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Cardoso FGR. Quantificacdo de endotoxinas e sua relagdo com sinais /
sintomas e volumetria da lesdo periapical e do canal radicular em dentes
com infeccdo endoddntica primaria [tese]. S&o José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram: a) quantificar endotoxinas e carga
microbiana nas infec¢gdes endoddnticas primarias, antes e apos o preparo
biomecanico (PBM) e uso de diferentes medicagdes intracanais (MIC); b)
relacionar niveis de endotoxinas e microrganismos cultivaveis com a
volumetria da leséo periapical (VLP), através do uso de tomografias
computadorizadas de feixe conico (TCFC), verificando possiveis relagdes
com sinais e sintomas clinicos; c) relacionar os mesmos niveis com a
volumetria dos canais radiculares (VCR); d) Comparar medidas das
lesbes utilizando radiografias periapicais (RP) e tomografias
computadorizadas de feixe conico (TCFC). Foram selecionados para o
estudo trinta dentes com necrose pulpar e leséo periapical que foram
submetidos a TCFC. Apo6s abertura coronaria, foi realizada coleta inicial
para verificacdo da presenca de infeccdo nos canais radiculares. Apds,
procedeu-se o tratamento endoddntico utilizando solugdo de NaOCI 2,5%
e divididos em 3 grupos de acordo com a MIC: Ca(OH), - hidroxido de
calcio P.A. + solugéo salina fisiolégica; Ca(OH), + GEN - hidréxido de
calcio P.A. + extrato glicdlico de gengibre 20% e Ca(OH), + CLX -
hidréxido de calcio P.A. + clorexidina gel 2%. Foram realizadas coletas do
canal radicular ap6s o PBM e ap6s 14 dias de agédo da MIC. Para todas
as coletas foram realizados testes de atividade antimicrobiana por cultura
microbiolégica e analise da quantificagdo de endotoxinas pelo lisado de
amebocitos de Limulus. Foi realizada a VLP e a VCR através da TCFC; e
comparadas medidas de segmentacédo 2D das lesdes periapicais das RP
e das TCFC. Todos os dados foram analisados estatisticamente. Os
resultados mostraram: a) presenga de microrganismos na coleta inicial
variando de 0 — 8,16 x 10° UFC/mL e niveis de endotoxinas de 1,75 — 149
EU/mL; havendo redugéo significante de seus niveis apés PBM e uso de
MIC; b) Houve correlacdo positiva entre a VLP com os niveis de
endotoxinas e presenca de dor prévia, aléem de forte correlacdo entre
presenca de microrganismos anaerébios e endotoxinas; c) houve
correlacao positiva entre VCR e presenca de microrganismos cultivaveis;
d) verificou-se uma correlagdo positiva da TCFC no sentido antero-
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posterior (r = 0,965) e no sentido supero-inferior (r = 0,943); quando
comparadas medidas radiograficas com medidas das TCFC utilizando
longo eixo do dente, verificou-se uma forte correlacdo no sentido antero-
posterior (r = 0,917) e aceitavel no sentido supero-inferior (r = 0,798).
Quando comparadas medidas de segmentacéo 2D utilizando o plano da
maxila, houve correlacdo boa no sentido antero-posterior (r = 0,832) e
aceitavel no sentido supero-inferior (r = 0,794). Concluiu-se que a
efetividade das diferentes MIC sobre microrganismos sdo semelhantes
aos resultados encontrados ap6s PBM, sendo o grupo Ca(OH), o que
mais reduziu niveis de endotoxinas. Elevados niveis de endotoxinas
foram correlacionados com maior volume de destruicdo 0ssea periapical,
enquanto microrganismos cultivaveis foram correlacionados com maior
volume dos canais radiculares. Houve correlagédo boa entre RP e TCFC
quando utilizadas medidas em 2D. Quando analisada a imagem em 3D,
observou-se que dentes que apresentam lesido periapical relativamente
pequena na RP, podem apresentar uma maior area de destruicdo 0ssea
em 3 dimensdes.

Palavras-chave: Infeccdo  endodoéntica  primaria. Endotoxinas.
Microrganismos cultivaveis. Leséo periapical. Tomografia
computadorizada de feixe conico.



Cardoso FGR. Quantification of endotoxins and its relation with
signals/symptoms and volume of periapical lesion and volume of the
lumen of the canal in teeth with primary endodontic infection [doctorate
thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology,
UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

The aims of the present study were: a) quantify endotoxins and bacterial
CFU counts in primary endodontic infections before and after
biomechanical preparation (BP) and after root canal medication (RCM); b)
to correlate the levels of endotoxins and bacterial CFU counts with the
volume of periapical bone destruction (VPBD) determined by Cone Beam
Computed Tomography (CBCT) analysis as well as with the development
of clinical signs and symptoms; c) to correlate the levels of endotoxins and
bacterial CFU counts with the volume of the lumen of the canal (VLC); d)
to correlate the size of periapical lesions determined by periapical
radiographs images with the CBCT images. Thirty teeth with pulp necrosis
and apical periodontitis were selected and submitted to CBCT analysis.
After access to pulp cavity, a first root canal sampling was performed in
order to determine the presence of root canal infection. Afterwards, BP
was performed using 2.5% NaOCI followed by the placement of RCM
according to the selection group: Calcium Hydroxide [Ca(OH),] — Ca(OH),
+ Saline Solution (SSL); Ca(OH), + Ginger — Ca(OH), + 20% glycolic
Ginger extract ; Ca(OH), + Chlorhexidine (CHX). A second collect were
made after the BP and then the third after 14-days of RCM. Culture
analysis was performed in order to determine antimicrobial activity. The
levels of endotoxins were determined by the Limulus Ameboyte Lysate
assay. The VPBD and the VLC were determined by CBCT-analysis and
compared to periapical radiographs. Data were typed on a spreadsheet
and statistical analyzed. At the baseline samples, CFU counts and
endotoxins levels ranged from 0 - 8.16 CFU/mL and 1.75 -149 EU/mL,
respectively. Both contents were reduced after BP and after RCM.
Positive correlations were found between the levels of endotoxins and
VPBD as well as with previous episode of pain. Thereby, a positive
correlation was found between the bacterial CFU counts with the
endotoxins contents. Additionally, positive correlation was found between
the VLC and the bacterial CFU counts. When compared the sizes of
CBCT using the maxilla plan and the long axis of tooth it was possible to
verify a positive correlation in back-front (r = 0.965) as in up-lower (r =



0.943); when compared the radiographies sizes with the CBCT using the
long axis of tooth, to verify a nice correlation in the back-front (r = 0.917)
and acceptable in up-lower (r = 0.798). When compared the sizes using
2D segmental in the maxilla plan it could be verified a nice correlation in
the back-front (r = 0.832) and an acceptable in up-lower (r=0.794). In
conclusion, all RCM tested were effective against microorganisms, with
Ca(OH), exhibiting the highest detoxifying activity. Higher level of
endotoxins was correlated with VPBD and bacterial CFU counts was
correlated with the VLC. Positive correlation was found between
measurements of 2D-image determined in radiograph and 2-D image
determined by the CBCT. When analyzing the 3D image, teeth with
relatively small area of apical periodontitis showed a large area of bone
destruction.

Keywords: Primary endodontic infection. Endotoxins. Cultivable
microorganisms. Cone-beam computed tomography.



1 INTRODUCAO

Os microrganismos representam importante papel no
estabelecimento da lesédo periapical (Kakehashi et al., 1965). Estudos
utilizando cultura microbiolégica e métodos moleculares mostraram que
as infecgdes endoddnticas primarias sao polimicrobianas, com presenca
de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, com predominancia
de bactérias anaerdbias, com o numero de células bacterianas variando
de 10% a 10® por canal radicular (Sundqvist, 1992; Gomes et al., 2004;
Siqueira, Rocgas, 2005; Sakamoto et al., 2007). Alguns géneros de
bactérias anaerdbias estritas tais como Porphyromonas, Prevotella e
Fusobacterium estdo envolvidas com sintomas clinicos e exercem um
importante papel na patogénese das infecgbes inflamatorias periapicais
(Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 2006).

Ainda, a alta prevaléncia de microrganismos anaerdbios
Gram-negativos tem sido relacionada com canais radiculares com lesdes
apicais visiveis radiograficamente (Sundqvist, 1992; Assed et al., 1996).
Sabe-se que durante a morte ou multiplicacao celular, as bactérias Gram-
negativas liberam endotoxinas (LPS - lipopolissacarideos), conduzindo
fendbmenos que iniciam a resposta inflamatoéria, tais como: quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMNs), liberagdo de enzimas lisossomais de PMNs,
ativagcdo do sistema complemento, aumento da temperatura corporal,
atracdo de osteoclastos (Farber, Seltzer, 1988), alteragéo da estrutura e
fung&o de varios o6rgaos e células, assim como das fungdes metabdlicas e
hemodinamicas (Martich et al., 1993). Em canais radiculares infectados,
endotoxinas podem contribuir na liberacdo de substancias vasoativas e
neurotransmissores das terminag¢des nervosas dos tecidos periapicais,
conduzindo a ocorréncia de dor (Seltzer, Farber, 1994).

Além de mediar reacgdo inflamatéria, o LPS aderem
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irreversivelmente nos tecidos mineralizados, como potente estimulador de
reabsorcdo 6ssea atuando na sintese e liberacéo de citocinas que ativam
os osteoclastos (Ito et al., 1996; Jiang et al., 2003), desempenhando um
papel de suma importdncia na reabsorcdo éssea associada a lesbes
periapicais (Torabinejad et al., 1985).

A diminuigdo gradual da densidade mineral Ossea
causada pela infec¢gdo endodontica primaria aparece na radiografia como
uma area radiolucida em torno do apice radicular (Bender, 1997; Bender,
Seltzer, 2003). O tamanho da radiolucéncia periapical antes e ap6s o
tratamento endodéntico é rotineiramente comparado usando radiografias
periapicais (RP) em duas dimensdes (2D). No entanto, estudos in vitro e
in vivo confirmaram que a RP é de uso limitado para detectar
radiolucéncia periapical (Bender, 1997; Paula Silva et al., 2009), uma vez
que a sensibilidade desse método & falho, devido a sobreposicdo dos
tecidos adjacentes, a espessura do osso cortical sobrejacente, ou
principalmente a falta de capacidade deste método para avaliar a
profundidade (vestibulo-lingual) de uma lesédo periapical (Stavropoulos,
Wenzel, 2007; Low et al., 2008; Bornstein et al., 2011; Tsai et al., 2012).
Desta maneira, a tomografia computadorizada de feixe cdnico (TCFC)
tem sido uma das maiores evolugdes tecnoldgicas alcancadas pela
radiologia odontolégica nos ultimos tempos. A captura de imagens via
TCFC proporciona menor nivel de exposicdo de radiagdo quando
comparadas a outros tipos de tomografias e melhor qualidade de imagem,
distinguindo estruturas dentarias e periféricas. Deve-se considerar que os
beneficios da TCFC s&o indiscutiveis devido a alta resolu¢édo das imagens
obtidas, evitando um falso diagndstico que poderia resultar em erro no
plano de tratamento (Cheng et al., 2011).

Durante a terapia endodéntica, para a desinfeccédo do
sistema de canais radiculares (SCR) muitas substancias quimicas
auxiliares e medicagdes intracanais tém sido utilizadas. O hipoclorito de

sédio em diferentes concentragbes é a solugdo irrigadora mais utilizada
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(Ercan et al., 2004; McGurkin-Smith et al., 2005), possuindo capacidade
de dissolver o tecido necroético, baixa tenséo superficial e acdo detergente
(Haapasalo et al., 2005). Além disto, possui atividade antimicrobiana de
amplo espectro eliminando bactérias vegetativas, esporos bacterianos,
fungos, protozoarios e virus (Siqueira et al., 1998; Gomes et al., 2005).

Entretanto, mesmo que as substancias quimicas
auxiliares tenham acdo durante o preparo biomecanico (PBM),
microrganismos e endotoxinas podem permanecer no SCR. Varios
estudos demonstraram a importancia do uso de uma medicagao
intracanal (MIC) com o objetivo de potencializar a sanificagéo do sistema
de canais e tubulos dentinarios e impedir que os microrganismos se
multipliguem no intervalo entre sessdes de tratamento (Bystrom,
Sundqvist, 1981; Bystrom, Sundqvist, 1983). Tradicionalmente, o
hidroxido de calcio tém sido amplamente utilizado pela sua destacada
acédo antimicrobiana, solvente tecidual e indutor de mineralizagéo. A
atividade antimicrobiana do hidréxido de calcio esta associada a seu alto
pH (Salgado et al., 2009). Além disso, possui efetiva acao sobre
endotoxinas, pois promove hidrélise da porcéo lipidica da endotoxina,
neutralizando parcialmente seus efeitos biolégicos (Leonardo, 2005;
Oliveira et al., 2005). Destacando as excelentes caracteristicas do
hidroxido de calcio, resta saber se suas propriedades séo potencializadas
ou n&o quando utilizada em associagao com outras substancias.

A associagdo mais comumente utilizada do hidroxido de
calcio é a clorexidina (CLX), devido seus efeitos antimicrobianos sobre
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, acdo residual e
biocompatibilidade (Gomes et al., 2009; Maekawa et al., 2013). Maekawa
et al. (2013) verificaram a efetividade desta substancia sobre
microrganismos, entretanto, nao foi capaz de inativar completamente as
endotoxinas.

A literatura mundial na area médica e ambiental mostra

que existe um aumento crescente nas pesquisas utilizando produtos



22

naturais, que possivelmente apresentam menores possibilidades de
agressao ao organismo e ao meio ambiente. Sendo assim, nos ultimos
anos a descoberta de novas drogas isoladas de plantas, bem como o
interesse crescente em terapias alternativas, proporcionou um novo
impulso a utilizagao de extratos naturais.

Dentre as diversas plantas existentes e utilizadas como
terapia destaca-se a espécie vegetal Zingiber officinale, pertencente a
familia Zingiberaceae, e popularmente conhecida como gengibre. Devido
a acdo antiinflamatéria, antimicrobiana e cicatrizante, o gengibre tem
ganhado consideravel reputagdo como suplemento fitoterapico no mundo
inteiro. Porém, existem poucos relatos de sua aplicagcdo na odontologia.
Estudos recentes comprovam ac&o do extrato glicolico e alcodlico do
gengibre sobre bactérias como Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Porphyromonas endodontalis e Prevotella
intermedia (Park et al., 2008). No estudo de Grégio et al. (2006), o
gengibre foi efetivo inclusive sobre Candida albicans, indicando sua agao
antibacteriana e antifungica.

Na endodontia, Cardoso et al. (2010) avaliaram in vitro,
por cultura microbiana, a efetividade do extrato glicélico de gengibre como
substancia quimica auxiliar e medicagcdo intracanal. Os resultados
mostraram efetiva ag&o antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis,
Candida albicans e Escherichia coli e redugdo de endotoxinas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Chung et al. (2010),
Maekawa et al. (2010, 2013) e Valera et al. (2014). Além disso, Chung
(2011) e Cardoso (2011) avaliaram in vivo por cultura microbiana e
método molecular de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) a
efetividade do extrato glicolico de gengibre como substancia quimica
auxiliar em dentes com infec¢cées endodénticas primarias e secundarias
apresentando resultados semelhantes ao hipoclorito de sédio 1%.

Desta forma, é de extrema relevancia estudar o efeito do
extrato glicdlico de gengibre na terapia endoddntica, bem como monitorar
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os niveis de endotoxinas e carga microbiana encontrados antes do
tratamento, ap6s o preparo biomecanico e depois 0 uso das diferentes
associagdes do hidroxido de calcio como medicagéo intracanal,
relacionando com sinais / sintomas clinicos e volumetrias do canal
radicular e lesdo periapical.

Diante da hipdtese experimental, espera-se que o extrato
glicélico de gengibre obtenha resultados semelhantes ao hidréoxido de
calcio e a clorexidina como medicagédo intracanal, uma vez que, por ser
uma substancia natural possui menores efeitos indesejaveis, permitindo
sua utilizagao na clinica diaria. Além disso, acredita-se que quanto maior
o nivel de endotoxinas, maior a lesdo observada na volumetria das lesdes

periapicais.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota das infecgboes primarias e sua relagao com sinais e
sintomas clinicos

Sabe-se que 0s microrganismos e seus produtos
representam papel de suma importancia no estabelecimento da lesao
periapical (Kakehashi et al., 1965). Desta forma, o entendimento da
relacdo entre microrganismos e patologias de origem endodéntica torna-
se fundamental para o sucesso do tratamento endodéntico.

Estudos pioneiros puderam identificar tipos morfoldgicos
basicos de células bacterianas, tais como cocos, bacilos e espirilos. Em
1894, Miller sugeriu a correlagédo direta entre a ocorréncia de patologias
pulpares e a presenca de bactérias, salientando a importancia desses
conhecimentos na compreensao e tratamento das patologias dos tecidos
periapicais (Miller, 1894).

Kakehashi et al. (1965), compararam as alteragdes
resultantes de exposi¢des pulpares nao tratadas em ratos germ-free e em
ratos portadores de microbiota convencional. Os ratos tiveram a polpa dos
primeiros molares superiores expostas a alimentacao esterilizada. Apds
18 dias, verificaram que no grupo convencional, os dentes apresentaram
tecido pulpar totalmente necrosado, com tecido inflamatoério crénico e
formagdo de abscesso na regido periapical. No grupo germ-free, no
entanto, ndo foram observados necrose pulpar, granuloma apical ou
abscessos; apenas um minimo infiltrado inflamatorio, reparo da polpa
dentaria por deposicdo de dentina neoformada na area de exposigao,
concluindo que os microrganismos estdo diretamente ligados a etiologia

das alteragbes pulpares e periapicais.
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Em um estudo classico, Sundqvist (1976) avaliou
microbiologicamente 32 canais de dentes unirradiculares utilizando
técnicas para a identificagdo de microrganismos anaerobios estritos. Os
dentes avaliados apresentavam necrose pulpar devido a injuria
traumatica. Foram isoladas bactérias de 18 dos 19 dentes que
apresentavam lesao periapical visivel radiograficamente, havendo uma
correlagao positiva entre o tamanho da lesédo periapical e o numero de
espécies bacterianas presentes nos canais radiculares. Além disso,
bactérias anaero6bias estritas representaram cerca de 90% dos isolados,
havendo uma correlagao positiva entre sintomatologia e um maior numero
de bactérias encontradas no canal. Os resultados mostraram o papel
fundamental dos microrganismos na etiologia e desenvolvimento das
lesGes periapicais.

Zavistoski et al. (1980) descreveram uma técnica
quantitativa de cultura de espécies bacterianas endodénticas. As
amostras foram coletadas com auxilio de cones de papel, mantidas em
solugdo salina, e cultivadas quantitativamente, utilizando diluicbes
seriadas semeadas em diferentes meios de cultura. Esse método foi
utiizado em 10 dentes sem Vvitalidade pulpar. Presenca de
microrganismos aerobios e anaerobios, foi observada em 9 amostras,
reiterando o conceito de que as bactérias desempenham papel
significativo no desenvolvimento de patologias pulpares e periapicais.

Moller et al. (1981), com o objetivo de confirmar o papel
exercido pelos microrganismos na etiopatogenia das lesdes periapicais,
induziram de forma asséptica e séptica, necrose em dentes de macacos
apdés 6 e 7 meses. As analises clinica, radiografica, microbiolégica e
histolégica evidenciaram nos casos de polpas necrosadas e néo
infectadas, tecidos periapicais desprovidos de inflamacdo e indicios de
reparagao; enquanto nos dentes com polpa infectada, houve sempre o
desenvolvimento de lesdes periapicais.

Gomes et al. (2004) investigaram por métodos de cultura
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microbiologica o perfil microbiano de 60 canais radiculares com infecgbes
primarias (n = 41) e secundarias (n = 19) e a associagéo das espécies
encontradas com os sinais e sintomas endoddnticos. Setenta por cento
dos isolados eram anaerobios estritos sendo que os mais freqUentes
foram Peptostreptococcus micros (35%), Fusobacterium necrophorum
(23,3%), Fusobacterium nucleatum (11,7%), Porphyromonas gingivalis
(6,7%) e Porphyromonas endodontalis (5%). Infecgcbes endodoOnticas
primarias foram caracterizadas por uma microbiota mista com
predominéncia de anaerdbios estritos em contraste com as infecgbes
endodénticas secundarias onde havia de 1 a 2 espécies por canal, em
sua maioria anaeroébios facultativos.

