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Resumo

A presenca da endotoxina (LPS) bacteriana no sistema de canais radiculares esta
relacionada com a manutencdo e evolucdo das doencas pulpares e periapicais. Até o
momento, ndo ha nenhuma técnica ou material que seja completamente eficaz na
eliminacdo do LPS. Logo, com objetivo de aprimorar o processo de desinfeccéo e,
consequentemente, aumentar as taxas de sucesso no tratamento endodontico, tem-se
buscado alternativas aos protocolos clinicos realizados atualmente. A utilizacdo de
equipamentos auxiliares com principios de acdo baseados na eletrofulguracdo e no
potencial de aplicacdo do gas ozonio surge como alternativas. Sendo assim, o0 primeiro
artigo desta tese buscou, inicialmente, verificar a viabilidade para utilizacdo de dentes
bovinos ao invés de humanos, em experimentos in vitro com contaminacdo por LPS,
tendo em vista ndo haver estudos na literatura com essa metodologia. Para isso, vinte
incisivos centrais bovinos (B) e vinte pré-molares monorradiculares humanos (H) tive-
ram suas coroas dentarias removidas e comprimento radicular padronizado em 16 mm.
Os canais radiculares foram preparados até o instrumento tipo K n°. 60 e submetidos a
esterilizacdo por radiacdo gama com cobalto 60. De acordo com os dois tipos de espé-
cies dentarias, os dentes foram divididos aleatoriamente em dois subgrupos, positivo (P)
e negativo (N). Os canais dos grupos positivos (HP e BP) foram inoculados com LPS de
Escherichia coli (O55:B5). Ja os canais dos grupos negativos (HN e BN) foram apenas
expostos a agua apirogénica. Apos a incubacdo dos dentes, a 37°C, com umidade
atmosférica durante 24 horas, amostras das solugdes do canal principal foram coletadas
com pontas de papel absorvente apirogénicas. A quantificacdo dos niveis de LPS foi
feita por Limulus Amebosytes Lisado (LAL) e os dados obtidos foram submetidos a
ANOVA de uma via, seguido de Post Hoc Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os
resultados demonstraram que houve diferenca significativa (P<0,001) entre os dois
modelos experimentais. A utilizacdo de dentes bovinos ndo apresentou ser a melhor
opcdo dentaria para pesquisas laboratoriais com contaminacdo por LPS. Foi realizado,
entdo, o segundo artigo da Tese a fim de verificar o efeito do gas ozbnio (sistema
0OZY®) e de pulsos elétricos de alta frequéncia (sistema Endox®) em canais radiculares
humanos previamente contaminados com LPS. Cinquenta pré-molares unirradiculares

receberam o0 mesmo protocolo para preparo da amostra relatado no primeiro artigo. De-



pois de prontos, os espécimes foram divididos em cinco grupos (n=10), de acordo com
0 protocolo de desinfeccdo instituido: Sistema OZY®, um pulso de 120 segundos (OZY
1p); Sistema OZY®, quatro pulsos de 24 segundos (OZY 4p); Sistema Endox® (EN-
DOX). Canais contaminados e ndo contaminados, apenas expostos a dgua apirogénica,
foram utilizados como controle positivo (C+) e negativo (C-), respectivamente. O LPS
de Escherichia coli (O55:B5) foi inoculado nos canais radiculares, exceto nos dentes do
grupo C-. Apo6s os protocolos de desinfeccdo, amostras do fluido foram coletadas dos
canais com pontas de papel apirogénicas. O método para quantificacdo dos niveis de
LPS e a analise estatistica empregada também foram os mesmos descritos no primeiro
artigo. Os resultados mostraram que os protocolos de desinfec¢do ndo foram capazes de
reduzir significativamente os niveis de LPS. O uso do gas 0zonio e de pulsos elétricos

de alta frequéncia ndo foram eficazes na eliminagdo do LPS em canais radiculares.

Palavras-Chave (DeCS): Endodontia; Microbiologia; Tratamento do Canal Radicular;

Endotoxinas; Equipamentos e Provisdes.



Abstract

The presence of bacterial endotoxin (LPS) in the root canal system is related to the
maintenance and evolution of the pulp and periapical diseases. So far, there is none
technical or material that is completely effective in eliminating the LPS. Therefore, in
order to enhance the disinfection process, and thereby, to increase the success rate of
endodontic treatment, it has been sought alternatives to clinical protocols held nowa-
days. The use of auxiliary equipments with principles of action based on
electrofulguration and in the potential application of ozone gas appears as an alterna-
tives. Thus, the first article of this thesis initially sought to verify the feasibility for the
use of bovine teeth instead of human teeth, in in vitro experiments with contamination
by LPS, because there are no studies in the literature using this methodology. For this,
twenty bovine (B) central incisors and twenty single-rooted human (H) premolars had
removed their dental crowns and standardized their root length to 16 mm. The root ca-
nals were prepared until size 60 K-type instrument and subjected to sterilization by
gamma irradiation with 60 cobalt. According to the two types of dental species, the
teeth were randomly divided into two subgroups, positive (P) and negative (N). The root
canals of the positive groups (HP and BP) were inoculated with Escherichia coli LPS
(O55:B5). The root canals of negative groups (HN and BN) were exposed only to a py-
rogenic water. After the teeth incubation in a 37°C atmospheric humidity during 24
hours, the samples of the solutions from the main root canals were collected with a py-
rogenic absorbent paper points. The quantification of the levels of LPS was made by
Limulus Amebosytes Lysate (LAL) and data were subjected to oneway ANOVA, fol-
lowed by Tukey post hoc, with a 5% significance level. The results showed significant
differences (P<0,001) between the two experimental models. The use of bovine teeth
showed not to be the best option for LPS contamination studies. Following this result, a
second article of the Thesis was performed in order to verify the effect of ozone gas
(OZY® system) and high frequency electric pulses (Endox® System) in human root
canals previously contaminated by LPS. Fifty single-rooted premolars received the
same protocol for root canals preparation, as reported in the first article. Once ready, the
specimens were divided into five groups (n=10), according to the disinfection protocol
established: OZY® System, one 120-second-pulse (OZY 1p); OZY® System, four 24-



second-pulses (OZY 4p); Endox® System (ENDOX). Contaminated and non-
contaminated canals, exposed only to apyrogenic water, were used as positive (C+) and
negative (C-) controls, respectively. The Escherichia coli LPS (O55:B5) was inoculated
into the root canals, except in the C- group teeth. After performing the disinfection pro-
tocols, fluid samples were collected from the canals using apyrogenic paper tips. The
method for quantification of LPS levels and statistical analysis were the same as de-
scribed in the first article. The results showed that the disinfection protocols were una-
ble to reduce significantly the LPS levels. The use of ozone gas and high frequency
electric pulses were not effective in the elimination of LPS in root canals.

Keywords (DeCS): Endodontics; Microbiology; Root Canal Therapy; Endotoxins;
Equipment and Supplies.
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Introducéo

Infecgdes Endodonticas

Um dos objetivos do tratamento endoddntico é promover a limpeza, a desinfec-
¢ao e a manutencéo dessas condic¢des no interior do sistema de canais radiculares.

Embora inimeros fatores quimicos e fisicos, como descrito por Stashenko et al.
(1998), possam induzir um processo inflamatdrio, varios estudos tém demonstrado que
0S microrganismos e seus subprodutos, tais como as endotoxinas, desempenham um
papel fundamental na inducdo e manutencdo das doencas pulpares e perirradiculares
(SIQUEIRA JR., 2002; PINHEIRO et al., 2003; VIANNA et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2012).

Por volta do ano de 1894, Miiller, por meio da analise bacterioldgica de esfrega-
¢os obtidos de canais radiculares com necrose pulpar, evidenciou-se a presenca de bac-
térias. Mas, somente com o estudo classico de Kakehashi et al., em 1965, a importancia
das bactérias no desenvolvimento das doencas pulpares e perirradiculares foi confirma-
da. Ao expor a polpa dental de ratos convencionais e “germ-free” a cavidade oral, pode-
se observar a formacéo de necrose pulpar e lesdo perirradicular somente nos ratos con-
vencionais. Segundo Siqueira Jr. et al. (2011), uma diversidade de espécies bacterianas,
que podem estar presentes na cavidade bucal, sdo capazes de colonizar o sistema de
canais radiculares.

Quando a polpa dentéria fica em contato direto ou indireto ao meio bucal, inicia-
se um processo de contaminacdo com predominio de microrganismos aerdbios e facul-
tativos. Isso decorre, principalmente, de relagcdes nutricionais existentes entre as espé-
cies microbianas, juntamente com a diminuicdo nos niveis de oxigénio ao longo do ca-

nal radicular, quando passa a haver um predominio de microrganismos anaerobios



(SUNDQVIST, 1992). Hoje, com os avangos tecnologicos na cultura e identificacdo
microbioldgica, ja se sabe que em dentes com necrose pulpar e sem intervencdo endo-
dontica, a colonizagdo microbiana é mista, com espécies gram-positivas e gram-
negativas, principalmente com predominio de anaerébios (CHEUNG; HO, 2001; SI-
QUEIRA JR,; ROQAS, 2009; MURAD et al., 2014; TENNERT et al., 2014). Além
disso, de acordo com Martinho et al. (2014a), algumas bactérias possuem fatores de
viruléncia e componentes estruturais (capsula, LPS, peptidioglicano, fimbrias, lipopro-
teina e &cido lipoteicoico) que sdo capazes de induzir e manter o processo infeccioso.

A endotoxina é um mediador imunoldgico altamente potente que consiste em um
complexo de lipopolissacarideos, integrantes da membrana externa da parede celular de
bactérias gram-negativas, que é liberada durante sua multiplicacdo ou morte (SCHEIN;
SCHILDER, 1975; NAIR, 2004; WILLIAMSON et al., 2005). Segundo Jacinto et al.
(2005), Martinho e Gomes (2008) e Oliveira et al. (2012), a endotoxina € um importante
mediador na patogénese da periodontite apical. Contudo, ja se sabe, por meio de alguns
estudos, que a molécula lipidica A da endotoxina é a responsavel pelos efeitos toxicos
da mesma (MORRISON; KLINE, 1977; DIXON; DARVEAU, 2005).

