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RESUMO

O tratamento endodontico do sistema de canais radiculares visa eliminar microrganismos
causadores da doenca pulpar e perirradicular, e também suas endotoxinas, que sdo capazes de
manter a resposta inflamatoria e estdo fortemente associadas & sintomatologia clinica. Os
instrumentos rotatdrios tém sido associados a um preparo mais rapido, seguro e eficaz, mas
ainda se questiona sobre sua real capacidade de eliminar essas bactérias e seus subprodutos.
Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a contaminagdo por Escherichia coli e a
presenca de endotoxinas nos espécimes pesquisados, e avaliar, in vitro, a reducdo da carga
microbiana e dos niveis de endotoxina de canais radiculares contaminados utilizando
sequéncia de limas rotatérias do sistema RaCe® (FKG Dentaire, La Chaux-de-Fonds, Suica).
Foram utilizados 10 pré-molares inferiores permanentes humanos, com apices fechados e
raizes retas, que foram seccionados e tiveram padronizacdo de suas raizes em 15 mm e de
seus forames apicais com uma lima tipo K #20. Apds remocdo da smear layer e esterilizag&o,
as amostras foram colocadas em meio de cultura Luria Bertani (LB) broth, contaminadas com
Escherichia coli (ATCC 25922), e mantidas em estufa a 37 °C por 21 dias, com trocas do
meio a cada 2 dias. Apos este periodo, as amostras foram retiradas do LB broth, e foram
realizadas 2 coletas iniciais com cones de papel absorventes #20, uma microbioldgica e outra
de endotoxina. Os canais foram instrumentados com sequéncia de limas rotatérias RaCe® e
irrigados com soro fisiol6gico 0,9% estéril, a cada troca de lima. Ao final, foram realizadas
novas coletas microbioldgicas e de endotoxinas. As coletas microbioldgicas iniciais (e suas
diluigdes) e finais foram plaqueadas em meio LB agar e incubadas em estufa por 48 h para a
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC). As coletas de endotoxina foram
diluidas, e as amostras quantificadas pelo método turbidimétrico Pyrogent-5000°, que utiliza
a reacdo de LAL. Escherichia coli foi detectada em 100% dos canais radiculares, com valores
compreendidos entre 9 x 10° UFC/mL e 56,7 x 10’ UFC/mL, representados pela média de
14,12 x 10" UFC/mL. Endotoxinas foram detectadas em 10/10 dos canais radiculares
infectados com valores compreendidos entre 0,96 EU/mL e 2.790 EU/mL, representados pela
média de 261,16 EU/mL. Estes resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste
Shapiro-Wilk e teste T (p < 0,05). A instrumentacdo utilizada foi capaz de reduzir o contetido
microbiano (14,12 x 10" UFC/mL X 1,84 x 10° UFC/mL) e endotdxico (261,16 EU/mL X
2,46 EU/mL) em todos os canais radiculares estudados, com diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05). Concluiu-se que a Escherichia coli e as endotoxinas estavam presentes
em todas as amostras testadas; e o sistema RaCe® foi capaz de reduzir a carga microbiana e 0s
niveis de endotoxina destas amostras com diferenca estatisticamente significante, mas ndo foi
capaz de elimina-los totalmente.

Palavras-chave: Endodontia. Canal radicular. Escherichia coli. Endotoxinas. Instrumentagéo.



ABSTRACT

The endodontic treatment of the root canal system aims to eliminate microorganisms that
cause the pulp and periradicular disease, and also their endotoxins, which are capable of
maintaining the inflammatory response and are strongly associated with clinical symptoms.
The rotary instruments have been associated with a faster, safe and effective preparation, but
still remains questionable its real ability to eliminate these bacteria and their byproducts.
Thus, the aim of this study was to investigate the contamination by Escherichia coli and the
presence of endotoxins in the samples researched, and evaluate, in vitro, the reduction of
microbial load and endotoxin levels in contaminated root canals using a sequence of rotary
files from system RaCe® (FKG Dentaire, La Chaux-de-Fonds, Switzerland). Ten permanent
human premolars with closed apex and straight roots were used, which were sectioned and
had the standardization of its roots in 15 mm and its apical foramen with a # 20 K file. After
smear layer removal and sterilization, the samples were placed in Luria Bertani (LB) broth
medium, contaminated with Escherichia coli (ATCC 25922), and maintained in incubator at
37 °C for 21 days, with changes of medium every 2 days. After this period, samples were
removed from LB broth, and 2 initial samples were taken with absorbent paper cones # 20, a
microbiologic one and other for endotoxin. The canals were instrumented with a sequence of
RaCe® rotary files and irrigated with sterile saline solution 0.9%, at each change of file. At
the end, there were new microbiological and endotoxin collects. The initials (and their
dilutions) and finals microbiological samples were plated on LB agar medium and incubated
for 48 h for counting of colony-forming units (CFU). The samples of endotoxin were diluted
and quantified by the turbidimetric method Pyrogent-5000®, which uses the reaction of LAL.
Escherichia coli was detected in 100% of root canals, with values between 9 x 10° CFU/mL
and 56.7 x 10" CFU/mL, represented by an average of 14.12 x 10" CFU/mL. Endotoxins were
detected in 10/10 of the infected root canal with values between 0.96 EU/mL to 2790 EU/mL,
represented by an average of 261.16 EU/mL. These results were statistically analyzed by the
Shapiro-Wilk test and T-test (p < 0.05). The instrumentation used was capable of reducing the
microbial (14.12 x 10" CFU/mL X 1.84 x 10° CFU/mL) and endotoxic content (261.16
EU/mL X 2.46 EU/mL) in all root canals studied, with statistically significant difference (p <
0.05). It was concluded that Escherichia coli and endotoxins were present in all the samples
assessed; and system RaCe® was able to reduce the microbial load and endotoxin levels of
these samples with statistically significant difference, but was not able to eliminate them
completely.

Key-words: Endodontics. Root canal. Escherichia coli. Endotoxins. Instrumentation.
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1- INTRODUCAO

Embora fatores quimicos e fisicos possam estar envolvidos, as bactérias sdo o
principal agente etiolégico das patologias pulpares e perirradiculares, exercendo papel de
extrema relevancia na inducdo e perpetuacdo de processos inflamatorios na polpa e no
periapice. As agressdes quimicas e fisicas podem induzir uma resposta inflamatoria nestes
tecidos, entretanto, uma agressdo biolégica tende a manter o processo patolégico por mais
tempo (ALVES et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que estas infeccbes s&o polimicrobianas, com uma
prevaléncia de bactérias anaerdbias estritas, principalmente Gram-negativas (VIANNA et al.,
2007), que tém seu numero aumentado gragas a um conjunto de fatores como baixa tenséo de
oxigénio, resisténcia do hospedeiro e interagdes microbianas (PETERS; WESSELINK e VAN
WINKELHOFF, 2002). As espécies cultivaveis mais frequentemente detectadas na infeccéo
primaria sdo Gram-negativas e pertencem aos géneros Tannerella, Dialister, Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter e Treponema (MOHAMMADI, 2011).

Essa infeccdo mista e polimicrobiana esta presente ndo apenas no interior do sistema
de canais radiculares, como também em tubulos dentinarios e em &reas de reabsorcao
radicular (HAAPASALO e GRSTAVIK, 1987). Entretanto, ndo s6 as bactérias, mas também
as moléculas de lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana mais externa da parede
celular das bactérias Gram-negativas sdo capazes de penetrar e se alojar nos tubulos
dentinarios (HORIBA et al., 1990; NISSAN et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2005).

Essas moléculas de LPS sdo as chamadas endotoxinas, que tém na sua por¢do Lipide
A a sua parte mais toxica, e sdo liberadas na forma de vesiculas durante a multiplicagdo ou
morte celular bacteriana, causando diversos efeitos biolégicos relevantes, principalmente na
patogénese das lesdes periapicais (LEONARDO et al., 2004). Seus inumeros efeitos
inflamatorios incluem a inducdo de mediadores e citocinas, cuja ativagdo causa uma série de
reacles que sao responsaveis por sintomas frequentemente associados a patologias de origem
endodontica (BUCK et al., 2001; SILVA et al., 2002).

Estudos tém sido conduzidos para a quantificacdo de endotoxinas no interior dos
canais radiculares, fazendo relagdo entre sua presenca e sinais e sintomas clinicos, tais como
edema, exsudacgdo e sintomatologia dolorosa (KHABBAZ; ANASTASIADIS e SYKARAS,
2001; SILVA et al, 2002; JACINTO et al, 2005; SCHEIN e SCHILDER, 2006).
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O Limulus Amebocyte Lysate (LAL), ou Lisado de Amebdcitos Limulus, é o teste mais
sensivel e especifico disponivel para deteccdo de endotoxinas bacterianas associadas a
bactérias Gram-negativas e tem sido utilizado para quantificar pequenas concentracdes de
endotoxinas em canais radiculares infectados (SCHEIN e SCHILDER, 2006; MARTINHO,
2007). Atualmente, existem quatro metodologias aprovadas pela Federal Dental Association
(FDA) para deteccdo de endotoxinas, sendo uma delas o método quantitativo turbidimétrico
Pyrogent-5000®, em que a amostra é misturada ao reagente LAL reconstituido e é monitorada
quanto ao aparecimento da turbidez (MARTINHO et al., 2010).

O principal objetivo do tratamento endodontico é a eliminagdo de bactérias e seus
subprodutos do sistema de canais radiculares. Para esse proposito, € realizada criteriosa
limpeza do conteudo séptico-necrotico atraves da instrumentagdo e irrigacdo do canal
radicular (SCHILDER, 1974). Uma vez instituida a terapia endodéntica, através de um
preparo quimico-mecanico e obturagdo adequados, o profissional desequilibra a interagdo
previamente estabelecida a favor do hospedeiro, possibilitando a reparacéo tecidual (ALVES
et al., 2004).

Entretanto, na atualidade, o objetivo do tratamento de dentes deciduos e permanentes
com polpa necrosada e lesdes periapicais cronicas ndo € apenas a eliminacdo das bactérias,
mas também a remocgdo de células mortas e inativacdo de endotoxinas, que podem
permanecer e se difundir através da dentina e, desta forma, manter ou induzir o
desenvolvimento de periapicopatias, mesmo que as bactérias sejam removidas (SILVA et al.,
2004; VIANNA et al., 2007).

Sem duavida, nos ultimos anos, a fase do tratamento endodbntico que apresentou
maiores transformacdes foi a o preparo do canal radicular. Desde a introducdo da liga de
niquel-titdnio na Endodontia e o posterior desenvolvimento dos instrumentos rotatorios,
varias pesquisas vém demonstrando a superioridade e a rapidez na conclusdo dos preparos
realizados pela instrumentacdo mecanizada (SEMAAN et al., 2009) mas, sob o ponto de vista
microbioldgico, torna-se um desafio o alcance do equilibrio entre a preservacao anatémica do
canal radicular e a descontaminagéo do terco apical (MICKEL et al., 2007).

O sistema rotatério RaCe®, nome originado das iniciais de “Reamer with Alternating
Cutting Edges” (alargador com arestas de corte alternadas) é composto por instrumentos
rotatérios de niquel-titdnio de diversos didmetros e conicidades, possuindo excelente
capacidade de corte, flexibilidade e seguranga durante o preparo de canais curvos e/ou
atrésicos. O sistema possui um design diferenciado com algumas caracteristicas especificas
(como éangulos helicoidais alternados — segmentos “retos” e “torcidos” que evitam o
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rosqueamento, acabamento eletroquimico da superficie, entre outros), e da liberdade ao
clinico de montar sua propria sequéncia com as limas que escolher trabalhar ou utilizar os kits
montados pelo fabricante, como o EasyRaCe (para a maioria dos canais) e o XtremeRaCe
(para canais mais complicados) (RODRIGUES et al., 2007; LOPES e SIQUEIRA JR., 2010;
COHEN e HARGREAVES, 2011).

Estudos que avaliaram as limas RaCe® concluiram que os canais preparados com este
sistema foram realizados de forma eficaz, segura, rapida, com pouca extrusdo apical de debris
e mantendo a sua curvatura original (LEONARDI, 2004; PAQUE; MUSCH e HULSMANN,
2005; ZARRABI; BIDAR e JAFARZADEH, 2006; MERRETT; BRYANT e DUMMER,
2006; ZAND et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007). Entretanto, a maioria destes estudos
tem maior foco na parte mecanica do sistema, e pouco falam sobre a parte microbioldgica, de
sua capacidade de reducdo do contetudo microbiano e endotdxico, o que é fundamental para o
sucesso da terapia.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a capacidade de redugéo
da carga microbiana e dos niveis de endotoxinas de canais radiculares contaminados
utilizando a sequéncia de limas rotatérias RaCe®, tendo em vista a influéncia destes fatores na

obtencdo do sucesso no tratamento endodéntico.



2- REVISAO DA LITERATURA

Mais de 700 espécies ou filotipos bacterianos, dos quais mais de 50% ainda ndo foram
cultivados, tém sido detectados na cavidade oral. A cavidade oral é formada por diversas
superficies, cada uma recoberta por um grande nimero de bactérias, o chamado biofilme
bacteriano. Algumas destas bactérias tém sido relacionadas com doencas orais como a carie e
periodontite, que estdo entre as infec¢Ges bacterianas mais comuns em humanos (AAS et al.,
2005).

2.1- Infeccdo endodontica primaria

2.1.1- Histérico

A associacdo entre bactérias e a patologia perirradicular foi relatada pela primeira vez
por Willoughby Dayton Miller, um Cirurgido Dentista norte-americano que trabalhava no
laboratério de Robert Koch em Berlim, na Alemanha, em 1894, apds a analise de material
coletado de canais radiculares contendo polpas necrosadas. Naquela época, ele reconheceu
que algumas bactérias de amostras de canais radiculares que ele tinha visto em seu
microscopio ndo podiam ser cultivadas utilizando a tecnologia disponivel. Muitas daquelas
bactérias eram, provavelmente, anaerdbias. Através de bacterioscopia do esfregaco de
material coletado de 250 canais radiculares infectados, o autor observou a presenca dos trés
tipos morfoldgicos béasicos de células bacterianas: cocos, bacilos e espirilos, constatando que
as infeccOes endoddnticas eram mistas e que, depois de transcorrido longo tempo de infeccéo,
havia uma maior concentracdo bacteriana e uma maior diversidade de espécies do que em
infeccdes iniciais (MILLER, 1894).