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares de
identificacdo microbiana, a lista de patdogenos endoddnticos expandiu
detectando microrganismos que sao muito dificeis de serem cultivados ou
até mesmo bactérias que nunca tinham sido encontrados em infeccdes
endodénticas (Siqueira, 2003; Gomes et al., 2006; Martinho et al., 2010).
Como consequéncia, a microbiota endodéntica foi refinada e redefinida
(Siqueira, Rogas, 2005). Resultados satisfatérios obtidos por este método
tém melhorado cada vez mais as terapias endodénticas, sendo possivel
correlacionar presenca de determinados microrganismos, em especial
microrganismos anaerbbios estritos Gram-negativos (Leonardo et al.,
2004) com sinais e sintomas clinicos, além de correlacionar bactérias com
presenca de fistulas e reabsorgdes.

Gomes et al. (2005) realizaram um estudo a fim de verificar
a presenca de microrganismos anaerdbios estritos utilizando métodos de
cultura microbiolégica e molecular. Para cada coleta do canal radicular,
foram feitos isolamento microbiano, testes bioquimicos e reagdo em
cadeia de polimerase (PCR). Todos os microrganismos avaliados foram
mais freqiientes em dentes com les&o primaria do que em dentes com
lesdo secundaria, sendo P. gingivalis o mais freqiente. O método
molecular de PCR por ser mais sensivel, foi capaz de detectar essas
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espécies de coloracdo escura enquanto que, pelo método de cultura, a
mesma bactéria nao pdde ser detectada.

Foschi et al. (2005) avaliaram a presenca de bactérias em
canais radiculares de dentes com periodontite apical associando estas
especies bacterianas com sinais e sintomas clinicos. Adequada
anamnese foi realizada a fim de coletar dados como dor a palpacgéo e
percussdo. Foram realizadas coletas do conteudo do canal radicular de
62 dentes com cones de papel e as amostras foram submetidas a analise
por PCR. Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia e Treponema denticola foram detectadas,
sendo que T. denticola estava associada com presenga de reabsorgao
Ossea e E. faecalis foi identificado em casos de insucesso do tratamento
endodontico. Isto sugere que essas espécies bacterianas tém papel
importante nas patologias endodonticas.

Martinho et al. (2012) estudaram a correlagédo entre sinais e
sintomas clinicos/radiograficos e niveis de interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-
10), fator de necrose tumoral (TNF-a) e prostaglandina E; (PGEy)
produzidas por macréfagos estimulados com conteudo coletado de
infeccbes endoddnticas primarias. IL-6 e TNF-a apresentaram relacao
com tamanho de lesé&o periapical e presenca de exsudato. Foi ainda
encontrada correlagéo positiva entre PGE,, IL-13, TNF-a com presenca
de exsudato, ao passo que IL-6 e PGE; foram correlacionados com dor a
palpacgao.

Seguindo os mesmos métodos, Martinho et al. (2014)
investigaram a presenga de diferentes espécies de bactérias Gram-
negativas e niveis de endotoxinas encontrados em dentes com infec¢ao
endodéntica primaria, determinando sua capacidade de estimulagdo sob
macrofagos através dos niveis de IL-1f3, IL-6, IL-10 e de TNF-q, avaliando
sua relagdo com achados clinicos e radiograficos. Os resultados
evidenciam presenca de DNA bacteriano em todas as amostras, sendo
Prevotella nigrescens a espécie mais frequentemente encontrada. Altos
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niveis de endotoxinas estavam relacionados com dor a palpagdo e
presenca de exsudato. Além disso, correlagbes positivas foram
encontradas entre niveis de endotoxinas e TNF-a e IL-1B3. Verificaram
que microrganismos Gram-negativos e endotoxinas desempenham um
importante papel no desenvolvimento de sinais / sintomas clinicos e maior
destruicdo 6ssea periapical.

Desta forma, as infecgbes endoddnticas primarias
caracterizam-se por uma microbiota mista visivelmente dominada por
bactérias anaerdbias e composta por 10 a 30 espécies por canal
(Siqueira, Rocgas, 2005); sendo importante ressaltar que o perfil da
microbiota endoddntica varia de individuo para individuo (Sakamoto et al.,
2006), ou seja, cada individuo abriga uma microbiota endodéntica Unica
em termos de riqueza de espécies e abundancia. Isso indica que a
periodontite apical primaria tem uma etiologia heterogénea, onde
espécies individuais ndo podem ser consideradas como o principal agente
patogénico endoddntico e multiplas combinacbes de bactérias
desempenham um papel na causa da doenca.

Coletivamente, os métodos de cultura e molecular tém
permitido conhecer 391 espécies bacterianas, sendo que 261 espécies
sd0 unicas para as infecgdes primarias, isto €, ndo foram detectadas em
amostras a partir de outros tipos de infecgdes (Siqueira, Rogas, 2009).
Diversos grupos de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas foram
identificadas nas infecgbes primarias. Bactérias Gram-negativas
produtoras de pigmento negro sdo nomeadas apos formar colbnias
marrom ao preto em placas contendo agar-sangue e foram classificados
em dois géneros: Prevotella e Porphyromonas. Espécies Prevotella,
especialmente P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, P. baroniae e P.
denticola, estiveram entre as mais frequentemente detectadas em
infeccbes primarias. Das espécies Porphyromonas, P. endodontalis e P.
gingivalis foram consistentemente encontrado em infec¢cdes endodonticas,

e sao suspeitos de apresentar um papel na etiologia de abcessos agudos
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(Haapasalo et al., 1986; Seol et al., 2006). Um patégeno periodontal
importante, Tannerella forsythia, um anaerébio Gram-negativo que nunca
havia sido detectado em canais radiculares por cultura, foi pela primeira
vez relatada em infecgdes endoddnticas primarias em um estudo com
PCR especifica da espécie (Conrads et al., 1997). Estudos posteriores
com diferentes abordagens de biologia molecular confirmaram que T.
forsythia € uma espécie comum da microbiota endodéntica (Cardoso,
2011; Chung, 2011)

2.2 Endotoxinas

Ao longo dos anos, a alta prevaléncia de microrganismos
anaerdbios Gram-negativos tem sido relacionada com canais radiculares
com lesdes apicais visiveis radiograficamente (Sundqvist, 1992; Assed et
al., 1996). Sabe-se que durante a morte ou multiplicagdo celular, as
bactérias Gram-negativas liberam endotoxinas, compostas por
lipopolissacarideos (LPS), causando importantes efeitos bioldgicos
(Barthel et al., 1997), os quais levam a reacgéo inflamatéria (Rietschel,
Brade, 1992) e reabsorgao 6ssea periapical (Yamasaki et al., 1992).

A parede celular de bactérias Gram-negativas contém
endotoxinas, que sao moléculas estaveis ao calor compostas de
polissacarideos (agucares polimerizados), lipidios (complexos contendo
acidos graxos) e proteinas. Em termos moleculares, o LPS é composto
por trés segmentos covalentemente ligados: o Lipidio A, o Core e o
Antigeno O. O Lipidio A é a regido da molécula de endotoxina
responsavel por seus efeitos toxicos (Rietschel, Brade, 1992). Além da
estrutura quimica, muito se tem pesquisado sobre o0 mecanismo de agao
de endotoxinas. Quando liberadas, endotoxinas ndo causam lesdes nas

células ou nos tecidos diretamente, mas estimulam as células
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competentes a liberar mediadores quimicos. LPS agem sobre macrofagos
(Rietschel, Brade, 1992), neutréfilos (Munford, Hall, 1986) e fibroblastos
(Day et al, 1998) levando a liberacdo de mediadores quimicos
inflamatoérios, como fator de necrose tumoral (TNF) (Blix, Helgeland,
1998), interleucinas (IL) IL-1, IL-5, IL-8 (Matsushita et al., 1999), interferon
alfa e prostaglandinas. Além disso, LPS é citotoxico (Horiba et al., 1989) e
um potente estimulador de produgcédo de o6xido nitrico (Blix, Helgeland,
1998).

Durante morte ou multiplicagdo celular, a endotoxina
liberada conduz fendmenos que iniciam a resposta inflamatéria, tais
como: quimiotaxia de polimorfonucleares (PMNs), liberagdo de enzimas
lisossomais de PMNSs, ativacdo do sistema complemento, aumento da
temperatura corporal, atragdo de osteoclastos (Farber, Seltzer, 1988),
alteracao da estrutura e fungdo de varios 6rgéos e células, assim como
das fungdes metabdlicas e hemodinamicas (Martich et al., 1993). Além de
causar reagao inflamatéria, o LPS adere irreversivelmente nos tecidos
mineralizados atuando como potente estimulador de reabsorgao 6ssea,
atuando na sintese e liberagdo de citocinas que ativam os osteoclastos
(Ito et al., 1996; Jiang et al., 2003), desempenhando um papel de suma
importancia na reabsorcdo Ossea associada com lesbes periapicais
(Torabinejad et al., 1985). Em canais radiculares infectados, endotoxinas
podem contribuir na liberagdo de substancias vasoativas e
neurotransmissores das terminag¢des nervosas dos tecidos periapicais,
conduzindo a ocorréncia de dor (Seltzer, Farber, 1994).

Pitts et al. (1982) avaliaram o papel da endotoxina sobre
os tecidos apicais e periapicais de 16 dentes de caes. Doze dentes foram
instrumentados no nivel do delta apical e 4 dentes foram submetidos ao
arrombamento apical. Metade dos canais radiculares de cada grupo foram
preenchidos com 0,1 mL da solugdo de endotoxina de Salmonella
minnesota, os demais foram preenchidos com solugcdo salina.

Semanalmente, as solu¢gdes foram renovadas no interior dos canais
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radiculares. Os resultados mostram que as alteragdes radiograficas e
periapicais ocorridas foram mais severas nas raizes contendo
endotoxinas do que nas raizes contendo solugdo salina. A avaliagao
histologica também demonstrou maior destruicdo 6ssea periapical e maior
resposta inflamatéria nos espécimes contendo endotoxinas. Os autores
concluiram que as endotoxinas podem desempenhar um papel de
fundamental importancia na inflamagéao periapical e na destruicao 0ssea.

Mattison et al. (1987) também analisaram os efeitos da
endotoxina sobre os tecidos periapicais de dentes de caes. Apds a
realizagdo do exame radiografico periapical padronizado, 28 dentes (56
raizes) foram submetidos a abertura coronaria, pulpectomia, odontometria
e preparo biomecanico com arrombamento apical. Quarenta e duas raizes
foram preenchidas com 0,1 mL de endotoxina de Eikenella corrodens, 8
raizes com endotoxina de Escherichia coli e 6 raizes com agua destilada.
Este procedimento foi repetido, semanalmente, durante 4 semanas. Os
resultados mostram que 90,4% das raizes tratadas com endotoxina de E.
corrodens e 75% das raizes tratadas com endotoxina de E. coli exibiram
lesdes periapicais. As 6 raizes preenchidas com agua, apresentaram leve
espessamento do ligamento periodontal. A analise histopatolégica
evidenciou reacao inflamatoéria, reabsor¢cao 6ssea periapical e reabsorgao
radicular externa significantes, proliferacdo vascular, edema e infiltrado
inflamatério intenso nos dentes preenchidos com endotoxina, sugerindo
que a iniciagado e perpetuagcdo da inflamagdo e da reabsorgcdo éssea
periapical em dentes infectados pode ser mediada pela endotoxina de
microrganismos Gram-negativos.

Altos niveis de endotoxinas tém sido associados com o
desenvolvimento de dor espontanea (Horiba et al., 1991; Khabbaz et al.,
2001; Jacinto et al., 2005) e sintomatologia clinica como dor a percussao
(Martinho, Gomes, 2008) e dor a palpacgao (Jacinto et al., 2005).

Horiba et al. (1991) avaliaram a correlagdo entre o

endotoxinas e sinais / sintomas clinicos como: dor espontanea, dor a
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percussdo, exsudato ou areas radiolucidas. Pontas de papel absorvente
estéreis foram introduzidas por um minuto na regido apical de 30 dentes
unirradiculares com periodontite apical, para absorver o exsudato e
microrganismos, € armazenados em soro fisioldgico apirogénico.
Endotoxina foi detectada nos 16 dentes sintomaticos e em 4 dos 14
dentes assintomaticos, em 19 dos 22 dentes com area radiolucida e em
19 dos 20 dentes com presenca de exsudato. O estudo indicou uma
correlagcdo positiva entre a presenca de endotoxinas e os sintomas
clinicos ou areas radiolucidas. Tal correlacdo sugere que um aumento no
nivel de endotoxina em canais radiculares infectados pode estar
associado com um aumento da inflamacéo periapical.

Khabbaz et al. (2001) investigaram a presenca de
endotoxinas no tecido pulpar de 28 dentes unirradiculares cariados, sendo
15 sintomaticos e 13 assintomaticos. Também foram coletadas amostras
de 5 dentes unirradiculares higidos (grupo controle). Endotoxinas foram
detectadas em todos os tecidos pulpares dos dentes sintomaticos e em
2/13 dentes assintomaticos. Nenhuma endotoxina foi encontrada no grupo
controle. O estudo sugere que a concentragcdo de endotoxinas tem papel
importante na patogénese e sintomatologia pulpar, sendo que quanto
maior a concentragédo de endotoxina, maior a severidade da dor.

Jacinto et al. (2005) quantificaram endotoxinas de 50
canais radiculares de dentes necrosados, e investigaram a relagéo entre a
concentragdo de LPS com sinais e/ou sintomas de origem endodéntica.
Além disso, através do método de cultura microbiana, foram registrados
0s numeros de unidades formadoras de colénias (UFCs) de cada
amostra. Todas as amostras apresentaram crescimento de
microrganismos e presenca de endotoxinas. Nos casos associados a dor
espontanea, a média de UFCs foi de 1,43 x 10° enquanto nos
assintomaticos foi de 9,1 x 10*. A concentracdo média de endotoxina nos
casos com dor espontanea foi de 18540 EU/mL, enquanto que nos casos
assintomaticos a média foi de 12030 EU/mL. Os resultados mostram uma
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correlagcdo positiva entre a concentracdo de endotoxina e o0s casos
sintomaticos, concluindo que as endotoxinas estdo presentes em altas
concentragdes nos canais radiculares de dentes sintomaticos.

Estudos in vitro e in vivo envolvendo a quantificagao de
endotoxinas em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical, assim
como estudos apdés o preparo biomecanico, mostram a eficacia dos
procedimentos endodénticos na reducao e/ou eliminacdao do conteudo
endotoxico (Oliveira et al., 2007; Valera et al., 2014)

Oliveira et al. (2007) avaliaram o efeito de irrigantes
endodonticos sobre endotoxinas em dentes humanos extraidos.
Endotoxina de Escherichia coli foi inoculada em 98 canais radiculares, e
divididos em sete grupos (n=14) de acordo com a solugdo irrigante
preconizada: hipoclorito de sédio (NaOCI) 2,5% (G1); NaOCI 5,25% (G2);
clorexidina (CLX) 2% (G3); solugédo de hidroxido de calcio 0,14% (G4);
polimixina B (G5); controle positivo (solugdo salina, G6) e controle
negativo (G7). Foram coletadas amostras dos canais radiculares
imediatamente ap6s a instrumentacdo e apds 7 dias da coleta inicial. A
quantificacdo de endotoxinas foi mensurada pelo teste do Lisado de
Amebacito de Limulus e produgé&o de anticorpos em cultura de linfécitos
B. Em ambas as coletas, os grupos G4, G5 e G7 apresentaram resultados
significantemente melhores que os grupos G1, G2, G3 e G6 (p<0,05). Os
autores concluiram que as substancias do grupo G4 e G5 inativaram
endotoxinas dos canais radiculares e alteraram as propriedades do LPS
de estimular a producéo de anticorpos pelos linfécitos B. O NaOCI e a
CLX n&o inativaram as endotoxinas.

Vianna et al. (2007) investigaram em 24 dentes
necrosados a concentragao de endotoxinas e bactérias cultivaveis antes e
apos o preparo biomecéanico (PBM) com clorexidina gel (CLX) 2% e apés
7 dias de medicagéo intracanal, com o objetivo de verificar os efeitos
antimicrobianos e anti-endotéxicos dos procedimentos endoddnticos. As
medicacgbes utilizadas foram: pasta de hidréxido de calcio [Ca(OH)2], CLX
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gel 2% e associagao Ca(OH)2 + CLX gel 2%. Endotoxinas e bactérias
foram detectadas em todas as amostras na coleta inicial, sendo que a
média de redugao de endotoxina e de microrganismos ap6s o PBM foi de
44.4% e 99,96%, respectivamente. Nao foi constatada nenhuma melhora
apos utilizagdo da medicacéo intracanal por uma semana.

Martinho e Gomes (2008) avaliaram in vivo a presenca de
microrganismos e quantificacdo de endotoxinas em 24 canais radiculares
com necrose pulpar e presenca de lesao periapical. Foram realizadas
coletas antes e ap6s o PBM, utilizando como solucéo irrigadora NaOCI
2,5%. Além disso, correlacionaram endotoxina e bactéria cultivavel com a
presenca de sintomatologia clinica. Todas as amostras iniciais
apresentaram bactérias cultivaveis e endotoxinas, com mediana de 2,64 x
10° UFC/mL e 139 EU/mL, respectivamente. Altos niveis de LPS foram
encontrados em dentes com sintomatologia clinica (p < 0,05). A redugéao
bacteriana e de endotoxina apés o PBM obteve uma média de 99,78% e
59,99%, respectivamente. Os autores concluiram que a instrumentacao
utilizando NaOCI 2,5% foi mais efetiva contra bactérias que endotoxinas
na infec¢do do canal radicular, e observaram uma associagao significante
entre altos niveis de endotoxinas e sintomatologia clinica.

Gomes et al. (2009) estudaram o efeito do PBM com
NaOCI 2,5% e CLX gel 2% na reducado e/ou eliminagdo de LPS. Foram
analisados 54 canais radiculares de dentes com necrose pulpar, divididos
em 2 grupos de acordo com a solugdo quimica auxiliar. Foi detectada
endotoxina em todas as amostras. A porcentagem da reducdo de
endotoxina ap6s o PBM foi de 57,98% (NaOCI 2,5%) e 47,13% (CLX gel
2%). Os autores concluiram que ambos o0s grupos ndo apresentaram
efetividade na eliminagdo de endotoxina em infecgdes endoddnticas
primarias.

Valera et al. (2014) avaliaram o efeito do extrato glicolico
de gengibre como medicagao intracanal associado ou ndo ao Ca(OH);

sobre microrganismos e endotoxinas em 48 dentes humanos extraidos.
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Foram feitas coletas dos canais radiculares apdés 28 dias de
contaminacado (coleta inicial), ap6s PBM utilizando NaOCI 2,5% como
solugao irrigadora (12 coleta) e apdés 7 dias do PBM (22 coleta). Os
espécimes foram divididos em 4 grupos de acordo com a medicagao
intracanal: Ca(OH)2, extrato glicélico de gengibre 20% (GEN), associag¢ao
de Ca(OH)2 + GEN (3?2 coleta), solugao salina (grupo controle). Ainda
foram feitas coletas dos canais radiculares ap6s 14 dias da acgédo das
medicagbes intracanais (MIC) (3?2 coleta) e apds 7 dias da remocgéo das
MIC (42 coleta). Todas as medicag¢des contribuiram para eliminagéo de
microrganismos e reducgdo significante de endotoxinas, sendo que os
melhores resultados foram encontrados na medicagdo de Ca(OH),
seguido do extrato glicélico de gengibre (GEN) .