As endotoxinas sao responsaveis por varios efeitos bioldgicos importantes, tais
como, a quimiotaxia de neutréfilos, a ativacdo de macrofagos e do sistema
complemento e a liberacdo de mediadores inflamatorios (TNF-alfa, 1L-1, IL-6 e IL-8)
(LEONARDO et al., 2004; MAEKAWA et al., 2011). A presenca desses mediadores
acarretara, por consequéncia, a atracdo de osteoclastos para a regido, iniciando um
processo de reabsorcdo 6ssea (HONG et al., 2004; ENDO et al., 2012). Em 2010a,
Martinho et al. verificaram que os niveis mais elevados de endotoxinas foram seguidos
por um aumento da producéo de IL-15, principalmente em dentes com uma maior area

de reabsorgdo Gssea junto aos tecidos periapicais.



Além desses efeitos bioldgicos, a endotoxina, devido ao seu baixo peso
molecular, é capaz de penetrar a uma profundidade quatro vezes maior no interior dos
tubulos dentinarios do que a prépria bacteria (BERKITEN et al., 2000; GOMES et al.,
2009), sendo tambem possivel verificar a sua infiltragdo junto a materiais endodonticos
obturadores (ALVES et al., 1998).

Clinicamente, inimeros estudos, tais como, o de Horiba et al. (1991) e Khabbaz
et al. (2001), tém observado uma correlacdo entre a presenca e 0s niveis de endotoxinas
no sistema de canais radiculares com as caracteristicas descritas nos quadros patogéni-
Cos.

Para exemplificar, Jacinto et al. (2005) verificaram que uma concentracdo mais
elevada de endotoxinas foi observada em casos clinicos de dentes com dor esponténea e
a palpacéo, sensibilidade a percussdo e com presenca de exsudato purulento no interior
do sistema de canais radiculares.

Em 1975, Schein e Schilder ja postulavam que doencas periodontais e periapi-
cais sdo processos bioldgicos semelhantes. Com a constatacdo de que 0 aumento nos
niveis de endotoxinas junto ao exsudato gengival esta de acordo com o grau de inflama-
cao periodontal. Podendo assim também, na Endodontia, correlacionar a concentragédo
de endotoxinas no interior do sistema de canais radiculares com o grau de patogenia
existente.

Devido a tudo isso, a Endodontia tem tentado buscar solugcdes para eliminar ou
inativar as endotoxinas bacterianas, que perpetuam o processo infecto-inflamatério no
sistema de canais radiculares e nos tecidos periapicais.

Até o momento, nenhum protocolo ou substancia testados foram completamente
eficazes e efetivos contra a endotoxina bacteriana, seja com o emprego de diferentes

solucdes irrigadoras, tais como, o hipoclorito de sédio e o digluconato de clorexidina



(GOMES et al., 2009), seja com o uso do hidroxido de calcio como medicacgdo intraca-
nal (SIGNORETTI et al., 2011).

A comunidade cientifica tem observado que a completa erradicacdo dos micror-
ganismos e de suas endotoxinas no interior do sistema de canais radiculares contamina-
dos ndo é cem por cento viavel na prética clinica (VIANNA et al., 2007; MARTINHO
et al., 2010; XAVIER et al., 2013). A persisténcia de microrganismos e de seus subpro-
dutos, ap6s serem utilizados todos os recursos e tomadas as medidas disponiveis para
sanificacdo do canal radicular, ocorre tanto em infec¢es endoddnticas primarias quanto
em infec¢Oes associadas ao insucesso do tratamento.

Na tentativa de aprimorar o processo de desinfeccdo, e, consequentemente, ele-
var as taxas de sucesso no tratamento endodontico, tém-se buscado alternativas para o
protocolo clinico. Dentre 0s materiais pesquisados e desenvolvidos, ha dois equipamen-
tos auxiliares, um deles com principio de acdo baseado na eletrofulguracdo (sistema

Endox®) e 0 outro com potencial de aplicacdo do gas 0zbnio (sistema OZY®).

Sistema de Eletrofulguracéo

O Endox® Endodontic System (Lysis srl, Milano, Italia) € um sistema digital de
eletrofulguracdo, empregado no tratamento endodéntico, que possui duas finalidades:
atua como localizador foraminal (HAFFNER et al., 2005), por impedancia e, promove
a reducdo do contetido microbiano no interior do sistema de canais radiculares (A-
RANDA-GARCIA et al., 2012).

Para o seu funcionamento, este equipamento utiliza uma agulha de aco inoxida-
vel fino cirdrgico 420, como um eletrodo ativo, que € introduzida no interior do canal
radicular e, um eletrodo neutro que € colocado proximo a regido trabalhada ou mantido

na mao do paciente, de acordo com a finalidade desejada. Para 0 emprego como recurso



auxiliar na desinfeccdo do sistema de canais radiculares, o aparelho é acionado e uma
descarga de corrente elétrica alternada de alta frequéncia (600 kHz) é gerada, vapori-
zando o eventual contetdo do canal (LENDINI et al., 2005; VIRTEJ et al., 2007; CAS-
SANELLI et al., 2008).

Segundo Lendini et al. (2005), com a aplicacdo do sistema de eletrofulguracéo
ocorrem trés efeitos principais: aumento da temperatura (entre 300 a 500°C), aumento
da porcentagem de gas ozénio, devido a ionizacdo do meio e, producédo de radiacédo ul-
travioleta. Este ultimo efeito € um subproduto da faisca gerada pelo fluxo de elétrons no
interior do meio.

Com relacdo ao aumento na temperatura ap0s a ativacdo da corrente, mensura-
cOes feitas in vitro estimaram que o0 aumento na zona apical atinge um valor maximo de
19 + 4°C ap0os cada pulso elétrico, sendo que ndo parece danificar as estruturas perirra-
diculares (HAFFNER et al., 1999b). De acordo com outros estudos, um aumento de
10°C, mantido por um minuto, € considerado compativel para ocorrer uma reparagdo
Ossea normal, mas temperaturas mais altas ou, com a realizacdo de mais pulsos de apli-
cacdo pode haver necrose tecidual (ERIKSSON; ALBREKTSSON, 1983).

No que se refere a acdo antimicrobiana, o sistema Endox® é considerado um
método inovador para o tratamento das infec¢fes endodénticas (LENDINI et al., 2005),
pois danifica a membrana celular dos microrganismos (CASSANELLI et al., 2008).
Porém, ndo ha na literatura nenhum estudo sobre o poder de acdo desse sistema em rela-
¢ao a endotoxina bacteriana.

Em seu estudo in vitro, em 2008, Cassanelli et al. constataram que, apds a apli-
cacdo do sistema Endox®, houve um melhor poder de acdo do antibitico bactericida
rifampicina sobre cepas de Escherichia coli. I1sso provavelmente ocorre devido ao prin-

cipio deste sistema que, pela geragdo de uma corrente elétrica de alta frequéncia, altera a



permeabilidade da membrana bacteriana com a cria¢do de poros sobre a sua superficie.
Segundo os proprios autores, isso poderia sugerir como protocolo a associa¢éo de subs-
tancias ou medicacOes com o sistema de eletrofulguragéo, a fim de aumentar o poder de
letalidade.

Estudos como o de Haffner et al. (1999a) e Roveta et al. (2004) verificaram um
excelente poder de desinfeccdo do sistema Endox® junto a canais radiculares contami-
nados, o que pdde ser confirmado no estudo de Cassanelli et al. (2004), no qual houve
atividade letal sobre espécies microbianas gram-positivas e negativas, como Candida
albicans, Actinomyces spp e Bacillus subtilis. Tais resultados apontam para uma nova
alternativa no uso do sistema de eletrofulguracdo, como um recurso auxiliar no processo
de desinfeccéo do canal radicular.

Virtej et al. (2007) encontraram resultados diferentes dos supracitados ao com-
pararem o desempenho antimicrobiano do sistema de eletrofulguracdo Endox®; a base
de gas oz6nio, o HealOzone® e, de diferentes substancias antimicrobianas, tais como,
Biopure MTAD e a solucdo de hipoclorito de sddio a 3%. Verificaram que, embora ne-
nhum metodo tenha sido totalmente eficaz, 0 Endox® apresentou o0s piores resultados.
Da mesma forma, Karale et al. (2011) e Aranda-Garcia et al. (2012) também observa-
ram que nenhum dos materiais testados, inclusive o sistema Endox®, apresentou total
eficacia na eliminacdo de cepas de Enterococcus faecalis, demonstrando a persisténcia
de contaminacdo no interior do sistema de canais radiculares.

Uma das Unicas contraindicacdes ao sistema Endox®, verificada na literatura, €
com relacdo a utilizacdo do mesmo em pacientes portadores de dispositivos cardiacos,

como, o marcapasso (LENDINI et al., 2005).



Sistema de Gas Ozb6nio

O ozbnio (O3, peso molecular de 47,98g/mol) é um composto altamente instavel
que, dependendo das condicOes do sistema, como temperatura e pressao, se decompde
em oxigénio puro. Com o processo de decomposicao, produz-se, além do oxigénio mo-
lecular, o oxigénio atdmico, substancia altamente reativa, com capacidade de oxidar
metais ndo nobres e de atacar compostos organicos (STUBINGER et al.,2006).

No entanto, em pesquisas realizadas na area da salude, como na Medicina, tém-se
verificado efeitos benéficos na utilizacdo do ozénio como forma terapéutica. Gornicki e
Gutsze (2000) observaram que apos a aplicacdo do 0z6nio sobre eritrocitos, ocorre uma
alteracdo nas proteinas do seu citoesqueleto, aumentando, assim, as propriedades de
modelagem na sua membrana elastica. Com esta mudanga, pode-se evitar a aderéncia
entre os eritrocitos, uma maior facilidade na sua passagem por capilares de menor cali-
bre e um maior estimulo ao fluxo sanguineo. Além disso, segundo Emerson et al.
(1982) e Dyas et al. (1983), 0 0zbnio tem uma forte acdo bactericida, virucida e fungici-
da, tornando-se, assim, um potente agente terapéutico em processos inflamatérios e in-
fecciosos. Devido ao seu poder de oxidacéo proteica, 0 0zonio tem a capacidade de da-
nificar a membrana ou parede celular microbiana, aumentando a sua permeabilidade e,
favorecendo, consequentemente, a entrada de moléculas de ozdnio, desencadeando as-
sim a sua morte (STUBINGER et al., 2006; POLYDOROU et al., 2012).