Isso ocorreu quase 200 anos apds a primeira observacdo registrada de bactérias no
canal radicular, quando, no século XVII, um holandés construtor amador de microscépios,
Antony van Leeuwenhoek (1632-1723) relatou que os canalis radiculares de um dente cariado

“estavam repletos de uma matéria amolecida” e que “a coisa toda” parecia estar viva.
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Entretanto, o papel dos entdo chamados “animaliculos” de Leeuwenhoek na causa da doenca
perirradicular era desconhecido na época (DOBELL, 1932).

Aproximadamente 70 anos ap6s o estudo classico de Miller, KAKEHASHI;
STANLEY e FITZGERALD (1965) confirmaram, definitivamente, o papel essencial
desempenhado por bactérias na etiopatogenia das doencas pulpares e perirradiculares. Para
tal, os autores expuseram ao meio bucal um total de 36 polpas de molares de ratos com 7
semanas de vida, sendo 15 convencionais e 21 "germ-free". Os autores verificaram que nos
animais convencionais ocorreu o desenvolvimento de inflamacéo cronica culminando com
necrose pulpar e lesbes perirradiculares, enquanto que nos animais "germ-free™ a resposta
pulpar foi caracterizada pela presenca minima de inflamacdo e por deposicdo de dentina
neoformada na area exposta isolando o tecido pulpar da cavidade oral. Assim, ficou
demonstrada a importéncia da presenca de microrganismos na instalacdo das infeccoes
endodonticas.

SUNDQVIST (1976) realizou um estudo que também representou um marco na
literatura endoddntica, tendo em vista o fato de que seus achados revolucionaram os conceitos
até entdo vigentes. Este autor aplicou técnicas avancadas de cultura anaerobica para a
avaliagdo das bactérias presentes nos canais radiculares de dentes cujas polpas se tornaram
necroticas apds sofrerem trauma. Foram encontradas bactérias apenas nos canais radiculares
dos dentes que exibiram evidéncia radiografica de periodontite apical, confirmando a
etiologia infecciosa da doenca. Bactérias anaerdbias foram responsaveis por mais de 90% dos
microrganismos isolados. O estudo também serviu para demonstrar que, na auséncia de
infeccdo, o tecido pulpar necrético e o tecido estagnado dentro do canal radicular ndo podem,
por si 6, induzir e perpetuar lesdes de periodontite apical.

MOLLER et al. (1981), com o objetivo de analisar o papel exercido pelos
microrganismos na etiopatogenia das les6es perirradiculares, induziram de forma asséptica e
séptica, necrose em dentes de macacos. As analises clinica, radiografica, microbioldgica e
histolégica, apds 6 a 7 meses, evidenciaram que, nos casos de polpas necrosadas nao
infectadas, os tecidos perirradiculares estavam desprovidos de inflamagdo e indicios de
reparacao, enquanto que nos dentes com polpa infectada, houve sempre o desenvolvimento de

lesGes perirradiculares.
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2.1.2- Conceito

A infeccdo endoddntica intrarradicular é causada por microrganismos que colonizam o
sistema de canais radiculares e pode ser subdividida em 3 categorias, de acordo com o
momento em que estes microrganismos penetram neste sistema: infeccdo primaria, causada
quando h& invaséo e colonizacgdo bacteriana inicial do tecido pulpar necrotico (infecgéo inicial
ou “virgem”); infeccdo secundaria, quando os microrganismos ndo estdo presentes na
infeccdo priméria, mas foram introduzidos no canal radicular depois da intervengédo
profissional; e infeccdo persistente, quando os microrganismos j& eram membros de uma
infeccdo primaria ou secundaria e, de alguma forma, resistiram a procedimentos
antimicrobianos intracanais e conseguiram suportar periodos de privacdo de nutrientes em
canais tratados (COHEN e HARGREAVES, 2011).

2.1.3- Microbiologia dos canais radiculares infectados primariamente

Dentre os muitos fatores que podem influenciar e serem associados ao crescimento e a
colonizag&o bacteriana no interior dos canais radiculares, a disponibilidade de nutrientes € um
dos mais importantes. O tecido pulpar desintegrado e os fluidos teciduais constituem fontes
essenciais de nutrientes nos canais (SUNDQVIST, 1992).

Outro tipo de associacdo relatado € o que ocorre entre bactérias especificas e
caracteristicas clinicas. Muitas sdo as espécies bacterianas capazes de colonizar os canais
radiculares, e tem sido demonstrado que ha uma correlagdo entre a presenca de bactérias
especificas e alguns sinais e sintomas clinicos. Consequentemente, a microflora encontrada
em dentes assintomaticos é diferente daquela isolada de dentes sintométicos. A presenca de
certos microrganismos, particularmente Peptostreptococcus, Eubacterium, Fusobacterium e
os chamados “bacilos produtores de pigmento negro” (Prevotella e Porphyromonas) é
frequentemente associada ao aumento da incidéncia de sintomatologia dolorosa, edema,
exsudato purulento, e outros sinais e sintomas das infec¢gdes endodonticas (GOMES; LILLEY
e DRUCKER, 1996).

Além da nutricdo e das interagdes microbianas, o pH, a baixa tensdo de oxigénio, a
temperatura e a resisténcia do hospedeiro sdo fatores ecoldgicos importantes que tendem a
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favorecer o crescimento de espécies anaerdbias no interior dos canais radiculares (PETERS;
WESSELINK e VAN WINKELHOFF, 2002).

Os microrganismos Gram-negativos ndo somente possuem diferentes fatores de
viruléncia e formam produtos e subprodutos que sdo tdxicos aos tecidos periapicais, mas
também liberam endotoxinas de suas paredes celulares, que podem iniciar ou manter a
resposta inflamatoria e reabsorcdo Ossea nestes tecidos (SILVA et al., 2004).

VIANNA et al., em 2007, ressaltaram que estudos tém demonstrado que a infec¢do
endoddntica primaria € polimicrobiana, com uma prevaléncia de bactérias anaerdbias estritas,
incluindo espécies Gram-negativas dos géneros Fusobacterium, Porphyromonas e Prevotella,
e também espécies de bactérias Gram-positivas do género Peptostreptococcus.

Outras caracteristicas das bactérias Gram-negativas justificam sua maior
patogenicidade, capacidade de ampliacdo da inflamagéo e resisténcia maior frente ao exsudato
e ao infiltrado inflamatério. Dentre elas, se destaca a existéncia de trés camadas ou
envoltorios em sua parte externa, diferente das Gram-positivas que apresentam apenas um
envoltério correspondente, estruturalmente, & membrana mais interna das encontradas nas
Gram-negativas. Em relacdo a composicao dos trés envoltérios celulares das Gram-negativas,
0 mais interno possui duas camadas fosfolipipidicas; o segundo, intermediario, compde-se de
peptideoglicanas e o terceiro, mais externo, tem a camada interna de fosfolipidios e a externa
composta por lipopolissacarideos, altamente toxicos (CONSOLARO, 2009).

Microrganismos e seus produtos estdo indubitavelmente associados a inducdo e a
perpetuacdo das doencas pulpares e perirradiculares. Enquanto a polpa se encontrar em estado
de vitalidade, uma infecgdo ndo se instalara neste tecido. Todavia, se o tecido pulpar se tornar
necrosado, microrganismos invadem e colonizam o sistema de canais radiculares (LOPES e
SIQUEIRA JR., 2010).

Microrganismos participativos podem estar envolvidos nas etapas iniciais da invaséo
pulpar (geralmente através de lesGes de cérie), o que culmina em inflamacdo e necrose
posterior, ou podem ser microrganismos retardatarios que aproveitaram a vantagem das
condi¢des ambientais no canal radicular apos a necrose pulpar. As infec¢bes primérias sao
caracterizadas por uma comunidade mista conspicuamente dominada por bactérias
anaer6bias. O nimero de células bacterianas pode variar de 10® a 10° por canal radicular.
Estudos moleculares revelaram uma média de 10 a 20 espécies/filotipos por canal infectado
(COHEN e HARGREAVES, 2011).
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Na Figura 1 (pagina 25), pode ser observado desenho esquematico demonstrando a
celula bacteriana e as diferencas nos envoltérios celulares das bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.

Membrana
citoplasmatica
Parede celular

Flagelo

Cromossomo

Ribossomos

Plasmideos

Exopolissacaridio
(capsula)

Fimbria
Gram-negativa

Figura 1 — A esquerda, a célula bacteriana e algumas de suas organelas. No
detalhe a direita, esquema que diferencia o envoltério celular das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Fonte: COHEN e HARGREAVES, 2011.

2.1.4- Viabilidade dos microrganismos nos tabulos dentinérios

A infec¢do mista e polimicrobiana descrita anteriormente esta presente ndo apenas no
interior do sistema de canais radiculares como também em tdbulos dentinérios e em areas de
reabsorcéo radicular (HAAPASALO e GRSTAVIK, 1987).

Uma penetracdo pouco profunda nestes tdbulos é mais comum, observada em
aproximadamente 300 pm em alguns dentes. Divisdo celular pode ser frequentemente
percebida em seu interior em exames in situ (SIQUEIRA; ROCAS e LOPES, 2002).
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Relatou-se também que a infecgdo do tubulo dentinario pode ocorrer em cerca de 70 a
80% dos dentes que apresentam lesdes de periodontite apical (MATSUO et al., 2003).

Estes dados indicaram que as bactérias podem obter nutrientes dentro dos tabulos,
provavelmente a partir de processos odontoblasticos degradados, de colageno desnaturado, de
celulas bacterianas mortas durante o curso da infeccdo e de fluidos intracanais que penetram
nos tabulos por capilaridade. Os tubulos dentinarios atravessam toda a largura da dentina e
possuem uma conformacdo cénica, com o diametro maior localizado préximo a polpa
(medindo em média 2,5 um) e o menor diametro, localizado na periferia, proximo ao esmalte
ou ao cemento (medindo em média 0,9 pum). O menor diametro do tabulo é compativel com o
diametro celular da maioria das espécies bacterianas orais, que geralmente varia entre 0,2 a
0,7 um (COHEN e HARGREAVES, 2011).

2.1.5- Contagem das unidades formadoras de colonia

FERREIRA (2003) investigou a microbiota dos canais radiculares de dentes de cées
com reagdo periapical induzida, antes e apds o preparo biomecé&nico e apos diferentes
curativos. Foram utilizados 40 dentes pré-molares de 5 cées adultos, sendo que 4 dentes do
lado direito dos cées foram abertos e instrumentados com ampliacdo foraminal padronizada e
mantidos abertos por 7 dias e, do lado esquerdo, 4 dentes foram abertos assepticamente sob
isolamento absoluto e tiveram suas polpas removidas e os forames ampliados. Apds isto,
receberam endotoxina de Escherichia coli sorotipo 011-B4 (Sigma-Aldrich) na concentragdo
de 50 pg/mL. Todos os dentes foram vedados com resina composta e entdo feitos controles
clinicos e radiograficos apés 2, 3 e 4 meses, para verificagdo da presenca de reacdo periapical.
Quando esta foi radiograficamente evidente (3 meses em média) os dentes foram submetidos
ao tratamento endodéntico. Coletas microbioldgicas foram feitas antes (1%) e depois (2%) da
instrumentacdo com soro fisioldgico e precedidas de desinfeccdo do campo sob isolamento
absoluto. Foram inseridos curativos com clorexidina gel 2%, hidroxido de calcio 10% em
agua destilada e extrato etandlico de propolis 10% em propilenoglicol, além do grupo controle
sem curativo, nos diferentes dentes e em sistema de rodizio. Apds 15 dias do curativo, estes
foram removidos assepticamente e feita nova coleta (3%). Os dentes foram selados com 0s
canais vazios e dentro de 1 semana foi feita a 42 e Ultima coleta. As coletas foram processadas

anaerobicamente para identificagdo dos microrganismos e feita a contagem visual das
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unidades formadoras de colonias (UFC). Foi observado que o preparo biomecénico
proporcionou boa reducdo no nimero de UFCs e a reducgdo significativa de anaerdbios. Os 3
curativos utilizados permitiram reducdo microbiana de forma semelhante, havendo a
reincidéncia de microrganismos ap6s 1 semana de canal vazio. Os dentes contaminados
apenas com endotoxina bacteriana mostraram uma quantidade menor de UFCs e nimero de
espécies nas diversas coletas. A conclusdo foi de que a instrumentacdo promoveu uma
reducdo significante de microrganismos, assim como 0 uso de medicamentos intracanais.
Entretanto, a manutencdo do canal vazio apds a medicacgéo intracanal permite a recolonizagdo
do mesmo.

JACINTO et al. (2005) quantificaram a concentracdo de endotoxina em canais
necroticos e investigaram a possivel relacdo entre essa concentracdo e sinais e sintomas
clinicos. As amostras foram coletadas de 50 canais com necessidade de tratamento
endodbntico por necrose pulpar. Técnicas anaerdbicas para determinar o nimero de UFCs em
cada amostra, e um teste quantitativo cromogénico LAL foi utilizado para mensurar a
concentracdo de endotoxina em cada amostra. A presenca de UFCs foi detectada por cultura
em todas as amostras. Nas amostras de casos de dor espontanea, a média de UFC foi de 1,43 x
10°, enquanto que nos casos assintomaticos foi de 9,1 x 10*. Endotoxina estava presente em
todas as amostras estudadas. A concentragdo media de endotoxina nas amostras de pacientes
com dor espontanea foi de 18540,0 EUmL™, enquanto que nos casos assintomaticos foi de
12030,0 EUmL™. Casos assintométicos geralmente tém menores niveis endotoxina
(associacdo negativa), enquanto que uma associagdo positiva foi encontrada entre a
endotoxina e casos sintomaticos (com dor espontanea, sensibilidade a percussdo, dor a
palpacdo, edema e/ou exsudato purulento). Este estudo demonstrou que a endotoxina esta
presente em altas concentragcdes nos canais de dentes sintomaticos, e houve uma correlagdo
positiva entre a concentracdo de endotoxina nos canais e a presenca de sinais e sintomas.

