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Ferreira NS. Monitoramento do perfil microbiolégico de dentes com
infeccdo endodoéntica priméaria durante terapia com diferentes medicagdes
intracanal [tese]. S&o José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram: 1. Correlacionar caracteristicas clinicas
e radiograficas com a microbiota presente no canal radicular de dentes
com infeccao primaria; 2. Monitorar o perfil microbiolégico apds o preparo
biomecanico e uso de diferentes medicacdes intracanal; 3) Verificar a
susceptibilidade de complexos microbianos a diferentes medicacdes
intracanal. Trinta dentes unirradiculares com necrose pulpar e lesao
periapical visivel radiograficamente foram submetidos ao tratamento
endoddntico utilizando hipoclorito de sodio 2,5% como solucéo irrigadora
e divididos em 3 grupos de acordo com a medicacgéo intracanal utilizada:
hidroxido de calcio P.A. + solucdo salina fisiolégica; hidréxido de célcio
P.A. + Zingiber officinale (extrato glicélico de gengibre); hidroxido de
célcio P.A. + gel de clorexidina 2%. Foram realizadas coletas do canal
radicular com cones de papel absorvente apés a abertura coronaria, apos
a instrumentacdo e apos 14 dias de acdo da medicacao intracanal. Para
analise do conteddo microbiolégico dos canais radiculares, as amostras
foram analisadas a partir de sondas de DNA pelo método de hibridizacéo
DNA-DNA checkerboard. Além disso, foi realizado teste de avaliacao da
atividade antimicrobiana do tratamento clinico por cultura microbiolégica.
Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste de
tendéncia linear, teste exato de Fisher, teste pareado de Wilcoxon e teste
de Mann-Whitney, valor de p < 0,05. Houve associacdo entre dor a
palpacdo e complexos roxo, verde e laranja. Fistula foi associada ao
complexo vermelho. Maiores areas de reabsorcdo foram associadas a
presenca de Capnocytophaga ochracea. Foi observada reducao de
bactérias ap6s o tratamento endodéntico. Ao utilizar o método de
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard, as bactérias mais prevalentes
foram Strepctococcus anginosus, Velillonella parvula, Parvimonas micra,
Enterococcus faecium e Capnocytophaga ochracia, tanto inicialmente
guanto ap6s o preparo biomecanico. Todos os tratamentos diminuiram
namero de espécies bacterianas comparado a coleta inicial. O uso de
hidroxido de calcio sozinho foi 0 que apresentou piores resultados para
diminuicdo do numero de espécies e carga bacteriana total. O uso do
hidroxido de célcio associado a clorexidina foi mais eficaz contra os
diferentes complexos bacterianos. Po6de-se concluir que houve
associacao de caracteristicas clinicas e radiogréaficas tanto com bactérias



isoladas quanto com complexos bacterianos. A medicacdo intracanal,
especialmente as associagcbes, exerceu efeito sobre o perfil
microbioldgico das infecgfes endodénticas. O uso de hidroxido de célcio
associado a clorexidina é mais efetivo sobre os complexos microbianos.

Palavras-chave: Endodontia. Bactérias. Hibridizacdo In situ. Hidroxido de
Célcio. Gengibre. Clorexidina.



Ferreira NS. Monitoring the microbiological profile of teeth with primary
endodontic infection during therapy with different intracanal medications
[thesis]. Sao José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology,
UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

The objectives of this study was: 1. Correlate clinical and radiographic
features and microbiota present in root canal of teeth with primary
infection; 2 Monitoring the microbiological profile after biomechanical
preparation and use of different intracanal medications; 3) Verify the
microbial susceptibility of bacterial complexes of different intracanal
medications. Thirty single-rooted teeth with pulp necrosis and periapical
lesion are undergoing treatment using 2.5% sodium hypochlorite as
irrigating solution and divided into 3 groups according to the intracanal
medication used: calcium hydroxide + saline solution, calcium hydroxide +
20% ginger glycolic extract, calcium hydroxide + 2 % chlorhexidine gel.
Samples of the root canal were taken with absorbent paper cones after the
coronal opening, after instrumentation and 14 days after medication. For
analysis of the microbial content of the root canal the samples were
analyzed from DNA probes using the method of DNA-DNA hybridization
checkerboard. In addition, tests of antimicrobial activity of clinical
treatment were performed by microbiological culture. The results were
statistically analyzed with linear trend test, Fisher’s exact test, Wilcoxon
matched pairs test and Mann-Whitney post hoc Dunn test. For all
performed tests, a P-value < 0.05 was set as statically significant. There
was an association between pain on palpation and purple, green and
orange complex. Sinus tract was associated with the red complex. Bone
resorptions were associated with the presence of Capnocytophaga.
ochracea. The reduction of bacteria was observed after endodontic
treatment. By using the method of checkerboard DNA-DNA hybridization,
the more prevalent bacteria were Strepctococcus anginosus, Veillonella
parvula, Parvimonas micra, Enterococcus faecium and Capnocytophaga
ochracia, both initially and after biomechanical preparation. All treatments
reduced the number of bacterial species compared to the initial collection.
The use of calcium hydroxide alone showed the worst results for reducing
the number of species and total bacterial load. The use of calcium
hydroxide associated with chlorhexidine was more effective against
different bacterial complex. It was concluded that there was an association
of clinical and radiographic features with bacterial species and bacterial
complex. The intracanal medications, especially associations, have an




effect on the microbiological profile of endodontic infections. The use of
calcium hydroxide with chlorhexidine is more effective on the microbial
complexes.

Keywords: Endodontics. Bacteria. In__situ Hybridization. Calcium
Hydroxide. Ginger. Chlorhexidine.



1 INTRODUCAO

A periodontite apical se desenvolve apds a necrose da
polpa dentaria e infeccdo como resultado de carie, trauma ou
procedimentos clinicos iatrogénicos. As condi¢bes ambientais no canal
radicular com polpa necrosada sdo propicias para o estabelecimento de
uma microbiota dominada por bactérias anaerdbias, principalmente Gram-
negativas. Cada canal radicular abriga uma microbiota Unica, indicando
gue a periodontite apical tem uma etiologia heterogénea, com varias
combina¢des de microrganismos que podem desempenhar um papel na
etiologia da doenca (Leonardo et al., 2004; R6cas, Siqueira, 2008).

Embora a carga microbiana seja um fator importante para
o desenvolvimento de periodontite apical, algumas associacdes de
bactérias também podem estar envolvidas na etiologia das doencas
periapicais, compondo complexos bacterianos (Ozbek SM, Ozbek A,
2010).