Hoje, estudos clinicos e laboratoriais tém analisado o seu efeito nas diferentes
especialidades: Cariologia, efeito antimicrobiano sobre lesdes cariosas (ZAURA et al.,
2007; HAUSER-GERSPACH et al., 2009); Dentistica Restauradora, influéncia sobre os
sistemas adesivos (MAGNI et al., 2008; GURGAN et al., 2010); Protese Dentéria, de-
sinfeccdo de préteses removiveis (MURAKAMI et al., 1996); Periodontia, tratamento

da hipersensibilidade dentindria (AZARPAZHOOH et al., 2009) e de doencas periodon-



tais ativas (GARDUNO et al., 1995) e Cirurgia, aplicacdo profilatica contra infeccdes
apos procedimentos de osteotomia (FILIPPI, 1993). Com relagdo a area de Endodontia,
0 0zOnio tem sido testado quanto ao poder antimicrobiano sobre cepas bacterianas co-
mumente isoladas em infeccBes endoddnticas primarias e secundarias (HEMS et al.,
2005; CASE et al., 2012).

Em 2005, Hems et al. avaliaram a efetividade do 0zonio sobre cepas de Entero-
coccus faecalis na forma planctdnica e em biofilme, em diferentes periodos de tempo
(30, 60, 120 e 240 segundos). A solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5% foi utilizada no
grupo controle. Embora a aplicacdo do 0zdnio ndo tenha sido téo eficaz contra biofilmes
de Enterococcus quando comparado ao hipoclorito de sédio, ele apresentou um efeito
antibacteriano contra este tipo de cepa, na forma planctonica, ap6s um periodo de 240
segundos. Muiller et al. (2007) constataram que biofilmes bem estabelecidos sdo resis-
tentes a acdo do 0zonio, 0 que estd de acordo com os resultados obtidos no estudo su-
pracitado de Hems et al.

Outros estudos, como o de Stoll et al. (2008) e Kustarci et al. (2009) também
observaram um poder de desinfeccdo com o uso do 0z6nio sobre cepas microbianas de
Enterococcus faecalis colonizadas no interior de canais radiculares; porém, o uso da
solucdo de hipoclorito de sddio apresentou-se mais eficaz. Para Case et al. (2012), o
0z0Onio pode ser utilizado como um complemento ao processo de desinfec¢do endodon-
tica.

Por outro lado, Nagayoshi et al. (2004) verificaram que a &gua ozonizada
associada ao uso do sistema de ultrassom teve quase 0 mesmo poder antimicrobiano que
a solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5%, sobre tibulos dentinrios de dentes bovinos
infectados com Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans, tornando-se, assim, um

procedimento alternativo de tratamento. Da mesma forma, esta eficacia foi também



observada nos estudos de Pereira et al. (2005), sobre cepas cultivadas em placas de Petri
de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus; Johansson et
al. (2009), com Actinomyces naeslundii, Lactobacillus casei e Streptococcus mutans; e
Huth et al. (2009), com Enterococcus faecalis, Candida albicans, Peptostreptococcus
micros e Pseudomonas aeruginosa.

J&, com relacdo a acdo do ozbnio sobre a redugdo ou neutralizacdo de endotoxi-
nas bacterianas foi encontrado na literatura apenas um estudo (CARDOSO et al., 2008)
com o emprego de dgua ozonizada, o qual ndo mostrou nenhum grau de efetividade.

Alem da agéo antimicrobiana, a analise da citotoxicidade e biocompatibilidade
de matérias e equipamentos é de extrema relevancia. No estudo de Huth et al. (2006), os
pesquisadores analisaram o poder de citotoxicidade do o0z6nio, gasoso e aquoso, e de
outros irrigantes (digluconato de clorexidina e hipoclorito de sddio) sob reculturas de
células epiteliais bucais humanas e sobre fibroblastos gengivais. O o0zdnio apresentou
menor toxicidade em comparacdo aos outros antissepticos utilizados. O mesmo pdde ser
verificado no estudo de Nagayoshi et al. (2004). Segundo Polydorou et al. (2012), a
baixa citotoxicidade do ozbnio se deve a sua rapida degradacdo apds o contato com
compostos organicos.

Apesar dos inimeros estudos descritos acerca da utilizacdo do ozonio e da ele-
trofulguracéo, ainda existem poucas informacgdes com relacédo ao efeito desses aparelhos
sobre a neutralizacdo e eliminacdo da endotoxina bacteriana presente em canais radicu-

lares contaminados.
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Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar a eficécia dos sistemas de gas ozonio e de eletrofulguracdo no processo
de desinfeccdo de canais radiculares contaminados previamente por endotoxinas de Es-

cherichia coli (O55:B5).

Objetivos Especificos

- Avaliar a viabilidade de experimentos in vitro com contaminacdo por endotoxinas de
acordo com o tipo de modelo dentéario: bovino e humano.

- Avaliar o nivel de endotoxina intracanal apos os protocolos de desinfec¢do, mediante o

teste de LAL turbidimétrico.
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ABSTRACT

Introduction: The present study was aimed at looking into the feasibility of using bo-
vine teeth as a replacement for human ones in in vitro experiments involving endotoxin
contamination. Materials and Methods: Twenty bovine central incisors (B), and twen-
ty human single-root pre-molars (H) had their dental crown removed and root length
standardized at 16 mm. Root canals were prepared up to #60 hand K-files, and submit-
ted for sterilization by cobalt 60 gama radiation. The teeth of each species were divided
randomly into two experimental sub-groups according to the two dental species, posi-
tive (P) and negative (N). The canals of the positive groups (HP and BP) were inoculat-
ed with Escherichia coli (055:B5) LPS. The negative group canals (HN and BN) were
just exposed to apyrogenic water. After the teeth had been incubated at 37°C of atmos-
pheric humidity for 24 hours, the samples of the main canal solutions were collected
with apyrogenic absorbent paper points. Quantification of the LPS levels was performed
by Limulus Ameboesyte Lysate assay. The data obtained were submitted to ANOVA
oneway with 5% significance level. Results: There was a significant difference
(P<0,001) between HN and HP groups and between the two experimental models (bo-
vine and human). However, there was no statistical difference between the BN and BP
sub-groups. Conclusions: The use of bovine teeth has not shown to be the best choice

for laboratory research on endotoxin contamination.



Keywords: Microbial reduction; Endotoxin; Dental pulp cavity; Cattle; Humans; Limu-

lus amoebocyte lysate assay.

INTRODUCTION

The use of human teeth in in vitro studies has been less and less frequent due to
ethical limitations imposed by the Research Committees, the difficulty in obtaining the
right size sample, and the impossibility in obtaining its standardization [1-3]. Thus, an-
imal teeth, such from as pigs [4], rodents [5], and bovines [6] have been increasingly
used in studies and, consequently, have become an option for human teeth replacement.

Bovine tooth is a biological material of easy acquisition and handling due to its
size [3]. Besides, the age and acquisition of intact bovine teeth can be controlled, be-
coming an advantage [7]. When compared, human and bovine teeth present few differ-
ences with regards to the composition and the tissue structure. Some studies claim that
there is similarity in radiodensity [1,8] and in enamel and dentin surface hardness [9].
However, the enamel prisms are higher and harder in the bovine teeth [3]. Regarding the
dentin tubules, both human and bovine dentins are similar in dentin tubule number and
diameter on the crown portion. Yet, the average dentin tubule diameter in bovine dentin,
especially in the root, is bigger than the human one [10,11]. In addition, the thickness of
the peritubular dentin is also bigger in bovines [12].

Several studies have successfully used bovine central incisors as a substitute for
human teeth, especially in tests for adherence and dental material micro-infiltration
[13,14], resistance to fracture and shear bond strength testing [15], and in microbiologi-
cal tests [16].

However, experiments that assess the presence and the levels of endoxin in the

root canals have generally been carried out using human teeth, either in vivo [17,18] or



in vitro [19,20]. So far, there has been no study in the literature regarding contamination
by endotoxins in bovine teeth in order to validate this experimental model.

Thus, the present study aims at verifying the feasibility in using bovine teeth ra-
ther than human in studies dealing with bacterial lipopolysaccharide (LPS) contamina-

tion.

MATERIALS AND METHODS
The present study has been approved by the Ethics and Research Committee of
Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS — Protocols numbers 5859

and 811.207).

Sample selection and preparation

Twenty bovine central incisors and twenty human single-root pre-molars teeth
were selected and sectioned transversally in order to stardardize the root length at 16
mm, and the working length at 15 mm. All the canals were prepared manually using the
serial technique up to #60 hand K-files (Dentsply/Maillefer Instruments S.A.,
Ballaigues, Switzerland), with sodium hypochloride 2% irrigation (lodontosul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil).

A smear layer of the root canal was removed by using 17% EDTA trisodic
(lodontosul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil), for 5 minutes, shaken with file
#60 for one minute. The final irrigation was performed using 2 mL of sodium
hypochloride at 2%. The root canals were dried with sterilized paper points
(Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland).

Samples were divided into four groups according to the species (H = human and

B = bovine) and presence or absence of LPS contamination (N = negative and P = posi-



tive). All the teeth, n=10 per group, were fixed on culture plates (12 wells, TPP®, Swit-
zerland), using Durepoxi® (Henkel, Dusseldorf, Germany).

The plates with the teeth and the material used in the study were apyrogenized
by cobalt 60 gama radiation (20 kGy for 6 hours) (EMBRARAD — Empresa Brasileira

de Radiagdes, Cotia, S&o Paulo, Brazil), as previously described [21].