VIANNA et al. (2007) realizaram estudo a fim de determinar a quantidade de
endotoxina e de bactérias cultivaveis em canais radiculares necroticos de humanos, antes (S1)
e apos a instrumentacdo utilizando clorexidina gel como substancia quimica auxiliar (S2), e
apo6s 7 dias de medicacdo intracanal (S3), para avaliar os efeitos antimicrobiano e anti-
endotéxico dos procedimentos endodbnticos. Para tal, foram selecionados 24 dentes
unirradiculares, instrumentados utilizando clorexidina gel 2% e 3 medicagOes intracanais
diferentes (pasta de hidroxido de calcio; clorexidina gel 2%; hidroxido de célcio + clorexidina
gel 2%). Um método quantitativo cromogénico de LAL foi usado para mensurar a quantidade
de endotoxina. Técnicas aerdbicas e anaerébicas foram usadas para isolar e identificar as
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bactérias, e para determinar a reducdo bacteriana pela contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC). Endotoxinas e bactérias estavam presentes em 100% das amostras iniciais,
com concentragéo de endotoxina variando de 62,93 a 214,56 EU/mL, e UFC variando de 4 x
10° a 2,6 x 10°. Ap6s o PQM, foi encontrada uma média de reducéo de endotoxina de 44,4%.
Por analise de cultura, 8 canais radiculares (33,3%) ainda estavam positivos, com uma média
de reducdo bacteriana (UFC) de 99,96%. Apos 7 dias de medicagdo intracanal, a concentracao
de endotoxina decaiu apenas 1,4% comparada com S2, e bactérias residuais foram
encontradas por andlise de cultura em 13 casos (54,1%). Nao foi encontrada diferenca
significativa entre as diferentes medicagdes intracanais. Os autores concluiram que valores
relativamente altos de endotoxina ainda estavam presentes no canal radicular apds a
instrumentacdo, embora a maioria das bactérias tenha sido eliminada. Nenhuma melhora foi
alcancada apoés 7 dias de medicagdo intracanal.

MARTINHO e GOMES (2008) conduziram um estudo clinico para quantificar
endotoxinas e bactérias cultivaveis em dentes com polpa necrosada e periodontite apical antes
e apds o preparo quimico-mecanico com hipoclorito de sédio (NaOCl) 2,5%, e investigar a
possivel correlacdo de ambas com a presenga de sintomatologia clinica. Foram selecionados
24 canais radiculares de humanos, e as amostras foram coletadas antes (s1) e apds a
instrumentacdo (s2). Técnicas de cultura foram usadas para determinar as unidades
formadoras de colonia, e para a quantificacdo de endotoxinas foi utilizado o teste de LAL.
Endotoxina e bactérias foram detectadas em 100% das amostras iniciais (s1), com uma
concentracdo média de 139 EU/mL e 2,64 x 10° UFC/mL, respectivamente. Os maiores niveis
de endotoxina foram encontrados em dentes com sintomatologia (p < 0,05). Em s2, foi
encontrada uma reducdo média de endotoxina de 59,99% e de carga microbiana de 99,78%.
Os resultados indicaram que o0 preparo quimico-mecanico com NaOCl 2,5% foi
moderadamente eficaz contra as bacérias, mas menos efetivo contra as endotoxinas na
infeccdo do canal radicular. Além disso, uma associagdo estatisticamente significante foi

encontrada entre altos niveis de bactérias/endotoxinas e sintomatologia clinica.

2.2- Endotoxina

As moléculas de lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana mais externa da

parede celular das bactérias Gram-negativas sdo comumente conhecidas e denominadas como
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endotoxinas. Estas expressam significancia microbioldgica e imunoldgica, sendo um fator
determinante de viruléncia nas espécies patogénicas, e sdo liberadas na forma de vesiculas em
decorréncia de multiplicacdo ou morte celular bacteriana. Assim, exercem uma série de
efeitos bioldgicos relevantes, que conduzem a reacdo inflamatoria e a reabsorgdo dos tecidos
mineralizados (LEONARDO et al., 2004).

Na Figura 2 (pagina 29), podemos observar a presenga do LPS no envoltério mais
externo da membrana celular das bactérias Gram-negativas, bem como os demais envoltérios

ricos em fosfolipidios.

membrana mais externa rica em
lipopolissacarideos

camada de peptideoglicana s

membrana citoplasmatica s i

Figura 2 — A — Bactéria Gram-negativa; B — Aspecto dos trés envoltorios celulares.
Fonte: CONSOLARO, 2009.

2.2.1- Descrigéo estrutural da endotoxina

O LPS, ou endotoxina, € uma parte importante da membrana externa da parede celular
das bactérias Gram-negativas. Sua estrutura é composta de polissacarideos, antigeno O e do
Lipide A. Os polissacarideos sdo encontrados em cadeias laterais repetidas que se estendem
para fora do organismo. Estas unidades repetidas sdo usadas para identificar as diferentes
bactérias Gram-negativas. O Lipide A é efetivamente responsavel pelas propriedades toxicas
que fazem com que qualquer infeccdo por Gram-negativos se transforme num problema

médico ou potencialmente sério. Como as bactérias liberam estas endotoxinas principalmente
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quando estdo morrendo, mata-las pode aumentar a concentragdo desta substancia toxica
(BLACK, 2002).

A porgdo denominada Lipide A exerce a maior parte das atividades endotoxicas e é
chamada de principio endotéxico do LPS, sua porgdo conservada. Essa molécula é
responsavel pelo desenvolvimento e/ou manutencdo da sobrevivéncia bacteriana. O antigeno
O, que é a porcdo mais variavel do LPS, e a parte intermediaria ndo sdo essenciais, permitindo
alteracOes evoluciondrias aos microrganismos, sem consequéncias catastroficas. Entretanto,
na Ultima década, novas evidéncias tém emergido com relacdo a diversidade e
heterogeneidade dos componentes do LPS, assim como da porgdo estrutural denominada
Lipide A, que até entdo era considerada estdvel a mudangas. Uma mudanga em menor ou em
maior propor¢do no Lipide A pode produzir efeitos diversos na modulagdo da resposta imune
(DIXON e DARVEAU, 2005).

VIANNA (2006) apresentou esquema demonstrando 0s aspectos estruturais do LPS

(endotoxina), como pode ser observado na Figura 3 (pagina 30):

Antigeno O Polissacarideos Lipide A
*ﬂu
<« _F H §
$ -

Figura 3 — Estrutura do LPS (endotoxina): a parte chamada Lipide A se liga a membrana
bacteriana. Na sua parte central, h& diferentes cadeias de agucares e, no outro extremo,
cadeias de polissacarideos (Antigeno O).

Fonte: VIANNA, 2006.

2.2.2- Potencial inflamatdrio da endotoxina

DAHLEN e HOFSTAD (1977) extrairam LPS a partir de trés cepas bacterianas Gram-
negativas isoladas de canais radiculares infectados de macacos. Eles observaram que todas as
preparag0es de LPS causaram inflamagdo quando injetadas via intracutanea na pele de
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coelhos e indugdo de quimiotaxia de leucdcitos em feridas feitas em ratos, indicando atividade
endotoxica. Com base nestes resultados, pdde-se supor que o LPS desempenha um papel no
desenvolvimento e na manutencgéo da inflamagéo cronica dos tecidos periapicais.

A molécula de LPS da bactéria Gram-negativa é um potente mediador inflamatorio,
que permanece ativo mesmo apds a morte da célula bacteriana. Estas células Gram-negativas
podem até mesmo ser fagocitadas por macréfagos e, em seguida, a endotoxina ser liberada
com maior toxicidade. Sdo inumeros os efeitos inflamatorios da endotoxina. O LPS induz
prostaglandinas, leucotrienos, fator de agregacdo plaquetéria, sistema complemento 3a e 5a,
interleucina-1, entre outros. A ativacdo destes mediadores causa aumento da permeabilidade
vascular, marginagdo de neutrofilos nas células endoteliais, quimiotaxia de neutrdfilos,
liberacdo de colagenase, indugdo de febre, ativacdo de linfocitos e uma série de outros efeitos
bioldgicos, incluindo reabsorcdo Ossea e formacdo de granulomas. Reagdes como estas s&o
responsaveis por sintomas frequentemente associados a patologias de origem endodéntica
(BUCK et al., 2001).

Além disso, o LPS tem a capacidade de aderir irreversivelmente aos tecidos
mineralizados (TANOMARU et al., 2003).

Fatores de viruléncia e produtos do metabolismo bacteriano sdo responsaveis pelo
dano direto ao tecido pulpar, enquanto que componentes estruturais da célula bacteriana,
como o lipopolissacarideo, podem injuriar o tecido indiretamente, pela ativagdo da resposta
imune (ALVES, 2004).

2.2.3- Difuséo pelos tubulos dentinarios

HORIBA et al. (1990) avaliaram o conteldo endotdxico de amostras de dentina da
superficie pulpar de canais radiculares infectados com periodontite apical. Trinta dentes
extraidos de 27 pacientes foram seccionados até a obtencéo de espécimes com 1 mm? de area
total de dentina. Foi utilizado um método colorimétrico de detecgdo de endotoxina. Os autores
concluiram que o contetdo endotdxico foi significativamente maior na profundidade de até
300 um desde a superficie pulpar. Este dado sugere que bactérias Gram-negativas podem
estar distribuidas, principalmente, nesta mesma profundidade.

NISSAN et al. (1995) desenvolveram um dispositivo, in vitro, para avaliar a
capacidade de difusdo da endotoxina através da dentina. Cavidades foram preparadas em 5
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terceiros molares a fim de produzir uma fenda que separasse a superficie oclusal da camara
pulpar por 0,5 mm de dentina interposta. A endotoxina foi introduzida nesta cavidade oclusal,
e do efluente da camara pulpar foram coletadas amostras a cada 30 min durante 5 h e as 24 h,
utilizando o Lisado de Amebdcitos Limulus (LAL). Em 4 espécimes, o aparecimento inicial
da endotoxina no efluente variou de 15 min a 4 h 30 min. Em 2 espécimes, a concentracdo de
endotoxina no efluente estabilizou-se em 4 h 30 min e 5 h, respectivamente, enquanto em
outros 2 a concentragdo continuou a aumentar durante todo o experimento. Em 1 espécime
ndo foi detectada endotoxina. Os resultados indicaram que a endotoxina é capaz de passar
através de 0,5 mm de dentina.

OLIVEIRA et al. (2005) avaliaram, in vitro, a capacidade e 0 tempo necessario para a
endotoxina se difundir pelos tubulos dentinarios em dire¢do ao cemento. Foram utilizados 30
dentes humanos unirradiculares, instrumentados até a lima tipo K #30 e impermeabilizados
externamente com adesivo epoxi, deixando-se 10 mm de raiz exposta (terco médio). Os
espécimes foram acondicionados em tubos plésticos e submetidos a radiacdo Gama-Cobalto
60. Apos a radiacdo, os dentes foram divididos em 2 grupos (n = 15): G1 — onde foi inoculada
uma solugdo de endotoxina de Escherichia coli no canal radicular dos espécimes e 1 mL de
agua apirogénica foi colocado no interior dos tubos; G2 (controle negativo) — onde foi
inoculada agua apirogénica nos canais radiculares e 1 mL de &gua apirogéncia foi colocado
em cada tubo. Apds 30 min, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h e 7 dias, a agua do interior dos
tubos foi removida e substituida por outra. A aliquota removida foi testada para se detectar
presenca de endotoxina atraves da producdo de anticorpos (IgM) em cultura de linfocitos B,
pois a endotoxina € um ativador policlonal destas células. Apos a anélise estatistica (ANOV A
e Tukey) dos resultados, foi verificado que a &gua removida dos tubos ap6s 24 h, 48 h, 72 h e
7 dias induziu maior producdo de anticorpos em relacdo a que foi removida nos demais
periodos, com diferenca significante (p < 0,05). Assim, a endotoxina foi capaz de se difundir
pelos tabulos dentinarios em dire¢do ao cemento, atingindo a regido externa da raiz apds 24 h.

2.2.4- Relagdo da endotoxina com sinais e sintomas clinicos

KHABBAZ; ANASTASIADIS e SYKARAS (2001) investigaram a presenca de
endotoxina em dentes cariados humanos sintomaticos ou ndo, com diagnéstico de pulpite

reversivel e irreversivel, quantificaram a endotoxina presente nas amostras, e estudaram sua
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associagdo com a pulpite aguda. Foram coletadas amostras de tecido pulpar de 28 dentes
unirradiculares cariados (15 sintomaticos e 13 assintomaticos) e, para o grupo controle, 5
amostras de dentes ndo cariados. Durante a coleta, foi feito um esforgo para se retirar uma
quantidade semelhante de tecido pulpar de cada amostra (8 mg). Para extracdo da endotoxina,
3 mL de agua fendlica foram adicionados a cada um dos tubos contendo tecido pulpar. Estes
foram centrifugados por 50 min originando uma solucdo de 2 fases: fase superior formada
pela endotoxina e fase inferior pelo fenol. A quantificacdo de endotoxina foi realizada pelo
método quantitativo cromogénico LAL. Os resultados demonstraram que endotoxinas foram
detectadas em todas as amostras de tecidos pulpares, sintomaticos ou ndo, dos dentes
cariados; no entanto, ndo estavam presentes no grupo controle (composto por dentes higidos).
A concentracdo de endotoxinas no tecido pulpar de dentes sintomdticos foi significativamente
mais alta do que em dentes assintomaticos.

SILVA et al. (2002) realizaram uma avaliacdo histopatologica dos tecidos apicais e
periapicais de 60 dentes de cées, inoculados com endotoxina de Escherichia coli associada ou
ndo ao hidréxido de calcio. O Grupo 1 (n=20) foi inoculado com 0,1 mL de endotoxina e o
Grupo 2 (n=20) foi inoculado com 0,1 mL endotoxina associada ao hidroxido de célcio. Para
0 Controle Negativo (n=10), foi utilizado soro fisioldgico estéril e, para o Controle Positivo
(n=10), as raizes ficaram expostas a cavidade oral durante 5 dias consecutivos. A intensidade
e tipo do infiltrado inflamatério, o espessamento do ligamento periodontal e a presenca de
reabsorcéo dos tecidos mineralizados (dentina, cemento e 0sso alveolar) foram analisados. O
Grupo 1 apresentou infiltrado inflamatorio moderado a intenso, com predominio de
neutréfilos proximo ao apice e, mais distante do forame apical, a presenca de neutrofilos e
macrofagos, além de areas de reabsorcdo do cemento e do 0sso alveolar ativas. Para o Grupo
2, 18 das 20 raizes apresentaram a regido apical e periapical com caracteristicas de
normalidade. Areas de reabsorcéo 6ssea foram observadas em apenas 2 casos. Para o Controle
Negativo 0 0sso alveolar, cemento e ligamento periodontal estavam normais. Para o Controle
Positivo o cemento radicular apresentou-se irregular e com é&reas de reabsor¢do, e um
concentrado celular inflamatorio préximo a abertura apical. O o0sso alveolar apresentou
extensas areas de reabsorcdo na maioria das amostras, e foram encontrados microrganismos
em todas elas. Estes resultados levaram a conclusdo de que o LPS bacteriano é capaz de
induzir e desenvolver lesao periapical, em dentes de cées, sugerindo ainda que o hidréxido de
célcio é capaz de inibir a agdo tdxica da endotoxina, in vivo, mesmo em altas concentragdes.