2.3 Hidréxido de calcio e associagdes

O hidréxido de calcio [Ca(OH)?] é empregado
rotineiramente como medicagcdo intracanal devido a sua atividade
antimicrobiana (Gomes et al., 2002), indugdo de mineralizagédo e
capacidade de dissolugéo tecidual (Nerwich et al., 1993). Sua propriedade
antibacteriana deve-se ao fato do estabelecimento de um pH altamente
alcalino dentro do canal radicular, possibilitando a destruicdo da
membrana citoplasmatica, desnaturacdo enzimatica e protéica, e a
ruptura do DNA bacteriano (Siqueira, Lopes, 1999).

A associagdo do Ca(OH)2 com um veiculo, permite a
dissociacao ibnica do composto em ions calcio e hidroxila, uma vez que
suas propriedades sdo dependentes dessa ionizagc&do. Alguns veiculos
podem ser destacados como biologicamente ativo (clorexidina), e inerte
(soro fisiologico) (Lopes, Siqueira Jr, 2004). Safavi e Nichols (1994),
demonstraram que o Ca(OH)2 tem a capacidade de hidrolisar a porgéo
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lipidica do LPS bacteriano, promovendo sua degradacao, além de alterar
as propriedades biolégicas. Entretanto, o Ca(OH)2 tem se mostrado
ineficaz contra E. faecalis (Gomes et al., 2009), pois esse microrganismo
tem a capacidade de sobreviver em canais radiculares sozinho e sem
auxilio de outra bactéria (Siren et al., 1997), assim como em um ambiente
com baixa disponibilidade de nutrientes.

Gomes et al. (2006) investigaram in vitro a atividade
antimicrobiana da CLX 2% gel, Ca(OH)2 e associacao de ambos. Foram
utiizados o método da difusdo em agar e contato direto. A CLX
apresentou os maiores halos de inibicdo, sendo necessario um minuto ou
menos para eliminar os microrganismos testados. A pasta de Ca(OH)2
teve acao apenas em contato direto e necessitou de 30 minutos a 6 horas
para inibir o crescimento microbiano. Ja a associagcdo dos dois
medicamentos foi necessaria de 30 a 60 minutos para inibir o crescimento
dos microrganismos. Os autores concluiram que a combinag¢do dos dois
medicamentos diminuiu a atividade antimicrobiana da CLX, entretanto,
aumentou a atividade antimicrobiana do Ca(OH)a.

Wang et al. (2007) investigaram a redugéo bacteriana in
vivo da CLX 2% gel durante o preparo do canal radicular e a associagao
do Ca(OH); + CLX 2% gel como MIC. Foram selecionados 43 pacientes
com periodontite apical, e 4 pacientes com pulpite irreversivel como
controle negativo. As amostras foram coletadas antes (C1), apods
instrumentacao rotatéria (C2) e depois de duas semanas de medicagao
intracanal (C3). Os resultados mostraram que em quatro amostras néo
houve crescimento microbiano em C1, os quais foram excluidos. Em
todas as outras verificaram presencga bacteriana em C1; nos momentos
C2 e C3 corresponderam 10,3% (4/39) e 8,3% (4/36), respectivamente.
Ao comparar C1 e C2 foi observado uma redugé&o bacteriana significante
(p < 0.01) diferente de C2 e C3 (p = 0.692). Diante do exposto, concluiram
que a CLX 2% gel € um efetivo agente irrigante e que a medicagéo
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intracanal ndo melhorou a reducéo bacteriana das amostras analisadas.

Valera et al. (2009) analisaram in vitro a agéo da irrigagao
com hipoclorito de sédio 1% associada a medicagbes intracanais de
hidréxido de calcio e clorexidina gel 2% durante 14 dias sobre E. faecalis
e C. albicans. Todas as medicagdes intracanais testadas foram eficientes
em reduzir microrganismos apos o PBM, sendo que a associagao do
Ca(OH)2 + CLX apresentou melhores resultados. Assim, é possivel que
esta associagdo possa combinar a atividade antimicrobiana da CLX a
potente agdo mineralizadora e neutralizadora de endotoxinas do Ca(OH)..

Valera et al. (2014) avaliaram o efeito do extrato glicolico
de gengibre como medicagao intracanal associado ou ndo ao Ca(OH);
sobre microrganismos e endotoxinas em 48 dentes humanos extraidos.
Os espécimes foram divididos em 4 grupos de acordo com a medicagéo
intracanal: Ca(OH)2, extrato glicélico de gengibre 20% (GEN), associag¢ao
de Ca(OH)2 + GEN (32 coleta), solugdo salina (grupo controle). Os
resultados mostram que todas as medicagdes contribuiram para
eliminacdo de microrganismos e reducgao significante de endotoxinas,
sendo que os melhores resultados foram encontrados na medicacao de
Ca(OH)2.

2.4 Zingiber Officinale

O Zingiber officinale, conhecido como gengibre, pertence
a familia Zingiberaceae, género Zingiber, tem sido alvo de estudos
cientificos na sua forma de extrato bruto, extrato etandlico e cetdnico. O
gengibre é rico em Oleos volateis, gingerol e shogaol. O componente da
raiz gengibre possui atividade antibacteriana sobre as bactérias
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterobacter

aerogenes, Burkholderia pseudomallei e Staphylococcus aureus (Pereira,
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2002; Ruff et al., 2006).

Analisando os componentes ativos do gengibre, Lantz et
al. (2007), verificaram que o gingerol e o shogaol foram capazes de inibir
significantemente a produgdo de prostaglandinas E; induzidas pelo LPS
de Escherichia coli. Os extratos contendo principalmente gingerol tiveram
a capacidade de inibir a producdo de COX-2, enquanto que os extratos
contendo shogaol n&o tiveram efeito sobre a COX-2.

Além destas propriedades, o gengibre tem mostrado
também atividade antimicrobiana e cicatrizante (Grégio et al., 2006).

Pereira et al. (2003) avaliaram o efeito do gengibre no
processo de cicatrizagdo de ulceras na mucosa bucal de ratos e
verificaram que o gengibre, na sua forma de extrato aquoso, n&o possui
efeitos farmacoldgicos significativos, porém o seu extrato 6leo resinoso &
farmacologicamente ativo, promovendo a cicatrizagdo das areas
ulceradas.

Pessa et al. (2008) verificaram que o gel de gengibre
0,5% apresentou reepitelizagdo mais rapida quando comparada a solugéo
salina e ao peroxido de carbamida 16% no periodo de 7 a 14 dias. Aos 7
dias, o grupo do gengibre apresentou deposi¢cdo de colageno enquanto
que os grupos da solucdo salina e do perdxido de carbamida
apresentaram infiltrado inflamatoério intenso com presenca de macrofagos
e neutréfilos. Ainda, aos 21 dias, foi observada a presenca de vasos,
sugerindo uma rica vascularizagao promovida pelo gengibre, concluindo
que preparagdes farmacéuticas contendo este fitoterapico possuem agao
cicatrizante e protetora da mucosa oral.

Grégio et al. (2006) avaliaram o extrato glicolico e
alcoolico do gengibre sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans e verificaram que tanto o
extrato glicélico quanto o alcodlico apresentaram atividade antimicrobiana
e antifungica relevante para odontologia, podendo contribuir para o

tratamento de doengas causadas por esses microrganismos presentes na
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cavidade oral.

Park et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do
gengibre sobre trés bactérias anaerobias Gram-negativas: P. gingivalis, P.
endodontalis e P. intermédia, causadoras de periodontites. Concluiram
que apenas dois componentes do gengibre ([10]-gingerol e [12]-gingerol)
sao capazes de eliminar e inibir efetivamente o crescimento dos
microrganismos testados. O gengibre também apresentou atividade
antimicrobiana contra E. coli em um estudo realizado por Indu et al.
(2006).

O O6leo de gengibre possui atividade fungistatica e
fungicida sobre o biofilme de C. albicans e outras espécies de fungos,
podendo ser usado futuramente em estratégias terapéuticas (Ficker et al.,
2003; Agarwal et al., 2008).

Aguiar et al. (2009) avaliaram in vitro a atividade do
extrato glicélico de gengibre e do hipoclorito de sédio 2,5% sobre C.
albicans verificando sua atividade antifungica em diferentes
concentragdes. Os resultados mostram que o extrato glicolico de gengibre
apresentou acédo fungicida a partir da concentragdo 12,5% (DFM -
diluicdo fungicida minima) enquanto o hipoclorito de sbédio 2,5%
apresentou atividade fungicida desde a concentracao 6%.

Cardoso et al. (2010) avaliaram in vitro a agao do extrato
glicélico de gengibre como solugao irrigadora e MIC sobre E. faecalis, C.
albicans, E. coli e endotoxinas concluindo que o gengibre apresentou
atividade antimicrobiana, foi capaz de diminuir significantemente
endotoxinas, mas ndo foi capaz de neutraliza-las completamente.
Resultados semelhantes foram observados por Maekawa et al. (2010).

Chung (2011) e Cardoso (2011) avaliaram in vivo a
efetividade do extrato glicolico de gengibre como solugao irrigadora em
dentes com infecgbes endodonticas primarias e secundarias

apresentando resultados semelhantes ao hipoclorito de sédio 1%.
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Chung (2011) teve como  objetivo  detectar
microrganismos e avaliar in vivo a agao do extrato glicolico de gengibre
20%, do hipoclorito de sédio 1% e da clorexidina gel 2% como
substancias quimicas auxiliares e da medicagéo intracanal de hidréxido
de calcio sobre microrganismos e endotoxinas em dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical. Para isso, 36 pacientes portadores de dente
com necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente foram
submetidos ao tratamento endoddntico e divididos de acordo com a
substancia quimica auxiliar utilizada durante a instrumentagéo. Foram
realizadas coletas do conteudo do canal radicular apdés a abertura do
dente, apOs a instrumentacdo e, apdés 14 dias da agdo da medicagao
intracanal. Para todas as coletas foram realizados os seguintes testes:
avaliagdo da atividade antimicrobiana pela contagem de UFC/mL e
método molecular — PCR e analise da quantidade de endotoxina
verificada pelo lisado de amebdcitos de Limulus. A instrumentagdo com
as substancias testadas reduziram significativamente microrganismos e
endotoxinas dos canais radiculares. A utilizagdo da medicagao intracanal
nao foi capaz de potencializar os efeitos antimicrobianos nem sobre
endotoxinas. Pbde-se concluir que a instrumentacdo utilizando extrato
glicélico de gengibre foi eficiente tanto em reduzir microrganismos quanto
endotoxinas dos canais radiculares. A medicacao intracanal de Ca(OH);
nao foi capaz de potencializar a neutralizagdo de endotoxinas apds
instrumentacao.

Cardoso (2011), detectou espécies bacterianas e
quantificou endotoxinas em canais radiculares com insucesso
endodoéntico e presencga de les&o periapical, correlacionando-os com 0s
sinais e sintomas clinicos e, avaliar a agdo do hipoclorito de sédio 1% e
extrato glicolico de gengibre 20% sobre estes microrganismos e
endotoxinas. Foram selecionados para o estudo dez dentes tratados
endodonticamente com lesdes periapicais persistentes que foram

divididos de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada durante a



41

instrumentacao: hipoclorito de so6dio 1% e extrato glicolico de gengibre
20% intercalado com solugao salina fisiolégica. Foram realizadas coletas
do conteudo do canal radicular imediatamente ap6s a desobturagdo do
dente, imediatamente apds a instrumentacéo e, imediatamente apds 14
dias da agdo da medicagao intracanal de hidroxido de calcio. Para todas
as coletas foram realizados avaliagdo da atividade antimicrobiana por
cultura microbiolégica e através do método molecular — PCR;
quantificacédo de endotoxinas verificada pelo lisado de amebocitos de
Limulus. Os resultados mostraram que tanto a instrumentagdo quanto a
medicacédo intracanal foram capazes de reduzir a quantidade de
microrganismos e de endotoxinas, independente da solugéo utilizada. No
entanto, endotoxinas ndo foram completamente neutralizadas. Espécies
de E. faecalis, T. denticola, T. forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis, P.
nigrescens, P. intermedia, P. micra foram detectadas nos canais
radiculares. Observou-se correlagdo positiva entre a quantidade de
endotoxinas e o diametro das lesbes. Concluiu-se que as substancias
testadas foram eficazes na reducao de microrganismos e de endotoxinas.

Em 2013, Valera et al. avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana de substancias quimicas auxiliares e extratos naturais
sobre C. albicans e E. faecalis inoculados em canais radiculares. Setenta
e duas raizes de dentes humanos foram contaminados com C. albicans e
E. faecalis por 21 dias. Os grupos foram divididos de acordo com a
substancia quimica auxiliar utilizada: hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina
gel 2%, 6leo de mamona, extrato glicélico de Aloe Vera e extrato glicolico
de gengibre 20%. As amostras dos canais radiculares foram coletadas em
diferentes intervalos: 21 dias ap6s a contaminagdo, apdés a
instrumentacao e 7 dias apos a instrumentag&o. Amostras microbiolégicas
foram cultivadas em meio de cultura e incubagdo a 37 °C durante 48
horas. Concluiu-se que o hipoclorito de sbédio 2,5% e clorexidina gel 2%

foram mais eficazes na eliminagao de C. albicans e E. faecalis, seguido
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do 6leo de mamona e extrato glicolico de gengibre. O extrato de Aloe
Vera ndo mostrou atividade antimicrobiana.

Ainda em 2013, Maekawa et al. avaliaram a eficacia de
medicagbes intracanais contra C. albicans, E. faecalis, E. coli e suas
endotoxinas em canais radiculares. Apos 28 dias de contaminagao, os
canais foram instrumentados e divididos de acordo com a medicagao
intracanal utilizada: Hidroxido de calcio + solu¢do salina, clorexidina gel
2%, hidroxido de calcio + clorexidina gel 2%, extrato glicolico de propolis
12%, hidroxido de calcio + extrato glicolico de propolis 12%, extrato
glicolico de gengibre 20%, hidréoxido de calcio + extrato glicélico de
gengibre 20%. As amostras dos canais radiculares foram coletadas em
diferentes intervalos: 28 dias ap6s a contaminagdo, apdés a
instrumentacédo, 14 dias apos a utilizagcao das medicagdes intracanais e 7
dias ap6s a remocdo das medicagbes intracanais. Amostras
microbioldgicas foram cultivadas em meio de cultura e incubacgdo a 37°C
durante 48 horas. Quantificagdo de endotoxinas foi realizado pelo teste
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus. Concluiu-se que todas
as medicagbes intracanais testadas foram capazes de eliminar
microrganismos dos canais radiculares e reduzir os niveis de endotoxinas.
O hidréxido de calcio foi a medicagao mais eficaz na neutralizagcdo de
endotoxinas, no entanto, menos eficaz na eliminacao de C. albicans e E.
faecalis, exigindo a utilizagdo de combinagcbes de medicamentos para
obteng¢ao de maior sucesso na terapia endodéntica.

2.5 Radiografias periapicais x Tomografias computadorizadas de
feixe conico na destruicdao 6ssea periapical

A diminuig&do gradual da densidade mineral 6ssea causada
pela periodontite apical aparece na radiografia como uma area radiolucida

em torno do apice radicular (Bender, 1997; Bender, Seltzer, 2003). A
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deteccdo desta radiolucéncia periapical e as mudangas ao longo do
tempo em seu tamanho (volume) desempenham um papel significativo na
decisao de um plano de tratamento. O tamanho da radiolucéncia
periapical antes e apd6s o tratamento endoddntico é rotineiramente
comparado usando radiografias periapicais (RP) em duas dimensdes
(2D). No entanto, estudos in vitro e in vivo confirmaram que a RP é de uso
limitado para detectar radiolucéncia periapical (Bender, 1997; Paula Silva
et al., 2009) uma vez que a sensibilidade desse método é falho, devido a
sobreposicao dos tecidos adjacentes, a espessura do osso cortical
sobrejacente, ou principalmente a falta de capacidade deste método para
avaliar a profundidade (vestibulo-lingual) de uma lesdo periapical
(Stavropoulos, Wenzel, 2007; Low et al., 2008; Bornstein et al., 2011; Tsai
etal., 2012).

Dessa forma, a reconstru¢cdo de um espaco anatémico em
3 dimensdes (3D) com uma dose relativamente baixa de radiagéo tornou-
se possivel através da tomografia computadorizada de feixe cénico
(TCFC) (Hirsch et al., 2008; Pauwels et al., 2012). A TCFC é uma
tecnologia que vem se aproximando do cirurgido-dentista, objetivando
suprir as limitagbes radiograficas durante os passos operatérios (Durack,
Patel, 2012). A aplicagdo do exame tomografico permite desvendar toda a
composicdo do elemento dentario, necessario para o planejamento do
tratamento endodéntico (Bornstein et al., 2011; Cheng et al., 2011). Em
imagens de TCFC é possivel distinguir qual a raiz ou raizes estao
envolvidos na lesdo periapical, assim como a sua localizagao exata e seu
volume (Stavropoulos, Wenzel 2007; Paula-Silva et al., 2009; Bornstein et
al., 2012).

Paula-Silva et al. (2009) compararam os resultados de
tratamentos endodonticos por RP e TCFC. Noventa e seis raizes de
dentes de caes foram utilizadas e divididas em quatro grupos (n = 24). No
grupo 1, os tratamentos endoddnticos foram realizados em dentes
portadores de polpa viva. Nos grupos 2 a 4 os canais radiculares foram
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infectados até formacao de periodontite apical confirmada por radiografia.
Raizes com periodontite apical foram tratados por sessao unica (grupo 2),
duas sessbes (grupo 3), e ndo tratada (grupo 4). A area radiolucida nas
RP e volume de lesdes através do uso de TCFC foram medidas antes e
apo6s 6 meses do tratamento endoddntico. Nos grupos 1, 2 e 3, um
resultado favoravel (lesbes ausente ou reduzida) foi mostrado em 57
raizes (79%) através do uso de RP, e apenas em 25 raizes (35%)
utilizando exames tomograficos. Os resultados mostram superioridade da
TCFC para deteccéo de leséo periapical quando comparado com RP.

Ordinola-Zapata et al. (2011) avaliaram a influéncia das
RP, medidas de segmentacao (cortes sagital e coronal) e volumetria das
TCFC para determinacéo da destruicdo 6ssea periapical. Enterococcus
faecalis foram inoculados em 30 canais radiculares de dois caes a fim de
induzir periodontite apical. Apés 60 dias, os canais radiculares de 15
raizes distais foram submetidos ao tratamento endodéntico. Os canais
radiculares das raizes mesiais foram utilizadas como controle (sem
tratamento). A destruicdo 6ssea foi avaliada apds 6 meses utilizando RP e
TCFC (cortes sagital e coronal). Apds o periodo experimental, a area das
lesdes nas RP e seccdes das TCFC foram medidas em mm? usando o
software ImageTool e medida das volumetrias foram realizadas utilizando
o software OsiriX. Os resultados mostraram a presenga de periodontite
apical crénica em todos os dentes inoculados com E. faecalis. RP,
secgdes coronais da TCFC e dados volumétricos evidenciaram menor
destruicdo 6ssea em dentes tratados, em comparagédo ao grupo controle.
Os resultados evidenciaram que embora no corte sagital das TCFC
apresentaram valores semelhantes de destruicdo 6ssea em dentes
tratados e néo tratados, os dados tomograficos volumétricos mostraram
que as lesbes periapicais de canais radiculares com tratamento
endodéntico tinha metade do volume de lesbes periapicais.

Metska et al. (2013) avaliaram por TCFC as mudancas

volumétricas de radiolucéncia periapical em dentes tratados
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endodonticamente 1 ano apds o retratamento endoddntico. Quarenta e
cinco dentes tratados e com presencga de periodontite apical persistente
exigindo retratamento endodéntico foram incluidos no estudo. Foram
realizados dois exames tomograficos para cada paciente, o primeiro antes
de retratamento e o segundo um ano depois. Dois observadores
independentes mediram o volume de radiolucéncia em imagens de TCFC,
utilizando o Software AMIRA. O coeficiente de correlagéo intraclasse foi
utilizado para avaliar a concordéncia entre observadores e o teste de
Wilcoxon foi utilizado para avaliar o tamanho do volume pré-tratamento e
pos-tratamento. Os coeficientes de correlagéo intraclasse foram 0,994 e
0,998 para os exames antes de retratamento e apoés 1 ano,
respectivamente. A mudancga volumétrica em radiolucéncia periapical 1
ano apods o retratamento foi estatisticamente significativa. O volume de
radiolucéncia periapicais foram reduzidas em 20 dentes (57%), manteve-
se inalterada em 8 (23%), e um aumento em 7 (20%). Os autores
concluiram que apo6s 1 ano do retratamento endoddntico, o volume de
radiolucéncia periapicais foram significativamente reduzidos em 57% dos
dentes.