Specimen contamination

Sample contamination protocol was performed according to Signoretti et al [22].
The BP and HP teeth groups were inoculated inside a laminar air flow cabinet, with 30
pL of a solution containing Escherichia coli O55:B5 endotoxin (Lonza, Walkersville,
MD, USA) with the help of a micro-pipette.

The solution containing LPS (80 EU/mL) was previously diluted in apyrogenic
water, for use and standardization of the contamination, with approximately 50,37
EU/mL.

In groups BN and HN, the teeth were inoculated with just 30 pL of apyrogenic
water.

In all the samples, apyrogenic cotton pellets were placed in the cervical portion
of the canals; the plates containing the samples were sealed and incubated at 37°C at-

mosphere humidity for 24 hours.

Determination of LPS levels
All root canals were filled with 10 uL of apyrogenic water before collection. The
material present in the main canal was collected with the help of three #60 absorbent

apyrogenic paper points (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland)



and maintained in position for 10 seconds. They were then, transferred into glass tubes,
sealed and kept at -20°C until quantification of LPS levels was carried out.

With the objective of verifying the accuracy in LPS levels count, quantification
of an apyrogenic water sample and paper points used, were previously evaluated.

The glass tubes containing the paper points were filled with 1 mL of apyrogenic
water, heated at 37°C for one hour and then centrifuged (Phoenix, Araraquara, S&o Pau-
lo, Brazil) for one minute.

The kinetic test of turbidimetric Limulus Amoebocyte Lysate - LAL (Pyrogent
5000®, BioWhitaker, Cambrex Co, Walkersville, MD, USA) was used in order to quan-
tify LPS levels in the root canals, as already described and applied in some studies
[23,24].

The samples collected from the canals were mixed with reagent LAL, and auto-
matically monitored over time with the help of a photometer, until turbidity onset. In-
crease in optical density is measured by the reaction time, which is inversely propor-
tional to the quantity of LPS present in the sample.

As a parameter for calculating the quantification of LPS levels present in the
root canals, a standard curve was drawn using the endotoxin supplied by the kit with
known concentration. All the samples collected for the purpose of analysis and quantifi-
cation were diluted 10 times.

The assays were carried out in duplicate in order to validate the test, and in dif-
ferent wells in a 96 well micro-plate (Corning Costar, Cambridge, MA, USA). For the
negative control, 100 uL of apyrogenic water were added, 100 pL standard endoxin at
different concentrations for the curve, and 100 pL of each sample for quantification.
Measurement procedures of LPS levels were performed according to the manufacturer’s

instructions.



The micro-plate was incubated in the enzime immunoassay reader (Ultramark,
Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA), at 37+1°C for 10 minutes, coupled to a
computer with Wink QCL version 4 (BioWittaker, Cambrex CO, Walkersville, MD,
EUA) software.

After the incubation period, 100 puL of LAL Kkinetic reagent (Sigma Chemical
Company St Louis, USA) were added to each well, thus starting the reading and quanti-

fication of LPS levels.

Statistical analysis

EU/mL measures received logarithmic transformations in order to reduce asym-
metry and heterocedasticity. The data were described by means of geometric mean and
maximum and minimum values. The comparison between groups was carried out with
one-way variance analysis (ANOVA oneway) on the logarithms, followed by Tukey

post hoc. Significance level was 5% (P< 0,05).

RESULTS

In order to validate the turbidimetric LAL assay, the standard curve followed the
linearity criteria (r=1).

Endoxin contamination levels (< 0,0100 EU/mL) were not detected in the mate-
rial used (apyrogenic water and absorbent paper tips) during the collection process.

The results of the analysis of the experimental groups are shown in Figure 01.
There was a significant difference (P<0,001) between the negative and positive control
groups for human teeth, and between the two experimental models (bovine and human).
Yet, there was no statistical difference in the comparison of the two sub-groups, formed

by bovine teeth (BN and BP).



DISCUSSION

Studies on the action of chemicals, intra-canal medications, and new technolo-
gies have been more and more frequent when the possibility of inactivation and elimina-
tion of bacterial LPS inside the root canal system is discussed.

LPS is an immunological mediator released during bacteria multiplication and
death, extremely important in apical periodontitis pathogenesis, which besides the
harmful biological effects, is capable of penetrating four times as deeper as the bacte-
rium itself inside the dentin tubules [25]. Thus, when carrying out studies on bacterial
LPS, the most reliable experimental medium to the endodontic needs, which is the root
canal system itself, must be used. Nowadays, the most widely used experimental model
in this kind of study is the human tooth [17-20], which, nevertheless, presents some
limitations and difficulties regarding its use. Studies with endotoxin in other animal
models, such as dogs, have been carried out [26]; however, approval and authorization
for its use has been increasingly difficult. Thus, the use of bovine teeth appears as a
possible human substitute. Nevertheless, it is first necessary to know whether the exper-
imental model with bovine teeth is a feasible alternative for studies on endotoxin quanti-
fication.

The use of root canal in vitro, whether human or bovine, in studies with previous
contamination and quantification of bacterial LPS levels, present some advantages in
relation to the in vivo model, such as in obtaining canal apyrogenization, during the
baseline period of tooth preparation, and then introducing the endotoxin - of EU/mL
stardard and approximate value - inside all the samples used in the research. So, depend-
ing on the objective to be analyzed, a bias must be avoided in the methodology applied.

Nowadays, the approach used in most studies [17-20] to make dental pieces

apyrogenic for endoxins, is using Cobalt 60 gama radiation.



Thus, the materials and the teeth used in this study have undergone sterilization
by Cobalt 60 radiation in order to eliminate pre-existent endotoxins [27,28]. According
to information supplied by EMBRARAD, the sterilization process and decontamination
by ionized energy consist in exposing the products to electromagnectic short waves
generated from sealed sources of Cobalt 60. When those waves meet the live organisms
present in the product under treatment, they cause DNA rupture, leading them to failure
or reproduction incapacity. Due to the high penetration power of the electromagnectic
waves, the live organisms can be reached wherever they are, be it in sealed packaging or
in products packaged in the most varied ways. However, the protocol used in this study
was not effective on bovine teeth. It was observed that the negative control group (BN)
did not present any statistical difference in relation to the positive group (BP) previously
contaminated by endotoxins. There was even a tendency to potentiate LPS levels in the
positive group, possibly due to the death of the bacteria already present in the canal, or
the identification of endotoxins already present. It might be necessary to test different
disinfection protocols, with different radiation doses (kGy), in order to make the bovine
dental pieces apyrogenic. However, it is necessary to take into account that, according
to Soares et al [29], the higher the radiation power the higher the possibility of damage
to the dentin structure, such as occurrence of cracks, especially on the peritubular den-
tin, which can compromise the use of that sample in certain kinds of experiments.

Yet, the results obtained from human teeth (HN and HP groups) are in accord-
ance with the results obtained in several studies, such as Oliveira et al [30], Maekawa et
al [31] and Signoretti et al [22], who used the same apyrogenization protocol from the
human sample, attaining decontamination in the negative control group.

With regards to the possibility of a pre-existent contamination in the bovine

teeth, some studies have observed an association of Escherichia coli O157:H7 and its



endotoxins with cattle and bovine by-products, making researchers look for ways to
solve this zoonosis by means of specific slaughtering practices and carcass decontami-
nation [32-34]. Many factors can affect contamination, such as age [35,36], season of
the year [37], diet [38], animal stress when slaughtered [39] and confinement environ-
ment [40]. So, the dental carcass chosen at slaughter and used in the study might have
already been contaminated. However, even if the dental sample had been contaminated
during handling, the results obtained in the negative control group are not justified, es-
pecially due to the fact that the pieces had been apyrogenized before being used. The
sterilization process used - 60 Cobalt radiation — should have the same efficacy as in the
human teeth apyrogenization. Some gram microbial species, which might be present in
the bovine tooth, may not have undergone lethal power with the radiation dose applied
in the study.

Therefore, according to the results obtained in the present study, we believe that
the use of bovine teeth has not shown to be an ideal option of experimental model for
laboratory research with bacterial LPS, until an efficient decontamination protocol is
obtained. Further studies must be carried out with the aim of elucidating and searching
for an ideal protocol for preparation and pyrogenization of this dental specimen before

contraindicating its use.
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FIGURE LEGEND

Figure 01 — Each experimental group boxplot distribution of the endotoxin concentra-

tion in EU/mL.
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ABSTRACT

Introduction: The present study is aimed at verifying the effect of ozone gas (OZY®
System) and high frequency electric pulses (Endox® System) systems in human root
canals previously contaminated with Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS). Meth-
ods: Fifty single-rooted teeth had their dental crowns removed and root length standard-
ized at 16 mm. The root canals were prepared up to #60 hand K-files, and submitted to
sterilization by gama radiation with cobalt 60. The specimens were divided into five
groups (n=10), according to the disinfection protocol: OZY® System, one 120-second-
pulse (OZY 1p); OZY® System, four 24-second-pulses (OZY 4p); Endox® System
(ENDOX). Contaminated and non-contaminated canals, exposed only to apyrogenic
water, were used as positive (C+) and negative (C-) controls, respectively. The LPS
(O55:B5) was inoculated into the root canals, except in group C— teeth. After perform-
ing the disinfection protocols, LPS samples were collected from the canals using
apyrogenic paper points. Quantification of LPS levels was performed by Limulus
Amoebocyte Lysate (LAL). The data obtained were submitted to oneway ANOVA with
5% significance level. Results: The disinfection protocols used were unable to reduce
the LPS levels significantly. Conclusions: The use of ozone gas and high frequency

electric pulses was not effective in the elimination of LPS in root canals.
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Keywords: endodontics, microbiology, root canal therapy, endotoxins, ozone, high fre-

quency electrical pulses.

INTRODUCTION

Microorganisms and their by products, such as bacterial LPS (endotoxin), play a
key role in the development of apical periodontitis (1-4). LPS is released during multi-
plication or death of gram-negative bacteria, being associated with countless biologic
effects, such as release of pro-inflammatory mediators (5-7) and induction of periapical
bone resorption process (8, 9). The endoxins can adhere to mineralized tissues (10) and
disseminate through the dental tubules (11), which makes the process of root canal sani-
tizing difficult if just the chemomechanical preparation is used (12, 13). The effects of
different disinfection strategies (14-18) on LPS have already been accessed, yet, none
has been fully effective.