Socransky et al. (1998), descreveram a presenca de 5
complexos microbianos de amostras de placa subgengival. Embora a
microbiota encontrada nos canais radiculares ndo seja tdo complexa
guanto de bolsas periodontais, espécies bacterianas encontradas em
canais infectados podem ser consideradas como subpopulagdo dos
microrganismos encontrados em bolsas periodontais (Ozbek SM, Ozbek
A, 2010).

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia, microrganismos Gram-negativos que formam o
“‘complexo vermelho” (Holt, Ebersole, 2005) tém sido isolados associados
ou ndo a infecgcbes endoddnticas primarias. Essas espécies sao

consideradas agentes patogénicos para o periodonto, contribuindo para a
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formacdo de lesdo periapical e relacionadas a sinais e sintomas clinicos
(Récgas et al., 2001; Gomes et al., 2007; Blome et al., 2008; Ozbek SM,
Osbek A, 2010).

Tradicionalmente, a identificacdo de bactérias inclui os
métodos de crescimento em meios de cultura e identificacdo por meio de
metodos bioquimicos. A realizacdo destes métodos € complexa quando
as infecgbes séo mistas, como a infecgéo dos canais radiculares, devido a
grande diversidade de microrganismos (Moraes et al., 2002), uma vez que
alguns microrganismos sao dificeis ou impossiveis de serem detectados
por cultura (R6cas et al., 2001; Gomes et al., 2006a). Dessa maneira 0s
métodos moleculares tém sido utilizados para confirmar as espécies
detectadas por cultura e também, complementar esses achados,
redefinindo a microbiota associada a periodontite apical (Siqueira, Ré¢as,
2005; Ito et al., 2011).

O método denominado hibridizacdo  DNA-DNA
checkerboard, introduzido inicialmente para deteccdo de microrganismos
em Periodontia, permite a deteccdo de uma grande variedade de
microrganismos em multiplas amostras, sendo considerado também um
método semiquantitativo (Socransky et al., 1994; Siqueira, Récas, 2005).
Desta maneira, muitos estudos tem utilizado esse método para deteccao
de microrganismos envolvidos em infeccfes endoddnticas, ja que permite
gue seja tracado um perfil da infeccdo (Moraes et al., 2002; Sassone et
al., 2008a; Rocas et al., 2011a).

Os microrganismos presentes nas infeccfes endodoénticas
podem ser significativamente reduzidos com o preparo biomecéanico dos
canais radiculares, utilizando diferentes soluges irrigadoras (Blome et al.,
2008; Valera et al.,, 2009). A solucdo irrigadora mais utilizada é o
hipoclorito de sédio em diferentes concentragdes, principalmente por sua
acao antimicrobiana e capacidade de dissolucao tecidual (Haapasalo et
al., 2005; Vianna et al., 2006; Valera et al., 2009). Entretanto, o preparo

biomecanico ndo elimina completamente a microbiota presentes nos
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canais, sendo necessaria a utilizacdo de medicacao intracanal (Menezes
et al., 2004, Valera et al., 2010a; Maekawa et al., 2011).

O hidréxido de calcio tem sido a substancia de escolha
para medicacdo intracanal por sua capacidade antimicrobiana,
capacidade de dissolver tecido e induzir a mineralizagdo (Camargo et al.,
2006; Maekawa et al., 2011). A sua acéo antimicrobiana esta associada a
sua dissociagédo em ions calcio e hidroxila, o que produz um pH alcalino,
causando efeito destrutivo na membrana celular bacteriana (Mori et al.,
2009).

A clorexidina pode ser utilizada tanto como substancia
guimica auxiliar quanto como medicacdo intracanal e apresenta acao
antimicrobiana, efeito residual e é biocompativel (Tanomaru Filho et al.,
2002; Mohammadi, Abbott, 2009).

O estudo dos extratos naturais tem recebido grande
atencdo em diferentes éareas da saude, inclusive na Odontologia,
entretanto, ainda sdo necessarios estudos clinicos para comprovar sua
eficacia (Aguiar et al., 2009; Valera et al., 2010a; Maekawa et al., 2013;
Valera et al., 2013).

O Zingiber officinale, popularmente conhecido como
gengibre, é largamente utilizado na medicina popular e apresenta
atividade anti-inflamatoéria, analgésica e antipirética, efeito antioxidante,
antiapoptotico, imunomodulador, antitumorogénico, anti-hiperglicémico,
antitrombético e antiemético (Chrubasik et al., 2005; Kim et al., 2007;
Lantz et al.,, 2007; Shukla, Singh, 2007; Ali BH et al., 2008; Lee et al.,
2008; van Breemen et al.,, 2011). Além disso, possui comprovada
capacidade antibacteriana e antifungica (Grégio et al., 2006; Park et al.,
2008), sendo efetivo em canais radiculares como medicagéo intracanal in
vitro (Aguiar et al., 2009; Maekawa et al., 2013, Valera et al., 2013) e
substancia quimica auxiliar in vivo (Cardoso, 2011; Chung, 2011).

Neste contexto, a avaliagédo in vivo do Zingiber officinale e

da clorexidina gel associados ao hidréxido de calcio, como medicagéo
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intracanal (MIC), podera mostrar resultados satisfatorios para 0 seu uso
na clinica.

Ainda, o método de hibridizacdo DNA-DNA checkerboard
pode fornecer informacdes nao sé a respeito do perfil bacteriano presente
nos canais com necrose pulpar, mas também sobre o perfil das bactérias
resistentes aos tratamentos empregados, podendo auxiliar no melhor

emprego das substancias disponiveis.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos detectados nos canais radiculares

Como marco inicial no estudo da microbiota dos canais
radiculares pode-se destacar o estudo de Miller (1894) que observou a
associacao entre bactérias e alteracdes pulpares. Para isto realizou
coletas de canais radiculares e analisou através de microscopia o
esfregaco dessas amostras. O autor teve dificuldade no cultivo das
bactérias, entretanto relatou trés tipos morfolégicos de células
bacterianas: cocos, bacilos e espirilos.

A relacdo entre as bactérias e as alteracfes pulpares e
periapicais somente foi confirmada anos mais tarde por Kakehashi et al.
(1965). Os pesquisadores realizaram exposicdo pulpar em molares
superiores de ratos convencionais e germ-free e analisaram
histologicamente o tecido pulpar. Nos ratos convencionais houve a
necrose do tecido pulpar com formacédo de granuloma e abscesso em
todas as amostras, sem nenhuma evidéncia de reparo deste tecido. Nos
ratos germ-free além de néo ser observada a necrose pulpar ou formacao
de alteracOes periapicais, observou-se a formacdo de uma ponte de
dentina.