Van der Borden et al. (2013) avaliaram as mudangas no
tamanho das lesbes apds tratamentos endoddénticos, e as lesbes foram
medidas tanto em RP como em TCFC. Os autores relataram
concordancia de 54,9% entre os resultados dos dois métodos de
avaliacdo. Concluiram que as mudangas no tamanho da lesao
determinadas por TCFC e RP sao diferentes e, portanto, o resultado
radiografico determinado com RP poderia ser falso positivo.

Em um estudo recente, Abella et al. (2014) avaliaram a
presenca ou auséncia de radiolucéncia periapical em dentes
unirradiculares com necrose pulpar através de RP digitais e TCFC. Os
resultados mostraram que as TCFC revelaram maior radiolucéncia

quando comparadas as RP digitais.
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Desta forma, os exames tomograficos produzem imagens a
partir de secgao da estrutura de interesse e possuem trés vantagens
basicas em relacdo as radiografias convencionais: apresenta exame
tridimensional em uma sequéncia de cortes finos, com auséncia de
sobreposicao (Patel et al.,, 2007), possui sensibilidade acurada na
identificacéo de tecidos (Cheng et al., 2011) e facilita a manipulagéo de
imagem apdés aquisicdo, permitindo aumento de brilho, nitidez, realce de
bordos e contraste. O volume de imagens captadas pelo aparelho e
transportadas para o software permite uma completa visualizacdo da
anatomia de cada elemento dentario e area circundante, capacitando a
quantificagdo do tamanho real (Cheng et al., 2011; Durack, Patel, 2012).



3 PROPOSICAO

a) Investigar e quantificar endotoxinas nas infecgbes

endodonticas primarias através do método de LAL;
realizando monitoramento dos niveis de endotoxinas
(EU/mL) e carga microbiana (UFC/mL) antes do
tratamento, apds o preparo biomecanico e apds o
uso das medicagbes intracanais: hidroxido de calcio
P.A.; hidroxido de calcio P.A. associado ao extrato
glicélico de gengibre 20% e hidroxido de calcio P.A.

associado a clorexidina gel 2%;

b) Relacionar os niveis de endotoxinas (EU/mL) e carga

microbiana (UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e
volumetria da lesdo periapical (mm?®) através do uso
de TCFC;

c) Relacionar os niveis de endotoxinas (EU/mL) e carga

microbiana (UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e
volumetria dos canais radiculares (mm?®) por meio da
TCFC;

d) Comparar medidas das lesdes periapicais utilizando

TCFC em diferentes planos (longo eixo do dente e
plano da maxila) com RP.



4 MATERIAL E METODOS

Para facilitar o entendimento das metodologias propostas,
esta secdo foi subdividida de acordo com os objetivos impostos na
proposicao.

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP (ANEXO A).

4.1 Monitoramento do tratamento endoddntico e efetividade das
diferentes medicagées intracanais na desinfeccao dos canais
radiculares em dentes com infec¢ao endodoéntica primaria

4.1.1 Selegao de pacientes

Para a realizacdo da presente pesquisa foram
selecionados 30 dentes de pacientes encaminhados para a Clinica de
Endodontia do Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos (UNESP) com necessidade de
tratamento endoddntico em dentes portadores de necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical (Figura 1). Foi realizada anamnese,
selecionando pacientes com condigdes favoraveis de saude, local e
sistémica. Os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, aceitando fazer parte do estudo e também em cumprir as
condicdes estabelecidas para a pesquisa (APENDICE A).
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Figura 1 — Radiografias periapicais de dentes com necrose pulpar e presenga de lesdo
periapical com indicag&o de tratamento endodéntico.

4.1.2 Selecao dos casos

Os 30 dentes de pacientes foram selecionados seguindo
critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos. Foram excluidos da
pesquisa dentes com doencga periodontal, fratura radicular, exposi¢cao da
camara pulpar, pacientes que fizeram utilizacdo de antifungicos e
antibiéticos (nos ultimos 3 meses), impossibilidade de isolamento absoluto
e de insercao do cone de papel no canal radicular em seu comprimento

de trabalho.

4.1.3 Intervencao Odontolégica

Todos os instrumentais e materiais utilizados nesta
pesquisa foram submetidos a esterilizacdo por radiagdo gama com
cobalto 60 (dose 20 KGy por 6 horas) pela Embrarad (Empresa Brasileira
de Radiacdo, Cotia, SP, Brasil) e todos os passos subsequentes foram
realizados de forma asséptica. Inicialmente os pacientes foram
submetidos a anestesia, isolamento absoluto seguido de profilaxia com
pasta profilatica (Vigodent S/A Industria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ,
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Brasil) e escova de Robinson (Microdont — Micro Usinagem de Precisédo
Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil). Apés, os dentes foram lavados com solugéo
salina fisiologica (Laboratério Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil) e um
vedamento da interface coroal/lencol foi feito utilizando uma barreira fisica
de resina fotopolimerizavel (Top Dam — FGM Produtos Odontologicos,
Joinville, SC, Brasil). Em seguida, foi realizada desinfeccdo do campo
operatério utilizando swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu,
China) estéreis umedecidos em agua oxigenada 30 volumes (Byoférmula,
Sao José dos Campos, SP, Brasil) seguido de hipoclorito de sédio 5,25%
(Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil). Para evitar a
contaminagdo quimica do canal radicular com essa solugdo e a
interferéncia com a cultura microbiolégica, foi realizada a neutralizagdo do
hipoclorito com o tiossulfato de so6dio 5% (Byoférmula, S&do José dos
Campos, SP, Brasil). Realizou-se abertura coronaria com auxilio de
brocas acionadas em alta rotagdo, sob refrigeragdo com solugéo salina
fisiolégica apirogénica (Figura 2). Terminada a abertura coronaria, foi
realizada a 12 coleta do conteudo do canal radicular.

Figura 2 — Sequéncia da intervengao odontoldgica. A) anestesia infiltrativa; B) isolamento
absoluto; C) profilaxia; D) vedamento interface dente/lencol; E) desinfeccdo do campo
operatério; F) abertura coronaria com irrigagdo com solugédo salina fisiolégica estéril e
apirogénica.
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4. 1.4 Coletas do canal radicular

Para a coleta de amostras do canal radicular, 4 cones de
papel absorventes (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petropolis, RJ,
Brasil) apirogénicos foram introduzidos um de cada vez no interior do
canal radicular respeitando-se o comprimento pré-odontométrico (CPO =
comprimento aparente radiografico subtraido em 2 mm) permanecendo
nesta posi¢ao por 60 segundos. O primeiro cone de papel introduzido no
canal radicular foi armazenado em tubo tipo eppendorf (1,5 mL) (Axygen
INC, Union City, CA, USA) estéril e apirogénico contendo 1 mL de agua
apirogénica (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO,
Brasil) para posterior analise de endotoxinas. Os proximos 3 cones de
papel foram armazenados em tubo tipo eppendorf (1,5 mL) esterilizado
contendo VMGA Il para posterior analise microbiolégica (Figura 3).

/

Agua Apirogénica
Y

< Endotoxina

VMGA llI

L 4

\_ Microbioldgico

Figura 3 — Coletas do conteudo do canal radicular: 1° cone de papel armazenado em 1
mL de agua apirogénica e 3 cones de papel armazenados em 1 mL de VMGA llL.
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4.1.5 Preparo biomecanico

Apds a primeira coleta, foi realizada neutralizagdo do
conteudo séptico do canal radicular e concomitante preparo biomecanico
utilizando hipoclorito de sédio 2,5% (Byoférmula, Sdo José dos Campos,
SP, Brasil) como solugéo irrigadora. O comprimento de trabalho (CT) foi
determinado radiograficamente e com o uso do localizador apical Root ZX
Il (J. Morita Brasil Imp. E Distrib. Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil); 1 mm
aquém do comprimento total do dente. Em seguida, foi realizado o
preparo apical com a utilizacdo do kit 701 e 702 do Sistema Rotatorio
Mtwo (RomiBras LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) conforme orientagédo
do fabricante. Todos os canais radiculares foram desbridados a nivel
foraminal até lima Kerr #30.

Durante todo o preparo, o canal foi irrigado com 5 mL de
hipoclorito de sédio 2,5% a cada troca de instrumento. Ao final do preparo
biomecanico, para neutralizagdo da solu¢do de NaOCI, os dentes foram
irrigados com 5 mL de tiossulfato de sodio 5%. Apds, os dentes
receberam irrigacao final com 10 mL de solugao salina fisiologica estéril e
apirogénica e, em seguida, a 22 Coleta foi realizada da mesma forma

descrita anteriormente.

4.1.6 Medicacgao intracanal por 14 dias

Apds a segunda coleta, os canais foram preenchidos com
solugdo de EDTA 17% (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil) durante 3
minutos e lavados com 10 mL de solugao salina fisiolégica apirogénica
para posterior colocagdo da medicacao intracanal (MIC). Os dentes foram
divididos de acordo com a MIC utilizada (Quadro 1) (Figura 4).
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Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais

SOLUGAO ~ N
GRUPOS IRRIGADORA MEDICACAO INTRACANAL PROCEDENCIA
Biodinamica, Ibirapura,
L o - PR, Brasil
Ca(OH), + SS Hidroxido de Calcio + Solugédo
salina fisiologica Laboratério Sanobiol,
Pouso Alegre, MG, Brasil
Biodinamica, Ibirapura,
Ca(OH);+ CLX | Hipoclorito de Hidroxido de Calcio + PR, Brasil
A [v) idi [v)
Sodio 2.5% Clorexidina gel 2% Concepts V - Ultradent
Products, Utah, USA
Biodinamica, Ibirapura,
Ca(OH), + GEN Hidroxido de Calcio + Extrato PR, Brasi
.o : o
glicélico de gengibre 20% Apis Flora, Ribeirao
Preto, SP, Brasil
___A B C
€D
e

Figura 4 — Medicagbes intracanais. A) hidréxido de calcio associado a solugdo salina; B)
hidréxido de calcio associado a clorexidina gel 2%; C) hidréxido de célcio associado ao
extrato glicélico de gengibre 20%.

A associagcédo das medicagdes foi realizada na proporgao
1:1 em volume e levadas ao canal radicular com o auxilio de limas e
lentulo (Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) até
completo preenchimento do canal. Em seguida, os dentes foram selados
inserindo uma camada de coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
seguido de restauragao proviséria com cimento de ionémero de vidro
(S.S. White Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 5).
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Figura 5 — Sequéncia do tratamento endoddntico. A) odontometria; B) preparo
biomecanico utilizando sistema Mtwo; C) irrigagdo com hipoclorito de sodio 2.5% a cada
troca de lima; D) preenchimento do canal com EDTA 17% e irrigagdo com solugdo salina
fisioldgica; E) colocagdo de medicagao intracanal; F) selamento coronario.

A Figura 6 ilustra esquema da primeira sessédo do

tratamento endoddntico o qual o paciente foi submetido.

l Anestesia I— [ Isolamento — Profilaxia ] w= | \edamento do
Isolamento

R g l
| Endotoxina

1*Coleta - e Abertura P Desi(r:\;er;céoo do
i Zo:
|Microbiolégico Coronaria po
\ - / Operatério

Sistema Rotatério Mtwo Neutralizacao
' Odontometria I - == ¥ do Hipoclorito
Neutralizagdo + Preparo Biomecanico de Sédio 2,5%

u
_

o —~
! Endotoxina

Selamento
da = [Medicagéo Intracanal | 4mem § EDTA 17% § == |
2* Coleta

o
|| Microbiolégico

cavidade

Ca(OH), + SS Ca(OH), + CLX Ca(OH), + GEN

Figura 6 — Esquema da 1° sess&o de atendimento clinico.
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Transcorrido o periodo de 14 dias, o paciente foi
novamente submetido a anestesia, isolamento e antissepsia do campo
operatério (semelhante a primeira sessdo de atendimento), remogédo do
selamento coronario, remogdo da MIC com Ilima Kerr #30
(Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) e irrigacéo
com 20 mL de solugdo salina fisiolégica apirogénica. Em seguida, foi
realizada a 3? coleta de forma semelhante as coletas anteriormente

descritas.

4.1.7 Obturagéo dos canais radiculares

Terminada a 3? coleta, os dentes foram inicialmente
preenchidos com solugéo de EDTA 17% durante 3 minutos e lavados com
10 mL de solugcdo salina fisiolégica apirogénica. Os casos que
apresentaram sem dor, sem odor e secos, foram obturados com cones de
guta-percha (Dentsply Maillefer Ind. Com. Ltda. Petropolis, RJ, Brasil) e
cimento obturador AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz). Em
seguida, os dentes foram radiografados para comprovagao de adequado
preenchimento em lateralidade da obtura¢do do canal radicular.

A Figura 7 ilustra esquema da segunda sessédo do
tratamento endodéntico o qual o paciente foi submetido.
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Figura 7 - Esquema da 2° sess&o de atendimento clinico.

4.1.8 Atividade antimicrobiana

Para todas as coletas, a atividade antimicrobiana foi
avaliada pela contagem de unidades formadoras de colénias por mililitro
(UFC/mL) de microrganismos remanescentes no canal radicular. O
eppendorf contendo os 3 cones de papel (amostra matriz) armazenados
em 1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA Il foi agitado até a
dessorgéo do conteudo para facilitar a dispersdo dos microrganismos. Em
seguida, foram realizadas diluicbes seriadas transferindo 100 uyL da
amostra matriz para a diluicido 10" e assim consecutivamente até a
diluicdo 10™ em tubos eppendorf (1,5 mL) contendo 900 uL de Caldo
Infuso Cérebro Coragéo (BHI) (Brain Heart Infusion Broth - HiMedia
Laboratories Pvt. Ltda, Mubai, india) (Figura 8).
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MATRIZ 107 10* 10°

Figura 8 — Diluigdes seriadas a partir da amostra matriz.

Vale ressaltar que anteriormente a realizagcdo do
experimento, foi realizado um estudo piloto para determinar quais seriam
as amostras semeadas para detec¢cdo de microrganismos anaerdbios e
facultativos.

Desta forma, foram semeados 50 yL da amostra matriz
(sem diluicdo) e 50 uL da diluigdo 10° em placas de Petri (Interlab
distribuidora de produtos cientificos, Sao Paulo, SP, Brasil) contendo
Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Neogen Corporation, Michigan, USA),
acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado suplementados por
hemina (5 mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L) (APENDICE B). Essas placas
foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C por 14 dias, para
permitir a detecgdo de microrganismos anaerdbios e facultativos.

O numero de unidade formadora de colénias (UFCs) foi
determinado a partir da contagem do numero de colénias nas placas
analisadas. Para a obtencdo do numero de UFCs presentes na amostra
por mL (amostra inicial) foi necessario multiplicar por 20 ou 20.000 o
numero de UFCs observadas na contagem das placas, dependendo da
diluicdo utilizada. A escolha da placa para contagem de UFCs estava
relacionada a possibilidade de contar de forma individual o numero de
UFCs presentes. Quando nao possibilitado a contagem na amostra inicial,
foi utilizada a diluicédo 107, Ou seja, quando a diluicdo 107 foi escolhida, o
valor correspondente a essa diluicdo € 1000 vezes menor que o inicial (1
mL). A aliquota plaqueada foi de 50 pL, ou seja, 20 vezes menor que 1
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mL. Portanto o fator de multiplicagdo do numero de UFCs obtido seria
20.000.

4.1.9 Quantificagdo de Endotoxinas

Para verificar a neutralizagdo da endotoxina, as amostras
coletadas dos canais radiculares foram submetidas a analise quantitativa
pelo teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus
(cinético QCL - LAL) (Lonza, Walkersville, MD, EUA).

Inicialmente foi realizado uma curva-padrao (APENDICE
C). O controle padrao de endotoxina de Escherichia coli foi reconstituido
com um volume especificado, no certificado de qualidade, da agua
apirogénica. Esta suspensdo contém 50 EU/mL. Foram realizadas
diluicbes a partir deste padrdao de endotoxina em diferentes
concentragbes (50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 EU/mL). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do conteudo do canal radicular
adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocgos, foram
adicionados 100 uL de agua apirogénica (branco da reacao), os padrdes
de endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular e os controles
positivos. A placa foi incubada no leitor cinético QCL a 37 + 1 °C por 10
minutos, o qual estava acoplado a um microcomputador com software
WinkQCL™ especifico para gerenciamento, execugao e emissado de
relatérios. Apos, foram adicionados em cada pog¢o da placa 100 uL do
reagente cinético cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e
ponteiras apirogénicas (Figura 12). Ap6s o inicio do ensaio cinético, o
software da leitora de microplacas monitorava, de forma continua durante
todo o ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada po¢o da microplaca. O

software WinkQCL™ automaticamente calculou uma correlagcéo linear
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log/log do tempo de reagcdo de cada padrao com a concentragdo de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrdo foram

impressos no relatério de impresséo.
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Figura 12 — Quantificagdo de endotoxinas. A) agua apirogénica; B) endotoxina padrao de
E. coli; C) reagente cinético cromogénico do LAL; D) leitor cinético QCL; E) esquema de
montagem da placa de 96 pocos.

4.1.10 Analise Estatistica

Para avaliar o efeito do preparo biomecanico e das
diferentes medicagbes intracanais na redugdo da concentragdo de
unidades formadoras de coldénias e de endotoxinas ao longo das
diferentes etapas do tratamento endodéntico, utilizou-se o teste de
Friedman (p < 0,05). Quando o referido teste indicou significancia

estatistica, foi utilizado o teste pareado de Wilcoxon (p < 0,05).
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4.2 Relagdo dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e carga microbiana
(UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e volumetria da leséao
periapical (mm?®) utilizando TCFC

4.2.1 Seleg¢ao dos casos

Para uma maior padronizagdo das TCFC, foram excluidos
desta etapa seis dentes inferiores, selecionando apenas vinte e quatro
dentes superiores unirradiculares que apresentavam necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical de pacientes atendidos na Clinica de
Endodontia do Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade
de Odontologia de Sdo José dos Campos (UNESP). Os pacientes foram
submetidos a anamnese, selecionando pacientes com condi¢des
favoraveis de saude, local e sistémica.

Foram excluidos da pesquisa dentes com doenga
periodontal, fratura radicular, exposicdo da cadmara pulpar ao meio oral,
pacientes que fizeram utilizagéo de antifungicos e antibioticos (nos ultimos
3 meses), impossibilidade de isolamento absoluto e de inser¢édo do cone
de papel no canal radicular em seu comprimento de trabalho. Os
pacientes incluidos nos estudo assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido, aceitando fazer parte do estudo e também em cumprir
as condicdes estabelecidas para a pesquisa.

Para cada paciente foram anotados dados pessoais,
histéria médica e histéria dentaria (APENDICE D). No exame subjetivo
foram obtidas informagdes sobre a condi¢do atual do dente a ser tratado e
quanto a presenga ou auséncia de dor. No exame objetivo foram
anotados dados tais como a presenca de edema, fistulas, presenca ou
nao de restauracdes, caries e fraturas. Foram realizados testes para
verificar dor a percussao, a palpac¢ao e mobilidade, além da realizagao de

sondagem periodontal. Foram realizadas radiografias periapicais que
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foram padronizadas com uso de posicionadores onde constatou-se a
presenca de lesdo periapical.

Todas essas caracteristicas clinicas referentes ao dente
investigado foram anotadas na ficha clinica de cada paciente.

Em seguida, os pacientes foram submetidos a TCFC
Classic I-Cat (Imaging Science International, Hatchfield, EUA) na regido
dos dentes selecionados, antes da intervengao odontologica, confirmando
a presenca de destruicdo 6ssea periapical.