TANOMARU et al. (2003) avaliaram o efeito do PQM com diferentes solugcOes
irrigadoras e medicacéo intracanal a base de hidroxido de célcio, em 140 prée-molares de 7
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cdes, inoculados com LPS de Escherichia coli por 10 dias. Os dentes foram divididos em 7
grupos, de acordo com a solugéo irrigadora utilizada: NaOCI 1% (G1), NaOCl 2,5% (G2),
NaOCI 5% (G3), digluconato de clorexidina 2% (G4), solucédo salina (G5), apenas o LPS (G6
— controle positivo) e preenchimento com pasta Calen®, ap6s irrigacdo com soro fisioldgico
(G7 - controle negativo). Ap6s 60 dias, os animais foram sacrificados e 0s seguintes
pardmetros foram avaliados: presenca de infiltrado inflamatorio, espessura do ligamento
periodontal e desenvolvimento de reabsorgdo cementéria e dssea. A avaliacdo histopatologica
demonstrou que do G1 ao G6 houve maior infiltrado inflamatdrio, maior espessamento do
ligamento periodontal e maiores &reas de reabsorcdo cementéria e dssea quando comparados
ao G7. Os autores concluiram que o preparo biomecénico associado as soluges irrigadoras
testadas nédo inativou os efeitos da endotoxina; mas, o uso da medicagdo intracanal com
hidréxido de calcio parece inativar os efeitos da endotoxina in vivo.

SCHEIN e SCHILDER (2006) detectaram e quantificaram os niveis de endotoxina no
fluido aspirado de 40 canais radiculares de dentes endodonticamente comprometidos, através
do teste de LAL. Os grupos foram divididos segundo caracteristicas clinicas (G1 — polpa vital,
assintomaticos; G2 — polpa vital, sintomaticos; G3 — dentes despolpados e assintomaticos; e
G4 - dentes despolpados e sintomaticos) e radiograficas (GA — auséncia de area radiolicida
periapical; e GB — presenca de area radioltcida periapical). Os achados demonstraram que
houve diferenga estatisticamente significante do G1 ao G4 e entre GA e GB, onde 0 G4 e 0
GB apresentaram a maior quantidade de endotoxina.

2.2.5- Outros estudos com a endotoxina

DAHLEN e BERGENHOLTZ (1980) investigaram a atividade endotoxica do
contedo de 13 canais radiculares com necrose pulpar utilizando o teste de LAL, e
relacionaram essa atividade a contagem de bactérias viaveis isoladas. As amostras foram
coletadas e submetidas ao teste para quantificagdo. Como concluséo, a atividade endotdxica
das amostras foi correlacionada positivamente a presenca e ao nimero de bactérias Gram-
negativas no canal radicular.

GOMES; MARTINHO e VIANNA (2009) realizaram estudo clinico para avaliar a
eficacia do PQM com NaOCI 2,5% e clorexidina (CLX) gel 2% em eliminar LPS bacteriano

de dentes com polpa necrosada e periodontite apical. Foram selecionados dentes de 54
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pacientes, e as amostras foram coletadas antes (s1) e ap6s (s2) o PQM, que foi realizado em
20 min em todos os canais (G1 — n= 27 — NaOClI 2,5%; G2 — n= 27 — CLX gel 2%), com
limas rotatérias GT® nos 2/3 cervicais, complementagdo com brocas de Gates-Glidden #5, 4,
3, 2 e, no terco apical, com limas tipo K manuais até #35 a 45. Foi utilizado o método LAL
para quantificacdo de endotoxinas. Estas estavam presentes em 100% das amostras avaliadas,
com um valor médio de 272 EU/mL (G1) e 152,46 EU/mL (G2). Como resultado do PQM, o
contetdo de LPS foi reduzido para um valor médio de 86 EU/mL (G1) e 85 EU/mL (G2).
Maiores valores percentuais de reducdo de endotoxina foram encontrados em G1 (p < 0,05).
Os autores concluiram que o NaOCI 2,5% e a CLX gel 2% néo foram efetivos na eliminacéo
de endoxina de canais infectados primariamente.

MARTINHO et al. (2010) investigaram a capacidade do PQM com NaOCI 2,5% e
EDTA 17% em remover endotoxina de 21 canais radiculares com infeccdo primaria e
presenca de periodontite apical utilizando para instrumentacdo o sistema rotatrio Mtwo®.
Amostras foram coletadas antes (s1) e apds (s2) o PQM. O teste de LAL foi utilizado para a
quantificacdo de endotoxinas. Os resultados indicaram a presenca de endotoxinas em 100%
dos canais avaliados (antes e ap6s o PQM), e que o conteddo endotdxico foi
significativamente reduzido em s2 (98,06%) comparado a s1 (p < 0,05). A conclusdo foi de
que o0 PQM realizado com NaOCI 2,5% + EDTA 17% e as limas rotatérias Mtwo® foi efetivo
na reducdo de endotoxinas de dentes infectados primariamente e com periodontite apical.

FROES (2011) avaliou, ex vivo, a reducdo do conteudo endotéxico através de
instrumentacio automatizada com sistema rotatério ProTaper Universal®, além de investigar
o0 conteudo residual de endotoxina nas paredes dos canais variando o diametro final das limas
do mesmo sistema. Foram utilizados 12 pré-molares inferiores humanos extraidos,
padronizados em 15 mm. LPS de Escherichia coli foi inoculado nos espécimes (n=10), com
excecdo do grupo controle (n=2) e, posteriormente, todos os dentes foram incubados por 24 h.
Decorrido este periodo, os canais radiculares foram instrumentados através da sequéncia de
limas do sistema ProTaper Universal® de acordo com o fabricante. Inicialmente (coleta
inicial) e a cada troca de instrumento, cada canal foi inundado com agua apirogénica e
submetido a coletas por meio de cones de papel apirogénicos. Trés sequéncias foram
nomeadas de acordo com o didmetro final utilizado no preparo: A (F1), B (F1 e F2) e C (F1,
F2 e F3). O teste quantitativo cinético turbidimétrico Pyrogent-5000® foi utilizado para
quantificacdo de endotoxinas. Este foi realizado em duplicata e os resultados foram
planilhados e analisados atraveés do teste ndo-paramétrico de Friedman. Os resultados

demonstraram que todas as amostras coletadas acusaram a presenca de endotoxina. Houve
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diferenca estatisticamente significante na capacidade de reducdo endotoxica entre a coleta
inicial e a lima S1, como também entre as limas F3, S2 e F1. A sequéncia C removeu um total
maior do contetdo endotdxico que as sequéncias B e A, havendo diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05). A concluséo foi de que a metodologia de inoculagdo de endotoxina
empregada foi eficaz; as limas de modelagem apresentaram reducéo endotdxica maior do que
as limas de acabamento; e que a sequéncia C proporcionou uma reducdo maior de LPS
quando comparada a sequéncia B e a sequéncia A.

MAEKAWA et al. (2011) realizaram estudo com o objetivo de avaliar a eficacia de
substancias quimicas auxiliares e medicac¢Ges intracanais sobre Escherichia coli e sua
endotoxina nos canais radiculares. Para isto, 120 dentes unirradiculares humanos extraidos
foram contaminados com uma suspensao desse microrganismo por 14 dias e divididos em 3
grupos, de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada: G1) NaOCI 2,5%; G2) CLX
gel 2%; G3) solucédo apirogénica. Em seguida, os grupos foram subdivididos de acordo com a
medicacdo intracanal: A) pasta de hidréxido de calcio (Calen®); B) polimixina B; C) pasta de
hidréxido de calcio + CLX gel 2%. Para o grupo controle (G4), foi utilizada solucéo salina
apirogénica sem aplicacdo de medicacao intracanal. As amostras foram coletadas dos canais
radiculares imediatamente ap6s o PQM, 7 dias apds o PQM, apos 14 dias de medicacéo
intracanal e 7 dias ap6s a remocdo da medicacdo intracanal. Os seguintes aspectos foram
avaliados em todas as amostras: a) atividade antimicrobiana; b) quantificacdo de endotoxinas
pelo teste LAL. Os resultados foram analisados pelos testes de Dunn e Kruskal-Wallis em
nivel de significancia 5%. O NaOCI 2,5% e a CLX foram capazes de eliminar Escherichia
coli da luz do canal radicular e reduziram o conteldo endotdxico comparados a0 grupo
controle. Os autores concluiram que o0 NaOCI 2,5% e a CLX foram efetivos na eliminagdo da
Escherichia coli, e apenas as medicacOes intracanais estudadas foram capazes de reduzir o

nivel de endotoxina presente nos canais, independentemente do irrigante utilizado.

2.3- Método LAL de deteccdo da endotoxina

O método de deteccdo de endotoxinas mais utilizado é o Teste de Limulus
Amebocyte Lysate (LAL), o Lisado de Amebdcitos Limulus, derivado da hemolinfa do

Caranguejo Ferradura (Limulus polyphemus) que, quando exposto a quantidades pequenas de
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endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como sua viscosidade, tornando-se um gel duro
(SCHEIN e SCHILDER, 2006).

Ele é considerado o teste mais sensivel e especifico disponivel para a deteccdo e
medida de endotoxinas provenientes das bactérias Gram-negativas, e tem sido utilizado para
quantificar pequenas concentragdes de endotoxinas em canais radiculares infectados. Este
teste baseia-se numa reacdo enzimatica ativada pela presenca de endotoxina, e que ocorre
entre ela e um componente protéico do LAL, produzindo um gel opaco facilmente
reconhecido. A formacéo do gel indica que existe uma quantidade de endotoxina na amostra
que € igual ou superior que a sensibilidade do LAL utilizado (MARTINHO, 2007).

Por causa de sua extrema sensibilidade as endotoxinas, o teste de LAL é o mais
amplamente utilizado para a anélise do contetdo endotdxico. Existem diversos métodos de
deteccdo de endotoxinas que utilizam a chamada reagdo de Limulus pelo LAL: os testes gel
clot, turbidimétrico e cromogénico. Os primeiros estudos usavam uma analise semi-
quantitativa de endotoxina, determinada apenas pela evidéncia de geleificacdo (teste de LAL
gel clot). Mais recentemente, tém sido utilizados métodos quantitativos como o cromogénico
endpoint (teste QCL) e o cinético cromogénico (teste KQCL), ambos determinando 0s niveis
de endotoxina pela intensidade da cor amarela, e o teste cinético turbidimétrico, que se baseia
na reacdo pela turbidez. Embora o método cromogénico endpoint tenha uma limitacdo em
relacdo a falta de sensibilidade (limite de deteccdo: 0,1-1 unidade de endotoxina/ml
[EU/mL]), os métodos cinético cromogénico (limite de detecgdo: 0,005-50 EU/mL) e cinético
turbidimétrico (limite de detecgdo: 0,01-100 EU/mL) apresentam uma maior precisdo. Por
outro lado, os testes cinéticos possuem um problema com a duragdo do experimento (mais de

60 min contra 16 min no teste cromogénico endpoint) (MARTINHO et al., 2011).

2.3.1- Método quantitativo cinético turbidimétrico

Pyrogent-5000® (Lonza Group, Walkersville-MD, EUA) é um ensaio cinético
quantitativo para deteccdo de endotoxina de bactéria Gram-negativa. Uma amostra €
misturada com o reagente LAL reconstituido, colocada em um fotdmetro e monitorada
automaticamente até o aparecimento de turbidez. A reacdo ocorre na presenca de endotoxina
(LAL ativado). Esta, por sua vez, ativa uma pro-enzima (coagulase) que transforma

coagulogénio em coagulina, conferindo turbidez a amostra. A amostra é entdo misturada ao
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reagente de LAL reconstituido, colocada em um fotémetro (leitor de microplacas BIOTEK
ELX 808, Lonza Group Ltd., Walkersville, EUA) e monitorada automaticamente pelo
software WinKQCL® 3.0 (Lonza Group Ltd., Walkersville, EUA), até o aparecimento de
turbidez. O intervalo necessdrio para a ocorréncia da turbidez (tempo de reacdo) €
inversamente proporcional a quantidade de endotoxina. Na presenca de uma grande
quantidade de endotoxina, a reacdo ocorre rapidamente; na presenca de uma quantidade
pequena de endotoxina, 0 tempo de reagdo € maior. A concentracdo de endotoxina nas
amostras desconhecidas é calculada tomando como base uma curva padrdo. A sua ampla
sensibilidade de deteccdo (0,01-100 EU/mL) requer pequenas quantidades de diluicdo das
amostras, 0 que otimiza o tempo laboratorial. A curva padrdo é um parametro para o célculo
da quantidade de endotoxinas em amostras de canais radiculares. Uma curva padrdo foi criada
por meio de uso de uma concentracdo conhecida (100 EU/mL), onde suas dilui¢cdes alcangam
as concentrag0es finais de: 0,01, 0,1, 1, 10 EU/mL, de acordo com as instrugdes do fabricante
(MARTINHO et al., 2010).

2.4- Eliminacéo da infeccdo endododntica primaria

Para se alcancar o sucesso na préatica endoddntica, o sistema de canais radiculares deve
ser limpo e modelado — limpo de seus remanescentes organicos e modelado para receber uma
obturacdo hermética tridimensional em todo o espago do canal. Assim, durante o preparo do
canal radicular, busca-se a remogdo de tecido dentinario e pulpar de maneira a modelar o
espaco endodontico para que, ao final da instrumentacéo, este possua um formato conico, com
didametro diminuido gradativamente no sentido coroa-apice, respeitando sua anatomia
original, bem como o formato e a posi¢éo do forame apical (SCHILDER, 1974).

No canal radicular, a limitacdo de substrato e um acimulo de produtos metabdlicos e
inibidores do crescimento d&o origem a uma comunidade diversificada com uma variedade de
interagOes bacterianas. O tratamento endodontico interfere drasticamente neste sistema. A
anaerobiose é quebrada quando o canal é aberto e o tratamento biomecénico elimina as
bactérias, bem como priva o canal de nutrientes e interfere nas interacdes bacterianas
(SUNDQVIST, 1992).

Entretanto, o preparo biomecénico do canal radicular apenas reduz parcialmente a

microbiota endoddntica, mas ndo elimina as bactérias de todo o sistema e ndo age sobre 0
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LPS. Assim, 0 uso de uma medicacao intracanal € considerado necessario por alguns autores
(TANOMARU et al., 2003).

Atualmente, o objetivo do tratamento endoddntico de dentes deciduos e permanentes
com polpa necrosada e lesdes periapicais cronicas ndo € apenas a eliminacdo das bactérias,
mas também a remocgdo de células mortas e inativacdo de endotoxinas, especialmente a
inativacdo de sua parte mais toxica, o Lipide A (SILVA et al., 2004).