O estudo conduzido por Mdller et al. (1981) confirmou
esses achados induzindo assepticamente polpas de 78 dentes de
macacos a hecrose. Vinte e seis cavidades pulpares foram mantidas
assépticas e 52 infectadas com microbiota da cavidade bucal. Apés 6 ou
7 meses da ocorréncia de necrose foi realizada analise histolégica. Os

autores mostraram que as polpas nao infectadas n&o induziram reacgao
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inflamatoria nos tecidos periapicais. Os dentes infectados apresentaram
sinais clinicos e radiograficos de reacdes inflamatdrias, bem como
histologicamente. Os microrganismos encontrados com maior frequéncia
foram anaerobios facultativos e estritos

Wayman et al. (1992) examinaram 58 casos com
necessidade de cirurgia periapical; os meétodos de analise foram
histoloégico e microbiologico para avaliar a presenca de microrganismos
através de cultura. As culturas foram positivas para bactérias em 51
casos, entretanto 0s microrganismos s6 foram visualizados
histologicamente em 8 casos. Das 133 colbnias isoladas, 87 eram
anaerodbios estritos, 37 anaerobios facultativos e 9 aerobios. Os autores
concluiram que as bactérias podem contribuir para formacdo e
manutencédo de lesdes periapicais crénicas.

Desta maneira, pode-se estabelecer que a microbiota é o
principal fator causador de alteracdes pulpares e periapicais. Entretanto, o
estudo desta microbiota e da prevaléncia das bactérias sO foi possivel
apos o desenvolvimento de técnicas que permitiram a coleta, transporte e
cultura de diferentes microrganismos, especialmente os anaerobios.

Kantz e Henry (1974) coletaram amostras de 24 canais
radiculares necrosados e realizaram contagem de unidades formadoras
de colénias (UFC) e identificaram o0s microrganismos através da
morfologia e andlise do produto final do metabolismo a partir da
fermentacao da glicose. Foram encontrados microrganismos em 92% das
amostras e 0s anaerbbios identificados como Actinomyces israelli,
Bacteroides fragilis, Bacteroides melaninogenicus, Campylobacter
sputorum, Eubacterium  alactolyticum, Fusobacterium fusiforme,
Fusobacterium varium, Peptococcus morbillorum, Propionibacterium
acnes, Veillonella parvula e outras espécies de Actinomyces. Entretanto,
0s autores nao conseguiram identificar alguns microrganismos.

Em um estudo classico Sundqvist (1976) analisou

microbiologicamente 32 canais radiculares de dentes higidos e polpas
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necrosadas em decorréncia de trauma e constatou que 90% das cepas
bacterianas isoladas eram anaerdébias estritas.

Em 1977, Goodman coletou amostras de 55 canais
radiculares com presenca de necrose e identificou microrganismos
através da morfologia microscopica e da colbnia, reacao a coloracao de
Gram e reacOes bioquimicas usando API, um kit que engloba varios
testes bioquimicos. Oito casos apresentaram somente bactérias
anaerobias e os outros 36 mostraram infeccbes mistas com presenca de
bactérias aerdbias e anaerobias. Metade dos microrganismos isolados foi
identificada como bactérias anaerobias e destes, quase metade eram
bactérias Gram-negativas.

Dougherty et al. (1998) realizaram cultura e identificacao
de bactérias produtoras de pigmento negro através de métodos
bioquimicos nos tercos coronario e apical de 18 dentes com leséo
periapical. Doze dentes tiveram crescimento de alguma bactéria produtora
de pigmento negro, sendo que 7 dentes apresentaram crescimento de
Prevotella nigrescens nos dois tercos. Seis dentes apresentaram a
presenca de duas espécies de bactérias produtoras de pigmento negro,
sendo uma delas P. nigrescens.

Alguns estudos, além de identificar a microbiota dos
canais radiculares, também promoveram uma correlacéo entre estes e 0s
sinais e sintomas clinicos.

Sundqgvist et al. (1979) inocularam combinacbes de
bactérias de canais radiculares necrosados sintomaticos e assintomaticos
em subcutaneo de porcos. Os cortes histolégicos demonstraram que
todas as combinacdes de bactérias induziram inflamacdo aguda com
acumulo de polimorfonucleares e formacdo de abscessos. Entretanto as
combinacdes de bactérias de casos sintomaticos foram capazes de
induzir infec¢cdo transmissivel, sendo que todas as combinac¢des que
resultaram em infec¢fes transmissiveis continham cepas de Bacteroides

melaninogenicus ou Bacteroides asaccharolyticus. Ainda, os resultados
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indicam que outras cepas, como Peptostreptococcus micros também se
mostraram essenciais para atingir a patogenicidade.

Yoshida et al. (1987) também correlacionaram a presenca
de bactérias com sinais e sintomas clinicos. Os autores avaliaram 36
casos de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical e observaram nos
casos de sintomatologia clinica a presenca de bactérias anaerobias em
79% dos casos, principalmente do género Bacteroides e Peptococcus
magnus. Ja nos casos assintomaticos a maior parte das bactérias
encontradas foram facultativas como Streptococcus do grupo D e
enterobactérias. Da mesma maneira, Hashioka et al. 1992 avaliaram 28
dentes com periodontite apical e sugeriram que Peptococcus,
Peptostreptococcus, Eubacterium, Porphyromonas e Bacteroides foram
relacionados a dor a percussdo e Porphyromonas e Bacteroides
relacionados a odor em canais radiculares infectados.

Gomes et al. (1994) avaliaram a microbiota de 30 canais
radiculares com infeccdo primaria e observaram correlacdo entre dor e
microrganismos anaerobios. Microrganismos anaerébios foram isolados
em 93% dos casos de dor e apenas 53% dos casos que nao
apresentavam dor. Os autores ainda concluiram que existe uma
associacao significativa entre a dor e a presenca de espécies de
Prevotella e Peptostreptococcus spp.