4.2.2 Procedimentos de amostragem

Todos os passos da intervencdo odontolégica foram
realizados de forma asséptica e todos os instrumentais utilizados foram
submetidos a esterilizagdo por radiagcdo gama com cobalto 60 (dose 20
KGy por 6 horas) pela Embrarad (Empresa Brasileira de Radiagéo, Cotia,
SP, Brasil). Os pacientes foram submetidos a anestesia, isolamento
absoluto seguido de profilaxia com pasta profilatica (Vigodent S/A
Industria e Comeércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson
(Microdont — Micro Usinagem de Preciséo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Em seguida, os dentes foram lavados com solugdo salina fisiologica
(Laborat6rio Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil) e foi realizado um
vedamento da interface coroa/lencol utilizando barreira fisica de resina
fotopolimerizavel (Top Dam — FGM Produtos Odontologicos, Joinville, SC,
Brasil). Apéds, foi realizada desinfecgdo do campo operatorio utilizando
swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu, China) estéreis
umedecidos em agua oxigenada 30 volumes (Byoférmula, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) seguido de hipoclorito de sédio 5,25% (Byoférmula,
Sao José dos Campos, SP, Brasil) e neutralizagdo do hipoclorito com o
tiossulfato de sédio 5% (Byoférmula, S&do José dos Campos, SP, Brasil).



62

Foi realizada abertura coronaria com auxilio de brocas acionadas em alta
rotacdo, sob refrigeracdo com solugdo salina fisiologica apirogénica.
Terminada a abertura coronaria, foi realizada a coleta do conteudo do
canal radicular.

Para a coleta de amostras do canal radicular, 4 cones de
papel absorventes (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petropolis, RJ,
Brasil) apirogénicos foram introduzidos um de cada vez no interior do
canal radicular respeitando-se o comprimento pré-odontométrico (CPO =
comprimento aparente radiografico subtraido em 2 mm) permanecendo
nesta posigao por 60 segundos. O primeiro cone de papel introduzido no
canal radicular foi armazenado em tubo tipo eppendorf (1,5 mL) (Axygen
INC, Union City, CA, USA) estéril e apirogénico contendo 1 mL de agua
apirogénica (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO,
Brasil) para posterior analise de endotoxinas. Os proximos 3 cones de
papel foram armazenados em tubo tipo eppendorf (1,5 mL) esterilizado
contendo VMGA 1l para posterior analise microbioldgica.

4.2.3 Analise microbiologica (UFC/mL)

Foi agitado até a completa dessorgdo do conteudo para
facilitar a dispersao dos microrganismos, o eppendorf contendo os 3
cones de papel armazenados em 1 mL de meio de transporte pre-
reduzido VMGA Il. Apos, foram realizadas diluicdes seriadas até 107
Foram semeados 50 pyL da amostra matriz e 50 pL da diluicdo 10° em
placas de Petri (Interlab distribuidora de produtos cientificos, Sdo Paulo,
SP, Brasil) contendo Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Neogen
Corporation, Michigan, USA), acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado suplementados por hemina (5 mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L).

Essas placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C por 14
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dias, para permitir a deteccdo de microrganismos anaerdbios e
facultativos.

4.2.4 Quantificagdo de endotoxinas (EU/mL)

Para verificar os niveis de endotoxinas existentes, foi
utilizado o teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus
(analise quantitativa) (Lonza, Walkersville, MD, EUA).

Inicialmente foi realizado uma curva-padrao. O controle
padrao de endotoxina de Escherichia coli foi reconstituido com um volume
especificado, no certificado de qualidade, de agua apirogénica. Esta
suspensdo contém 50 EU/mL. Foram realizadas diluicdes a partir deste
padrao de endotoxina em diferentes concentragbes (50; 5; 0,5; 0,05;
0,005 EU/m).

Em uma placa apirogénica de 96 pocgos, foram
adicionados 100 uL de agua apirogénica (branco da reacao), os padrdes
de endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular e os controles
positivos. A placa foi incubada no leitor cinético QCL a 37 + 1 °C por 10
minutos, o qual estava acoplado a um microcomputador com software
WinkQCL™ especifico para gerenciamento, execugao e emissado de
relatérios. Apos, foram adicionados em cada pog¢o da placa 100 uL do
reagente cinético cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e
ponteiras apirogénicas. ApoOs o inicio do ensaio cinético, o software da
leitora de microplacas monitorava, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada pogo da microplaca. O leitor
determinou o tempo necessario para aumentar a absorbéncia de cada
poco a 0.200 unidades de absorbancia, que foi denominado tempo de
reacdo. O software WIinkQCL™ automaticamente calculou uma
correlacéo linear log/log do tempo de reacdo de cada padréao com a
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concentracdo de endotoxina correspondente. Os parametros da curva-

padrao foram impressos no relatério de impressao.

4.2.5 Volumetria da lesao periapical

As TCFC realizadas antes do tratamento endodontico
foram submetidas a medidas através da volumetria da lesdo periapical.
Os exames tomograficos foram realizados na Clinica Tomoface (S&o José
dos Campos, SP, Brasil). Para a aquisigdo do volume da TCFC, o plano
de oclusdo do paciente foi orientado paralelamente ao plano horizontal
(correspondente ao plano axial) de acordo com o protocolo recomendado
pelo fabricante. Todos os exames foram feitos usando o tomografo
Classic I-Cat (Imaging Science International, Hatchfield, EUA) com 6 cm
de campo de visdo ou FOV (field of view), voxel isotropico de 0,25 mm,
120 kVp, 36,15 mAs e 12 bits de profundidade de escala de cinza. Todos
os exames foram trabalhados em formato DICOM (Digital Image and
Comunication in Medicine) e lidos em software especifico. Os dados
DICOM de cada varredura foram salvos em arquivos separados, e, em
seguida, importados e avaliados com o software Nemotec® (Nemotec®,
Madrid, Espanha).

O processo de segmentacao e as medi¢gdes volumétricas
no software Nemotec® foram feitas baseadas no seguinte protocolo com
orientagcéo do plano da maxila para a referéncia dos cortes:

a) De posse da tela de reconstrugdo multiplanar
(MPR) foi realizado o posicionamento das
coordenadas “X”, “Y” e “Z” nos planos axial,
sagital e coronal, de acordo com a arcada

superior: corte axial — orientado com o plano
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intermaxilar alinhado ao sagital; corte sagital —
orientado pelo plano maxilar formado pela
espinha nasal anterior com a posterior,
posicionado paralelamente ao plano horizontal; e
corte coronal — orientado com a base da
cavidade nasal paralela com o plano horizontal;
sendo que todos os cortes deveriam passar pela
regido de maior dimensdo da lesédo periapical
(Figura 13);

Plano Axial

Plano Sagital

Plano Coronal

Figura 13 — Reformatagéo da imagem para o plano da maxila, utilizando as ferramentas
de posicionamento do software Nemotec®.

b) Realizagdo da segmentagédo 2D e medidas das

lesbes periapicais (corte axial: medidas antero-
posterior e vestibulo-palatina; corte sagital:
medidas vestibulo-palatina e supero-inferior; corte
coronal: medidas supero-inferior e antero-
posterior) em todos os 3 planos para determinar a
area radiolucida que delimita a leséo (Figura 14);
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Figura 14 — Imagem da TCFC da verificagdo pré-operatéria transferidas para o software
Nemotec® e segmentacdo 2D da lesdo periapical nos diferentes planos de corte. A)
plano axial: em vermelho - medida antero-posterior, em amarelo — medida vestibulo-
palatina; B) plano sagital: em vermelho — medida vestibulo-palatina, em amarelo —
medida supero-inferior; C) plano coronal: em vermelho — medida supero-inferior, em
amarelo — medida antero-posterior; D) imagem 3D da arcada dentaria superior.

c) Apds a criagao das medidas nos planos de corte,

sagital, coronal e axial, foi determinado um
poligono que abrangesse todo o limite da lesao,
com margem de segurancga, para a formatacao da
reconstrugdo 3D da radiolucéncia periapical, com
tolerancia de 350 HU (Hounsfield Unit). A escolha
do numero de tolerancia de leitura para a geracéo
do volume deu-se baseado em um estudo piloto
no qual se testou diferentes op¢des de HU, sendo
de consenso entre o radiologista e o endodontista
o valor que melhor representava a lesdo (Figura
15);

d) Inspecionou-se os limites da leséo para verificar

se estava contemplada no poligono gerado e

corrigiu-se quando necessario;
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e) Utilizou-se a opgdo “detectar volume” do
software para automaticamente calcular o
volume da leséo;

f) Com a obtencdo do volume, gerado em cm?,
conseguiu-se duas medidas de area, sendo a

minima sessao e a sessdo axial da lesdo.

Figura 15 — Imagem da TCFC da verificagdo pré-operatéria transferidos para o software
Nemotec® apds criagdo das medidas nos diferentes planos de corte, formando um
poligono que abrangesse todo o limite da les&do. A) plano axial; B) plano sagital; C) plano
coronal; D) reconstru¢do 3D da radiolucéncia periapical.

Dois examinadores independentes (um endodontista e um
radiologista) avaliaram todos os exames. O volume de cada radiolucéncia
periapical foi medido pelo radiologista e confirmado pelo endodontista
seguindo o mesmo procedimento de segmentagao no software Nemotec®
e salvos em um arquivo do Programa Microsoft Office Excel.

Foram realizadas tabelas contendo dados dos dentes
selecionados, tais como volumetria da lesdo periapical utilizando TCFC
(mm?®), niveis de endotoxinas e microrganismos, e sinais / sintomas
clinicos como dor prévia, sensibilidade a palpagdo e a percusséo,
presenca de fistula e exsudato.
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4. 2.6 Analise Estatistica

Foram testadas possiveis relagbes entre os niveis de
endotoxinas (EU/mL) e unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) em
dentes com necrose pulpar com a volumetria (mm?®) da destruigio dssea
periapical obtidas através das TCFC por meio da correlagdo de Pearson e
de modelos de predicdo baseados em regressao linear simples e
multivariavel.

Foi utilizado o teste one-way ANOVA para verificar a
diferenca de volumetria da lesdo (mm®) de acordo com os diferentes
sinais e sintomas clinicos. Ainda, para comparacdo entre os niveis de
UFC/mL com todas as condi¢des da coroa foi utilizado o teste de Mann-
Whitney.

4.3 Relagdo dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e carga microbiana
(UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e volumetria (mm? de
canais radiculares com infecgdo endoddntica primaria

Para uma maior padronizagdo das TCFC, foram excluidos
desta etapa seis dentes inferiores e quatro pré-molares superiores,
selecionando apenas vinte dentes superiores e unirradiculares
diagnosticados com necrose pulpar e presenca de lesdo periapical de
pacientes atendidos na Clinica de Endodontia do Departamento de
Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos (UNESP) foram incluidos na pesquisa. Os pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido, aceitando fazer parte do
estudo e também em cumprir as condi¢cbes estabelecidas pela mesma.
Foram excluidos da pesquisa dentes com doenca periodontal, fratura

radicular, exposicdo da camara pulpar, pacientes que fizerem utilizagcao
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de antifungicos e antibidticos nos ultimos 3 meses, impossibilidade de
isolamento absoluto e de insergéo do cone de papel no canal radicular em
seu comprimento de trabalho.

Para cada paciente selecionado, foram anotados dados
pessoais, histéria médica e historia dentaria. No exame subjetivo foram
obtidas informagbes sobre a condigdo atual do dente a ser tratado e
quanto a presenga ou auséncia de dor. No exame objetivo foram
anotados dados tais como a presenca de edema, fistulas, presenca ou
nao de restauracdes, caries e fraturas. Foram realizados testes para
verificar dor a percussao, a palpacao e mobilidade, além da realizagao de
sondagem periodontal.

Todas essas caracteristicas clinicas referentes ao dente
investigado foram anotadas na ficha clinica de cada paciente.

Os pacientes selecionados foram submetidos a TCFC
Classic I-Cat (Imaging Sciences International, Hatchfield, EUA) na regido
dos dentes em estudo, antes da intervengao odontologica, diagnosticando
o volume do canal radicular antes do preparo endoddntico (preparo
cervical e batente apical).

Apds, iniciou-se o tratamento endoddntico propriamente
dito. Todos os instrumentais utilizados nesta pesquisa foram submetidos a
esterilizagdo por radiacdo gama com cobalto 60 (dose 20 KGy por 6
horas) pela Embrarad (Empresa Brasileira de Radiag¢édo, Cotia, SP, Brasil)
e todos os passos do tratamento foram realizados de forma asséptica. Os
pacientes foram submetidos a anestesia, isolamento absoluto seguido de
profilaxia com pasta profilatica (Vigodent S/A Industria e Comércio, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson (Microdont — Micro Usinagem
de Preciséo Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil). Apos, os dentes foram lavados
com solugdo salina fisioldégica (Laboratério Sanobiol, Pouso Alegre, MG,
Brasil) e um vedamento da interface coroa/lencol foi feito utilizando uma
barreira fisica de resina fotopolimerizavel (Top Dam — FGM Produtos
Odontolégicos, Joinville, SC, Brasil). Em seguida, foi realizada
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desinfecgdo do campo operatério utilizando swabs (Jiangsu Medical
Materials Co. Ltda, Jiangsu, China) estéreis umedecidos em agua
oxigenada 30 volumes (Byoférmula, Sao José dos Campos, SP, Brasil)
seguido de hipoclorito de soédio 5,25% (Byoférmula, Sado José dos
Campos, SP, Brasil) e tiossulfato de sodio 5% (Byoférmula, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil). Foi realizada abertura coronaria com auxilio de
brocas acionadas em alta rotagc&o, sob refrigeracdo com solugao salina
fisiologica apirogénica. Terminada a abertura coronaria, foi realizada a
coleta do conteudo do canal radicular.

Quatro cones de papel absorventes (Dentsply Maillefer
Ind. E Com. Ltda, Petropolis, RJ, Brasil) apirogénicos foram introduzidos
um de cada vez no interior do canal radicular respeitando-se o
comprimento pré-estabelecido (comprimento aparente radiografico
subtraido em 2 mm) permanecendo nesta posi¢édo por 60 segundos. O
primeiro cone de papel introduzido no canal radicular foi armazenado em
tubo tipo eppendorf (1,5 mL) (Axygen INC, Union City, CA, USA) estéril e
apirogénico contendo 1 mL de agua apirogénica (Equiplex Industria
Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) para posterior analise de
endotoxinas. Os préximos 3 cones de papel foram armazenados em tubo
tipo eppendorf (1,5 mL) esterilizado contendo VMGA Ill para posterior

analise microbiologica.

4.3.1 Procedimentos de cultura microbiana

Eppendorfs contendo 900 pL de Caldo Infuso Cérebro
Coracao (Brain Heart Infusion Broth) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda,
Mubai, india) foram preparados para a realizacdo de diluicdes seriadas.
Inicialmente o eppendorf contendo os 3 cones de papel armazenados em
1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA IlIlI foi agitado até a
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dessorcéo do conteudo para facilitar a dispersdo dos microrganismos. Em
seguida, foi transferido 100 pL da amostra matriz para a diluigdo 107,
agitada a amostra 107 e transferida 100 uL para a diluicdo 107,

Foram semeados 50 pyL da amostra matriz e 50 yL da
diluigdo 10 em placas de petri contendo Fastidious Anaerobe Agar (FAA
— Neogen Corporation, Michigan, USA), acrescido de 5% de sangue de
carneiro desfibrinado suplementados por hemina (5 mg/L) e vitamina K1
(1 mg/L). Essas placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C
por 14 dias, para permitir a deteccdo de microrganismos anaerdbios e
facultativos.

4.3.2 Quantificagdo de endotoxinas

Para verificagdo dos niveis de endotoxinas, foi utilizado o
teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (analise
quantitativa) (Lonza, Walkersville, MD, EUA). Em uma placa apirogénica
de 96 pocgos, foram adicionados 100 uL de agua apirogénica (branco da
reacdo), os padrdes de endotoxina, as amostras coletadas do canal
radicular e os controles positivos. A placa foi incubada no leitor cinético
QCL a 37 + 1 °C por 10 minutos, o qual estava acoplado a um
microcomputador com  software  WinkQCL™  especifico para
gerenciamento, execugao e emissdo de relatérios. Apos, foram
adicionados em cada pogo da placa 100 uL do reagente cinético
cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e ponteiras
apirogénicas. Apos o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorava, de forma continua durante todo o ensaio, a
absorbancia a 405 nm em cada pogo da microplaca. O leitor determinou
o tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada pogo a 0.200

unidades de absorbancia, que foi denominado tempo de reag&o. O
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software WinkQCL™ automaticamente calculou uma correlacéo linear
log/log do tempo de reagdo de cada padrdo com a concentragcao de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrdo foram

impressos no relatério de impresséo.

4.3.3 Volumetria dos canais radiculares (mm?®)

Os exames tomograficos foram realizados na Clinica
Tomoface (Séo José dos Campos, SP, Brasil). De acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante, o plano de oclusdo do paciente foi
orientado paralelamente ao plano horizontal.

As TCFC realizadas antes do tratamento endodéntico
foram submetidas a medidas a fim de determinar o volume dos canais
radiculares de dentes com infeccdo endodédntica primaria. Destaca-se a
importancia de se verificar a existéncia da relacdo entre os niveis de
endotoxinas e carga microbiana com o volume do canal radicular. Sera
que canais mais amplos apresentam maiores niveis de endotoxinas e
microrganismos? Nao existem trabalhos na literatura que elucidam essa
duvida.

Todos os exames foram feitos usando o tomografo
Classic I-Cat com 6 cm de campo de visdo ou FOV (field of view), voxel
isotrépico de 0,25 mm, 120 kVp, 36,15 mAs e 12 bits de profundidade de
escala de cinza. Todos os exames foram trabalhados em formato DICOM
e lidos em software especifico. Os dados DICOM de cada varredura
foram salvos em arquivos separados, e, em seguida, importados e
avaliados com o software Nemotec® (Nemotec®, Madrid, Espanha). Dois
examinadores independentes (um endodontista e um radiologista)
avaliaram todos os exames. O volume de cada canal radicular foi medido

pelo radiologista e confirmado pelo endodontista seguindo o mesmo
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procedimento de segmentacdo no software Nemotec® e salvos em um

arquivo do Programa Microsoft Office Excel.

O processo de segmentacao e as medi¢gdes volumétricas

foram feitas seguindo as seguintes etapas:

a)

b)

De posse da tela de reconstrugdo multiplanar
(MPR) foi realizado o posicionamento das
coordenadas “X”, “Y” e “Z” nos planos axial,
coronal e sagital, de acordo com o dente a ser
avaliado: corte axial — perpendicular ao longo
eixo do dente, corte sagital — paralelo ao longo
eixo do dente, alinhado ao rebordo alveolar,
corte coronal — alinhado ao longo eixo do dente;
realizou-se a segmentacdo 2D e medidas dos
canais radiculares em todos os 3 planos (axial,
sagital e coronal) para determinar a area
radiolucida que delimita o canal radicular;

Apds a criagao das medidas nos planos de corte
sagital, coronal e axial, foi determinado uma
forma que abrangesse todo o limite do canal
radicular, com margem de seguranca, para
formatagao da reconstrugéo 3D da radiolucéncia
do canal, com tolerancia de 500 HU (Hounsfield
Unit). A escolha do numero de tolerancia de
leitura para a geracao do volume se deu baseado
em um estudo piloto no qual se testou diferentes
op¢cbes de HU, sendo de consenso entre o
radiologista e o endodontista o valor que melhor
representava o canal radicular (Figura 16);



74

d) Inspecionou-se os limites do canal para verificar
se estava contemplada na forma gerada e
corrigiu-se quando necessario;

e) Utilizou-se a opgéo “detectar volume” do software
para automaticamente calcular os volumes dos

canais radiculares.

Foram testadas possiveis relagbes entre os niveis de
endotoxinas (EU/mL) e carga de microrganismos cultivaveis (UFC/mL)
com o volume (mm?®) do canal radicular obtidas em TCFC por meio da
correlacdo de Pearson e de modelos de predilecdo baseados em

regressao linear simples e multivariavel.