Electrofulguration and ozone gas equipment were tested for microorganisms,
with satisfactory results (19-21). Electrofulguration system, such as Endox®, takes
place through electrical pulses delivered inside the root canal by using a stainless steel
surgical needle that works as an active electrode (19), eliminating the organic and inor-
ganic content through steaming (22). Yet, ozone is a very reactive gas which has oxida-
tion power on the cell walls and on the cytoplasmic membrane of the microorganisms
(22).

So far there have been no studies regarding the effects of this equipment on the
LPS. Thus, the objective of the present study was to assess in vitro the effect of ozone

gas and high frequency electrical pulses on LPS levels in infected root canals.



METHODS

The present study has been approved by the Ethics and Research Committee of
Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS — Protocols numbers 5859
and 811.207).

All the plates and the materials used in the study were sterilized by cobalt 60
gama radiation (20 kGy for 6 hours) (EMBRARAD — Empresa Brasileira de Radiagdes,

Cotia, S&o Paulo, Brazil), as previously described (2).

Sample selection and preparation

Fifty single-root premolars had their dental crowns sectioned in such a way that
the the root length were standardized at 16 mm. A 15 mm working length (WL) was
established. The canals were handly prepared using the serial technique up to #60 hand
K-files (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland), under irrigation
of sodium hypochlorite at 2% (lodontosul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil).

The smear layer was removed by using 17% EDTA trisodic (lodontosul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) for 5 minutes, which was agitated in the root canal
with aid of a #60 hand K-file for one minute. The final irrigation was performed using 2
mL of sodium hypochlorite at 2%. The root canals were dried by using sterilized paper
points (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland).

The teeth were randomly fixed in 12 wells culture plates (Kasvi, Curitiba, Para-
na, Brazil) with Durepoxi® (Henkel, Dlsseldorf, Germany). In each plate there were

two teeth from each one of the 5 experimental groups (Table 1).



Specimen contamination

This protocol was performed according to Signoretti et al (23). The teeth were
inoculated inside a laminar flow chamber by 30 uL of a solution containing the endo-
toxin Escherichia coli O55:B5 (Lonza, Walkersville, MD, USA) with the aid of a micro
pipette.

The solution containing LPS (80 EU/mL), previously diluted in apyrogenic wa-
ter (50.37 EU/mL), was used to promote the specimens contamination, except for the
teeth, in group C—, which were inoculated with 30 puL of apyrogenic water.

Apyrogenic cotton pellets were placed in the cervical portion of the canals in all
the samples. The plates containing the samples were sealed and incubated for 24 hours

at 37°C air humidity.

Desinfection Procedure
Prior to performing the protocols, all root canals were filled with 10 pL of
apyrogenic water. Disinfection protocols performed in each experimental group were:

e Group C+: the LPS contaminated canals did not undergo any disinfection proto-
col.

e Group C—: the canals with no previous LPS inoculations, did not undergo any
disinfection protocol.

e Group OZY 1p: the tip of the OZY® system was introduced into the working
length of the root canal; just one 120-second-long pulse was delivered, as de-
scribed by Kustarsi et al (20).

e Group OZY 4p: the OZY® system was introduced into the working length of the
root canals, and four 24-second pulses each were delivered, according to Case et

al (21). There was a 5 second interval between pulses.



Due to the unavailability of a specific tip to use with the OZY® system (Endox
SRL, Italy) in endodontics, an adapter was developed for the already available “Oto”
tip. This adapter was made of 420 surgical steel with 0.20 mm diameter at the end and
30 mm length (Figure 01).

The OZY® system was operated with 5 N intensity, in accordance to the manu-
facturer. The only variation was in the device activation time between the OZY 1p and
OZY 4p groups.

e Group ENDOX: the protocol for the use of Endox® system (Lysis srl, Milan, It-
aly) used in the experiment was the same as described by Lendini et al (22). The
device black probe (measuring 30 mm in length and 0.20 mm in diameter) was
introduced into the root canal. Two pulses were carried out in the medium third
of the root canal (5 mm short of the WL), and other two pulses in the apical third
(in the WL). A total of four 600 kHz pulses were delivered with a 1/10 of a se-

cond standard time for each application.

Determination of LPS Levels

The canals content was collected using three apyrogenic #60 paper points
(Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland), kept in position for 10
seconds. They were then transferred into glass tubes, sealed and kept at -20°C until LPS
levels quantification was carried out.

With the purpose of checking the accuracy in the LPS levels counting, quantifi-
cation of an apyrogenic water sample and of the paper points used, were previously as-

sessed.



The glass tubes containing the paper points were filled with 1 mL apyrogenic
water, warmed at 37°C for one hour, and finally centrifuged (Phoenix, Araraquara, S&o
Paulo, Brazil) for one minute.

The Kinetic test of the turbidimetric LAL (Pyrogent 5000®, BioWhitaker,
Cambrex Co, Walkersville, MD, USA) was used to quantify the LPS levels in the root
canals, as already described and applied in some studies (2, 16).

The samples collected from the canals were mixed with the LAL reagent and au-
tomatically monitored over time with the help of a photometer until turbidity developed.
The increase in optical density is measured by the reaction time that is inversely propor-
tional to the amount of LPS present in the sample.

As a parameter for calculating the quantification of LPS levels present in the
root canals a curve was drawn using the endotoxin supplied by the kit with known con-
centration. All the samples collected for analysis and quantification were diluted ten
times.

The assays were carried out twice for test validation, in distinct wells in a 96-
well microplate (Corning Costar, Cambridge, MA, USA). One hundred uL apyrogenic
water were added for the negative control, 100 uL standard endoxin at different concen-
trations for the curve, and 100 pL from each sample for quantification. The procedures
for LPS levels measurement were performed according to the manufacturers’ instruc-
tions.

The microplate was incubated in enzyme immunoassay reader (Ultramark, Bio-
Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA), for 10 minutes at 37+1°C; the reader was
coupled to a computer with Wink QCL software version 4 (BioWittaker, Cambrex CO,

Walkersville, MD, EUA).



After incubation 100 pL of LAL kinetic reagent (Sigma Chemical Company St
Louis, USA) were added to each plate well, thus starting reading and quantification of

LPS levels.

Statistical analysis

EU/mL measures received logarithmic transformations in order to reduce asym-
metry and heterocedasticity. The data were described by means of geometric mean and
maximum and minimum values. The comparison between groups was carried out with
one-way variance analysis (ANOVA oneway) on the logarithms. Significance level was

5% (P< 0,05).

RESULTS

The standard curve followed the linearity criteria (r=1) for LAL assay validation.
LAL assay showed that LPS was present in 100% of the root canals initially contami-
nated.

Results are shown in Figure 02. There was no significant difference in the reduc-
tion of endotoxin in the experimental groups, to which the disinfection protocols were
applied, in relation to group C+. The endotoxin concentration in the group C— speci-

mens presented statistical difference when compared with the other groups analyzed.

DISCUSSION
Success in the endodontic treatment of infected teeth should not focus only on
the elimination of microorganisms, but also on the inactivation of endotoxins and other

toxic products (2, 3). Thus, in face of the results observed using the ozone gas system



(21, 24) and high frequency electrical pulses (19) on microbial strains, analysis of those
systems on bacterial LPS was also thought to be pertinent.

The endotoxin used in the present study was obtained from Escherichia coli, as
it is the standard endotoxin employed in most research studies (14, 25). As a quantifica-
tion method of the LPS levels, LAL assay was used due to its extreme sensitivity to
measurement (2, 15).

The turbidimetric LAL assay indicated that the endotoxins were present in all
the previously contaminated samples, with concentrations ranging from 0,1 to 12,8
EU/mL in the positive control group. That variation is in accordance with Jacinto et al
(26) who have found endotoxin concentrations between 2,3 to 22,1 EU/mL. This range
in values can be attributed to the test sensitivity, which detects slight variations, and to
the difference in the dental anatomy between species. Besides, the LPS concentration
obtained was inferior to the approximate value of 50,37 EU/mL injected into each root
canal. This can be justified as the samples were collected from the main canal and not
deep enough next to the dentine tubules region. According to Horiba et al (11), especial-
ly due to its low molecular weight, the endotoxin is able to penetrate into the dentinal
tubules four times deeper that the microorganisms reaching 800 um in depth. Thus, the
use of auxiliary strategies to mechanical instrumentation is essential for the root canal
system disinfection.

None of the protocols performed herein promoted significant reduction in the
endotoxin levels, in relation to the positive control group. This can be justified by the
fact that the two systems tested have presented, as the principle of anti-microbial action
(19, 21), damage to the structure of the microbial coating. As LPS does not present
coating structure, and because it is a structure composed of specific polysaccharide O, a

central nucleus and a lipid component A (27), it does not suffer any effective action



from those systems. This can be supported the study of Cardoso et al (28), where ion-
ized water was not able to neutralize the root canal endotoxins. The results have shown
the presence of endotoxins both in the ozone water group and in the saline solution con-
trol group. Another factor that could have corroborated for the result obtained in this
study is the ephemeral ozone gas half-life (29). The only supporting resources that have
been tested so far and shown certain degree of effectiveness on LPS were the use of
calcium hydroxide as intra-canal medication (14), which has hydrolysis power of the
lipid A component, changing it into chains of fatty acid and nontoxic sugars (30), as
well as the application of laser Nd:YAG (17).

The results obtained in the study reinforce the importance of the association of
instrumentation mechanical act to any disinfection protocol (16, 31, 32, 33), especially
with regards to the bacterial LPS that strongly adheres to the dentinal wall (10), being
necessary the use of an endodontic instrument for its removal. Some studies have re-
ported endotoxin decrease, after the chemomechanical preparation, as 44,4% (34),
59,99% (33) and 57,98% (15).