Jacinto et al. (2003) investigaram a relacdo da microbiota
de dentes com lesdo periapical com a presenca de sinais e sintomas
clinicos e testaram a susceptibilidade antibidtica de 5 bactérias
anaerébias encontradas comumente nos canais radiculares
(Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus prevotii e Prevoltella
intermedia/nigrescens). Foram coletadas amostras de 29 dentes
sintomaticos e 19 assintomaticos e 0s microrganismos identificados
através de caracteristicas das colbnias formadas e testes de API,

fluorescéncia e fermentagdo de lactose. Os canais sintomaticos



23

apresentaram mais bactérias anaerdbias e um nimero maior de espécies.
Mais de 70% das bactérias isoladas eram anaerobias estritas. Os autores
sugeriram relacdo entre microrganismos especificos, especialmente
anaerébios Gram-negativos, e a presenca de sinais e sintomas clinicos.
Amoxicilina, amoxicilina associada ao clavulanato e cefaclor foram
efetivos contra as bactérias testadas.

Em 2004, Gomes et al. investigaram a microbiota de
canais radiculares com infec¢cfes primaria e secundaria e a associagao de
diferentes espécies com sinais e sintomas clinicos. Foram coletadas
amostras de 60 canais radiculares, destes 41 com tecido pulpar
necrosado e 19 com necessidade de retratamento endodoéntico. As
amostras foram incubadas e os microrganismos identificados a partir das
caracteristicas das colbnias e através de testes de API, fluorescéncia e
fermentacdo da lactose. Das bactérias isoladas, 70% eram anaerdbias
estritas ou microaerdfilas. As anaerdbias mais frequentemente isoladas
foram: Peptostreptococcus micros, Fusobacterium necrophorum,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia/nigrescens,
Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis. Os autores
encontraram que a microbiota dos dentes necrosados € mista, com a
maioria dos microrganismos anaerdbios e contém 3 ou mais espécies de
bactérias por canal, diferentes dos dentes com infec¢cdo secundaria que
apresentam predominancia de anaerobios facultativos com 1 ou 2
espécies por canal. Os autores ainda sugeriram correlacdo das bactérias
anaerobias, especialmente as Gram-negativas, com a presenca de sinais
e sintomas clinicos.

As pesquisas utilizando cultura e métodos de identificacao
bioquimicos mostram uma microbiota mista no canal radicular, com o
predominio de anaerdbios estritos principalmente Gram-negativos.
Entretanto, algumas espécies de dificil cultivo podem ter sido
subestimadas. Dessa maneira as pesquisas utilizando métodos

moleculares comecaram a ser realizadas para definir a microbiota
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presente nos canais radiculares necrosados e causadora de lesdes

periapicais.

2.2 Métodos moleculares de identificacdo dos microrganismos

O processo de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi
idealizado em 1983 por Kary Mullis e revolucionou o campo da biologia
molecular por ser um método capaz de amplificar uma copia de um gene
em milhares de copias. A PCR tem gerado um numero crescente de
tecnologias associadas para diversas aplicacdes. E um dos avancos mais
difundidos € a deteccdo de agentes patogénicos microbianos (Siqueira,
Récas, 2005).

Jung et al. (2000) investigaram a microbiota de 18 canais
sintomaticos e 20 assintomaticos através de PCR e “dot-blot hybridization”
procurando associacdo de patdégenos e da microbiota com sinais e
sintomas. Foram pesquisadas 36 bactérias presentes na microbiota bucal
e foram encontradas com mais frequéncia: Fusobacterium sp. (68,4%), P.
micros (44,7%) e P. gingivalis (26,3%). B. forsythus e Treponema sp.
foram detectadas em 8 e 6 casos, respectivamente. Foram encontradas
associacOes significativas entre B. forsythus / P. gingivalis e P.
gingivalis/Treponema. Nenhuma espécie foi associada pelos autores a
sinais e sintomas clinicos.

Rolph et al. (2001) utilizaram cultura e PCR para detectar
a diversidade de bactérias presentes nos canais radiculares com
infeccbes primaria ou secundéaria. Das amostras estudadas, foram
detectadas bactérias por cultura em 44% e por PCR em 68%. Além disso,
8 amostras foram selecionadas para clonagem e sequenciamento. Dois
casos de infeccdo primaria produziram sequéncias relacionadas a

bactérias do género Enterococcus, Lactobacillus, Propionibacterium e
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Streptococcus e cinco casos de infec¢do secundaria foram relacionados a
bactérias do género Capnocytophaga, Cytophaga, Dialister, Eubacterium,
Fusobacterium, Gemella, Mogibacterium, Peptostreptococcus, Prevotella,
Propionibacterium, Selenomonas, Solobacterium, Streptococcus e
Veillonella.

Baumgartner et al. (2003) identificaram bactérias do
género Treponema em 54 canais radiculares necrosados assintomaticos
e 84 casos de abscessos sintomaticos de origem endodontica atraves de
nested PCR. Bactérias do género foram encontradas em 60,7% dos
casos de abscesso e em 37% dos casos assintomaticos, sendo T.
socranskii mais frequentemente identificado (44,9%) seguido por T.
maltophilum (29,75), T. denticola (13,7%) e T. vincentii (5,1%). Os autores
ainda relataram associacao entre T. maltophilum e T. socranskii e entre T.
maltophilum e T. denticola.

Também pesquisando bactérias do género Treponema
através de nested PCR, Montagner et al. (2010) encontraram T.
socranskii mais frequentemente, seguido por T. denticola, T. medium e T.
amylovorum. Desta maneira a grande incidéncia de espécies de
Treponema indica a sua importancia em infec¢cdes endodonticas agudas.

Siqueira e Rbéc¢as (2003) utilizaram nested PCR para
detectar a presenca de Propionibacterium propionicus e Actinomyces
radicidentis em canais radiculares com infeccdo primaria e secundaria.
Foram utilizadas amostras coletadas de 62 pacientes divididos em: 21
casos com lesdo periapical cronica assintomatica;, 10 casos de
periodontite apical aguda; 19 casos de abscesso periapical agudo e 10
casos de dentes endodonticamente tratados e lesdo periapical crénica. P.
propionicus foi detectado em 29% das amostras do canal radicular em
dentes com lesBes periapical crénica, em 50% dos casos com
periodontite apical aguda, em 37% das amostras de abscesso periapical
agudo e em 58% dos casos com necessidade de retratamento. A.

radicidentis foi detectada em 1 das amostras de canais com lesdes
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peripicais cronicas, em 1 caso de periodontite apical aguda e em 1 caso
em que o tratamento endoddntico havia falhado.