O preparo biomecénico, independente da técnica ou do tipo de irrigacdo utilizados,
proporciona uma reducéo significativa da microbiota, mas apenas no canal principal da raiz.
Microrganismos remanescentes e aqueles situados em locais inacessiveis pelos instrumentos
podem reinfectar o canal radicular ap6s o preparo biomecanico e manter a lesdo periapical
apos a obturacdo do canal radicular (LEONARDO et al., 2004).

AYDIN et al. (2007), ao realizarem estudo sobre a reducdo bacteriana pela
instrumentacdo dos canais, destacaram trabalhos documentados clinicamente sobre a
importancia da eliminacdo bacteriana do canal radicular: dentes sem microrganismos
detectaveis no momento da obturacdo cicatrizam em maiores proporcdes do que aqueles com
cultura positiva.

Os microrganismos estdo localizados em uma posicdo privilegiada e estratégica no
interior do canal radicular contendo tecido necrosado. Células e moléculas de defesa ndo tém
acesso a polpa necrosada e, portanto, ndo sdo capazes de eliminar 0s microrganismos nessa
localizagéo. Embora a fonte original da infeccdo no interior do canal ndo seja debelada, o
hospedeiro consegue estabelecer um equilibrio. Quando o canal radicular é tratado
convenientemente, o profissional desequilibra em favor do hospedeiro, e a reparacdo é entdo
iniciada (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

Esses microrganismos encontrados na cavidade pulpar e na porg¢do coronal do canal
radicular podem ser prontamente mortos por irrigantes no inicio dos procedimentos; no
entanto, bactérias em areas menos acessiveis do canal (canais secundarios, acessorios, deltas
apicais, lacunas de reabsorcdo, tdbulos dentinarios) ainda podem evocar a periodontite apical.
Estas bactérias poderdo ser erradicadas somente apds o preparo do canal radicular (COHEN e
HARGREAVES, 2011).
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2.5- Instrumentacéo rotatoria com niquel-titanio

MICKEL et al., em 2007, destacaram estudos que tém demonstrado que o aumento do
didmetro apical é necessario para que haja uma penetragdo dos irrigantes mais proxima do
terco apical (com o didmetro minimo de uma lima #30), e que este maior didmetro apical
também tem sido relacionado com uma maior reducdo microbiana no terco apical,
propiciando uma desinfec¢do efetiva durante o preparo quimico-mecénico do sistema de
canais radiculares, crucial para o sucesso do tratamento. Assim, torna-se um desafio o alcance
do equilibrio entre a preservagdo anatémica do canal radicular e a descontaminacao do terco
apical.

SEMAAN et al., ao realizarem uma vasta revisdo da literatura sobre a evolucdo dos
sistemas rotatorios, em 2009, destacaram autores que afirmaram que, nos ultimos anos, a fase
que apresentou maiores transformagdes na Endodontia foi a do preparo do canal radicular,
tendo em vista a gradativa “substituicdo” do preparo manual pela automatizacdo das técnicas
de modelagem. A instrumentacdo rotatéria ou a mecanizagdo da etapa do preparo do canal
radicular, como tem sido denominada na atualidade, passa por um processo de adogdo
inevitavel por parte dos especialistas e estd em constante evolugdo. A cada dia, novos motores
e instrumentos sdo introduzidos no mercado e novos profissionais adeptos sdo conquistados,
uma vez que a instrumentacgdo rotatéria promove maior rapidez no preparo do canal radicular
e menor estresse para o profissional e seus pacientes durante a realizacdo da terapia
endoddntica. A liga de niquel-titanio (NiTi) foi desenvolvida por Buehler, um investigador do
Programa Espacial do Laboratorio de Artilharia Naval em Silver Springs, Maryland — EUA.
Ela foi introduzida na Endodontia e tem sido utilizada por apresentar propriedades Unicas de
efeito memoria de forma e superelasticidade. Além disto, foram descritos uma grande
resisténcia e um baixo modulo de elasticidade dessa liga quando comparada ao ago
inoxidavel, sendo essa uma vantagem no uso de instrumentos endoddnticos para o preparo de
canais curvos. Desde a introdugdo da liga de niquel-titanio na Endodontia e o posterior
desenvolvimento dos instrumentos rotatérios, varias pesquisas vém demonstrando a
superioridade e a rapidez na conclusdo dos preparos biomecénicos realizados pela
instrumentacdo mecanizada. Diversos trabalhos cientificos buscaram analisar a eficiéncia dos
referidos instrumentos no preparo do canal radicular, no que diz respeito a limpeza promovida

nas paredes dentinarias e & forma final obtida na modelagem.
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O preparo do canal radicular com emprego de instrumentos rotatorios tornou sua
modelagem muito mais simples, segura e eficaz, quando comparada a instrumenta¢do manual.
Entretanto, ndo se sabe ao certo se esta diferenga na qualidade de tratamento se d& também
sob o ponto de vista microbioldgico, principalmente quando da ampliacdo do canal até
instrumentos de maior diametro (NAKAMURA, 2010).

2.5.1- Descricdo do sistema rotatério RaCe®

Os instrumentos endodénticos do sistema RaCe® sdo fabricados pela FKG Dentaire
(La Chaux-de-Fonds, Suica), e tém seu nome originado das iniciais de “Reamer with
alternating Cutting edges” (“alargador com laminas de corte alternadas™), o que descreve
apenas um dos aspectos do design diferenciado destes instrumentos. Como principais
caracteristicas deste sistema, podemos citar: A) ponta de seguranca arredondada inativa
(desliza pelas paredes do canal, assegurando um guia perfeito que permite manter a trajetoria
original, sem o risco de transportar os canais ou criar falsas vias; o angulo da ponta é de 40° e
h& curva de transicdo); B) laminas de corte alternadas (um novo e alternativo desenho
selecionado com uma parte ativa que alterna segmentos “retos” — passo longo — e “torcidos” —
passo curto; estas areas de corte alternadas previnem o efeito de rosqueamento e o travamento
do instrumento em rotacdo, proporcionando melhor controle do operador); C) diferentes
conicidades (os tapers variam de .02 a .10); D) instrumentos para preparo cervical (possui 5
instrumentos Pré-RaCe®, tendo estes lamina ativa de 9 a 10 mm, enquanto nos instrumentos
RaCe® o comprimento minimo da parte de trabalho é de 16 mm); E) tratamento eletroquimico
superficial (acabamento que torna a superficie do instrumento mais lisa e suave, melhorando a
eficacia de corte, facilitando a limpeza e aumentando a vida util do instrumento); F) disco de
seguranca SafetyMemoDisc (uma solugéo interessante para auxiliar no controle de uso de
cada instrumento e na prevengdo da fadiga do metal: cada lima tem um stop que lembra uma
roseta, cada uma com oito pétalas; dependendo da complexidade do caso — simples, médio ou
dificil — é removido um determinado numero de pétalas apds o uso e, finda as pétalas do
instrumento, este deve ser descartado) (RODRIGUES et al., 2007).

LOPES e SIQUEIRA JR. (2010) acrescentaram, ainda, que esses instrumentos séo
fabricados por usinagem de um fio metélico de niquel-titanio, e que possuem angulo de corte

positivo (com seccgéo transversal triangular para a maioria dos instrumentos e quadrangular
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para os instrumentos n® 15 e 20 com conicidade .02 — eficiéncia de corte e facilidade de
penetracdo) e auséncia de guia radial. Eles foram projetados para serem acionados por
dispositivos mecanicos com giro continuo a direita, mas, em razdo da forma da secéo reta
transversal de sua haste de corte helicoidal, podem também ser acionados por dispositivos
mecanicos com giro alternado ou oscilatério.

Segundo o fabricante, os instrumentos RaCe® podem ser adquiridos separadamente em
seus diferentes diametros (#15 a 60), conicidades (.02, .04, .06 e .10) e comprimentos (19, 21,
25 e 31 mm), dando liberdade ao clinico de montar sua prépria sequéncia de trabalho, ou
dentro de kits montados pela prépria empresa (por exemplo, BioRace, EasyRace,
XtremeRace, ScoutRace, iRace), cada um com suas indicacbes e com determinados
instrumentos formando uma sequéncia. Ainda de acordo com as instruc¢des do fabricante, néo
se deve realizar pressédo em direcdo apical durante o uso destes instrumentos, e cada um deve
trabalhar em rotagdo dentro do canal em movimentos lentos e amplos de vai-vém por no
maximo 4-5 s, pincelando contra suas paredes. E recomendada a exploragdo inicial e
instrumentacdo manual até a lima K #15 antes de penetrar com o instrumento rotatdrio no
canal. A velocidade recomendada é de 500 a 600 rpm, com torque médio de 1 N/cm (FKG
DENTAIRE, 2011).

2.5.2- Estudos com o sistema rotatério RaCe®

LEONARDI (2004) analisou, comparativamente, a acdo e desvios proporcionados
pela instrumentacéo manual com limas Flexofile® e com dois sistemas rotatorios de niquel-
titanio, o sistema K3® e o sistema RaCe®, sobre as paredes de canais radiculares curvos
simulados em blocos de resina. Foram utilizados 60 blocos de resina acrilica contendo, em
seu interior, um canal radicular simulado com curvatura entre 40° e 50°, e com corante
vermelho na superficie de suas paredes. Foram utilizadas as técnicas manual e ultra-sénica de
irrigacdo. O autor concluiu que os melhores resultados foram obtidos com as duas técnicas de
instrumentacao rotatoria associadas a irrigacdo manual.

PAQUE; MUSCH e HULSMANN (2005) compararam o preparo final produzido
pelos sistemas rotatérios ProTaper® e RaCe® em 50 molares inferiores humanos com
curvatura entre 20° e 40°. Todos os canais foram preparados até um diametro apical #30 em

ambos os sistemas. Os resultados demonstraram que ambos respeitaram a curvatura original
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do canal radicular e por isto foram considerados seguros para a instrumentacdo de canais com
curvatura moderada, mas nenhum deles foi capaz de remover completamente a smear layer.

ZARRABI; BIDAR e JAFARZADEH (2006), em estudo in vitro, instrumentaram 100
pré-molares unirradiculares, comparando a quantidade de debris extruidos pelo forame apical
apos o preparo do canal atraves da técnica manual step-back e com o uso de trés sistemas
rotatérios (Profile®, RaCe® e FlexMaster®). Os autores concluiram que o sistema RaCe®
levou a uma menor extrusdo de debris quando comparado a técnica manual e ao sistema
FlexMaster®, apresentando 0 menor peso médio de debris extruidos dentre todos os grupos.

MERRETT; BRYANT e DUMMER (2006) utilizaram 80 canais simulados com
quatro formas diferentes (combinando o inicio da curvatura posicionado a 8 ou 12 mm da
entrada do canal com um grau de curvatura de 20° ou 40°) para comparar a capacidade de
modelagem das limas rotatérias de niquel-titanio RaCe® e FlexMaster®. Um programa de
computador foi utilizado para armazenar e comparar as imagens pré e pos-operatérias de cada
canal. Os autores concluiram que ambos 0s sistemas prepararam 0s canais rapidamente, com
pouca alteracdo no comprimento de trabalho. A modelagem final dos canais foi considerada
aceitavel com poucas aberracdes. Os instrumentos FlexMaster® obtiveram um maior desgaste
excessivo de resina do canal simulado na parte externa da curvatura, o que foi relacionado a
sua maior rigidez.

ZAND et al. (2007) realizaram um estudo para comparar a eficacia dos instrumentos
manuais tipo K NiTiflex® e dos instrumentos rotatérios FlexMaster® e RaCe® no preparo de
75 dentes unirradiculares com minima curvatura (< 5°). Os canais foram preparados
utilizando a técnica crown-down, até o didmetro #40 e com irrigacdo de 5 mL de solucdo de
NaOCI 0,5% ap0s cada instrumento. Os autores concluiram que a utilizacdo de nenhum dos
trés instrumentos resultou em canais completamente limpos ap6s a instrumentacao, mas que 0
uso das limas manuais tipo K NiTiflex® resultou em maior quantidade de smear layer no
terco apical dos canais, em comparacdo com os instrumentos RaCe® e FlexMaster®.

RODRIGUES et al. (2007) analisaram radiograficamente os tratamentos endodonticos
de 5 molares, realizados por um mesmo operador de um curso de especializa¢cdo com as limas
RaCe®, pelos seguintes fatores: dilatagdo dos canais, manutencéo da trajetdria, desvio apical e
manutengdo do comprimento de trabalho, além de fraturas ou deformacg&o de instrumentos. O
sistema mostrou bons resultados em relacdo a todos os quesitos. Os autores concluiram que
todos 0s canais instrumentados com o sistema RaCe® resultaram num tratamento endodéntico
adequado tanto clinica quanto radiograficamente, tendo sido obtida eficiéncia e facilidade no

preparo.



3- PROPOSICAO

O presente estudo, in vitro, teve como objetivos:

1. Investigar a contaminagdo pelo microrganismo Escherichia coli nas amostras
coletadas, através de plaqueamento e contagem das unidades formadoras de

colbnia;

2. Investigar a presenca de endotoxinas nas amostras coletadas, através do método de

quantificagdo cinético turbidimétrico Pyrogent-5000®; e

3. Avaliar a reducdo da carga microbiana e do conteldo endotoxico através de
instrumentacdo automatizada, utilizando sequéncia clinica do sistema rotatorio
RaCe®.



4- MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP-
UNICAMP)-SP (parecer n° 186/09) (Anexo — pagina 78).

4.1- Materiais

4.1.1- Dentes

e Foram selecionados 10 pré-molares inferiores permanentes humanos.

4.1.2- Microrganismo
e Escherichia coli (ATCC 25922).

4.1.3- Meios de cultura
e Luria Bertani (LB) broth (Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, Inglaterra).
e Luria Bertani (LB) agar (Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, Inglaterra).

4.1.4- Teste de deteccéo e quantificacdo de endotoxinas
e Pyrogent-5000® (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD, EUA).

4.1.5- Substancias quimicas auxiliares utilizadas para remoc¢ao da smear layer
e NaOCl 5,25% (hipoclorito de sdédio) (Proderma Farmacia de Manipulagéo,

Piracicaba-SP, Brasil);
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e EDTA 17% (Ethylenediaminetetracetic acid — &cido etilenodiaminotetracético)

(Proderma Farmécia de Manipulacéo, Piracicaba-SP, Brasil);

4.1.6- Solucéo irrigadora

NaCl 0,9% (soro fisioldgico) estéril (Global Médica VR, Volta Redonda-RJ,
Brasil).

