Perc+ Palp Dor palpacao Dor Prévia
P1 22 51 F 0 0 0 0 1
P2 22 18 F 1 1 1 1 0
P3 23 30 F 1 0 0 1 0
P4 21 15 F 0 0 0 0 1
P5 32 42 M 0 0 0 0 0
P6 11 29 M 1 1 1 1 0
P7 11 27 F 1 1 1 1 0
P8 21 29 M 1 1 0 0 1
P9 21 27 F 1 1 1 1 0

P10 12 35 M 0 0 0 0 1
P11 11 44 F 1 1 1 1 0
P12 12 44 F 1 1 1 1 0
P13 21 49 F 1 1 1 1 0
P14 11 25 M 0 0 0 0 1
P15 21 25 M 0 0 0 0 1
P16 21 30 F 0 0 0 0 1
P17 34 55 F 0 0 0 0 0
P18 35 52 F 0 0 0 0 1
P19 24 31 F 0 0 0 0 0
P20 12 39 M 0 0 0 0 1
P21 43 50 F 1 1 1 1 0
P22 12 44 M 0 0 0 0 1
P23 11 20 M 0 0 0 0 0
P24 13 40 F 1 1 1 1 1
P25 11 31 M 0 0 0 0 0
P26 22 36 F 0 0 0 0 0
P27 21 36 F 0 0 0 0 0
P28 11 47 F 1 1 0 0 1
P29 21 47 F 1 1 1 1 0
P30 21 36 F 0 0 0 0 1
O=ausente
1=presente
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Apéndice 2. Dados gerais e caracteristicas clinicas dos casos selecionados
para a pesquisa.

CASO CARACTERISTICAS CLINICAS

51 anos, género feminino, dente 12, unirradicular, assintomatico, dor prévia,
restauragdo insatisfatéria, mobilidade, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado,
exsudato claro.

P1

18 anos, género feminino, dente 22, unirradicular, dor provocada, dor a percussao e
P2 a palpacao, cariado, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato purulento,
odor fétido.

30 anos, género feminino, dente 23, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo,
P3 dente higido, lesdo periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro, odor fétido,
fistula intra-oral.

P4 15 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, assintomético, dor prévia,
restauracao deficiente, microinfiltragao, lesao periapical 1-4 mm, canal seco.

P5 42 anos, género masculino, dente 32, unirradicular, assintomatico, restauragéo
deficiente, microinfiltragao, leséo periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro.

29 anos, género masculino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor a palpagéo e
P6 a percussdo, restauragdo insatisfatéria, lesdo periapical 1-4mm, canal molhado,
exsudato purulento.

27 anos, género feminino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo e a
P7 percussdo, restauragdo insatisfatoria, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado,
exsudato claro.

P8 29 anos, género masculino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor a percusséo,
restauragao insatisfatéria, lesdo periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro.
P9 27 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo e a

percussado, restauragdo insatisfatoria, lesdo periapical 1-4 mm, canal molhado,
exsudato claro.

P10 35 anos, género masculino, dente 12, unirradicular, assintomatico, dor prévia,
restauragao insatisfatoria, lesdo periapical 5-9 mm, canal seco.
P11 44 anos, género feminino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor a palpagao e a

percussdo, restauragdo insatisfatéria, lesdo periapical 1-4mm, canal molhado,
exsudato claro.

P12 44 anos, género feminino, dente 12, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéoe a
percusséo, dente higido, lesdo periapical 1-4mm, canal molhado, exsudato claro,
fistula intra-oral.

P13 49 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo e a
percussao, cariado, lesdo periapical 1-4 mm, canal seco.

P14 25 anos, género masculino, dente 11, unirradicular, assintomatico, dor prévia,
restauragao deficiente, microinfiltragao, lesao periapical 1-4 mm, canal seco.

P15 25 anos, géne_rq mascu_lino., Qente 21, unirrad_icullar, assintomatico, dor prévia,
restauracao deficiente, microinfiltragéo, lesdo periapical 1-4 mm, canal seco, fistula
intra-oral.

P16 21 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, assintomatico, dente higido, lesdo
periapical 1-4 mm, canal seco, fistula intra.-oral

P17 55 anos, género feminino, dente 34, unirradicular, assintomatico, cariado, lesdo
periapical 1-4 mm, canal seco.

P18 52 anos, género feminino, dente 35, unirradicular, assintomatico, dor prévia, cariado,
lesdo periapical 1-4 mm, canal seco.

P19 31 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, assintomatico, dente higido, leséo

periapical 1-4 mm, canal seco.
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P20

39 anos, género masculino, dente 12, unirradicular, assintomatico, restauracédo
deficiente, microinfiltragédo, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado.

P21

50 anos, género feminino, dente 43, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo e a
percussao, restauragao satisfatoria, leséo periapical 1-4 mm, canal seco.

P22

44 anos, género masculino, dente 12, unirradicular, dor provocada, dor a palpagéo e
a percussdo, restauragdo deficiente, lesdo periapical 5-9mm, canal molhado,
exsudato purulento, odor fétido.

P23

20 anos, género masculino, dente 11, unirradicular, assintomatico, dente higido,
lesdo periapical 1-4 mm, canal seco.

P24

40 anos, género feminino, dente 13, unirradicular, dor provocada, dor a percusséo,
restauragao insatisfatoria, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato
purulento.

P25

31 anos, género masculino, dente 11, unirradicular, assintomatico, dente higido,
leséo periapical 1-4 mm, canal seco.

P26

36 anos, género feminino, dente 22, unirradicular, assintomatico, restauragéao
deficiente, microinfiltragado, lesao periapical 5-9 mm, canal seco.