Siqueira et al. (2004) utilizaram a porcao apical de 23
dentes extraidos com exposi¢cado pulpar por cérie e lesdo periapical para
investigar através de nested PCR a presenca de 11 patdégenos. Todos 0s
casos tiveram DNA bacteriano detectado e 17 casos foram positivos para
pelo menos uma das espécies pesquisadas. P. alactolyticus ocorreu em
10 casos (44%), T. denticola em 6 (26%), F. nucleatum em 6 (26%), P.
endodontalis em 4 (17%), F. alocis em 2 (9%), D. pneumosintes em 1
(4%), P. gingivalis em 1 (4%) e T.forsythensis em 1 (4%). Os autores
concluiram que a ocorréncia dessas bactérias no ter¢co apical de canais
infectados pode estar envolvida na causa de lesfes periapicais.

Foschi et al. (2005) pesquisaram, atravées de PCR, a
presenca de bactérias em 62 canais radiculares, sendo 71% casos de
infeccdo primaria e 29% de infeccdo secundaria. T. denticola e E. faecalis
foram detectados em 24% dos casos, P. gingivalis em 13%, P. intermedia
em 8% e T. forsythensis em 7%. Os autores observaram T. denticola em
56% dos casos de periodontite apical exacerbada e reabsorcdo Ossea
periapical, e de E. faecalis estava presente em 72% dos dentes com
infeccdo sencundaria, mostrando correlacdo com falhas no tratamento
endodontico.

Em 2005, Gomes et al. pesquisaram a presenca de quatro
bactérias produtoras de pigmento negro em 50 dentes com presenca de
necrose pulpar e 50 dentes com necessidade de retratamento
endodéntico através de métodos de cultura e PCR. P. gingivalis foi
identificado em 38% dos casos por PCR e apenas 1% por cultura, P.
endodontalis foi detectado apenas por PCR em 25% dos casos, P.
intermedia foi detectado em 33% dos casos por PCR e 13% por cultura e
P. nigrescens foi detectado em 22% dos casos por PCR e 13% dos casos
por cultura. As bactérias pesquisadas foram mais frequentemente

encontradas em infec¢des primarias.
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Gomes et al. (2006a) também pesquisaram a presenca de
Filifactor alocis, Tannerella forsythia e Treponema denticola em infeccdes
primarias e secundarias utilizando nested PCR. F. alocis foi identificado
em 23/50 casos de infeccao primaria e 12/50 de infeccdo secundaria. T.
forsythia foi detectado em 12/50 de infec¢do primaria e 3/50 de infeccdo
secundaria. T. denticola foi identificado em 19/50 canais com infeccéo
primaria e 12/50 canais com infeccdo secundaria. Foi encontrada
associacao entre: presenca de dor e inchaco com F. alocis; dor a
percussdo e T. forsythia; mobilidade com T. forsythia e T. denticola;
canais “Umidos” com F. alocis, T. forsythia e T. denticola; exsudato
purulento com F. alocis, T. forsythia e T. denticola e abscesso com F.
alocis, T. forsythia e T. denticola. Os autores concluiram que F. alocis e T.
forsythia foram detectados com maior frequéncia em dentes com infeccao
primaria.

Tomazinho e Avila-Campos (2007) também pesquisaram
a prevaléncia de bactérias produtoras de pigmento negro em 100
pacientes utilizando técnicas de cultura e PCR. Através dos métodos de
cultura, foram encontrados P. nigrescens — P. intermedia em 75,8%, P.
gingivalis em 27,3% e P. endodontalis em 9,1%. O método de PCR
identificou o0s seguintes microrganismos: P. gingivalis (43.3%), P.
nigrescens (43.3%), P. intermedia (31.7%) e P. endodontalis (23.3%). Os
autores encontraram diferencas estatisticamente significantes entre os
métodos utilizados. Concluiram que bactérias produtoras de pigmento
negro, sozinhas ou em associacao, parecem ser frequentes em casos de
infeccbes endodbnticas cronicas.

Gomes et al. (2006b) fizeram um estudo para detectar E.
faecalis em casos de infeccéo primaria e secundaria através de cultura e
PCR. A bactéria foi identificada nas infec¢des primarias em 2/50 casos
através do método de cultura e 41/50 casos pelo método PCR. Nas
infec¢Bes secundarias foi detectada em 21/50 casos por cultura e 38/50

casos por PCR. Mostrando que E. faecalis € detectado tanto em infec¢des
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primarias quanto secundarias quando é usado o PCR para sua
identificacao.

Para pesquisar a prevaléncia de E. faecalis em outros
sitios da boca (saliva, lingua e sulco gengival) e canais radiculares de
pacientes submetidos a tratamento endodontico, Sedgley et al. (2006a)
utilizaram métodos de cultura e PCR. Pelo método da cultura E. faecalis
foi detectado em apenas 4/41 pacientes. Ja pelo método de PCR foi
detectado em 70% dos casos em algum sitio da boca: na saliva (29%), na
lingua (55%), no sulco gengival (22%) e canal radicular (9%). Mostrando
gue o método PCR foi considerado mais sensivel para deteccdo de E.
faecalis em amostras de diferentes sitios da boca.

Em 1992, Higuchi et al. desenvolveram uma variacdo da
técnica de PCR convencional, a PCR em tempo real ou qPCR. Este
método ndo aponta apenas a presenca ou auséncia dos patdégenos, mas
também pode realizar uma quantificacdo em numeros absolutos da
presenca de uma bactéria na amostra (Siqueira, R6c¢as, 2005; Zhang,
Fang, 2006). A PCR em tempo real tem sido bastante utilizada em
estudos na area de microbiologia para o estudo de diversos processos
infecciosos (Kubista et al., 2006).

Sedgley et al. (2006b) compararam os métodos de cultura
e gPCR na identificacdo e quantificacdo de E. faecalis em amostras
coletadas de infec¢cBes primarias (n=40) e secundarias (n=48). E. faecalis
foi identificado em 10,2% das amostras por cultura e em 79,5% das
amostras por qPCR. A quantificacéo através de gPCR variou de 1,1 X103
até 1,7 X 10° células/100 pl de amostra (média de 8,7 X 10%). Pela cultura
houve uma variagdo desde nenhum crescimento até um crescimento
muito grande; desta maneira ndo pode ser feita uma quantificacdo através
deste método. Além disso, E. faecalis foi identificado em mais casos de
retratamento (89,6%) do que casos de tratamento endodontico (67,5%).

Blome et al. (2008) quantificaram o namero de bactérias

total e de espécies especificas em dentes com necrose pulpar e com
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necessidade de retratamento utilizando gPCR. Os autores também
avaliaram a reducao microbiana ap6s preparo e medicacao intracanal. O
ndamero de bactérias em casos de infec¢ao primaria foi significativamente
maior do que nos casos de infeccdo secundaria e o preparo e medicacao
intracanal reduziram esse numero, entretanto ndo foram capazes de
eliminar os microrganismos. P. micros e P. endodontalis foram os
microrganismos mais frequentemente encontrados tanto em infeccdes
primarias quanto secundarias.