4.1.7- Instrumentos e outros materiais

Agitador-Aquecedor (Fanem Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);

Agitador tipo Vortex (VORTEX MA 162, Marconi Equipamentos para
Laboratérios Ltda., Piracicaba-SP, Brasil);

Agua destilada (Asfer Inddstria Quimica Ltda., S&o Caetano do Sul-SP, Brasil);
Agua para reagente LAL (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD, EUA);

Agulha hipodérmica BD 20 x 5,5 (Becton Dickinson Industrias Cirurgicas Ltda.,
Sé&o Paulo-SP, Brasil);

Autoclave 4300 (Cristofoli Ltda., Campo Mourao-PR, Brasil);

Céamara de fluxo laminar (Pachane Equipamentos para Laboratérios Ltda.,
Piracicaba-SP, Brasil);

Cénula de aspiracdo metalica (Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontolégico
Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);

Cones de papel #15 e 20 estéreis (Dentsply Ind. Com. Ltda., Petropolis-RJ, Brasil);
Cureta periodontal tipo McCall n® 13/14 (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontoldgico Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);

Disco diamantado dupla-face de 22 mm (KG Sorensen Ind. Com. Ltda., Barueri-
SP, Brasil);

Espectrofotémetro (FEMTO 432, Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda.,
Piracicaba-SP, Brasil);

Estufa microbioldgica (Fanem Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);

Leitor de microplacas (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD, EUA);

Limas rotatérias RaCe® (FKG Dentaire, La Chaux-de-Fonds, Suica);

Limas tipo K 21 mm #10, 15 e 20 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica);
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e Luvas de procedimento descartaveis (Descarpack Descartaveis do Brasil, Séo
Paulo-SP, Brasil);

 Micro-motor e peca reta (KaVo®, Santa Catarina, Brasil);

e Microtubos plasticos estéreis de 1,5 mL do tipo Eppendorf (Microtubes MCT-150-
C, 1.5 mL Clear, Axygen Scientific Inc., Union City-CA, EUA);

e Motor X-Smart (Dentsply Ind. Com. Ltda., Petropolis-RJ, Brasil);

e Paquimetro digital (Digimess Instrumentos de Precisdo Ltda., Sdo Paulo-SP,
Brasil);

e Pinca clinica para algodao (Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontoldgico
Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Pipetas graduadas (Axygen Scientific Inc., Union City-CA, EUA);

e Placas de culturas de células 96 pocos (Corning Cell Culture Cluster, Corning Inc.,
Canton-NY, EUA);

e Ponteiras estéreis descartaveis diversas (Axygen Scientific Inc., Union City-CA,
EUA);

e Régua milimetrada (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica);

e Seringa descartavel estéril de 5 mL (Descarpack Descartaveis do Brasil, Sdo Paulo-
SP, Brasil);

e Torno mecénico (Freeman Tools, Ball Ground-GA, EUA);

e Tubos de ensaio de vidro com tampa rosqueavel (Pré-Analise Quimica e
Diagnéstica Ltda., Cotia-SP, Brasil);

e Tubos de vidro descartaveis estéreis e apirogénicos (Lonza Group Ltd.,
Walkersville-MD, EUA).

4.2- Métodos

4.2.1- Selecao das amostras

Foram selecionados 10 pré-molares inferiores permanentes humanos que

apresentavam raizes retas, pices com formacdo completa e canais Unicos (Figura 4 — pagina
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48). A selecdo dos dentes foi baseada nas dimensdes e similaridade morfoldgica da raiz. Pre-
molares com presenca de dois canais radiculares ou birradiculares, comprovados através de
radiografia, bem como a presenca de istmos, trincas ou tracos de fratura foram excluidos do
estudo. Os dentes foram extraidos por indicagdo ortoddntica ou por problemas periodontais e
obtidos através de doacdes feitas por Cirurgibes Dentistas das cidades de Indaiatuba-SP, Sao
Carlos-SP, Santos-SP e Niterdi-RJ, mediante Termo de Doagdo de Dentes estabelecido pelo
CEP da FOP-UNICAMP.

Figura 4 — Selecdo das amostras: A — Aspecto frontal de espécime utilizado na pesquisa;
B — Aspecto lateral de espécime utilizado na pesquisa; C — Pré-molares inferiores utilizados
na pesquisa.

4.2.2- Preparo dos dentes

4.2.2.1- Limpeza mecénica dos dentes e padronizacdo das raizes

Debris, célculos e remanescentes de tecido mole presentes nos elementos dentais
foram removidos com o auxilio de uma cureta periodontal. Posteriormente, os dentes foram
armazenados em NaCl 0,9% estéril (Global Médica VR, Volta Redonda-RJ, Brasil). As raizes
foram padronizadas no comprimento de 15 mm com o auxilio de um paquimetro digital
(Digimess Instrumentos de Precisdo Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil). Em seguida, a coroa dental
foi seccionada com um disco diamantado dupla-face de 22 mm (KG Sorensen Ind. Com.
Ltda., Barueri-SP, Brasil) adaptado a micro-motor e peca reta em baixa rotacdo (KaVo®,

Santa Catarina, Brasil), ao nivel da jungdo amelo-cementéria, e procedeu-se a verificacdo da
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paténcia dos canais radiculares com lima tipo K #10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga)
(Figura 5A a C - péagina 49).

4.2.2.2- Padronizagao do diametro do forame apical

Para a padronizacdo do didmetro do forame apical, os espécimes foram fixados em
torno mecénico (Freeman Tools, Ball Ground-GA, EUA) e, em seguida, 0s canais foram
instrumentados progressivamente até a lima tipo K #20 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Suica), ultrapassando 1 mm do forame apical. A cada troca de lima, foi realizada a irrigacéo
com 5 mL de NaCl 0,9% estéril com o auxilio de uma seringa descartavel estéril de 5 mL
(Descarpack, Sdo Paulo-SP, Brasil) e agulha hipodérmica BD 20 x 5,5 (Becton Dickinson
Industrias Cirdrgicas Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil). A fim de se evitar a desidratacdo, os dentes
foram mantidos em gaze umedecida em soro fisioldgico estéril durante toda instrumentacao

(Figura 5D - pégina 49).

Figura 5 — Preparo dos dentes: A — Limpeza mecénica das raizes; B — Sec¢do da coroa com
disco diamantado; C — Padronizagdo do comprimento em 15 mm; D — Padronizagdo do
didmetro do forame apical.
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4.2.2.3- Remocgao da smear layer

A smear layer formada durante a etapa de padronizagdo do forame apical foi removida
lavando-se os dentes em EDTA 17% por 10 min e em NaOCI 5,25% por mais 10 min sob
agitacdo constante (Agitador-Aquecedor FANEM, S&o Paulo-SP, Brasil) (Figura 6 — pagina
50). Submeteu-se as amostras a uma lavagem com &gua corrente por 1 h para a remo¢do dos
possiveis residuos de EDTA e NaOCIl (BERBER, 2005). Ap6s a remocao da smear layer, 0s
canais foram secos com o auxilio de cones de papel #15 estéreis (Dentsply Ind. Com. Ltda.,
Petropolis-RJ, Brasil).

Figura 6 — Amostras sob agitacdo constante para
remocdo da smear layer.

4.2.2.4- Esterilizagéo das amostras

Os dentes foram autoclavados por 30 min a 121 °C e a 1 atm, dispostos em frascos de
vidro com tampas rosqueaveis semi-abertas (Pro-Analise Quimica e Diagnostica Ltda., Cotia-
SP, Brasil) contendo 5 mL de agua destilada (Asfer Indlstria Quimica Ltda., Sdo Caetano do
Sul-SP, Brasil).
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4.2.3- Despirogenizacao dos espéecimes e materiais utilizados para instrumentacao

Todos os materiais utilizados no experimento foram esterilizados a 121 °C por 21 min
em autoclave e encaminhados para a empresa EMBRARAD (Empresa Brasileira de
RadiacOes, Cotia-SP, Brasil) para esterilizacdo por radiacdo Gama-Cobalto (20 kGy por 6 h).
Este processo de radiacdo degrada moléculas de LPS pré-existentes, tornando o material

apirogénico, ou seja, livre de endotoxinas.

4.2.4- Contaminacdo dos espécimes com Escherichia coli (ATCC 25922)

Para a contaminacdo das raizes, foram utilizadas culturas puras de Escherichia coli
(ATCC 25922) em caldo de LB broth (Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, Inglaterra). A
Escherichia coli foi subcultivada em LB agar (Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e
incubada em estufa microbioldgica (Fanem Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil) a 37 °C em atmosfera
de 10% de gas carbodnico (COy), por 24 h. Decorrido o tempo de incubagdo, as coldnias
isoladas foram transportadas para tubos de vidro com tampa rosqueavel contendo 5,0 mL de
LB broth, respeitando o padrdo de concentracdo 2,0 da Escala McFarland (6,0 x 10°
bactérias/mL), com absorbancia de 800 nm através do espectrofotémetro (FEMTO 432,
Marconi, Piracicaba-SP, Brasil).

Na camara de fluxo laminar (Pachane Equipamentos para Laboratérios Ltda.,
Piracicaba-SP, Brasil), apos a agitacdo mecanica em vortex (VORTEX MA 162, Marconi
Equipamentos para Laboratérios Ltda., Piracicaba, SP) dos tubos contendo as raizes e o
indculo bacteriano com concentracdo adequada, 5,0 mL de LB broth estéril foi substituido por
5,0 mL da suspensédo de Escherichia coli. Posteriormente, o frasco foi vedado e incubado em
estufa microbioldgica a 37 °C por 21 dias, com trocas de 2,0 mL do meio LB contaminado
por 2,0 mL de LB estéril a cada 2 dias para se evitar a saturacdo deste meio (GOMES;
MARTINHO e VIANNA, 2009).

O crescimento bacteriano verificou-se pela presenca de turbidez do meio. A pureza das
culturas foi confirmada através da morfologia das col6nias plagueadas em LB agar e teste de
catalase positivo (Figura 7 — pagina 52).
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Figura 7 - Contaminagdo dos espécimes com Escherichia coli (ATCC 25922):
A — Espécimes no LB broth estéril; B — Visdo aproximada dos espécimes no meio estéril;
C — Cultura pura de Escherichia coli antes da inoculagdo; D — Coleta do microrganismo da
placa para inoculacdo; E — Inoculagdo do microrganismo no meio para contaminacdo dos
espécimes; F — Espécimes contaminados apds 21 dias.
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4.2 5- Coletas endoddnticas iniciais

Apos a contaminacdo e o periodo de incubacdo, as raizes foram removidas do meio de
cultura com o auxilio de uma pinga clinica (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontoldgico Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil), e colocadas em uma plataforma metélica estéril
que foi levada para o interior da cAmara de fluxo laminar. Em seguida, cada raiz foi irrigada
com 1,0 mL do NaCl estéril e, a sequir, foram coletadas as amostras iniciais microbiologicas
(CM1) e de endotoxinas (CE1) de cada canal radicular contaminado (Figura 8 — pagina 53).

Figura 8 — Coleta inicial: A — Espécime montado na plataforma metélica; B — Coleta inicial
com cone de papel absorvente.

4.2.5.1- Coleta microbioldgica inicial (CM1)

Para a coleta microbioldgica inicial (CM1), um cone de papel absorvente estéril e
apirogénico #20 (Dentsply Ind. Com. Ltda., Petropolis-RJ, Brasil) foi introduzido em toda a
extensdo do canal radicular, permanecendo nesta posi¢ao por 1 min. Imediatamente apods, este
mesmo cone, ao ser retirado do canal, foi introduzido em microtubos plésticos estéreis de 1,5
mL do tipo Eppendorf (Microtubes MCT-150-C, 1.5 mL Clear, Axygen Inc., Union City-CA,
EUA) contendo 1,0 mL de LB broth.
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4.2.5.2- Coleta de endotoxinas inicial (CE1)

Foi realizada a coleta inicial para investigacdo dos niveis de endotoxina (CEL1)
utilizando um cone de papel estéril e apirogénico #20, sendo este introduzido em toda a
extensdo do canal radicular e permanecendo em posi¢do por 1 min. Em seguida, o cone foi
transferido para tubos de vidro apirogénicos. As amostras, devidamente identificadas, foram
armazenadas a -20 °C, como recomendado pelo fabricante.

4.2.6- Instrumentacéo dos espécimes com o sistema rotatério RaCe®

Ap0s as coletas iniciais, 0s espécimes permaneceram dispostos na plataforma metalica
no interior da camara de fluxo laminar para a instrumentagéo dos canais radiculares com o
sistema de limas rotatérias RaCe® (FKG Dentaire, La Chaux-de-Fonds, Suica).

Para a utilizagdo das limas em rotacéo, foi utilizado o motor X-Smart (Dentsply Ind.
Com. Ltda., Petropolis-RJ, Brasil), com giro continuo a direita, torque de 1 N/cm e velocidade
de 600 rpm. A cinematica empregada foi a recomendada pelo fabricante, com movimentos
suaves de entrada e saida do canal por 3 ou 4 vezes, até atingir o comprimento desejado, sem
forcar apicalmente e com leve pincelamento contra as paredes do canal.

Embora a sequéncia de limas utilizada tenha sido a mesma para todos os espécimes,
foi utilizado um conjunto de limas para cada um deles. Este cuidado foi tomado a fim de se
evitar a contaminagdo por microrganismos ou endotoxinas de um para o outro, interferindo
nos resultados do trabalho. Entretanto, a sequéncia utilizada foi a mesma para todos 0s
espécimes.

Inicialmente, foram utilizadas as limas RaCe® #40.10 (didmetro de ponta #45,
conicidade 0,10 mm) e #35.08 (diametro de ponta #35, conicidade 0,08 mm) para o preparo
dos tergos cervical e médio, sendo a primeira até a metade do comprimento do canal radicular
e a segunda até 2/3 deste mesmo comprimento, o que foi determinado com o auxilio de uma
régua endoddntica milimetrada (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica). Em seguida, as limas
#25.04, #25.06, #30.02, #35.02 e #40.02 foram utilizadas, sequencialmente, no comprimento
total do canal.
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Os procedimentos de irrigacdo empregados durante todo o PQM foram realizados com
NaCl 0,9% estéril a cada troca de instrumento, com o auxilio de seringa descartavel estéril de
5 mL (Descarpack Descartaveis do Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil) e agulha hipodérmica BD 20
x 5,5 (Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda., S0 Paulo-SP, Brasil) pré-curvada,
introduzida até o terco médio do canal radicular. A aspiracdo do conteudo dos canais
radiculares foi realizada por meio de canula de aspiracdo metélica (Golgran Ind. e Com. de
Instrumental Odontoldgico Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil), e a manutencdo da paténcia com uma
lima tipo K #20. Todo este material foi de uso individual para cada espécime, a fim de evitar a

contaminagdo (Figura 9 — pagina 56).
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Figura 9 — A — Material para a instrumentacéo e coleta de bactérias e endotoxinas montado
no interior da cdmara de fluxo laminar; B — Momento da instrumentagdo dos espécimes; C —
Visdo aproximada da instrumentacdo; D — Irrigacdo com NaCl 0,9% estéril; E — Sequéncia
de limas RaCe® utilizada; F — Imagem aproximada da lima RaCe®, mostrando o design da
parte ativa.
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4.2.7- Coletas endoddnticas finais

Apo6s o uso do altimo instrumento rotatdrio, os canais foram irrigados com 5 mL de
NaCl estéril. Em seguida, foi realizada nova coleta endodéntica para a investigagdo da carga
microbiana e dos niveis de endotoxina.