Martinho et al (16) noticed 98,06% decrease in the endotoxin after performing
canal preparation with NiTi (Mtwo®) rotatory tools, under irrigation with sodium hypo-
chlorite solution at 2,5%, and 96,27% decrease when the rotatory preparation was asso-
ciated with irrigation using apyrogenic saline solution. According to the authors, a basic
factor that must be taken into account when performing chemomechanical preparation
in order to obtain some decrease in bacterial LPS, is the enlargement of the apical third.
Enlargements over size 30 instruments are recommended not only for removing endo-
toxin but also more infected dentin. Furthermore, that approach allows for a deeper irri-
gation process and contributes for greater probability of opening secondary canals and

apical deltas. However, Martinho et al (31) oppose such assertion as they have tested



different systems with different designs, conicities and tapers, such as WaveOne®,
Reciproc®, Protaper® and Mtwo® and have not observed any statistical difference in
the decrease of bacterial LPS. The percentages obtained regarding LPS decrease were
95,15%, 96,21%, 97,98% and 96,34% to each system, respectively.

Thus, and according to the results of this study, the need of further studies asso-
ciating the use of that equipment to the chemomechanical preparation is evident, espe-
cially because of the known complexity of the root canal system, and for the search of a
100% efficient endodontic treatment method or system, able to eliminate bacterial LPS,

which is yet to be found.
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FIGURES LEGENDS

Table 1 - Descriptive chart for the experimental groups and disinfection protocols used.

Experimental Group | n | Contamination/LPS Clinic Protocol
C+ 10 Yes Without treatment
C- 10 No Without treatment
0OZY 1p 10 Yes OZY® System (1 pulse - 120 sec.)
OZY 4p 10 Yes OZY® System (4 pulses - 24 sec. each)
ENDOX 10 Yes Endox® System

Figure 01 - Adapter at the “Oto” tip of the OZY® system: A (“endodontic” tip), B

(adapter), C (“Oto” tip) and D (mounted OZ® system).




Figure 02 - Boxplot distribution of the endotoxin concentration in EU/mL for each ex-

perimental group.
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Discussao Geral

Devido a complexidade anatémica do sistema de canais radiculares, a realizacéo
do tratamento endodontico de forma convencional, com o uso de uma solugdo irrigadora
antimicrobiana durante o procedimento de instrumentagdo e de uma medicacéo intraca-
nal, ndo nos garante um protocolo totalmente eficaz e efetivo de desinfeccdo (GOMES
etal., 1996; ALVES et al., 2011). A dificuldade existente no processo de sanificacdo de
determinadas espécies microbianas e na neutralizacdo do LPS bacteriano é sem sombra
de duvida um dos maiores desafios na Endodontia. Os estudos realizados até 0 momen-
to ndo encontraram nenhuma substancia ou dispositivo que seja ideal para os objetivos
almejados no tratamento endoddntico de dentes contaminados (SIQUEIRA JR. et al.,
2002; GOMES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007a; DORNELLES-MORGENTAL et
al., 2011). Sendo assim, este estudo teve como principio avaliar a eficacia de dois sis-
temas, a base de gas 0z6nio e de pulsos elétricos de alta frequéncia, como recursos auxi-
liares ao tratamento endodéntico convencional.

Como meio para contaminacdo dos canais radiculares, foram utilizados
endotoxinas de Escherichia coli. Mesmo que a Escherichia coli ndo seja comumente
encontrada em canais radiculares com necrose pulpar, no estudo de Maekawa et al.
(2011) pode-se verificar a presenca da mesma em lesGes periapicais. Estudos como o de
Tanomaru et al. (2003), Silva et al. (2004), Oliveira et al. (2007b), Maekawa et al.
(2011), Signoretti et al. (2011), Archilla et al. (2012) e Marinho et al. (2012), também
utilizaram em seus experimentos o sorotipo (O55:B5) de LPS, proveniente dessa mesma
espécie microbiana.

Além disso, a endotoxina de Escherichia coli (055:B5) utilizada é de facil

aquisicdo e nos possibilita a padronizacdo da contaminagdo das amostras. Até existem



métodos de purificagdo e extracdo de outras endotoxinas de bactérias Porphyromonas e
Prevotellas (IKI et al., 1997; ASAI et al., 2005), porém as técnicas para obtencdo sdo
muito complexas. Outra questdo importante a ser ressaltada é que ja se sabe que o poder
de agressdo da endotoxina de Escherichia coli é superior ao de outras espécies
(DARVEAU, 1998; DIXON; DARVEAU, 2005).

A maioria dos estudos endodénticos publicados sobre endotoxinas foram
realizados em modelos experimentais in vivo, seja em humanos, para quantificar
clinicamente os niveis de endotoxinas ja existentes (JACINTO et al., 2005; VIANNA et
al., 2007; MARTINHO; GOMES, 2008; GOMES et al., 2009; MARTINHO et al.,
2010b; MARTINHO et al., 2011; ENDO et al., 2012; GOMES et al., 2012; OLIVEIRA
et al.,, 2012; ADL et al., 2013; XAVIER et al., 2013; MARTINHO et al., 2014b;
SOUSA et al., 2014), ou seja em cdes, para inoculacdo de endotoxinas nos animais e
induzir a formacdo de lesbes periapicais previamente a execuc¢do do tratamento (SILVA
et al.,, 2002; TANOMARU et al., 2003; SILVA et al., 2004). Porém, hoje, com as
limitacGes éticas junto aos Comités de Pesquisa, a realizacdo de estudos experimentais
com animais esta cada vez mais comprometida e impossibilitada. Dessa forma, modelos
in vitro com o uso de dentes humanos surge como uma alternativa. Estudos como o de
Alves et al. (1998), Carratu et al. (2002), Tang et al. (2002), Oliveira et al. (2005), Wil-
liamson et al. (2005), Oliveira et al. (2007b), Maekawa et al. (2011), Signoretti et al.
(2011), Archilla et al. (2012) e Marinho et al. (2012) utilizaram dentes humanos extrai-
dos em experimentos com endotoxinas de Escherichia coli. No entanto, as dificuldades
existentes na obtencdo de determinados grupos dentarios e para padronizacdo da
amostra tém feito com que pesquisadores busquem outras alternativas aos dentes

humanos.



O dente de origem bovina é uma possibilidade, pois é um material biolégico de
facil obtencdo (ALMEIDA et al., 2009). Além disso, a faixa etaria e a obtencdo de
dentes bovinos intactos podem ser controladas, tornando-se, assim, uma vantagem
(WILDER JUNIOR et al., 1998). Sendo assim, inicialmente, buscou-se no primeiro
artigo analisar a viabilidade na utilizacdo de dente bovino em substituicdo ao humano
em experimentos in vitro com contaminacgdo por LPS bacteriano. N&o ha na literatura
nenhum estudo com contaminacgé@o por endotoxinas em dentes bovinos a fim de validar
este modelo experimental para esse tipo de ensaio laboratorial.

Entretanto, os resultados obtidos foram contraditorios. A utilizacdo de dentes
bovinos ndo apresentou ser uma boa op¢do de modelo experimental para pesquisas
laboratoriais com contaminacdo por endotoxinas, frente ao método de apirogenizacéo
proposto. Pode-se observar, de acordo com os resultados, diferenca estatistica entre os
dois modelos testados (humano e bovino). Além disso, entre os dentes bovinos
contaminados por endotoxinas (BP — controle positivo) e ndo contaminados (BN —
controle negativo) ndo se verificou diferenca significativa. Houve, inclusive, uma
tendéncia a potencializacdo no nivel de LPS no grupo positivo. Logo, gerou-se a divida
se 0 dente bovino ja possui uma contaminacgdo prévia por endotoxinas. Com relacdo ao
processo de apirogenizacdo utilizado, é de se questionar se ele ndo é efetivo para esta
espécie dentaria.

Alguns estudos consultados, na area da Medicina Veterinaria, observaram a
associacdo de Escherichia coli e suas endotoxinas com o gado e seus produtos
derivados, levando pesquisadores a buscar maneiras de contornar esta zoonose por meio
de préticas de abates especificos e formas para descontaminacdo da prépria carcaca
animal (CASTILLO et al., 1999; BERRY; CUTTER, 2000; KANG et al., 2001). No

entanto, muitos fatores podem influenciar a contaminagdo dos animais, tais como:



- ldade = segundo Cray e Moon (1995), a contaminagdo por Escherichia coli é
significativamente maior nos bovinos jovens do que nos adultos. Os animais adultos
tém um compartimento de panca e rumen totalmente desenvolvido, em que a
combinacdo de uma concentracdo de acidos graxos volateis e um baixo pH inibe o
crescimento da Escherichia coli O157:H7 (RASMUSSEN et al., 1993). Isso é
importante ser ressaltado e analisado, pois a maioria dos bovinos utilizados para abate
em frigorificos sdo jovens, devido principalmente a exigéncia do mercado consumidor.
Logo, acredita-se que as carcacas dentarias utilizadas no estudo sejam na sua grande
maioria provenientes de bovinos jovens.

- Estacdo do ano = segundo os resultados do estudo de Hancock et al. (1997), a
prevaléncia de Escherichia coli no gado criado no estado de Washington (USA) foi
maior no periodo de junho (2+6%) do que em dezembro (0%), ou seja, ha uma maior
probabilidade de incidéncia desse microrganismo nos bovinos no periodo do ano de
maior calor (verao).

- Dieta animal = a dieta utilizada para engorda dos animais se da na grande maioria dos
casos por cereais (amido) ou por feno. O amido, diferentemente do feno, ao ser digerido
pelo animal, passa através do rimen para os intestinos, porém ndo € degradado na sua
totalidade. Os bovinos séo deficientes da enzima amilase. Consequentemente, 0 amido
vai para o célon onde a Escherichia coli se faz presente; faz uso desse alimento para a
sua manutencdo e sobrevivéncia, constituindo-se assim numa importante fonte
energética (DIEZ-GONZALEZ et al., 1998).

- Preparo do animal para o abate = quando 0s bovinos sdo preparados para o abate, eles
podem ser privados de alimento quando o mesmo nao esta disponivel ou € recusado. O

aumento da susceptibilidade a infeccdo pelos bezerros em jejum é consistente nos



estudos, em que o liquido ruminal do gado em jejum permite o crescimento irrestrito da
Escherichia coli (RASMUSSEN et al., 1993).