Saito et al. (2009) utlizaram o método gPCR para
guantificar P. gingivalis e T. forsythia e também o numero total de
bactérias em dentes necrosados. P. gingivalis e T. forsythia e a
associacao de ambos foram encontrados em 28%, 66% e 22% do casos
respectivamente. T. forsythia foi considerado mais prevalente que P.
gingivalis. A quantidade de P. gingivalis foi de 5,65 x 10°a 1,20 x 102 e
de T. forsythia foi de 5,76 x 10® a 1,35 x 10™*. Os autores concluiram que
ndo ha relacéo destas bactérias com manifestacdo de sintomas em casos
de necrose pulpar.

O método checkerboard DNA-DNA hybridization foi
introduzido em 1994 por Socransky et al. para hibridizar uma grande
guantidade de amostras de DNA com um grande numero de sondas de
DNA em uma unica membrana. Este método permite a determinacao
simultanea de mdltiplas espécies de bactérias em mdiltiplas amostras, se
mostrando Gtil para pesquisas clinicas de infec¢des polimicrobianas. Este
método apresenta um excelente custo-beneficio, entretanto € um método
menos sensivel, pois necessita de uma maior quantidade de DNA
bacteriano comparada as outras técnicas moleculares.

Em 2000, Siqueira et al. utilizaram este método para
pesquisar 42 bactérias em canais radiculares. Das bactérias pesquisadas,
21 foram encontradas em pelo menos uma amostra. As espécies mais

prevalentes foram: Bacteroides forsythus (39,3%); Haemophilus
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aphrophilus (25%); Corynebacterium matruchotii (21,4%); Porphyromonas
gingivalis (17,9%) e Treponema denticola (17,9%).

Siqueira et al. (2002b) pesquisaram através do método
checkerboard a prevaléncia de espécies de Actinomyces, Estreptococos e
Enterococcus faecalis em 53 infec¢bes endoddnticas primarias, dos quais
27 casos foram diagnosticados como abscesso perirradicular agudo.
Ocorreu a deteccdo de espécies de Estreptococos em 22,6% das
amostras, de Actinomyces em 9,4% e E. faecalis em 7,5%. A espécie
mais prevalente foi Streptococcus anginosus. Nas lesbes assintomaticas,
as espécies mais prevalentes foram S. intermedius, E. faecalis e S.
anginosus. A Unica espécie associada positivamente com abscesso
perirradicular agudo foi S. constellatus.

Sassone et al. (2007) fizeram estudo da microbiota de 111
canais necrosados pesquisando 40 espécies bacterianas. Como o método
pode ser considerado semiquantitativo, os autores também realizaram a
guantificacdo destas espécies. Os microrganismos encontrados em maior
namero foram: F. nucleatum ssp. Vincentii; E. saburreum; E. faecalis; N.
mucosa; V. parvula; C. gracilis; Treponema socranskii; Porphyromonas
endodontalis; Porphyromonas gingivalis; Micromonas micros; Prevotella
nigrescens e Fusobacterium nucleatum ssp. Nucleatum.

Sassone et al. (2008b) pesquisaram 40 espécies
bacterianas com a intencdo de correlaciona-las com casos sintomaticos
através de checkerboard. A quantidade de bactérias total e de T. forsythia
foi maior em casos sintomaticos, enquanto o niamero de P. acnes foi
reduzido neste grupo. Os autores sugeriram que ha uma relacdo entre T.
forsythia e presenca de dor.

Sassone et al. (2008a) também correlacionaram a
presenca de 40 bactérias com a presenca de fistula. As bactérias
presentes em maior nimero foram Fusobacterium nucleatum sp. vincentii,
Porphyromonas gingivalis, Veillonella parvula, Enterococcus faecalis,

Campylobacter gracilis e Neisseria mucosa. A contagem de bactérias nao
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diferiu entre casos com ou sem fistula. Nos casos que apresentavam
fistula foram observados maiores niveis de P. gingivalis e Fusobacterium
nucleatum sp. Nucleatum. Leptotrichia buccalis e Porphyromonas
endodontalis foram associados com uma maior chance de desenvolver
fistula.

Roécas e Siqueira (2008) avaliaram através do método
checkerboard as amostras de canais radiculares infectados de 43 dentes
com periodontite apical cronica. As bactérias mais prevalentes foram
Olsenella uli (74%), Eikenella corrodens (63%), Porphyromonas
endodontalis  (56%), Peptostreptococcus anaerobius (54%) e
Bacteroidetes oral clone X083 (51%).

Récas et al. (2011a) utilizaram o meétodo checkerbord
para pesquisar a presenca de 50 bactérias e sua relacdo com casos
sintomaticos. Nos casos assintomaticos as bactérias mais encontradas
foram Dialister invisus (71%), Fusobacterium nucleatum (62%) e
Porphyromonas endodontalis (62%). Nos abscessos periapicais cronicos
foram P. endodontalis (100%), D. invisus (89%), Parvimonas micra (78%)
e Solobacterium moorei (78%). Nas periodontites apicais sintomaticas
foram D. invisus, P. endodontalis, S.moorei, Propionibacterium acnes e
espécies de Estreptococos. Os autores ndo observaram relacdo de
bactérias com sintomas, entretanto observaram que algumas bactérias
formam associacdes que podem formar comunidades mais virulentas e
responsaveis por sintomas clinicos.

Sassone et al., 2012 pesquisaram através do método de
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard a composicdao da microbiota de
infeccbes endodonticas primarias em casos de exposicdo da camara
pulpar ou ndo. Os autores encontraram diferengcas na composicéo da
microbiota. As contagens de F. nucleatum ssp. vincentii, Campylobacter
sputigena, Capnocytophaga showae, Treponema socranskKii,
Porphyromonas endodontalis, Eikenella corrodens e Capnocytophaga

ochracea foram maiores em casos de camara pulpar ndo exposta.
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2.3 Complexos bacterianos

Socransky et al. (1998) utilizando o método de
hibridizacdo DNA-DNA Checkerboard para avaliar amostras de placa
subgengival descreveram a presenca de 5 complexos microbianos. O
complexo vermelho composto pelas espécies  Bacteroides
forsythus/Tanerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola foi associado ao sangramento a sondagem e aumento da
profundidade de sondagem. O complexo laranja foi dividido em dois
subgrupos: um principal, composto por Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium  periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens e Parvimonas micra; e outro subgrupo periférico composto por
Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,
Campylobacter gracilis e Streptococcus constellatus. Os autores relataram
gue o complexo laranja parece preceder a colonizacdo do complexo
vermelho. Ainda foram descritos os complexos amarelo, verde e roxo que
apresentam grande associacdo entre si € menor associacdo com 0S
complexos vermelho e laranja. O complexo verde é composto por
Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga
ochracea, Eikenella corrodens e Agregatibacter actinomycetemcomitans.
O complexo amarelo é formado por um grupo de estreptococos:
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis,
Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius. O complexo roxo
inclui Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula.