Para as coletas finais, tanto microbioldgica (CM2) quanto de endotoxinas (CE2), foi
introduzido um cone de papel absorvente #20 no comprimento real do dente para cada uma
delas, permanecendo cada um em posicdo por 1 min, individualmente. Imediatamente apds,
cada um dos cones foi transferido separadamente para um tubo do tipo Eppendorff (CM2) e
um tubo de vidro apirogénico (CE2), respectivamente.

As amostras da CE2, devidamente identificadas, foram armazenadas a -20 °C, como
recomendado pelo fabricante, enquanto as amostras da CM2 foram processadas logo em

seguida, assim como as da CML1.

4.2.8- Processamento laboratorial das amostras

4.2.8.1- Amostras microbioldgicas (CM1 e CM2)

As amostras CM1 e CM2 de cada espécime foram agitadas em vortex por 1 min, e
apenas as amostras CM1 diluidas em série 1/10 e 1/100 em LB broth estéril, com o auxilio de
uma pipeta devidamente calibrada (Axygen Scientific Inc., Union City-CA, EUA) e de
ponteira universal com filtro (Axygen Scientific Inc., Union City-CA, EUA). Foram
plaqueados em triplicatas 25 pL da amostra CM2 e da diluicdo 102 de CM1 em LB &gar, e
incubados em estufa de CO, a 37 °C por 48 h. Apds este periodo de incubacéo, as colénias de
microrganismos presentes nas placas foram contadas, determinando-se a quantidade de
unidades formadoras de col6nia (UFC).

Para a obtencdo das UFC/mL, foi necesséario multiplicar por 4.000 vezes o nimero de
UFC obtidas na contagem das placas. Ou seja, como foi utilizada na contagem apenas a
diluicdo a 107 o valor a ser multiplicado correspondendo a essa diluicdo é 100. A aliquota
plaqueada foi de 25 L, ou seja, 40 vezes menor que 1,0 mL. Assim, se a quantidade de UFC
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foi 100, multiplicou-se 100 por 4.000, o que resultou numa contagem final de 400.000, ou
seja, 4,0 x 10° UFC/mL. A pureza das culturas foi confirmada através da morfologia das
colbnias e teste de catalase positivo (Figura 10 — pagina 58).

Figura 10 — Plagqueamento e contagem de UFC: A — Inoculagdo da amostra em placa
com LB &gar estéril; B — Distribuicdo da amostra pela placa; C — Exemplo de amostra
inicial apos periodo de incubacdo; D — Exemplo de amostra final apds periodo de
incubagéo.

4.2.8.2- Amostras de endotoxinas (CE1 e CE2)

Para a investigagdo e quantificacdo de endotoxinas presentes nas amostras, foi
utilizado o método turbidimétrico Pyrogent-5000° (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD,
EUA), que utiliza a reacdo de LAL. Por meio deste, foi realizado um ensaio cinético
quantitativo no qual a amostra foi colocada em contato com o reagente LAL reconstituido e,
em seguida, incubada em um leitor de microplacas (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD,



59

EUA) e monitorada automaticamente através de um software especifico até o surgimento de
turvacéo.

O kit Pyrogent-5000® apresenta: 1) Pyrogent-5000® LAL Reagente; 2) Endotoxina de
Escherichia coli 055:B5; 3) Tampdo de reconstituicdo Pyrogent-5000°. De acordo com o
fabricante, o tempo necessdrio para a ocorréncia da turvacdo (tempo de reagdo) é

inversamente proporcional a quantidade de endotoxina presente na amostra.

4.2.8.2.1- Padronizagdo da curva padréo de endotoxina

O estabelecimento da curva padrdo com concentragdes conhecidas de endotoxina é
necessario para determinar a sua concentracdo em quantidades desconhecidas. A curva padréo
é importante para ajudar a calcular a menor e a maior concentracdo de endotoxina presentes
na amostra, assim como 0s picos obtidos dentro da curva. Como um parametro para este
calculo, a curva padréo foi obtida a partir da reconstituicdo do liofilizado de endotoxina de
Escherichia coli oferecida pelo kit numa concentragdo conhecida de 100 EU/mL, onde suas
diluigdes alcangam as concentragdes finais de 10, 1, 0,1 e 0,01 EU/mL, de acordo com as
instrugcdes do fabricante. As dilui¢Oes realizadas para a obtencdo desta curva padrdo foram
realizadas, como pode ser observado na Tabela 1 (pagina 60), da seguinte forma:

1. Foi adicionado 0,1 mL de 100 EU/mL da endotoxina fornecida pela empresa em 0,9
mL de agua para reagente LAL (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD, EUA), resultando
numa concentracdo de 10 EU/mL de endotoxina, em um tubo de vidro estéril e apirogénico,
também fornecido pelo fabricante. Essa solucao foi vigorosamente agitada em vortex por pelo
menos 1 min antes do procedimento;

2. Da mesma forma, foi transferido 0,1 mL da solucdo de endotoxina 10 EU/mL para
0,9 mL de &gua para reagente LAL, resultando numa concentragdo de 1 EU/mL. A solug&o foi
vigorosamente agitada em vartex por pelo menos 1 min antes do inicio do procedimento;

3. Dando prosseguimento, 0,1 mL da solu¢do de endotoxina 1 EU/mL foi diluido em
0,9 mL de &gua para reagente LAL, resultando numa concentracdo de 0,10 EU/mL. Esta
solucdo foi vigorosamente agitada em vortex por pelo menos 1 min antes do procedimento;

4. Por fim, foi transferido 0,1 mL da solucdo de endotoxina 0,10 EU/mL para 0,9 mL
de &gua para reagente LAL, resultando numa solugdo com concentracdo de 0,01 EU/mL, que

também foi vigorosamente agitada em vortex por pelo menos 1 min antes do procedimento.
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Tabela 1 — Estabelecimento das diluigdes da curva padrdo nas concentragfes 10 EU/mL, 1
EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL.

Concentragdo de ) Volume de solucéo de
) Volume de agua ) o -
endotoxina endotoxina adicionado a agua

reagente LAL

(EU/mL) para reagente LAL
10 0,9 mL 0,1 mL de 100 EU/mL solucéo
1 0,9 mL 0,1 mL de 10 EU/mL solucéo
0,10 0,9 mL 0,1 mL de 1 EU/mL solucéo
0,01 0,9 mL 0,1 mL de 0,10 EU/mL solucgéo

Na Figura 11 (pagina 60), pode ser observado um exemplo de curva padrdo com
concentragdes conhecidas de endotoxina, utilizado como base para a quantificacdo de

concentragdes desconhecidas da mesma endotoxina.

410,01 0,1 1 10 100
NN
1000 ™~
A ) e
— ™ ‘\Q\.
100 — *
IIII 1 T IIIIIII T 1 ||||||| Ll T IIIIIII T Ll |||||I|
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Concentration: EU/mL

Figura 11 — Exemplo de curva padréo para quantificacdo de endotoxinas.
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4.2.8.2.2- Padronizagéao das dilui¢cbes das amostras

Os frascos de vidro contendo as amostras CE1 e CE2 oriundas dos espécimes
utilizados no experimento foram colocados em banho-maria (37 °C) por 30 min. Estas
amostras foram reconstituidas em 1 mL de a4gua reagente de LAL e, em seguida, extraidas sob
agitacdo mecanica em vortex por 1 min.

O teste de LAL pode ser influenciado por muitos fatores. Fatores de inibicdo da
deteccdo de endotoxina devem ser evitados e, para isto, foi adicionada uma quantidade
conhecida de endotoxina (0,1 EU/mL) em cada amostra, procedimento este que € denominado
“spike”. Em seguida, os testes foram realizados em duplicata, sendo da mesma amostra 2
pocos contendo 100 pL da amostra-mée ou suas diluicdes e 2 pogos contendo 100 pL da
amostra + 0,1 EU/mL de endotoxina (“spike”).

Para comprovar que ndo houve qualquer tipo de interferéncia (inibicdo ou
desenvolvimento) da amostra com o reagente de LAL, a concentracdo de endotoxina
recuperada dos pocos contaminados, calculada pelo software, deveria estar entre 50 e 200%,
valor este denominado controle positivo do produto (PPC). A amostra-mée e sua diluicdo 107
foram as que apresentaram maiores nimeros dentro do padrdo do PPC, entdo a diluicdo 107
foi selecionada para a realizacdo dos testes de todas as amostras através do método

turbidimeétrico.

4.2.8.2.3- Layout das microplacas para leitura

Para a quantificacdo da endotoxina presente nas amostras, foram utilizadas placas de
cultura de células apirogénicas (96 pocos — 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Cell Culture
Cluster, Corning Inc., Canton-NY, EUA). Inicialmente, 100 pL do “blank” (dgua de LAL)
foram inoculados em duplicata na placa. Em seguida, 100 pL de cada ponto da curva padrdo
nas diferentes concentrag¢6es (100 EU/mL, 10 EU/mL, 1 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL)
foram distribuidos em duplicata em outros pocos. Logo ap6s, 100 pL das amostras e seus
respectivos controles (PPC), ambos em duplicata, foram inoculados com reagente de LAL.
Para cada poc¢o do controle positivo foram adicionados 10 pL de 0,1 EU/mL de endotoxina de
Escherichia coli (*“spike™).
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Cada placa de cultura de células com as amostras de endotoxina foi posicionada no
leitor de microplacas com o software WinKQCL® (Lonza Group Ltd., Walkersville-MD,
EUA) programado para 340 nm, 37 °C e 100 leituras, e 100 puL do reagente de LAL foram
adicionados em todos 0s pogos. Assim, a leitura foi iniciada, levando aproximadamente 60
min para o término do teste. Na Figura 12 (pagina 62), pode ser observado um esquema com

a distribuicdo das amostras na placa como foi descrita.
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Figura 12 — Distribui¢do das amostras na placa (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 concentragdo conhecida de
endotoxina — “spike procedure’]).

4.2.8.2.4- Célculo da concentracao de endotoxina

De forma continua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas, através do software
WiInKQCL®, foi monitorado na absorbancia de 340 nm de cada orificio da microplaca.
Usando a leitura de absorbancia inicial de cada orificio como seu préprio branco, o leitor
determinou o0 tempo necessario para que a absorbancia aumentasse a 0,03 unidades. Este

tempo é denominado tempo de reacdo. O software executou automaticamente uma correlacao
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linear log/log do tempo de reacdo de cada padrdo com a concentracdo de endotoxina
correspondente (Figura 13 — pagina 64).

Para chegar a concentragdo inicial foi utilizado o método do calculo de regressao
linear da média de absorbancia da curva padrdo (as concentracdes “spike” foram deduzidas).
Os célculos foram realizados por planilha do Excel (Microsoft Office Excel, versdo 2003,
EUA), onde:

r = eficiéncia da curva padrao

X = concentracdo da endotoxina

y = média dos valores da absorbéncia

N = numeros de curvas padrdes utilizadas

X = somatdrio da concentracdo de endotoxina da curva padrdo em EU/mL

> y = somatorio dos valores da média de absorbancia

> Xy = somatorio da concentragdo de endotoxina da curva padrdo em EU/mL e somatdrio dos
valores de absorbancia

Sx = desvio padrédo de x = N> x2
N - (N-1)

Sy =desvio padrdodey = [N>Vy2 - (>y)2
N - (N-1)

slope=Sy.r
Sx

Y = intercepto = >/N - (3x/N . slope)

r=N>xy-(3x)(>y)
N (N-1) SxSy

CONCENTRACAO DE ENDOTOXINA = A absorbance - y - intercepto
slope
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Figura 13 — Ensaio cinético quantitativo para deteccdo de endotoxinas: A — Agitacdo das
amostras em vortex; B — Diluicdo das amostras de endotoxinas; C — Kit Pyrogent-5000®;
D — Agua reagente de LAL; E — Leitura de placa pelo espectrofotometro; F — Software

WinKQCL®.



65

4.3- Anélise estatistica

Os dados referentes ao tratamento das 10 amostras de dentes, que foram
instrumentados pela sequéncia de limas RaCe® avaliando-se a carga microbiana e a
quantidade de endotoxinas que a instrumentacdo foi capaz de remover, foram compilados em
uma planilha para anélise.

Para a andlise estatistica, foi feita a verificagdo da normalidade dos dados pelo teste
Shapiro-Wilk. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste T para
amostras dependentes com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Foi necessario fazer uma
transformacéo dos dados para log10 da quantidade de endotoxina. Os testes foram realizados
pelo programa SAS Software versdo 9.1 (The SAS Institute, Cary-NC, EUA).



5- RESULTADOS

Apoés a andlise dos dados, e como estes apresentaram distribuicdo normal, foram
determinadas a média e o desvio padrdo das unidades formadoras de colbnia e da
concentracdo de endotoxina iniciais presentes nos canais radiculares.

A presenga de Escherichia coli foi detectada em 100% dos canais radiculares
infectados com valores compreendidos entre 9 x 10° UFC/mL e 56,7 x 10’ UFC/mL,
representados pela média de 14,12 x 10" UFC/mL.

Endotoxinas foram detectadas em 10/10 dos canais radiculares infectados com valores
compreendidos entre 0,96 EU/mL e 2.790 EU/mL, representados pela média de 261,16
EU/mL. A Tabela 2 (pagina 66) apresenta a carga microbiana (UFC/mL) e os niveis de
endotoxina (EU/mL) dos canais radiculares infectados antes (C1) e apés (C2) o PQM com o

sistema rotatdrio RaCe®.

Tabela 2 — Carga microbiana (UFC/mL) e niveis de endotoxina (EU/mL) de canais
radiculares infectados antes (C1) e apds (C2) o PQM com o sistema rotatério RaCe®.