- Ambiente de confinamento dos animais = a Escherichia coli é disseminada a partir de
uma fonte comum e as tensfes podem persistir num rebanho por um periodo de 2 anos
(SHERE et al., 1998). Ou seja, estando um animal contaminado com Escherichia coli, o
resto do rebanho confinado com ele estara sujeito a contaminagdo também. Além disso,
outros fatores também podem influenciar na contaminagcdo do rebanho, tais como, a
forma de criagcdo dos bovinos: em invernada ou em confinamento. Em invernada, 0s
animais estdo mais expostos a contaminagdo com Escherichia coli, pois o
microrganismo pode ser transportado e difundido ao rebanho por meio de passaros
previamente contaminados. Ja no confinamento, isso é mais facil de controlar e
administrar, até mesmo com relacdo ao tipo de alimento que o animal esté ingerindo.

Sendo assim, existe a possibilidade da arcada dentaria recolhida no abate e
utilizada no estudo ja ter sido contaminada previamente.

Ja a questdo do processo de apirogenizacao utilizado sobre os dentes bovinos,
com uso da radiacdo gama com Cobalto 60, parece ndo ser a melhor alternativa para
sanificacdo do LPS ou talvez o protocolo empregado deva ser outro, quando comparado
ao realizado para dentes humanos. O tratamento de apirogenizacao de dentes humanos
ja esta consolidado e consagrado, vide estudos de Oliveira et al. (2007b), Maekawa et
al. (2011) e Signoretti et al. (2011), que utilizaram o0 mesmo protocolo do estudo e obti-
veram também descontaminacao total das amostras do grupo controle negativo.

A Escherichia coli € sorotipada com base na presenca dos antigenos somaticos
(antigeno O), flagelares (antigeno H) e capsulares (antigeno K) (NATARO; KAPER,
1998). O antigeno O é parte do LPS que compde a parede celular. A ordem, a composi-

¢ao e o numero de oligossacarideos que o formam conferem a diversidade deste antige-



no. S&o conhecidos mais de 180 sorogrupos O e mais de 60 sorogrupos H, sendo possi-
veis mais de 10.000 combinagdes entre estes antigenos (ROBINS-BROWNE; HAR-
TLAND, 2002). Sendo assim, pode-se observar que o sorotipo da Escherichia coli usa-
da no experimento (O55:B5) é diferente do normalmente encontrado em bovinos
(O157:H7). Porém, acredita-se que isso ndo tenha influenciado nos resultados obtidos
no processo de apirogenizagdo dos dentes bovinos. Além disso, o kit de ensaio cinético
do LAL turbidimétrico (Pyrogent 5000®) provavelmente ndo tem capacidade de dife-
renciar esses dois sorotipos de endotoxinas de Escherichia coli. Para corroborar com
esta afirmacdo, esse kit também é utilizado em estudos in vivo com pacientes, tais como,
Jacinto et al. (2005), Martinho e Gomes (2008) e Endo et al. (2012), a fim de quantifi-
car um pool diverso de tipos de endotoxinas em canais radiculares contaminados.

Acredita-se que antes de inviabilizar totalmente o uso de dentes bovinos em es-
tudos com endotoxinas é necessario a realizacdo de novos experimentos a fim de testar
diferentes protocolos para sanificacdo e apirogenizacao das pecas dentarias.

Com relacdo ao segundo artigo, para avaliar a eficacia dos dois sistemas auxilia-
res sobre a endotoxina, foram utilizados, entdo, canais radiculares humanos. Os dentes
foram contaminados com uma concentragdo de 50,37 EU/mL, pois a endotoxina se
difunde também pelos tdbulos dentinarios e pelas irregularidades do sistema de canais,
ndo se restringindo apenas ao canal principal. Os niveis de endotoxina encontrados no
grupo controle positivo variaram de 0,1 a 12,8 EU/mL, o que esta de acordo com o0s
niveis médios observados no estudo de Gomes et al. (2012), que foram de 7,49 EU/mL
e 3,96 EU/mL em infec¢cBes endodbnticas primarias e secundarias, respectivamente. De
qualquer forma, tracar uma comparacdo exata nos niveis iniciais de endotoxina entre os
diferentes estudos é muito dificil, pois ha influéncia tanto das amostra dentarias

utilizadas quanto das questdes metodoldgicas empregadas.



O ensaio cinético do LAL turbidimétrico (Pyrogent 5000®) foi utilizado no es-
tudo a fim de medir os niveis de endotoxinas, assim como nos estudos de Jacinto et al.
(2005), Williamson et al. (2005), Martinho e Gomes (2008), Martinho et al. (2010a) e
Endo et al. (2012). Em 2011, Martinho et al. compararam diferentes métodos utilizados
para quantificacdo dos niveis de endotoxinas e observaram que os testes cinético turbi-
dimétrico e cinético cromogénico obtiveram uma melhor reprodutibilidade em compa-
racao a analise cromogénica. Segundo Hurley (1995), ambos os testes apresentam uma
maior precisdo na deteccdo do LPS bacteriano: 0,01 a 100 EU/mL e 0,005 a 50 EU/mL,
respectivamente. Assim, demonstra-se que a afericdo dos niveis de endotoxina utiliza-
dos na contaminacdo dos canais esta de acordo com a faixa de detecgéo do teste empre-
gado no estudo.

Na analise dos dois sistemas testados, nenhum apresentou uma eficacia
significativa na reducdo ou inativacdo do LPS bacteriano. Com relagéo a utilizacdo do
sistema de eletrofulguracédo no interior dos canais radiculares, o resultado obtido esta de
acordo com a afirmacdo de Cassanelli et al. (2008). Segundo os autores, esse tipo de
sistema tem uma maior efetividade na sua aplicagdo sobre microbianos revestidos por
uma membrana celular e ndo sobre os seus subprodutos. Ja na analise dos resultados
obtidos com 0 gas 0z6nio, 0s mesmos estdo de acordo com o estudo de Cardoso et al.
(2008) que também ndo verificaram nenhum poder para neutralizacdo do LPS
bacteriano com uso da agua ozonizada.

Por outro lado, ja se sabe que a realizacdo do preparo quimico mecanico apenas
reduz os niveis de endotoxina no interior dos canais radiculares (MARTINHO;
GOMES, 2008; MARTINHO et al., 2010b; ENDO et al., 2012; ADL et al., 2013;
XAVIER et al., 2013; MARTINHO et al., 2014b), porém ndo ha relatos ainda na

literatura quanto a sua erradicacao.



A utilizacdo de uma solugédo irrigadora antimicrobiana associada ao ato de
instrumentacdo do canal radicular ndo aparenta ser um fator fundamental para a reducéo
do LPS bacteriano. Seja a solucdo de hipoclorito de sédio ou o digluconato de
clorexidina, independentemente da concentragdo, hd pouco ou nenhum efeito sobre a
endotoxina (AIBEL; STEVENS, 1999; TANOMARU et al., 2003; SILVA et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2007b; GOMES et al., 2009). Sousa et al. (2014), assim como
Martinho et al. (2010b), verificaram um valor médio na reducéo do LPS de 96,27% nos
canais preparados com um irrigante inerte (solucéo salina apirogénica). De acordo com
Oliveira et al. (2012), a reducdo dos niveis de endotoxinas no interior dos canais se da
ao proprio processo de instrumentacdo, irrigacdo e aspiracdo, independentemente da
solucéo irrigadora utilizada. Somente com o ato de instrumentacdo ja ha um processo de
reducdo do LPS bacteriano. Marinho et al. (2012) avaliaram a influéncia do
alargamento apical durante o preparo rotatorio com o sistema MTwo® e observaram
que a medida que se aumentou o calibre do instrumento, maior foi a reducdo dos niveis
de endotoxinas no interior dos canais (#25/.06 - 89,2%; #30/.05 - 95,9%; #35/.04 -
97,8%; #40/.04 — 98,2%). Segundo Barthel et al. (1997), o LPS bacteriano se adere de
forma irreversivel aos tecidos mineralizados, tornando-se dificil a sua remoc¢do da
parede dentinaria sem haver o ato de instrumentacao.

Ja a utilizacdo de uma medicacdo intracanal a base de hidroxido de célcio, a fim
de atuar em regides onde o instrumento endodontico ndo apresenta poder de acdo, 0s
resultados tém demonstrado uma boa eficacia desse compaosito sobre o LPS bacteriano,
porém, também ndo had um processo de sanificacdo total do sistema de canais
radiculares (SILVA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007b;
VIANNA et al., 2007; SIGNORETTI et al., 2011; ADL et al., 2013; SOUSA et al.,

2014). Xavier et al. (2013) compararam a eficacia do tratamento endoddntico realizado



em uma ou duas consultas com relacdo a inativacdo e remocao do LPS bacteriano. Os
autores verificaram que com o uso de uma medicacdo intracanal entre as sessbes de
tratamento houve uma maior reducdo dos niveis de endotoxinas do que a realiza¢do do
tratamento feito em uma Unica sessdo. Segundo ADL et al. (2013), o hidroxido de
calcio tem o poder de quebrar as ligacdes éster da frac¢do lipidica da endotoxina
(SAFAVI; NICHOLS, 1993) €, consequentemente, de alterar as propriedades bioldgicas
da mesma (SAFAVI; NICHOLS, 1994; BARTHEL et al., 1997), tais como, a
capacidade de estimular a prostaglandina E2 e TNF-alfa por mondcitos, que estdo
intimamente relacionados com a destruicdo dos tecidos 0sseos.

Dessa forma, é importante a busca de novos materiais e medicacdes que
auxiliem o processo de dessinfeccao e sanificacdo do sistema de canais radiculares para,
assim, erradicarmos a contaminacdo de maneira eficaz em dentes infectados e,

consequentemente, elevarmos os indices de sucesso no tratamento.
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Conclusoes

A partir dos resultados do presente estudo pode-se concluir:
1. A utilizagdo de dentes bovinos como modelo experimental em estudos laboratoriais
com contaminacdo por endotoxina de Escherichia coli (055:B5) ndo é uma op¢éo ideal,
em relacdo ao processo de apirogenizacdo com radiagdo gama por cobalto 60, quando
comparado ao uso de dentes humanos.
2. Os protocolos de desinfeccdo utilizados com os sistemas de gas 0zdnio e com o pulso
elétrico de alta frequéncia ndo foram eficazes na eliminagdo da endotoxina de Escheri-

chia coli (O55:B5) em canais radiculares humanos previamente contaminados.
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Anexo A — Carta de aprovacdo pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de

Odontologia/PUCRS.