Apés a introducdo de métodos moleculares para
pesquisar a microbiota dos canais radiculares, alguns patdégenos
conhecidos na Periodontia foram identificados em dentes necrosados com
presenca de lesdo periapical. A partir disso, alguns estudos foram

realizados com o objetivo de identificar nos canais radiculares bactérias
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gue compbem o0s complexos descritos por Socransky et al. (1998)
especialmente o complexo vermelho.

Récas et al. (2001) pesquisaram a ocorréncia do
complexo vermelho em 50 dentes necrosados com lesdo radicular
periapical sem a presenca de doenga periodontal através da técnica de
PCR. Ao menos uma das espécies pesquisadas foi encontrada em 33
casos, sendo que T. denticola em 44%, P. gingivalis em 30% e T.
forsythia em 26%. O complexo vermelho foi encontrado em apenas 4
casos e nenhum sinal ou sintoma foi associado a presenca dos
patdgenos. Entretanto, os autores ndo descartaram a possibilidade de
estes patdgenos desenvolverem doencas perirradiculares.

Foschi et al. (2006) avaliaram infeccdes endodonticas
causadas em ratos comuns ou com imunodeficiéncia. Os pesquisadores
induziram infec¢cées endoddnticas com T. denticola sozinho ou associado
as outras espécies pertencentes ao complexo vermelho e avaliaram por
PCR a presenca destas bactérias no cérebro, coracdo e baco dos ratos.
Além disso, avaliaram a reabsorcdo Ossea causada pelos patdégenos
através de micro-CT. Os pesquisadores observaram que a infeccao
produzida apenas com T. denticola em ratos com imunodeficiéncia
produziu maior incidéncia de infeccbes orais severas (cinco em 10
animais exibiram abscesso). Nos outros grupos foi observado apenas um
caso de abscesso em cada. Apenas DNA de T. denticola foi encontrado
no coracdo, cérebro ou baco. Todos os ratos apresentaram reabsorcao
periapical 6ssea, entretanto nos casos de monoinfeccdo com T. denticola
houve maior reabsorcdo. Os autores concluiram que T. denticola tem
grande patogenicidade, incluindo disseminacdo em outros 0rgaos,
justificando sua importancia nas infec¢des orais.

Ozbek et al. (2009) também pesquisaram a relacdo da
presenca de T. denticola com casos sintomaticos de periodontite e
abscesso apical. Este patdégeno foi identificado em 71,6% dos casos,

sugerindo sua associacdo com a patogénese das alteracfes periapicais.
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Gomes et al. (2007) investigaram através de nested PCR
a presenca do complexo vermelho em 50 dentes necrosados com
periodonite ou abscesso periapical. Foi possivel detectar a P. gingivalis,
T. forsythia, e T. denticola em 22, 12 e 19 canais, respectivamente. Foram
encontradas relacdes entre P. gingivalis e inchaco, mobilidade e lesao
periapical. Foram encontradas associacdes significativas entre a presenca
de P.gingivalis / T. denticola e T. forsythia / T. denticola. A associacao P.
gingivalis / T. denticola teve relagbes estatisticamente significativas com
dor espontanea, sensibilidade a percussdo, dor a palpacdo, edema e
lesdes periapicais. A simultdnea presenca de T. forsythia e T. denticola
estava relacionada com dor a percussao, dor a palpacéo, dor espontanea
e inchaco. O complexo vermelho foi encontrado em 16% (7/42) dos casos
com abscesso. A presenca do complexo vermelho estava relacionada
principalmente a mobilidade e também lesbes periapicais. Os autores
concluiram que a alta prevaléncia de P. gingivalis, T. denticola e T.
forsythia nas amostras examinadas sugere que estas bactérias estao
relacionadas com a etiologia de doencas perirradiculares sintomaticas.

Ozbek SM e Ozbek A (2010) investigaram pelo método
gPCR a presenca do complexo vermelho em 32 casos de abscesso
periapical agudo através da aspiracdo do exsudato. O complexo com a
presenca das 3 bactérias foi encontrado em 15,6% das amostras. Ao
menos uma das bactérias foi encontrada em 84% dos casos. T. denticola,
P. gingivalis e T. forsythia foram detectados em 65,6%, 43,7% e 40,6%
dos casos, respectivamente. Os autores concluiram que o “complexo
vermelho” pode participar da patogénese dos abscessos periapicais
agudos.

Buonavoglia et al. (2013) pesquisaram, através de PCR, a
associacado do complexo vermelho com periodontite apical aguda, crénica
e “abscesso fénix”. Os autores associaram o complexo vermelho a casos
de periodontite apical aguda e “abscesso fénix”. Ainda relataram que os

microrganismos estudados foram esporadicamente encontrados em
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casos de periodontite apical crénica. Os autores concluiram que o
envolvimento de bactérias do complexo vermelho pode ser esperado
qguando h& ocorréncia de dor e drenagem de pus.

Didilescu et al. (2012) avaliaram a presenca de bactérias
dos complexos laranja e verde em casos de lesdes endo-periodontais.
Foram coletadas amostras dos canais radiculares e das bolsas
periodontais. Os autores encontraram grande quantidade de P. micra, F.
nucleatum e C. sputigena nas amostras dos canais radiculares. Nas
amostras das bolsas periodontais foram encontradas as mesmas
espécies e C. rectus. Os autores ainda correlacionaram presenca de P.

micra a dor a percussao.

2.4 Desinfeccéo dos canais radiculares

A limpeza mecanica do conteudo necrético dos canais
radiculares associada a uma solucao irrigadora é de extrema importancia
para o sucesso do tratamento endodoéntico. A solucdo de Hipoclorito de
Sodio € a mais utilizada durante o preparo biomecéanico, devido a sua
baixa tensdo superficial, capacidade de dissolver matéria organica e acao
antimicrobiana (Ercan et al., 2004; Vianna et al., 2006). Seu uso foi
relatado pela primeira vez em Endodontia por Walker em 1936 e mais
tarde foi difundido através dos estudos de Grossman, em 1943.