Figura 16 — Imagem da TCFC da verificagdo pré-operatéria transferidos para o software
Nemotec® apés criagdo das medidas do canal radicular nos diferentes planos de corte,
formando um poligono que abrangesse todo o limite do canal. A) plano axial: linha roxa
acompanha o longo eixo do dente; B) plano sagital: linha verde acompanha o longo eixo
do dente; C) plano coronal: linha roxa acompanha o longo eixo do dente; D)
reconstrugdo 3D da radiolucéncia do canal radicular.



75

4.4 Comparacgao das medidas das lesdes periapicais utilizando TCFC
em diferentes planos (longo eixo do dente e plano da maxila) com RP

Para maior padronizagdo, dos 30 dentes foram
selecionados vinte e quatro dentes superiores diagnosticados com
infecgdo endododntica primaria de pacientes atendidos na Clinica de
Endodontia do Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade
de Odontologia de S&o José dos Campos (UNESP) foram incluidos na
pesquisa. Os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, aceitando fazer parte do estudo e também em cumprir as
condigbes estabelecidas pela pesquisa.

Os dentes de pacientes selecionados foram submetidos a
RP com uso de posicionadores e em seguida, TCFC na regido dos dentes
em estudo, confirmando a presenca de destruicdo 6ssea periapical. Os
exames tomograficos foram realizados na Clinica Tomoface (Sao José
dos Campos, SP, Brasil). O plano de oclusao do paciente foi orientado
paralelamente ao plano horizontal de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. Destaca-se a importancia clinica de se
verificar a existéncia da relagédo entre as imagens obtidas por radiografias
periapicais com as imagens obtidas por tomografias computadorizadas de
feixe cbnico. Sera que as radiografias periapicais realmente representam
de forma adequada a destruicdo 6ssea periapical? Sera que € de suma
importancia delinear medida de profundidade (vestibulo-lingual) soé
conseguida com o uso de TCFC? Nao existem trabalhos na literatura que
elucidam essa duvida.

Para avaliar a diferenca entre as duas formas de analise
da TCFC com as radiografias periapicais, foram realizadas medidas de
segmentacédo da lesdo periapical em todos os exames. Para as TCFC,
utilizou-se o melhor plano de corte que representava a regido para estas

medidas uma vez que dependendo do posicionamento dentario na
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arcada, os cortes anatbmicos, sagital e coronal, se mesclam devido a
forma eliptica da arcada.

Desta maneira, as TCFC foram submetidas a medidas de
segmentacdo nos cortes axial, sagital e coronal da destruicdo éssea
periapical. Todos os exames foram feitos usando o tomdégrafo Classic I-
Cat (Imaging Science International, Hatchfield, EUA) com 6 cm de campo
de visdo ou FOV (field of view), voxel isotropico de 0,25 mm, 120 kVp,
36,15 mAs e 12 bits de profundidade de escala de cinza. Todos os
exames foram trabalhados em formato DICOM e lidos em software
especifico. Os dados DICOM de cada varredura foram salvos em arquivos
separados, e, em seguida, importados e avaliados com o software
Nemotec® (Nemotec®, Madrid, Espanha).

Dois examinadores independentes (um endodontista e
um radiologista) avaliaram todos os exames. As segmentagdes nos
diferentes planos da radiolucéncia periapical foi medido pelo radiologista e
confirmado pelo endodontista seguindo o mesmo procedimento de
segmentacdo no software Nemotec® e salvos em um arquivo do

Programa Microsoft Office Excel.

4.4.1 Segmentacéo 2D da TCFC do plano no longo eixo do dente

O processo de segmentacdo foi realizado seguindo o
seguinte protocolo com orientagao do longo eixo dentario:

a) De posse da tela de reconstrugdo multiplanar
(MPR) foi realizado o posicionamento das
coordenadas “X”, “Y” e “Z” nos planos axial,
sagital e coronal, de acordo com o dente a ser
avaliado: corte axial — alinhado perpendicular ao
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longo eixo do dente; corte sagital — alinhado
paralelamente ao longo eixo do dente,
acompanhando a inclinacédo do rebordo alveolar;
e corte coronal — alinhado com o longo eixo do
dente; sendo que todos os cortes deveriam
passar pela regidao de maior dimensao da leséo
periapical;

b) Realizou-se a segmentacdo 2D e medidas das
lesbes periapicais (corte sagital: medidas
vestibulo-palatina e supero-inferior; corte coronal:
medidas supero-inferior e antero-posterior);

c) Inspecionou-se os limites da segmentacao
realizada nos diferentes cortes e corrigiu-se

quando necessario (Figura 17).

B O mam

Figura 17 - Segmentacédo 2D da TCFC utilizando o longo eixo do dente. Em amarelo:
medida supero-inferior, em vermelho: antero-posterior.
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4.4.2 Segmentacao 2D da TCFC do plano da maxila

O processo de segmentagdo foi realizado seguindo o

seguinte protocolo com orientagao do plano da maxila:

a) De posse da tela de reconstrugcdo multiplanar

(MPR) foi realizado o posicionamento das
coordenadas “X”, “Y” e “Z” nos planos axial,
coronal e sagital, de acordo com o dente a ser
avaliado: corte axial — orientado com o plano
intermaxilar alinhado ao sagital; corte sagital —
orientado pelo plano maxilar formado pela
espinha nasal anterior com a posterior,
posicionado paralelamente ao plano horizontal; e
corte coronal — orientado com a base da
cavidade nasal paralela com o plano horizontal;
sendo que todos os cortes deveriam passar pela
regidao de maior dimensédo da lesao periapical
(Figura 18);

Plano Axial

Plano Sagital Plano Coreonal

Figura 18 - Reformatagcdo da imagem para o plano da maxila, utilizando as ferramentas
de posicionamento do software Nemotec®. A) plano axial; B) plano sagital; C) plano

coronal.
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b) Realizou-se a segmentacdo 2D e medidas das
lesbes periapicais (corte sagital: medidas
vestibulo-palatina e supero-inferior; corte coronal:
medidas supero-inferior e antero-posterior);

c) Inspecionou-se os limites da segmentagao

realizada nos diferentes cortes e corrigiu-se

quando necessario (Figura 19).

Figura 19 — Segmentagdo 2D da TCFC utilizando o plano da maxila. Em amarelo:
medida antero-posterior, em vermelho: medida supero-inferior.

4.4.3 Medidas radiograficas

As radiografias foram digitalizadas por meio do scanner
de mesa HP Scanjet 4050 (Hewllett Packard, Vancouver, WA, EUA),
tendo como acessorio um leitor de transparéncia que permitiu a varredura
da imagem e a digitalizagdo dos filmes radiograficos. Foi colocada uma
réegua milimetrada junto as radiografias no momento da captura das
imagens. As radiografias, juntamente com a régua milimetrada, foram
digitalizadas de forma padronizada: sempre na mesma posicdo de

escaneamento, sem mudanga na configuracdo do scanner, e sem
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desligar e ligar o aparelho entre os escaneamentos. A imagem da régua
foi utilizada como referéncia de uma medida conhecida, no momento da
calibracao da magnificagdo da imagem, realizada pelo programa Image
J® (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). As imagens
foram escaneadas com 300 dpi (dots per inch: pontos por polegada) e 24
bits e salvas no formato JPEG com maxima qualidade. Estas imagens
foram, entédo, transmitidas para a memoria do computador, onde foi
realizada a mensuragao linear supero-inferior e antero-posterior das
radiografias periapicais, utilizando como limite os pontos de maior
extens&o da lesdo periapical (APENDICE E) (Figura 24).

Apés a tabulacdo dos dados, todas as medidas foram
submetidas a analise estatistica pelo teste one-way ANOVA e anadlises de
correlacado de Pearson, obtendo os respectivos coeficientes de correlagéo

para testar resultados comparativos entre os exames.

en-r Image]} A
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digitalizar0023 jog
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Results R i, O
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Figura 24 — Imagem do software Image J®. A) barra de ferramentas do programa; B)
radiografia periapical digitalizada juntamente com a régua milimetrada para padronizag¢éo
das medidas; C) resultados expressos em milimetros.



5 RESULTADOS

5.1 Monitoramento do tratamento endodontico e efetividade das
diferentes medicagées intracanais na desinfec¢ao dos canais
radiculares em dentes com infec¢ao endodoéntica primaria

O crescimento de microrganismos anaerbébios e
facultativos foi verificado em 96,6% das amostras iniciais coletadas
(29/30) (Figura 25). Na tabela 2 pode-se verificar a prevaléncia destes
microrganismos na coleta inicial (12 coleta), mostrando redugédo nas
etapas seguintes. Apos o preparo biomecanico utilizando hipoclorito de
sodio 2,5% (22 coleta), observou-se auséncia de crescimento microbiano
em dezenove casos (19/30 — 63,3%).

Na segunda sessao, 14 dias apos a colocagdo de
diferentes medicagbes intracanais (3% coleta), houve auséncia de
crescimento microbiano em 14/30 dentes (46,66%).

Figura 25 — Imagens ilustrando placas onde, apés semeadura do conteddo do canal,
observou-se crescimento bacteriano de microrganismos anaerébios e facultativos pelo
método de cultura microbiologica.



Na tabela 1

€ possivel

observar
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reducdo de

microrganismos apds o uso do hipoclorito de sodio 2,5% como solugao

irrigadora e ap6s o uso de diferentes medicagbes intracanais quando

comparado com o numero inicial obtido a partir da 1% coleta. Pode-se

observar que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos apés o uso de Ca(OH), + SS, Ca(OH), + GEN e Ca(OH), + CLX

como medicagdes intracanais.

Tabela 1 — Porcentagens e numeros de microrganismos anaerobios e
facultativos nas coletas realizadas antes e apés PBM e ap6s uso da MIC
de 30 canais radiculares de dentes com necrose pulpar e les&o periapical

Grupos
Coletas
Ca(OH), + SS Ca(OH); + GEN Ca(OH), + CLX
N° total de casos 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Casos positivos 9 (96,6%) 10 (100%) 10 (100%)
12 Casos negativos 1(3,4%) 0 0
Coleta Mediana UFC/mL 4,5x10° 8,4 x 10° 8720
Range* (0-6,58x10%  (7,68x10°-8,16x 10°)  (8,4x10*-5,12x 10°%)
Letras™* Aa Aa Aa
N° total de casos 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Casos positivos 5 (50%) 3 (30%) 3 (30%)
23 Casos negativos 5 (50%) 7 (70%) 7 (70%)
Coleta Mediana UFC/mL 10 0 0
Range* (0-2,2x10°% (0 — 40) (0-5,92 x 10%)
Letras™* Ab Ab Ab
N° total de casos 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Casos positivos 5 (50%) 5 (50%) 6 (60%)
32 Casos negativos 5 (50%) 5 (50%) 4 (40%)
Coleta Mediana UFC/mL 20 10 170
Range* (0-1x10% (0-1,28 x 10%) (0-2,52 x 10%)
Letras™* Ab Ab Ab

* Valores maximos e minimos

** Letras maiusculas significam diferengas inter-grupos; letras minusculas significam
diferencgas intra-grupos.
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A figura 26 ilustra a reducé&o de unidades formadoras de
colénias (UFC/mL) na 13 22 e 3?2 coletas nos diferentes grupos

experimentais.

x10* UFC/mL
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Figura 26 — Reducgdo de UFC/mL nos diferentes tempos de coleta (12 coleta — apds
abertura coronaria, 22 coleta — ap6s PBM, 32 coleta — ap6s uso de MIC) em 30 dentes
com necrose pulpar e presenca de lesédo periapical.

A tabela 2 mostra a redugao de endotoxinas da 22 e 32
coletas comparando-as a coleta inicial (12 coleta) e também comparando
reducdo da 3? coleta em relacdo a 22 coleta de 30 canais radiculares

portadores de necrose pulpar e presenca de les&o periapical.
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Tabela 2 — Redugéo dos niveis de endotoxinas (mediana e range) de 30
canais radiculares com necrose pulpar e presencga de lesao periapical

Grupos
Coletas
Ca(OH),; +SS  Ca(OH),+ GEN Ca(OH), + CLX

Mediana EU/mL 15,41 8,76 14,2

12 Coleta Range* (5,95 —-93) (1,75 - 65.6) (4,65 — 149)
Letras™* Aa Aa Aa
Mediana EU/mL 1,55 1,74 5,11

22 Coleta Range* (0-3,59) (0-7,92) (0-42,2)
Letras™* Ab Ab Bb
Mediana EU/mL 0,99 2,08 4,96

32 Coleta Range* (0,70 - 1,92) (0,59 — 14,2) (2,64 — 25)
Letras™* Ab Ab Bb

* Valores maximos e minimos

** Letras mailsculas significam diferengas inter-grupos; letras minusculas significam
diferencgas intra-grupos.

A figura 27 ilustra os niveis de endotoxinas apds a
abertura coronaria (12 coleta), ap6s PBM (22 coleta) e apés o uso das
diferentes MIC (3% coleta).

Ca[CH); + 88 Ca[OH); + GEN Ca[OH); + CLX

" \
12

Niveis de Endotoxinas (EU/mL)

1* Coleta 2* Coleta 3* Coleta

Coletas

Figura 27 — Niveis de endotoxinas (EU/mL) nos diferentes tempos de coletas, para cada
grupo experimental.
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Analisando a tabela 2 e a figura 28, é possivel verificar
que houve reducédo dos niveis de endotoxinas apdés PBM utilizando
hipoclorito de sbédio 2,5% como solugédo irrigadora. No entanto, pode-se
observar que houve diferenga estaticamente significante entre os grupos
de MIC, sendo que Ca(OH), + CLX teve um menor indice de reducao dos
niveis de endotoxinas, tanto comparando com a coleta inicial quanto apos
o PBM.

Niveis de Endotoxinas (EU/mL)

e n &0 L Ll 100 120 140 140

‘ Ca(OH); + SS
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Ca(OH): + GEN
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o 3
N

Figura 28 — Reducéo dos niveis de endotoxinas (EU/mL) nos diferentes tempos de coleta
em dentes com infecgdo endoddntica primaria.
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5.2 Relagao dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e carga microbiana
(UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e volumetria de destruicao
ossea periapical (mm?®) utilizando TCFC

As coletas foram realizadas em dentes unirradiculares
superiores para padronizagdo da volumetria utilizando como referéncia o
plano da maxila. Os dentes tratados foram: dez incisivos centrais (10/24),
seis incisivos laterais (6/24), trés caninos (3/24) e cinco segundos pré-
molares (5/24). Durante anamnese 8/24 relataram dor prévia.

Clinicamente foi observado 5/24 pacientes com dor a
percussao, 2/24 pacientes com dor a palpacao na regido periapical, 7/24
pacientes com presenga de fistula, 2/24 pacientes apresentavam
exsudato e 8/24 pacientes nao apresentavam qualquer tipo de
sintomatologia no momento da coleta. Apds analise clinica e radiografica,
foi verificada restauracdo definitiva adequada em 6/24 dentes,
restauragéo proviséria em 10/24 dentes, restauragéo deficiente em 3/24
dentes, 4/24 dentes cariados e 1/24 dente integro. Vale ressaltar, que
apesar dos dentes apresentarem situacdes diferentes da coroa
(restauracdo definitiva adequada, restauragdo provisoria, restauragao
deficiente, dentes cariados e integros), quando aplicou-se o teste
estatistico de Mann - Whitney, ndo verificou correlagdo entre a situagao
da coroa com carga microbiana e endotoxinas.

Ainda foi avaliado neste estudo a relacéo entre os niveis
de endotoxinas e carga microbiana com a volumetria das lesdes
periapicais associadas a dentes com infecgdes primarias. Verificou-se que
os volumes das lesdes variavam entre 10 — 450 mm?®, a quantidade de
endotoxinas entre 1,75 e 128 EU/mL e carga microbiana entre 3,2 x 10° —
8,16 x 10° UFC/mL. Com a realizac&o do teste de correlacdo de Pearson,
pode-se observar que existe uma correlagao positiva entre o volume das
lesGes periapicais e a quantidade de endotoxinas (p < 0.05). Além disso,

foi encontrada uma forte correlagdo entre microrganismos anaerdbios e
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niveis de endotoxinas (p < 0.01) em dentes com necrose pulpar e

presenca de lesao periapical (Figuras 29 e 30).
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Figura 29 — Relacdo entre a volumetria das lesdes periapicais e niveis de endotoxinas
em dentes com infecgdo endoddntica primaria.
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Figura 30 — Relacdo entre os niveis de endotoxinas e microrganismos anaerdbios em
dentes com infec¢do endodéntica primaria.

Analisando as figuras 29 e 30 pode-se observar que os
pontos que se encontram proximo a linha mostram correlagao positiva. Da
mesma maneira, os pontos dispersos mostram fraca correlagéo.

Apoés realizagdo do teste de correlacdo de Pearson, foi
feito o teste de regressdo linear simples, onde foi confirmada a forte
correlacdo entre a concentracdo de endotoxina e volume de lesao
periapical (R? 0.23, R 0.16, P = 0.015) verificada através da TCFC.
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Ainda foi usado o teste one-way ANOVA para testar a
possivel associagao entre sinais e sintomas clinicos com a volumetria da
lesdo periapical. Analisando a tabela 3 verifica-se que houve uma relagao
positiva entre volumetria da les&o periapical e dor prévia (P = 0.031).

Tabela 3 — Média e desvio-padrdo da relagdo entre sinais e sintomas
clinicos com a volumetria da lesao periapical.

Sinais e Sintomas Clinicos

Volumetria Dor Prévia Palpagao Percussao Fistula Exsudato

Sim Nao P Sim Nao P Sim Nao P Sim Nao P Sim Nao P

Média 0.16 0.06 0.031 0.18 0.11 0.179  0.19 0.11 0232 0.19 0.10  0.121 0.26 0.11 0.127
DP* 0.12 0.02 0.15 0.11 0.17 0.10 0.16 0.09 0.12 0.12

* Desvio-padrao

5.3 Relagao dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e microrganismos
cultivaveis (UFC/mL) com sinais / sintomas clinicos e volumetria
(mm?®) de canais radiculares com infecgdo endoddntica primaria

Os niveis de endotoxinas variaram entre 1,75 — 103
EU/mL, microrganismos cultivaveis entre 1,16 x 10° — 6,58 x 10° UFC/mL
e volume dos canais radiculares entre 10 — 40 mm®.

Os dados de microrganismos cultivaveis obtidos foram
transformados em logio para que obtivesse uma distribuicdo normal e
fosse realizado o teste de correlagcdo de Pearson. Nao foram observadas
relagdes entre o volume do canal radicular e as diferentes caracteristicas
clinicas avaliadas. Observou-se uma correlagdo positiva entre o volume
do canal radicular e presenga de microrganismos cultivaveis (r = 0,438; P
= 0,038), mas ndo com os niveis de endotoxinas. Pelo teste de regressao
linear simples foi confirmada a associa¢do positiva entre volume do canal
radicular e presengca de microrganismos cultivaveis (R2 0.17, 3 0.01, P =
0.043) (Figura 31).
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Figura 31 — Relagdo entre microrganismos cultivaveis e volumetria dos canais
radiculares de 20 dentes com infecgdo endoddntica primaria.

5.4 Comparacao das medidas das lesGes periapicais utilizando TCFC
em diferentes planos (longo eixo do dente e plano da maxila) com RP

Apos realizagcdo do teste one-way ANOVA determinando
as médias finais e feita a correlagédo de Pearson, pode-se observar que
ndo ha diferengcas estatisticamente significantes quando comparamos
medidas de segmentacdo 2D em tomografias, apresentando uma forte
correlagcédo entre o plano da maxila ou o longo eixo do dente tanto no
sentido supero-inferior (r = 0,943) quanto no sentido antero-posterior (r =
0,965) (Figura 32).

Figura 32 — Medidas de segmentacao 2D realizadas nas TCFC no sentido supero-inferior
e antero-posterior. A) longo eixo do dente; B) plano da maxila.
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Da mesma forma, foi comparada as medidas de
segmentagéo 2D entre as TCFC (plano da maxila e longo eixo do dente) e
RP. No sentido antero-posterior, os resultados mostram que houve uma
correlagéo boa na TCFC utilizando o plano da maxila (r = 0,832) e longo
eixo do dente (r = 0,917). No sentido supero-inferior, os resultados
mostram que houve uma correlacdo aceitavel quando comparamos RP
com TCFC tanto utilizando o plano da maxila (r = 0,794) quanto o longo
eixo do dente (r = 0,798).