& SIPESQ
Sistema de Pesquisas da PUCRS PROPESQ

nK

Cddigo SIPESQ: 5859 Porto Alegre, 28 de agosto de 2014.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissio Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "ANALISE, IN VITRO, DA
REDUGCAO DE ENDOTOXIMAS EM CANAIS RADICULARES
CONTAMINADOS, APOS O EMPREGO DE SISTEMAS DE GAS 0ZONIOE
ELETROFULGURACAO" coordenado por JOSE ANTONIO P DE
FIGUEIREDOQ. Caso este projeto necessite apreciagio do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) e/ou da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
toda a documentagdo anexa deve ser idéntica 4 documentagdo enviada ao
CEP/CEUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo SIPESQ.

Alenciosamente,

Comissdo Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA




Anexo B — Carta de aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/PUCRS.

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE %‘“‘"
DO SUL - PUC/RS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE, IN VITRO, DA REDUCAD DE ENDOTOXINAS EM CANAIS RADICULARES
CONTAMINADOS, APOS O EMPREGO DE SISTEMAS DE GAS OZONIO E

ELETROFULGURACAD
Pesquisador: Joss Antonio poli de Figusiredo
Area Temitica:
Versao: 1

CAAE: 35501414.0.0000.5336
Instituigao Proponente: UNIAC BRASILEIRA DE EDUCACAD E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Fundacio de Amparo a Pesquiss do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 811207
Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-s& da um projeto de Doutorado do Programa de Pds-graduscio em Odeontologia, da drea de
Endodontia. O estudo proposto sera expermental in vitro com dentes humanos exiraidos & previaments
contaminados com endotoxines bacteranas.

0 estudo tem parcana com emprasa (MK Lifed - Medical and Dental Products) situada no Departamento de
Pesguisa & Desenvolvimento do Pargue Cientifico @ Tecnolégico da PUCRS. Meste estudo sara
desenvolvida uma ponta endodéntica especifica para o sisterna OZYE.

Objetive da Pesquisa:

0 estudo visa gvaliar o efeito do gas ozdnio e de pulsos eléfricos de alta frequéncia sobre o nivel de
andotoxinas (LPS) am canais radiculares contaminados com endofoxinas de Escherichia coli.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

MNao ha riscos ou beneficios aos individuos, uma vez que se trata de um estudo in vitro, realizado com
dentes humanos extraidos.

Comentirios & Consideracoes sobre a Pesquisa:

Serdo utilizados 50 pré-molares inferiores humanos monorradiculares obtidos junto a consultdrios
odontoldgicos particulares, o5 quais foram extraidos por indicacdo terapéutica. Para doagio dos

Enderego: A Ipranga, BEE, pradic 40, sals 505

Bairroc  Pariznon CEP: o0E19-800
UF: RS Municipic: PORTD ALEGRE
Talafone: (5133203345 Fax: (E1)3320-3345 E-miail: cepifipuos.br
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE W
DO SUL - PUC/RS
Coninuacao do Parecer: 811.207

dentes para o estudo os pacientes assinardos um termo de consantimanto ivre @ esclarecido.

s espécimes serao previamente radiografados. Apds a realizagio do procedimanio de limpeza, os dentas
serdo secos o asterlizados.

Inicialmante sera realizada a remocao da coroa dentaria. Apds, o canal radicular sera localizado com o©
auxilic de umia sonda e o tecido pulpar sera ramovido.Em todos os dentes sera realizado um praparo prévio
do batente apical, seguinda o protocolo da técnica serada.

= dontes serdo fixados aloatoriamente em placas do cultura (12 pocos, TPPE, Switzordand) com Duropoxi.
Em cada placa havera dois dentes da cada um dos cinco grupos expermantais:

1 - 10 dentes, ndo contaminados @ sam fralameanto.

G2 - 10 dentes, contaminados & sem tratamento.

53 - 10 dentes, contaminados e fratados com Sistema OZYE (1 pulso — 120 seg.).

54 - 10 dentes, contaminados e tratados com Sistema OZYE (4 pulsos — 24 seq. cada).

G5 - 10 denfes, contaminados e tratados com Sistema EndoxE.

Para a contaminagdo dos canais radiculares serdo ufilzadas endotoxinas de Escharichia coli. Sob uma
capala de fluxo laminar, 20 L de uma solugido padrao contendo endotoxina (1.000.000 UE mL-1) serdo
inoculados nos canais radiculares usando para iss0 uma micropipeta digital.

Devido & inexisténcia de uma ponta especifica para utilizagdo do sistema OZYE na endodontia, sera
desanvolvido este artefato. O arefato sera constituido, nos 24 mmi iniciais, de um anel metalico. Esta porgao
& que sara fixada no aparelho OZY®. Ja a porgio restante da ponta sera confeccionada em vidro
transparenta a fim de conduzir o gas ozdnio por toda a sua extensao.

{ protocolo de uso do sistema Endox® sard o mesmo descrito por Lendini ef al. (2005). A sonda prefa do
aparglho, de 30 mm de comprimento @ 0,20 mm de didmetro, sera introduzida no canal radicular. Serdo
realizados dois pulscs no tergo médio do canal radicular (5 mm aquém do CT) e outros dois pulsos no tergo
apical (no CT). Ao total serdo guatro pulscs (600 kHz) por canal radicular, com um tempo padronizado de
110 de segundo para cada aplicacao.

A analise da quanfificacio das endofoxinas presentes nos canais sara feita por meio do teste

Enderego:  Av.pirangs, 6681, prédio 40, sals 505

Balmro: Partenon CEP: B0.619-900
UF: R= Municiplo: PORTD ALEGRE
Telefome: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mall: cep{lipLcTs br
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Cortinuacss do Parscer §11.207

e ™

turbidimétrico.O festa LAL Pyrogent - 5000 & um ensaio cinético quanfitative para detecgio de endotoxing
de bactérias Gram-negafivas que, quando afivado, convarta o coagulogénio em coagulina, ocasionando a

turbidaz na amostra.

Apds a incubagdo do LAL, as absorbéncias das solugbes padrido deendofoxina serdo medidas
individualmeanta usando um leitor de ELISA (Uliramark, Bio-Rad, Foster City, CA, EUA). As amostras serao
lidas em duplicata usando agua apirogénica como branco. Curvas padrao de endotoxina serdo obfidas pela
comparagdo de cada absorbincia com a concentragao correspondente. Quatro solugdes de endofoxina
serio preparadas com concentragdes de 0,125; 0,25; 0.5 & 1,0 UE mi-1. Os valores de absorbancia das
soluches praviamente preparadas serdo especirofoiometricamenta medidos a 405 nm no leitor de ELISA.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacido obrigatoria:

s saguintes termos foram anexados:
-Folha de rosto da Plataforma Brasil
-Links para os lattes dos pesquisadoras
-Carta da aprovagao da CCEFO

-Carta de autorizacio do responsavel pelo laboratono de Biogquimica e Microbiclogia Oral da UFRGS

-Tarmo de Consentimanto Livre e Esclarecido de doacdo de denies humanos.

-Orzamanto

Recomendagbeas:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

MNao ha pendéncias ou inadequacies. O projeto esta muito bam descrito, os dados da Plataforma Erasil

preenchidos de forma adaquada e foda a documentagio necessaria foi anexada.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Mo

Enderego:  Av.pirangs, BE31, prado 40, sala 505

Balrro: Perienon CEP: o©0.618-300
UF: RS Municiplo: FORTO ALEGRE
Telefome: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mall:

ceplipucTs. or
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

PORTC ALEGRE. 20 de Setembro da 2014

Assinado por:
Rodolfo Herberto Schneider
{Coordenador)
Enderego:  AvIpiranga, 6681, prédo 40, sals 505
Balrro: Fertanon CEP: ©0.510-900
UF: RS Municlplo: FORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mall: cepdIipucrs.or
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Anexo C — Carta de submissdo do Artigo de Pesquisa 1 ao peridédico Dental Materials.

Submission Confirmation for your paper Entrada  x & B
Dental Materials dentistry.dentmatj@manchester.ac.uk por eesmail elsevier.com 16:11 (Ha 14 minutos) - -
para mim |~

-'SA inglés ~ > portugués - Traduzir mensagem Desativar para: inglés x

Full Length Article
Dear Tiago,

Your submission entitled "Can bovine testh be used as an experimental model for studies on endotoxin contamination?” has been received by Dental
Materials

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an author. The URL is hitp.//ees elsevier.com/demal.
Your username is: tafmelo@gmail. com

If you need to retrieve password details, please go to: hitp-/fees elsevier com/dema/automail_query asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System

Dental Materials



Anexo D — Carta de submissdo do Artigo de Pesquisa 2 ao periddico Journal of Endo-

dontics.

Submission Confirmation for Quantification of lipopolysaccharide (LPS) levels in root canal infection after the use & B

of ozone gas and high frequency electrical pulses Entrada  x
The Journal of Endodontics <suppori@elsevier.com> 09:58 (Ha 20 minutos) - v
para mim [~
-{CA inglés*  * portugués >  Traduzir mensagem Desativer para: inglés x
Dear Dr. Melo,

Your submission entitled "Quantification of lipopolysaccharide (LPS) levels in root canal infection after the use of ozone gas and high frequency electrical
pulses” has been received by the Journal of Endodontics.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the Joumnal of Endodontics web site as an author.
The URL is http://ees elsevier.com/joe/

Your username is: tafmelo@gmail.com

If you need to retrieve password details,
please go to: http-/iees elsevier com/joe/automail_query asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to the Jounal of Endodontics
Kind regards,

Journal of Endodontics