P27

36 anos, género feminino, dente 22, unirradicular, assintomatico, restauragédo
deficiente, microinfiltragdo, lesao periapical 1-4 mm, canal seco

P28

47 anos, género feminino, dente 11, unirradicular, assintomatico, restauracédo
deficiente, microinfiltracdo, lesdo periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato
purulento.

P29

47 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor a palpacéo e a
percussao, restauracao deficiente, microinfiltracdo, lesdo periapical 5-9 mm, canal
molhado exsudato claro.

P30

36 anos, género feminino, dente 21, unirradicular, assintomatico, restauracédo
deficiente, microinfiltracdo, lesdo periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato
purulento.
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Apéndice 3. Distribuicao da concentracao de endotoxinas de acordo com a
presenca de sintomatologia dolorosa provocada e presenca de exsudato
intracanal.
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Apéndice 4 — Caracteristicas iniciais da amostra nos diferentes grupos
avaliados quanto a reducao de endotoxina de canais radiculares com
periodontite apical crénica.

Grupo
Parametro NaOCI 2,5% Clorex2|$na gel Solucao Salina \;a;l(:)r
(Gl) (Gll) (Controle)

Unirradicular 10/0 10/0 10/0 1,00
Arco sup/inf 1/9 2/8 1/9 1,00
Género M/F 4/6 3/7 3/7 1,00
Dor provocada A/P 4/6 7/3 6/4 0,5307
Dor percussao A/P 5/5 7/3 6/4 0,8929
Percussao+Palpacao A/P 6/4 7/3 7/3 1,00
Dor a palpagao A/P 5/5 7/3 7/3 0,7094
Dor prévia A/P 6/4 5/5 6/4 1,00
Restauracao definiitvaA/P 0/9 0/3 1/7 0,5500
Restauracao deficiente 0/9 0/3 1/6 0,5263
Micro infiltracao A/P 1/8 0/3 1/6 1,00
Lesao >4mm A/P 4/6 1/9 6/4 0,0891

*A- ausente; P- presente. Valores de p obtidos por meio do teste exato de Fisher. * Letras
mailsculas distintas na linha significam diferenca estatistica pelo teste Anova 1-way seguido pelo
teste de Tukey.
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Apéndice 5 — Niveis de LPS (EU/mL), IL1-B (pg/mL) e TNF a (pg/mL) dos 30
casos com necrose pulpar e presenca de lesao periapical nas diferentes
etapas da terapia endodontica (C1, C2 e C3).

CASO LPS(C1) LPS(C2) LPS(C3) IL1B(C1) IL1B(C2)  IL1B(C3)  TNFa(Cl) TNFa(C3)  TNFa(C3)
P1 20,4 0,19 0,03 37,110 7,934 6,437 877,213 483,518 432,179
P2 82,1 0,04 0,17 39,231 6,542 6,437 1016,786 387,910 381,023
P3 31,4 0,01 0,09 31,098 8,234 8,023 964,028 416,317 402,184
P4 12 0,1 0,3 42,379 9,375 9,237 1021,580 411,015 400,377
P5 16,2 0,17 0,19 40,323 8,115 3,093 1035,971 399,026 387,194
P6 14,6 0,05 0,01 23,117 12,348 5216 1016,786 373,480 362,019
P7 44 0,01 0,01 28,719 11,311 10,998 1040,760 345,403 342,031
P8 72,2 0,24 0,1 27,314 4,193 3,735 1024,580 390,103 390,017
P9 31,2 0,11 0,1 23,015 15,023 14,794 882,494 428,191 411,378
P10 2,0 0,01 0,01 29,573 18,329 9,321 959,232 417,003 412,073
P11 23,9 0,61 0,53 22,093 8,039 7,912 983,027 342,036 339,023
P12 73,7 0,89 0,51 27,310 10,023 10,137 921,124 479,027 470,017
P13 0,81 0,56 0,01 33,147 6,319 6,222 994,001 423,113 418,213
P14 1,24 0,55 0,06 37,436 6,137 7,039 1028,789 473,036 463,019
P15 9,82 0,66 0,04 43,291 11,017 10,093 1012,139 683,741 593,147
P16 24,2 0,02 0,01 32,741 7,029 7,003 1011,173 483,187 481,018
P17 44,7 1,84 1,88 38,917 9,036 8,147 994,024 532,036 530,470
P18 11,7 0,67 0,47 22,031 5,410 4,079 907,231 511,017 499,063
P19 13,4 1,8 0,77 18,177 3,023 2,927 921,06 403,142 402,371
P20 60,3 0,44 0,06 28,021 8,980 8,002 878,117 379,001 373,149
P21 2,3 0,28 0,05 35912 0,000 0,000 2282,0 1687,0 1809,0
P22 43,7 0,16 0,01 89,498 41,351 14,547  2710,0 1622,0 2287,0
P23 3,31 0,12 0,03 29,780 27,106 23,576  2651,0 2345,0 22,0
P24 31,8 0,11 0,09 56,986 38, 652 34,289 39480,0 1593,0 1764.,0
P25 9,2 0,44 0,16 64,726 43,472 59,475  2338,0 203,0 2497,0
P26 0,16 0,1 0,01 33,179 18,015 15,023 993,174 587,086 593,048
P27 4,5 0,04 0,11 23,782 16,132 16,003 981,093 623,115 611,123
P28 72,6 0,21 0,06 39,817 21,379 20,911 1023,143 739,036 697,001
P29 18,7 0,52 0,31 36,071 31,710 27,093 986,024 602,598 601,759
P30 171 40,4 0,08 27,329 20,093 19,998 989,237 512,737 500,048

Azul= NaOCl 2,5%/ Rosa= CLX 2%/ Verde= Soro fisiolégico
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