Tanto utilizando Coeficiente de Pearson, como one-way
ANOVA demonstraram que n&o houve diferenga significativa entre os
métodos de detecgao, e que esses métodos podem ser utilizados com a
mesma equivaléncia.

Ao analisar as lesbes periapicais utilizando a TCFC em
3D observou-se que dentes que apresentam uma lesao periapical
relativamente pequena na RP, podem apresentar uma grande area de
destruicdo 6ssea nas trés dimensdes da tomografia (Figura 33).

Quando analisada a volumetria da destruicdo Ossea
periapical utilizando os diferentes planos (plano da maxila e longo eixo do
dente), verifica-se que ndo houve diferenca estatisticamente entre as
analises (P = 0,976). Se olharmos o coeficiente de correlagéo, o valor é
de 0,930, o que representa que 93% dos resultados sdo coincidentes.



91

Figura 33 — Imagem de tomografia 3D ilustrando a lesdo periapical nos trés cortes. A)
axial; B) sagital; C) coronal; D) formagao 3D da les&o periapical.



6 DISCUSSAO

Segundo Sundqvist et al. (1998), dois fatores séo
essenciais no progndstico dos tratamentos endodonticos: a presenga de
infeccdo no momento da obturacdo e o tamanho da lesédo periapical.
Assim, neste estudo procurou-se avaliar estes dois fatores. Para avaliar a
presenca de infeccdo, realizou-se a cultura microbiolégica bem como a
anadlise de endotoxinas, que é um lipopolissacarideo presente nas
bactérias anaerdbias Gram-negativas. E, para avaliar o tamanho da lesao,
utilizou-se a analise tomografica, quantificando o volume da destruicao
Ossea periapical.

O método de cultura microbiolégica foi usado a fim de
identificar microrganismos viaveis no interior do canal radicular apos a
abertura coronaria (1% coleta), apés o preparo biomecanico utilizando
hipoclorito de sédio 2,5% (2% coleta) e antes da obturagéo, apos o uso de
diferentes medicacdes intracanais (3% coleta).

As infecgbes endoddnticas primarias sdo causadas por
microrganismos que, inicialmente, invadem e colonizam o tecido pulpar
necrosado (Siqueira, Rocas, 2009). Caracterizam-se por uma infecg¢ao
polimicrobiana com predominancia de bactérias anaerobias, variando de
10 a 30 espécies (Siqueira, Rocas, 2005b), e nimero de células de 107 -
10® por canal radicular (Sundqvist, 1976; Sakamoto et al., 2007). No
presente estudo, o conteudo coletado do interior do canal radicular foi
armazenado em VMGA Ill e, logo em seguida, semeado em placas
contendo meio de cultura FAA para verificagdo de viabilidade de
microrganismos anaerdébios e facultativos presentes nos canais
radiculares. Apesar dos cuidados na preservagao do conteudo coletado,

tanto no transporte, como na semeadura; € possivel que muitas células
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bacterianas, devido a alta sensibilidade ao oxigénio n&o tenham
sobrevivido, e, a quantificacdo dos anaerobios, principalmente, possa ser
na realidade maior. Apesar disto, verificou-se que na coleta inicial (12
coleta) houve crescimento de microrganismos viaveis em 96,6% (29/30)
dos casos com niimero de células bacterianas variando de 0 — 8,16 x 10°
UFC/mL, confirmando que os dentes necessitavam de tratamento
endoddntico e que havia presenca de infecgdo no SCR. E provavel que, o
ndo crescimento em uma amostra dos casos selecionados (1/30) deve-se
a infeccado existente ser de microrganismos sensiveis a presenca de
oxigénio e de dificil crescimento em placas de agar; sendo que estes
microrganismos poderiam ser facilmente detectados por métodos
moleculares (Pinheiro et al., 2003) que, por serem mais sensiveis, podem
detectar DNA bacteriano mesmo em quantidades minimas (Jacinto et al.,
2003). Além de serem oxigénio sensitivos e fastidiosos, requerendo
condicdes especiais de cultivo, as bactérias anaerdbias sdo mais
sensiveis a manipulagao, contribuindo para perda destes microrganismos
durante o processamento da amostra. No entanto, detectou-se
crescimento de bactérias acima de 90%, semelhante a Chung (2011), que
também detectou a presenca de microrganismos anaerébios em 85,02%
e Fabricius et al. (1982), que verificaram predominio de anaerdbios em
infeccbes endoddnticas primarias. Fatores como a disponibilidade de
nutrientes, a baixa tensdo de oxigénio e as interagbes entre os
microrganismos favorecem a selecdo de bactérias anaerdbias para que
estas colonizem ndao somente a luz do canal principal, mas todo SCR
(Sundgqvist, 1992; Seltzer, Farber, 1994).

Ao realizar o preparo biomecanico do canal radicular
verificou-se diminui¢cao significativa dos microrganismos presentes. Esta
reducao refere-se a acdo mecanica dos instrumentos e as acdes fisica e
quimica do NaOCI. O hipoclorito de sodio, ao entrar em contato com
matéria organica, ou seja, com a célula bacteriana, forma acido

hipocloroso, que libera cloro nascente, o qual se liga ao grupamento
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amina (NH) dos aminoacidos, formando cloraminas, interferindo no
metabolismo celular e inibindo a fungdo enzimatica bacteriana a partir de
uma oxidagdo irreversivel dos grupos SH (sulfidrila) de enzimas
bacterianas essenciais (Haapasalo et al., 2014). Desta forma, apés a
utilizagédo do NaOCI 2,5% pode-se verificar diminuicdo de microrganismos
em 63,3% (19/30) dos casos, com numero de células bacterianas
variando de 0 — 5,92 x 10° UFC/mL. Esta reducdo se deve a acdo
conjunta do PBM e da solucdo de NaOCIl, uma vez que Bystrom e
Sundqvist (1981) demostraram que a instrumentacdo mecanica por si s6
pode reduzir o numero de bactérias presentes em canais radiculares
somente em 50% necessitando assim, estar associada com o uso de
solugdes irrigadoras. Enquanto que, Kuruvilla e Kamath (1998) obtiveram
valores de reducao de 59,4% utilizando o hipoclorito de sédio 2,5% em
infecgcdes endodénticas primarias, e Martinho e Gomes (2008) obtiveram
diminuicdo de microrganismos anaerobios em todas as amostras, mas
eliminagdo somente em 5/24 casos, obtendo valores de eliminagéo de
20%. Os resultados do presente estudo foram superiores aos citados
acima. Provavelmente, isto se deve ao uso do NaOCI associado a
instrumentos rotatérios. Os instrumentos rotatérios Mtwo, sao eficientes
na limpeza de canais radiculares, devido ao seu “design”, uma vez que
suas arestas de corte, facilitam a eliminagdo de detritos do interior dos
canais radiculares (Burklein et al., 2011), com isto, melhorando a agao da
solucgéo irrigadora utilizada durante o preparo.

Apos acgdo de diferentes MIC (3% coleta) verificou-se que
ainda havia crescimento de microrganismos. Estes resultados evidenciam
que ainda ndo existe uma técnica operatdria considerada ideal no
combate a infecgdo no interior do SCR. Independente da MIC utilizada,
observando as tabelas 1 e 2, é possivel verificar que houve crescimento
microbiano em 53,3% (16/30) dos dentes, sendo que nos grupos Ca(OH);
+ SS e Ca(OH); + GEN houve redugéo de 50% (5/10) e no grupo Ca(OH);
+ CLX houve reducao de 40% (4/10). Desta maneira, ao avaliar a agao da
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MIC, esta n&o foi capaz de reduzir significantemente quantidade de
microrganismos em comparagdo ao PBM. Esses microrganismos que
cresceram apos o uso da MIC, deveriam estar localizados no interior dos
tubulos dentinarios e ramificagbes do canal radicular onde,
provavelmente, as condigdes locais sao mais favoraveis ao seu
desenvolvimento. Além disso, em alguns espécimes, pode ser observado
aumento de UFC/mL apés a remocao das diferentes MIC, sendo este
aumento observado em trés casos do grupo Ca(OH), + SS, cinco casos
do grupo Ca(OH); + GEN e seis casos do grupo Ca(OH), + CLX. Nota-se
também que, independentemente da MIC utilizada, 13/30 casos
apresentaram crescimento microbiano onde logo apés o PBM, os
microrganismos haviam sido eliminados (pacientes 1, 2, 3, 13, 14, 17, 18,
20, 21, 23, 26, 28 e 30). Isto indica que bactérias permaneceram viaveis
dentro dos tubulos dentinarios durante todo o tratamento ressaltando
assim, a dificuldade de eliminagdo destes microrganismos. De acordo
com os resultados obtidos, pode-se afirmar que a utilizagdo da MIC nao
interferiu significantemente na quantidade de UFC/mL. A sobrevivéncia
destes microrganismos, seguida pela sua multiplicacdo apdés o uso da
MIC, significam que esses microrganismos invadiram os tubulos
dentinarios protegendo-se da ac&o da solugdo irrigadora e que, num
segundo momento, o0 medicamento pode ter sido inativado pela dentina
(George et al., 2005).

Estudos mostram que a baixa solubilidade e difusibilidade
do Ca(OH),, bem como a capacidade tampao na dentina, pode torna-lo
dificil de atingir um pH capaz de eliminar bactérias localizadas no interior
dos tubulos dentinarios ou em variagdes anatémicas (Gomes et al., 2003).
Ainda relata que a difusao dos ions com carga negativa, como a hidroxila
(OH"), pode ser inibida pela capacidade tampao, pela adsor¢ao e pela
carga da dentina. A capacidade tampao ocorre quando doadores de
prétons de camada hidratada da hidroxiapatita fornecem prétons

adicionais com o objetivo de manter o pH da dentina inalterado. Uma vez
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que esses ions hidroxila, além de serem responsaveis pelo aumento do
pH sdo também oxidantes sobre microrganismos (Siqueira, Lopes, 1999),
ao serem inibidos, a eficacia antimicrobiana do Ca(OH), pode ter sido
parcialmente diminuida, explicando a persisténcia de microrganismos
mesmo apds o uso da MIC. Desta maneira, acreditava-se que a
associacdo com outro medicamento poderia potencializar a agdo do
Ca(OH),, complementando o efeito antimicrobiano; porém nao foi
alcangada.

A clorexidina (CLX) é uma biguanida catibnica que
adsorve a superficies recobertas com proteinas acidas, como a
hidroxiapatita, e € gradualmente liberada na forma de um cation ativo
(substantividade) (Souza et al., 2012), justificando seu uso neste estudo.
Entretanto, sua excelente atividade antimicrobiana & conseguida entre pH
55 — 7,0 (Athanassiadis et al., 2007). Portanto, é provavel que a
alcalinizagédo do pH através da adicdo de Ca(OH), ira levar a precipitacéo
de moléculas de CLX, diminuindo assim sua eficacia (Mohammadi,
Abbott, 2009). Desta forma, explica-se o resultado do grupo Ca(OH), +
CLX que ndo apresentaram melhores resultados nesta pesquisa (3%
coleta: 0 — 2520 UFC/mL). No estudo de Haenni et al. (2003) nao foi
possivel demonstrar qualquer efeito antibacteriano adicional por misturar
Ca(OH); com CLX relatando que a CLX apresentou uma reduzida agéo
antibacteriana, concordando com este trabalho.

O extrato glicolico de gengibre ja foi utilizado na
odontologia em estudos in vitro e in vivo. Estudos realizados por nossa
equipe (Cardoso, 2011; Chung, 2011; Maekawa et al., 2013; Valera et al.,
2014) obtiveram resultados interessantes e promissores deste extrato
sobre microrganismos e endotoxinas. Neste estudo, pdde-se comprovar
sua efetividade uma vez que apresentou resultados semelhantes a outros
medicamentos utilizados como MIC. Sua acédo satisfatéria sobre

microrganismos ainda nao foi bem elucidada na literatura. Estudos
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indicam que os Oleos volateis gingerol e shogaol, parecem ser os
responsaveis pela agdo benéfica deste rizoma (Lantz et al., 2007).

Avaliando o efeito das MIC sobre a microbiota do canal
radicular, observa-se que a mesma nao mostrou melhora na reducao
destes microrganismos. Entretanto, vale ressaltar que, embora a MIC nao
tenha mostrado melhoras na redugdo dos microrganismos do canal
radicular, e que casos com auséncia de microrganismos apds o PBM,
com o uso da MIC voltaram a ter bactérias, isto ndo inviabiliza o uso da
MIC, uma vez que estes microrganismos estavam presentes no SCR que
pode estar comunicando com areas de reabsorgédo externa, mantendo a
infeccdo periapical. Assim, o PBM eficaz com o uso de solugbes
antimicrobianas, associado ao uso de MIC capaz de se difundir no SCR e
areas de reabsorgdo pode favorecer a maxima eliminagdo dos
microrganismos do SCR.

Quanto as endotoxinas, na etapa inicial (1% coleta),
verificou-se de 1,75 — 149 EU/mL em 30 dentes com necrose pulpar e
presenca de leséo periapical. Dwyer e Torabinejad (1981) ja relacionavam
as endotoxinas com a iniciagéo e perpetuacao de lesbes periapicais uma
vez que elas induzem reacéo inflamatoria aguda e reabsorgéo 6ssea pela
estimulagédo de atividade osteoclastica (Pitts et al., 1982). Ap6s preparo
biomecanico (2% coleta), verificou-se redugdo dos niveis de endotoxinas
variando de 0 — 42,2 EU/mL. Esses resultados concordam com estudos
anteriores que mostram que o NaOCI auxilia na reducdo das endotoxinas
(Martinho, Gomes, 2008; Xavier et al., 2013). Jacinto et al. (2005) e
Gomes et al. (2009) reducéo do contetudo de endotoxina em 50% usando
instrumentacdo convencional associada ao NaOCI 2,5% e 98% utilizando
instrumentos rotatérios (Martinho et al., 2010). Os resultados destes
estudos e do presente trabalho, mostram que somente o hipoclorito de
sodio tem pouco efeito na redugéo de endotoxinas.

Apos a MIC (3? coleta) verificou-se diminuicdo dos niveis
de endotoxinas. Todas as MIC utilizadas neste estudo estavam
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associadas ao Ca(OH),, bastante conhecido na literatura por ser capaz de
neutralizar endotoxinas. A neutralizacdo do lipidio A, parte toxica da
endotoxina, ocorre por substancias alcalis, que removem ésteres de
acidos graxos, alterando a conformagao quimica da macromolécula de
LPS (Safavi, Nichols, 1994). A utilizagdo do Ca(OH), foi capaz de diminuir
niveis de endotoxinas, apresentando melhores resultados nos grupos
Ca(OH), + SS (0.70 — 1,92 EU/mL) e Ca(OH), + GEN (0,59 — 14,2
EU/mL), apresentando diferenga estatisticamente significante com o
grupo Ca(OH); + CLX (2,64 — 25 EU/mL) (tabela 2). No entanto, deve-se
considerar que os niveis de endotoxina neste grupo antes do tratamento
foram em média maiores que nos demais grupos.

Ainda, neste estudo, fez-se o uso de TCFC a fim de
determinar a volumetria (mm?®) da lesdo periapical de 30 dentes com
infecgbes endododnticas primarias, correlacionando o volume das lesbes
com os niveis de endotoxinas, carga microbiana e sinais e sintomas
clinicos. Verificou-se que os volumes das lesbes periapicais variaram
entre 10 — 450 mm?, e os niveis de endotoxinas variaram de 1,75 — 128
EU/mL; apresentando uma forte correlacdo entre niveis elevados de
endotoxinas e maior volume de radiolucéncia periapical. Diversos estudos
(Horiba et al., 1991; Nelson-Filho et al., 2002) comprovaram a correlagao
entre quantidade de endotoxinas e tamanho de lesbes periapicais,
indicando que a quantidade de EU/mL é diretamente proporcional a
reabsorcao 6ssea. Além disso, foi verificado uma correlagao positiva entre
a presenca de microrganismos anaerdbios e os niveis de endotoxinas.
Isso pode ser explicado pelo fato das bactérias anaerdbias serem em
grande numero Gram-negativas e durante morte ou multiplicagédo celular,
liberarem endotoxinas (lipopolissacarideos). As endotoxinas estimulam
células como macroéfagos, neutréfilos e fibroblastos desencadeando a
liberagdo de um grande numero de mediadores quimicos inflamatoérios
bioativos ou citocinas, que levam a reacgao inflamatéria, imunolégica e

reabsor¢cao 6ssea periapical (Mattison et al., 1987; Yamasaki et al., 1992;
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Leonardo et al., 2004). Essa reacao ocorre devido a uma ligagdo entre a
endotoxina e o receptor CD-14 na superficie de mondcitos e macrofagos,
desencadeando liberagdo de citocinas, tais como IL-1, IL-6 e IL-8
(Matsushita et al.,, 1999), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e
metaloproteinases, que estao ligados a destruicdo da matriz extracelular e
reabsor¢cado 6ssea periapical, estimulando também termina¢des nervosas
dos tecidos periapicais, conduzindo a dor (Seltzer, Farber, 1994;
Leonardo et al., 2004). Isto explica a correlagao positiva encontrada neste
estudo entre volumetria da les&o e presenca de dor prévia.

No entanto, ndo houve correlagdo entre volumetria da
lesdo periapical e outras sintomatologias, tais como dor a percussao,
palpacéo, presenca de fistula ou exsudato. Onze casos (pacientes 1, 2, 7,
8, 11, 12, 14, 16, 18, 21 e 24) que apresentavam restauragdes
deficientes, provisérias ou ainda tecido cariado, apresentavam alta
quantidade de microrganismos anaerobios facultativos (UFC/mL). Estes
casos, estavam relacionados a dor prévia, ou a percusséo, palpagéo,
presenca de fistulas ou exsudato purulento. No entanto, os casos
considerados com restauracbes adequadas também apresentavam dor
prévia, a percussao ou presenca de fistula. Desta forma, nao foi verificada
correlacdo entre as cavidades bem seladas com aquelas que
apresentassem alguma infiltragdo microbiana ou exposicédo na cavidade
bucal. Varios estudos indicaram que ha uma relagdo entre a infeccao
polimicrobiana de canais radiculares, especialmente as espécies
anaerdbicas Gram-negativas, e os sinais e sintomas clinicos como dor
espontanea, sensibilidade a percussdo, dor a palpagdo, edema e
exsudato purulento (Haapasalo et al., 1986; Gomes et al., 2004).
Entretanto, ndo se verificou estudos que correlacionassem volumetria da
lesdo com niveis de endotoxinas e sinais/sintomas clinicos. No presente
estudo verificou-se correlacdo entre o volume da lesdo, quantidade de

endotoxinas e presencga de dor prévia.
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Entretanto, trés pacientes apresentavam auséncia de
sintomatologia, restauragbes provisorias, porém grande area de
destruicdo Ossea periapical e consequentemente altos niveis de
endotoxinas (pacientes 17, 22 e 23).

Trabalhos evidenciaram que o uso da TCFC permite
detectar radiolucéncia periapical antes que as mesmas sejam visiveis em
radiografias convencionais (Lofthag-Hansen et al., 2007; Estrela et al.,
2008; Paula-Silva et al., 2009). Alguns estudos tém mostrado que uma
lesdo periapical pode estar presente sem ser visivel radiograficamente,
uma vez que a imagem radiografica corresponde a um aspecto em 2
dimensdes de uma estrutura tridimensional (Bender, Seltzer, 1961; White
et al., 1995). Lesdes confinadas dentro do osso esponjoso pode néo ser
detectada, enquanto que lesdes com envolvimento cortical vestibulo-
lingual podem produzir areas radiograficas distintas de rarefagdo. Para
ser visivel radiograficamente, uma radiolucidez periapical deve chegar
cerca de 30% a 50% de perda 6ssea mineral (Bender, Seltzer, 1961).
Outras condic¢des, tais como variagbes morfolégicas apicais em torno da
densidade Ossea, angulagbes de raios-X, e contraste radiografico,
também influenciam a interpretacao radiografica (Halse et al., 2002).