Amostra Carga Microbiana (UFC/mL) Niveis de Endotoxina (EU/mL)
Antes Apods % Antes Apods %
PQM (C1) PQM (C2) Redugdo PQM (C1) PQM (C2) Redugéo

1 29,04 x 10" 1,6 x 107 99,9 11,7 0,12 98,9

2 8,64 x 10’ 6 x 10" 99,9 632 0,10 99,9

3 17,8x10" 4,6 x 10? 99,9 888 0,36 99,9

4 12,92 x10" 1,4 x10? 99,9 857 0,27 99,9

5 7,12x10° 6,6 x 107 99,9 188 0,37 99,8

6 55,56 x 10’ 3 x10° 99,9 27,6 0,44 98,4

7 9 x 10° 0 99,9 0,96 0,32 66,6
8 3,8 x 10’ 6 x 10" 100 2,080 19,7 99

9 56,7 x 10’ 6 x 10" 99,9 2.790 0,62 99,9

10 4,96 x 10’ 0 100 1.520 2,36 99,8
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5.1- Efeito do PQM na reducdo da carga microbiana e de endotoxinas dos canais

radiculares infectados

Elevada carga microbiana e de endotoxinas foi encontrada nos canais radiculares na
coleta inicial. Entretanto, 0 PQM foi capaz de reduzir o contetido microbiano (14,12 x 10’
UFC/mL X 1,84 x 10° UFC/mL) e endotéxico (261,16 EU/mL X 2,46 EU/mL) em todos 0s
canais radiculares estudados, com diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) (Tabela 3

— pagina 67).

Tabela 3 — Reducdo microbiana e de endotoxinas de canais radiculares infectados apds o
PQM com o sistema rotatério RaCe®.

Etapas da terapia endodontica

Inicial Apb6s PQM % Reducéo
Grupos o o Valor de p
Média (+ dp) Média (+ dp) Cl-C2
Carga
microbiana 14,12 x 10’ 1,84 x 10°
. ) 100 p=0,0131
(UFC/mL) +16 x 10" a* +2,12 x 10° b*
Niveis de LPS
261,16 + 357,2 a* 2,46 + 5,77 b* 99,9 p =0,0294
(EU/mL)

* Letras minusculas distintas na linha significam diferenca estatistica pelo teste T amostras
dependentes.



6- DISCUSSAO

6.1- Da importancia do tema

A cavidade oral é colonizada por diversas espécies bacterianas, algumas delas
relacionadas com doencas orais como a carie e a periodontite (AAS et al., 2005). Embora hoje
este conhecimento j& esteja consolidado no meio cientifico, a relagdo causal entre 0s
microrganismos e a etiopatogenia das doencas pulpares e perirradiculares levou mais de um
século para ser comprovada (MILLER, 1894; DOBELL, 1932; KAKEHASHI; STANLEY e
FITZGERALD, 1965; SUNDQVIST, 1976; MOLLER et al., 1981).

Atualmente, as bactérias com maior prevaléncia na infeccdo endodéntica s&o
conhecidas (VIANNA, 2006; VIANNA et al, 2007; MOHAMMADI, 2011), e sabe-se
inclusive da existéncia de interacGes bacterianas e de sua associagdo com sinais e sintomas
clinicos (GOMES; LILLEY e DRUCKER, 1996).

Diversos fatores ecoldgicos influenciam no crescimento e na colonizagdo bacteriana
no interior dos canais radiculares infectados, principalmente por bactérias Gram-negativas
(SUNDQVIST, 1992; PETERS; WESSELINK e VAN WINKELHOFF, 2002), e favorecem
sua patogenicidade (CONSOLARO, 2009).

Além do canal principal, os microrganismos também se alojam nos tabulos dentinarios
e em areas de reabsor¢do, podendo perpetuar a infeccdo se ndo forem eliminados
(HAAPASALO e GRSTAVIK, 1987; SIQUEIRA; R@QAS e LOPES, 2002; MATSUO et al.,
2003; COHEN e HARGREAVES, 2011), principalmente se tiverem acesso a substrato.

O mesmo também ocorre com a endotoxina das bactérias Gram-negativas, que possui
alta capacidade de difusdo através dos tubulos dentinarios (HORIBA et al., 1990; NISSAN et
al., 1995; OLIVEIRA et al., 2005). Ela é uma molécula de LPS presente na membrana mais
externa dessas bactérias, e concentra na por¢do Lipide A a maior parte de sua toxicidade
(BLACK, 2002; LEONARDO et al., 2004; DIXON e DARVEAU, 2005).

Tem sido dada grande importancia as pesquisas com endotoxina, gracas ao seu papel
altamente toxico e agressivo aos tecidos, com alto potencial inflamatério (BUCK et al., 2001).
Este potencial tem sido amplamente estudado (DAHLEN e HOFSTAD, 1977; ALVES,

2004), e fortemente correlacionado com sinais e sintomas clinicos presentes nas infeccbes
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endodonticas (KHABBAZ; ANASTASIADIS e SYKARAS, 2001; SILVA et al., 2002;
TANOMARU et al., 2003; JACINTO et al., 2005; SCHEIN e SCHILDER, 2006).

O tratamento endoddntico de canais radiculares infectados consiste, essencialmente, na
eliminacdo da infeccdo existente e na prevengdo da reinfec¢do futura (LOPES e SIQUEIRA
JR., 2010), permitindo a cicatrizacdo dos tecidos perirradiculares (AYDIN et al., 2007). Com
este propdsito, deve ser realizada criteriosa limpeza do contetido séptico-necrotico através da
instrumentacao e irrigacdo do canal radicular (SCHILDER, 1974).

Na atualidade, deve-se buscar ndo somente a eliminagdo dos microrganismos
patogénicos, mas também a inativacdo de suas endotoxinas, que aderem irreversivelmente aos
tecidos mineralizados (TANOMARU et al., 2003), podendo iniciar ou manter a resposta
inflamatoria e a reabsorcao 0ssea nos tecidos periapicais (SILVA et al., 2004).

Medicamentos tém sido alvo de pesquisas no intuito de inativar as endotoxinas
(FERREIRA, 2003; MAEKAWA et al., 2011), que ndo séo completamente removidas, assim
como 0s proprios microrganismos, pelos métodos de PQM até agora estudados (MICKEL et
al., 2007; NAKAMURA, 2010).

Com a evolugédo tecnoldgica acerca dos instrumentos rotatdrios de niquel-titanio e o
surgimento de novos sistemas no mercado a todo o0 momento (SEMAAN et al., 2009), torna-
se necessario avaliar a real capacidade destes sistemas, ndo s6 sobre o ponto de vista da
limpeza e da modelagem, mas também sobre sua capacidade de remogdo mecénica de

microrganismos e endotoxinas, o que refletird diretamente no sucesso do tratamento.

6.2- Da metodologia

No presente estudo, com o objetivo de melhor representar a complexidade anatbmica
do sistema de canais radiculares e diferentes orientacbes dos tubulos dentinérios, foram
utilizados dentes humanos extraidos. Foram selecionados apenas pré-molares inferiores com o
intuito de padronizar as possiveis variagdes morfoldgicas entre diferentes grupos dentais.

De acordo com BERBER (2005), foi realizada instrumentacdo manual com lima tipo
K #20 para padronizar o diametro do forame apical, e foram utilizados NaOCI 5,25% e EDTA
17% para remocgdo de possiveis restos organicos da polpa e abertura dos tubulos dentinarios,
permitindo adequada penetragéo e contaminagdo pelo microrganismo inoculado.

Foi utilizada para contaminacdo a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922), ja
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consagrada na literatura por seu uso em estudos anteriores como modelo de laboratério
(SILVA et al., 2002; TANOMARU et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005; MAEKAWA et al.,
2011). Apesar de ndo ser comumente encontrada nos canais radiculares, seu LPS apresenta a
estrutura basica do componente lipidico, que representa o centro ativo responsavel pela
toxicidade do LPS (MAEKAWA et al., 2011), além do baixo custo, sendo encontrada com
facilidade para aquisicéo e uso experimental.

O periodo de incubacdo dos espécimes por 21 dias foi previamente preconizado por
GOMES; MARTINHO e VIANNA, em 2009. Estes autores afirmam que, neste periodo, essa
bactéria se difunde através da dentina, penetrando no interior de tabulos dentinarios.

Para a realizacdo do PQM dos espécimes, o sistema rotatério RaCe® foi escolhido por
apresentar boa capacidade de corte, atribuida & seccdo transversal triangular e ao angulo de
corte positivo do instrumento, e pelo design diferenciado de sua parte ativa (RODRIGUES et
al., 2007; FKG DENTAIRE, 2011), aléem de ter sido considerado um sistema ainda pouco
estudado comparativamente aos demais. Algumas pesquisas na literatura avaliaram o
comportamento do sistema rotatério RaCe® na instrumentacdo dos canais radiculares, pelos
seguintes aspectos: capacidade de modelagem (LEONARDI, 2004; PAQUE; MUSCH e
HULSMANN, 2005; MERRETT; BRYANT e DUMMER, 2006), capacidade de limpeza
(ZAND et al., 2007), extruséo apical de debris (ZARRABI; BIDAR e JAFARZADEH, 2006),
dilatacdo dos canais, manutencdo da trajetoria, desvio apical e manutengdo do comprimento
de trabalho, além de fraturas ou deformacgdo de instrumentos (RODRIGUES et al., 2007).
Porém, nenhum estudo até 0 momento avaliou este sistema no que diz respeito a remogéo de
microrganismos e endotoxinas.

Para cada canal radicular foi utilizado um novo kit de instrumentos, de forma a preservar a
lamina de corte da lima e também para que a carga de bactérias e endotoxinas presente na
lima ndo fosse transferida de um espécime para outro.

A técnica de contagem de UFC tem sido amplamente utilizada no meio cientifico para
determinar a quantidade de bactérias vidveis presentes em amostras (FERREIRA, 2003;
JACINTO et al., 2005; VIANNA et al., 2007; MARTINHO e GOMES, 2008), e foi utilizada
também neste estudo para quantificar Escherichia coli nas amostras iniciais e finais.

O método LAL tem sido amplamente utilizado em Endodontia para investigar e
quantificar endotoxina em infecgdes do sistema de canais radiculares, in vitro ou in vivo
(DAHLEN e BERGENHOLTZ, 1980; NISSAN et al., 1995; KHABBAZ; ANASTASIADIS
e SYKARAS, 2001; JACINTO et al., 2005; SCHEIN e SCHILDER, 2006; MARTINHO,
2007; VIANNA et al.,, 2007; MARTINHO e GOMES, 2008; GOMES; MARTINHO e
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VIANNA, 2009; MARTINHO et al., 2010; FROES, 2011). MARTINHO et al. (2011), ao
comparar diferentes métodos de quantificacdo de endotoxinas, constataram melhor
reprodutibilidade e precisdio do método cinético turbidimétrico (Pyrogent-5000®) quando
comparado aos demais, sendo este 0 método escolhido no presente estudo.

6.3- Dos resultados

N&o ha registros na literatura de estudos anteriores a este que apresentem a especifica
metodologia empregada no mesmo. Alguns trabalhos foram similares, como os que testaram a
reducdo da carga bacteriana e do contetdo endotdxico pelo uso de diferentes substancias
irrigadoras como clorexidina e hipoclorito de sodio (TANOMARU et al., 2003; VIANNA et
al., 2007; MARTINHO e GOMES, 2008; GOMES; MARTINHO e VIANNA, 2009;
MARTINHO et al., 2010; NAKAMURA, 2010; MAEKAWA et al., 2011). Outros testaram a
inativacdo das endotoxinas por diferentes medicagdes intracanais (FERREIRA, 2003;
TANOMARU et al., 2003; VIANNA et al., 2007; MAEKAWA et al., 2011). QOutros, ainda,
testaram sistemas rotatdrios diferentes do testado no presente estudo quanto a reducdo do
contetdo endotdxico de canais radiculares (MARTINHO et al., 2010; FROES, 2011).

Assim, outros estudos avaliaram o sistema RaCe® (LEONARDI, 2004; PAQUE;
MUSCH e HULSMANN, 2005; ZARRABI; BIDAR e JAFARZADEH, 2006; MERRET;
BRYANT e DUMMER, 2006; ZAND et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007), mas sob
outros aspectos que ndo a reducdo de carga microbiana e endotoxica. Entretanto, os bons
resultados destes estudos quanto ao desempenho mecénico desse sistema despertaram o
interesse para a avaliacdo de seu desempenho quanto aos aspectos microbioldgicos.

O presente estudo encontrou diferenga estatisticamente significante entre as amostras
microbioldgicas e de endotoxinas coletadas antes e ap6s o0 PQM com o sistema rotatorio
RaCe® e NaCl 0,9%. E provéavel que se uma substancia antimicrobiana tivesse sido utilizada,
a carga microbiana teria sido menor ainda. Apesar disto, as endotoxinas ndo sdao facilmente
inativadas pelas substancias comumente utilizadas no tratamento endodéntico e, como ja foi
afirmado, aderem irreversivelmente aos tecidos mineralizados (TANOMARU et al., 2003). O
fato de simplesmente “matar” os microrganismos com essas substancias e ndo remové-los do
canal radicular pode tornar a situacéo ainda pior, visto que as moléculas de LPS sdo liberadas
principalmente apds a morte bacteriana (BLACK, 2002). Por isto, este estudo analisou apenas
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a remoc¢ao mecéanica das bactérias e endotoxinas pela instrumentacéo, visto que essa ainda é a
maneira mais segura para sua eliminagéo.

Sendo assim, diante dos resultados aqui encontrados e dos aspectos observados pelo
que registra a literatura até o presente momento, fica patente que o ideal seria a completa
eliminacdo de microrganismos e endotoxinas o que, na realidade, ndo nos é possivel com 0s
recursos do PQM existentes (inclusive sistemas rotatérios). A busca por técnicas de
instrumentacdo e por substancias quimicas auxiliares ou mesmo medicamentos que possam
proporcionar a “total” eliminacdo destes fatores deletérios ao organismo, possibilitando o
sucesso na terapia endodontica, ainda deve continuar.

Embora o sistema RaCe® tenha demonstrado capacidade de eliminagdo microbiana e
endotdxica, assim como outros sistemas ja testados, esforcos devem ser empreendidos no
sentido de cuidar de forma atenciosa de todos os passos na condugédo do tratamento, inclusive
na fase de obturacdo endodontica e blindagem da coroa do elemento tratado, de forma a néo
permitir que substratos sejam inseridos no sistema de canais radiculares, viabilizando
microrganismos, principalmente Gram-negativos e suas endotoxinas, que permaneceram

naquele espaco e tém potencial de perpetuar a doenca perirradicular.



7- CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada neste trabalho e com base nos resultados
obtidos, pode-se concluir que:

1. Todas as amostras coletadas apresentavam Escherichia coli;

2. Todas as amostras coletadas acusaram a presenca de endotoxinas; e

3. A sequéncia de limas rotatérias RaCe® utilizada foi capaz de reduzir a carga
microbiana e o conteldo endotoxico dos espécimes testados, com diferenca

estatisticamente significante, porém a total eliminacdo dos microrganismos e

endotoxinas ndo foi possivel.
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