Um grande numero de estudos com diferentes métodos
diagnosticos tém avaliado o tipo e incidéncia de lesbes periapicais (Nair et
al., 1996; Laux et al., 2000; Simon et al., 2006). O consenso cientifico foi
alcangado para o fato de que a periodontite apical é identificada com
precisdo por analise histolégica (Laux et al., 2000). Por outro lado, foi
demonstrado que a TCFC pode determinar diferencas de densidade, por
exemplo entre o conteudo da cavidade cistica e do tecido granulomatoso,
favorecendo a escolha para o diagnéstico nao invasivo (Simon et al.,
2006) .

No entanto, poucos estudos compararam as diferencas
de interpretagdo de imagens de lesdes periapicais usando TCFC e RP
convencional. TCFC tem proporcionado resultados promissores com uma
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detecgdo mais precisa das lesbes periapicais (Cotton et al., 2007;
Lofthag-Hansen et al., 2007). Por outro lado, o conhecimento da presenga
e gravidade das periodontites apicais € muitas vezes baseada na RP, cuja
preciséo é questionavel.

Observando os resultados no item 5.4, pode-se verificar
que nao houve diferencas estatisticamente significantes quando
comparadas medidas de segmentagao 2D entre TCFC e RP, havendo
uma boa correlagcdo quando comparado esses métodos no sentido
antero-posterior na TCFC do plano da maxila (r = 0,832) e longo eixo do
dente (r = 0,917). No sentido supero-inferior, os resultados também
mostraram uma boa correlagdo quando comparado radiografia periapical
e TCFC no sentido utilizando o plano da maxila como referéncia (r =
0,794) e longo eixo do dente (r = 0,798). Ainda ndo existe elucidado na
literatura este tipo de avaliacdo, uma vez que as medidas das TCFC
foram realizadas em 2 dimensdes, ou seja, somente utilizando a imagem
verificada nas radiografias periapicais. Quando analisada a imagem em
3D, observa-se que dentes que apresentam leséo periapical relativamente
pequena na RP (< que 1 mm), apresentaram uma maior area de
destruicdo 6ssea nas 3 dimensbes da tomografia. Esses resultados
corroboram com achados de Cotton et al. (2007), Lofthag-Hansen et al.
(2007) e Estrela et al. (2008). Além disso, a quantidade de osso cortical e
esponjoso, a espessura do 0sso, e a extensao de tridimensional da lesao
pode apenas ser adequadamente interpretado nas TCFC (Estrela et al.,
2008). Desta maneira, a utlizacado de imagens radiograficas
convencionais para deteccdo de periodontites periapicais deve ser
cuidadosa devido a grande possibilidade de diagnéstico ser falso
negativo. Por outro lado, a grande vantagem do uso da TCFC em
endodontia refere-se a sua utilidade em auxiliar na identificagéo de lesdes
periapicais e em um diagnostico diferencial com uma técnica com alta

precisao.
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Finalizando, deve-se considerar que os beneficios da
TCFC a tornaram uma das maiores evolugdes tecnologicas alcangadas
pela radiologia odontolégica nos ultimos anos. Apesar de possuir custo
elevado, comparado aos exames radiograficos convencionais, 0s
beneficios sdo excelentes devido a alta resolugédo das imagens obtidas,
evitando falso diagnostico que poderia resultar em erro no plano de
tratamento (Patel et al., 2009; Cheng et al., 2011). No entanto, para boa
utilizacdo da TCFC, torna-se necessario um aprendizado técnico para
operar o software.

Futuramente, outras pesquisas podem sem realizadas a
fim de mostrar a proservagao dos casos, ou seja, avaliar taxa de sucesso

e insucesso utilizando TCFC.



7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e de acordo com as

metodologias propostas neste estudo pode-se concluir que:

a)

O preparo biomecanico reduziu mas nao eliminou
0s niveis de endotoxinas e microrganismos
anaerobios e facultativos; sendo que esta reducéo
nao ocorreu com o uso das medicagbes

intracanais;

Houve correlagéo positiva entre elevados niveis de
endotoxinas com maior volumes de lesdes
periapicais; presenca de microrganismos
anaer6bios e endotoxinas; maiores volumes de

lesBes periapicais e presenca de dor prévia;

Verificou-se uma correlacdo positiva entre a
volumetria dos canais radiculares e presencga de

microrganismos cultivaveis;

Houve uma boa correlacédo entre RP e TCFC
quando utilizadas medidas em 2D. Houve uma
otima correlagdo quando comparadas TCFC
medidas em 3D utilizando longo eixo do dente

versus plano da maxila.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

''''''

Caro(a) Senhor(a) unesp

Eu, Marcia Carneiro Valera, professora Titular da Disciplina de
Endodontia da Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos - UNESP, portadora
do CPF 039.137.548-22, estabelecido a Avenida Eng. Francisco José Longo, 777, na
cidade de Sdo José dos Campos-SP, telefone para contato (12) 3947 9048, sou
responsavel pela pesquisa cujo titulo é “Microbiota endodéntica, quantificacdo de
endotoxinas e sua correlagdo com sinais e sintomas em dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical”.

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia de solugdes (Hipoclorito de
sodio 2,5%) e medicamentos (hidréxido de calcio, clorexidina gel 2% e extrato glicélico
de gengibre 20%), que serdo utilizados durante o tratamento endoddntico (tratamento de
canal) com a finalidade de eliminar microrganismos e produtos destes microrganismos
(neutralizacdo de endotoxinas), responsaveis pelas falhas no tratamento endodéntico.
Para esta avaliagdo, sera coletado material do interior do canal dos dentes a serem
tratados e, em seguida, em laboratério, 0 material coletado sera submetido a analise,
avaliando os microrganismos e seus produtos presentes nos canais radiculares; estes
serdo identificados e quantificados antes do tratamento endodéntico e apds o uso dos
medicamentos anteriormente citados.

O projeto ndo acarretara risco algum para o paciente uma vez que sera realizado
dentro das normas de biosseguranga. Além disso, o protocolo de conduta adotado é o
mesmo ja utilizado na pratica clinica odontologica desta faculdade. Serdo necessarios de
2 a 4 atendimentos (3 horas cada atendimento) até a concluséo do tratamento de canal.
O paciente recebera numero de telefone para entrar em contato em caso de dor e sera
atendido imediatamente. Os pacientes serdo chamados para acompanhamento
radiografico ap6s 1 ano do tratamento finalizado.

Se houver alguma considerag&o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica (CEP) da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos - UNESP, situada na Av. Eng® Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, em
S&o José dos Campos-SP, fone 012-3947-9076, e-mail janete@fosjc.unesp.br e
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comunique-se com a Coordenadora Profa.Dra. JANETE DIAS ALMEIDA. Informo que
sera garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e assim
deixar de participar do estudo. Também n&o havera custo nem pagamento pela

colaboracéo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informagdes que leram para
mim, descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em receber atendimento em
consultério odontolégico. Declaro conhecer os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes,

e que minha participagéo nao implicard em nenhuma despesa.

NOME/RESPONSAVEL
RG CPF
ENDERECO COMPLETO

Assinatura Responsavel Assinatura Pesquisador
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APENDICE B — Meio de Cultura

Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Neogen Corporation, Michigan, USA)

Preparo

Adicionar 23,0 g do p6é em 500 mL de agua deionizada. A
suspensdo deve ser mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E
esterilizada em autoclave a 121° C por 15 min e apos resfriamento
adicionado assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro.

Enriquecimento do Meio

Solugdo Vitamina K1 (1 mg/mL) Menadione, 25 g (Sigma-Aldrich, EUA)

Pesar 0,1 g de vitamina K1 e adicionar a um tubo
contendo 100 mL de etanol absoluto. Armazenar o vidro em refrigerador,
devidamente vedado e protegido da luz. Adicionar 1uL da solu¢do a cada
mL de meio produzido.
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Solugdo de Hemina (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA)

Dissolver 0,5 g de Hemina em 10 mL de hidroxido de
sédio 1 N. Completar com agua destilada até atingir 100 mL. Autoclavar a
121° C por 15 min. Adicionar 1uL da solugdo a cada mL de meio
produzido.

Armazenamento do meio preparado

O meio preparado deve ser armazenado em placas de
petri por até 7 dias, em temperatura média de 4° C, fora do alcance de

luz.
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APENDICE C - Realizacgéo da curva padréo

A) Ver certificado para conferéncia do numero do lote e quantidade de
volume para endotoxina.

B) Colocar a quantidade de agua apirogénica (Lonza, Walkersville,
MD, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante na

endotoxina de E. coli, encontrado no kit fornecido pela empresa
(Figura 9).

Figura 9 — Esquema para suspender endotoxina de E. coli utilizando agua apirogénica.

C) Agitar a suspenséao durante 15 minutos.

D) Separar 4 tubos de vidro apirogénicos, tamanho 13 mm x 100 mm
(Lonza, Walkersville, MD, EUA), identifica-los de acordo com as
diluigees (107", 102, 103, 10*) e pipetar 900 pL de agua
apirogénica em cada tubo de vidro (Figura 10).
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Test Tubos, Pyrogen Free
USP Type 1 Flint Glass

305 Tesl Tubes 13 X 100 mun
Catateg Mo N20T Lot No - 0000184520
Lap. Dote 10 MAR 2014

Figura 10 — Tubos de vidro apirogénicos necessarios para diluigdo da endotoxina.

E) Decorridos os 15 minutos, transferir 100 yL da suspenséo de
endotoxina para o tubo “5” (referente & diluicdo 10™"). Agitar 1
minuto, transferir 100 yL para o préximo tubo “0,5” (referente a
diluicdo 10?) e assim sucessivamente (Figura 11).

Figura 11 — Esquema de diluigcbes da endotoxina para realizagdo da curva padréo.



APENDICE D - Ficha Clinica
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Nome:

Data: / / DENTE

HISTORIA MEDICA

Estado de saude geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete ( )Hepatite ( )Coracao Pressao: ( )Sinusite
( )Rim ( )Alergia ( )Ulceras ( )Alcoolismo ( )Figado
( )Doenga ( )Doengas ( )Outras

mental sangue

Problemas com anestesia:

Outros:

HISTORIA CLINICA

Queixa principal:

TIPO DE ( )Provocada ( )Espontanea ( )Intermitente ( )Continua
DOR: ( )Localizada ( )Difusa

Tomou analgésico ou outro medicamento?

A dor cessa com analgésico?

Déi a quanto tempo?

EXAME CLINICO LOCAL

( )Dente ( )Dente ( )Edema ( )Alteracao de ( )Mobilidade
cariado restaurado cor

( )Fistula ( )Extrusdo ( )Ocluséo ( )Problema periodontal
TESTES

( )Frio ( )Calor ( )Palpagéo ( )Percussao

EXAME RADIOGRAFICO

Camara pulpar:

Canal radicular:
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Estruturas adjacentes:

Diagnéstico provavel:

Tratamento indicado:

TRATAMENTO RADICAL

Medida aparente do dente no RX inicial:

Canal

Ponto de

Referencia

Comprimento real do
instrumento ao ser

retirado do canal:

Diferenca entre
ponta do
instrumento ao

apice radicular:

Comprimento
Real do canal
(LA.F.):

Comprimento
de trabalho
C.T. (LA.L):

Diametro do I.LA.F. (n° do instrumento):

Diametro do I.A.l. (n° do instrumento):

Diametro cirurgico do canal:

Escalonamento até:

Irrigacao:

Curativo de demora:

Obturacao (técnica e material):

Selamento:

DATA

TRATAMENTO

Visto Professor

OBS. Pés-operatoria:

Terapéutica sistémica:

CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data

Observagdes

10

20

30
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APENDICE E - Utilizagdo do software Image J®

A) Inicialmente todas as radiografias foram digitalizadas utilizando o
scanner de mesa HP Scanjet 4050 (Hewllett Packard, Vancouver,
WA, EUA), tendo como acessoério um leitor de transparéncia que
permitiu a varredura da imagem e a digitalizacdo dos filmes
radiograficos.

B) Foi colocada uma régua milimetrada junto as radiografias no
momento da captura das imagens. As radiografias, juntamente
com a régua milimetrada, foram digitalizadas de forma
padronizada: sempre na mesma posi¢gao de escaneamento, sem
mudancga na configuracdo do scanner, e sem desligar e ligar o

aparelho entre os escaneamentos.

Figura 20 — Imagem do aparelho de scanner de mesa HP Scanjet 4050 utilizado. A)
radiografia periapical juntamente com régua milimetrada para padronizacdo de
calibracao; B) digitalizagéo da radiografia periapical.
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C) As imagens digitalizadas foram transmitidas para a memoéria do
computador, onde foi realizada a mensuragéo linear supero-inferior
e antero-posterior das radiografias periapicais, utilizando como
limite os pontos de maior extensao da lesao periapical utilizando o
software Image J®.

D) Para realizar as medi¢cdes de forma padronizada, foi necessario
padronizar a milimetragem no software Image J®: primeiramente
deve-se abrir 0 arquivo com a radiografia periapical a ser avaliada.

E) Certifique-se que a imagem esta sem escala. No menu Analyse,
cligue em Set Scale. Quando o dialogo aparecer, clique em

Remove Scale. Depois feche o dialogo (Figura 21).

® iilmage] File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Boaossa|ala ol ovisa| g8l »
Set Scale...... 2 st '

321x581 pixels: 8-bir 182K

Set Scale

Distance in pixels: 0.00
Known distance: 0.00

Pixel aspect ratio: 1.0

Uniz of langth: pixel

Click to Remove Scale

Scale: <no scale>

Help Cancel oK

Figura 21 — llustracdo da imagem mostrando que a mesma esta sem escala no software
Image J®.

F) Use a ferramenta de medir linha para saber alguma distancia em

pixels. No exemplo, com auxilio da régua foi medido 5 mm. A
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imagem ira aparecer abaixo do menu principal do image J®. Abra
novamente o didlogo Set Scale, e a medida pré-estabelecida deve

aparecer na primeira caixa de texto. Preencha as outras caixas de

texto com as informacgdes e clique ok (Figura 22).

& iilmage) File Edit Imace Process Analyze Plugins Window Help

OO O £ 4|\ A Q O[FA vasa Jia o

321x581 pixels; 8-bit; 182K

Distance in pixels: 59,000
Known distance: §

Pixel aspect ratio; 1.0

Unit of length: mmn

Click to Remove Scale
# Clobal
Scale: 11.800 pixels/mm

Help Cancel oK

Figura 22 — llustracdo da imagem mostrando a calibragdo de pixels para milimetros no
software Image J®.

G) Note que o Image J® calculou a escala e colocou na parte de baixo
do dialogo, na unidade milimetros. A partir desse ponto todas as
medidas que o programa informar, estardo em milimetros.

H) Realizar as medigbes no sentido supero-inferior e antero-posterior,
utilizando como limites os pontos de maior extensao da leséo

periapical (Figura 23).
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8 00 : Imagej. | |
OO IOlg £ | 4[N |A| Q|| deisw| S |& |~ | »

*Ovai*, elliptical or brush selections (right click to switch)

ann ._?u italizar0023,jpg
J2Ix5ET pixels: 8-bar 182K

ann Results
rea |Mean | Min  |Max
905 85.308 69.926 115.264
.560 87.615 75 101

Figura 23 — Imagem do software Image J®. A) barra de ferramentas do programa; B)
radiografia periapical digitalizada juntamente com a régua milimetrada para padronizacgao
das medidas; C) resultados expressos em milimetros.
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ANEXO A — Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE ,
ODONTOLOGIA DE SAO JOSE
DOS CAMPOS-UNESP

aril

4N

QoA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETECGAO IN VIVO DE MICRORGANISMOS E QUANTIFICAGCAO DE
ENDOTOXINAS EM DENTES COM NECROSE PULPAR UTILIZANDO Zingiber
Oficinallis COMO MEDICACAO INTRACANAL

Pesquisador: Marcia Carneiro Valera

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 09994512.8.0000.0077

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 179.380
Data da Relatoria: 11/12/2012

Apresentacao do Projeto:

Trinta dentes unirradiculares com necrose pulpar e lesédo periapical visivel radiograficamente serédo
submetidos a tomografia de feixe Unico (CT). Apds, sera realizado o tratamento endoddntico utilizando
hipoclorito de sodio 2,5% como solugéo irrigadora e

divididos em 3 grupos de acordo com a medicacéo intracanal (MIC) utilizada: hidroxido de calcio P.A. +
solugdo salina fisiolégica; extrato glicélico de gengibre 20% e hidréxido de calcio P.A. + extrato glicélico de
gengibre 20%. Serao realizadas coletas do canal radicular com cones de papel absorvente ap6s a abertura
coronaria, apés a instrumentacao e, apos 14 dias de agdo da medicagdo intracanal. Para andlise do
conteido

microbiolégico dos canais radiculares, sera extraido o DNA de cada amostra e as mesmas seréo analisadas
a partir de sondas de DNA pelo método checkerboard e sera realizada quantificagdo de microrganismos
pelo método PCR em tempo Real. Além disso, 10 amostras serdo clonadas e também seqlienciadas. Serdo
realizados os testes de avaliagdo da atividade antimicrobiana por cultura microbiolégica e analise da
quantidade de endotoxina verificada pelo lisado de amebécitos de Limulus. Serdo ainda realizadas medidas
das lesdes periapicais com CT e o tamanho das lesdes bem como os outros sinais e sintomas serédo
correlacionados com os niveis de endotoxinas. Os resultados serdo submetidos a andlise descritiva e
estatistica.

Objetivo da Pesquisa:
1) Conhecer o perfil microbiano envolvido nos canais radiculares de dentes com necrose pulpar e

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12-)3947-9078 Fax: (12-)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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lesdo periapical,utilizando a técnica ¢multiplex -checkerboard hibridizagdo DNA-DNA;, para detecgdo de 40
espécies bacterianas;2) Monitoramento genético do perfil infeccioso envolvido em dentes com necrose
pulpar e presenga de lesdo periapical através da técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA nas
diferentes fases da terapia endoddntica: coleta inicial (12 coleta); apds o preparo biomecénico com uso de
hipoclorito de sodio 2,5% (2% coleta) e apés agdo da medicagado intracanal de hidroxido de célcio (3%
coleta);3) Quantificar as espécies e determinar a efetividade do preparo biomecanico (PBM) e medicacdes
intracanais (MIC) na reducdo microbiana das espécies pertencentes ao complexo nos canais radiculares
através da técnica de PCR em Tempo Real (RT-PCR);4) Avaliar a efetividade do preparo biomecanico e do
uso de diferentes MIC na redugé@o da carga microbiana infecciosa inicial presente nos canais radiculares
através de contagem de col6nias (UFC/mL);5) Investigar e quantificar endotoxinas nas infecgées
endoddnticas primarias;realizando monitoramento dos niveis de endotoxinas antes do tratamento, apés o
PBM e ap6s o uso das MIC.6) Correlacionar os niveis de endotoxinas com os niveis de destruicdo 6ssea
periapical através do uso de tomografias de feixe Unico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o existe nenhum tipo de risco para os pacientes participantes da pesquisa, a ndo ser os ricos inerentes a
realizagcdo de tratamento endodéntico.

Beneficios:

Ao paciente que se disponibilizar em participar da pesquisa sera conferido o beneficio de realizagédo de
tratamento endodéntico.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Demonstra ser uma pesquisa de relevancia para a area da endodontia, considerando o detalhamento
apresentado, a bibliografia apresentada e a metodologia proposta, bem como os critérios de incluséo e
excluséo, além do beneficio de tratamento aos participantes da pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

O TCLE encontra-se adequado, com utilizagdo de termos técnicos seguidos de esclarecimentos de forma
que o candidato consiga compreender o teor da pesquisa.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:
Projeto de pesquisa aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Endereco: Av.Eng° Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12-)3947-9078 Fax: (12-)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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N

Geod

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Colegiado concorda com o parecer do relator, aprovando o projeto

SAO JOSE DOS CAMPQOS, 20 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Denise Nicodemo

(Coordenador)
Endereco: Av.Eng° Francisco José Longo 777
Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
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