Devido a acdo citotoxica do Hipoclorito de Sédio
(Tanomaru Filho et al., 2002), foi proposto o uso de outras substancias
guimicas auxiliares, como por exemplo, a clorexidina. Entretanto, Okino et
al. (2004) pesquisaram a capacidade de dissolugao tecidual da clorexidina
(solugdo e gel) e observaram que a capacidade de dissolver matéria
organica da clorexidina, tanto a solucdo como em gel, foram similares a

capacidade da agua destilada.
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Vianna et al. (2006) determinaram a reducdo da carga
microbiana de dentes necrosados apos irrigacdo com Hipoclorito de Sédio
ou Clorexidina gel através de gPCR utilizando os reagentes TagMan e
SYBRGreen. Para comparacao, também foi realizada andlise através dos
métodos de cultura. A reducdo da carga microbiana no grupo Hipoclorito
de Saédio foi de 99,99% utilizando SYBRGreen e 99,63% usando TagMan
e no grupo Clorexidina foi 96,62% utlizando SYBRGreen e 96,6%
utilizando TagMan. Pelo método de cultura 75% dos dentes preparados
com Hipoclorito de Sadio e 50% dos dentes irrigados com Clorexidina se
apresentaram livres de bactérias. Os resultados mostraram que o
Hipoclorito de Sodio tem maior capacidade bactericida e de remocéo de
células dos canais radiculares.

Martinho e Gomes (2008) quantificaram endotoxinas e
bactérias cultivaveis de canais radiculares com polpa necrosada antes e
apos o preparo biomecanico utilizando Hipoclorito de sodio 2,5%. O uso
do Hipoclorito de Sodio diminuiu moderadamente o nimero de bactérias
cultivaveis e foi menos efetivo para erradicacdo de endotoxinas. Houve
correlacdo entre quantidade de endotoxinas e sintomatologia clinica.

A complexidade do sistema de canais radiculares, a
associacdo das bactérias em biofilme e sua penetracdo dos tubulos
dentinarios fazem com que apenas o preparo biomecanico associado a
uma substancia quimica auxiliar ndo seja efetivo na eliminacédo de toda a
microbiota dos canais radiculares (Menezes et al.,, 2004; Valera et al.
2009). Desta maneira, torna-se necessaria a utilizacdo de medicacao
intracanal na tentativa de eliminar a presenca dos microrganismos.

Pastas a base de hidroxido de célcio tém sido utilizadas
como medicagdo intracanal por possuirem acdo antibacteriana e por
induzir a mineralizacdo (Siqueira, Lopes, 1999; Leonardo et al., 2002). A
acdo antimicrobiana esta associada a sua dissociacdo em ions calcio e
hidroxila, o que produz um pH alcalino, causando efeito destrutivo na

membrana celular bacteriana (Siqueira, Lopes, 1999; Mori et al., 2009).
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Entretanto o hidroxido de calcio ndo é efetivo contra todas
as bactérias encontradas nos canais radiculares e a associacdo com
outras medicacdes pode aumentar a sua eficacia em eliminar bactérias do
sistema de canais radiculares (Siqueira, Lopes, 1999; Sathorn et al. 2007,
Balto, 2007). Muitos dos veiculos utilizados ndo apresentam nenhuma
acao antibacteriana, como por exemplo, o soro fisiolégico, solucdes
anestésicas, propilenoglicol, glicerina e agua destilada.

Xavier et al. (2013) compararam a efetividade do uso do
preparo biomecéanico associado ou ndo a medicacao intracanal com
hidroxido de calcio em remover bactérias cultivaveis e endotoxinas dos
canais radiculares. Os autores concluiram que sessao uUnica ou sessfes
multiplas sé@o capazes de reduzir bactérias e endotoxinas, mas nhao
elimina-las.

A clorexidina pode ser utilizada como veiculo para
medicacdo intracanal a base de hidroxido de célcio e apresenta acao
antimicrobiana, efeito residual e é biocompativel (Tanomaru Filho et al.,
2002; Mohammadi, Abbott, 2009). A clorexidina age sobre a parede
celular das bactérias através de interacdo eletrostatica, provocando um
desequilibrio osmético e consequente ruptura da parede bacteriana,
causando o escoamento dos componentes intracelulares (Ferraz et al.,
2001).

Desta maneira, a associacdo de hidroxido de célcio a
clorexidina para uso como medicacao intracanal pode ser considerada
mais eficaz contra microrganismos do canal radicular. Evans et al., 2003
mostraram em seu estudo que a associacdo de hidroxido de calcio a
clorexidina foi mais eficaz contra E. faecalis nos tubulos dentinarios
comparado ao hidroxido de célcio com agua.

Gomes et al. (2006c¢) avaliaram a atividade antimicrobiana
do hidroxido de célcio associado a clorexidina e do hidréxido de calcio e
da clorexidina separados. Foram utilizados dois métodos: o teste de

difusdo em agar e o teste de contato direto. A associacdo do hidréxido de
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célcio com clorexidna mostrou melhor atividade antimicrobiana que o
hidréxido de célcio ou a clorexidina separados.

Como a acdo antibacteriana do hidréxido de célcio
depende da concentracdo de ions hidroxila, o0 mecanismo de dissociacéo
nos diferentes veiculos pode ser importante.

Mori et al. (2009) avaliaram a difusdo do hidroxido de
célcio em diferentes veiculos pelos tubulos dentinarios e concluiram que
agua destilada e solucdo de clorexidina 2% apresentam melhor difusao
gue propilenoglicol e solucdo de clorexidina 0,2%. Safavi e Nakayama
(2000) também encontraram uma menor difusdo da medicacdo quando
utilizados veiculos ndo aquosos como o propilenoglicol e a glicerina.
Murad et al. (2008) observaram em seu estudo uma maior infiltracdo de
bactérias através da coroa quando utilizada a glicerina como veiculo.

Camargo et al. (2006) compararam o pH e a liberacéo de
fon céalcio ap6s o uso de pastas de hidroxido de calcio em diferentes
veiculos. Os autores verificaram que apds um periodo de 14 dias houve
maior liberacdo de ions comparado a 7 dias, o que pode justificar a
utilizacdo da medicacéo intracanal pelo periodo de 14 dias.

Para ser eficaz, a medicacdo intracanal deve atuar no
interior do canal radicular e a distancia nos tudbulos dentinarios
alcancando a superficie radicular externa. Gomes et al. (2009) avaliaram
a acdo antimicrobiana de diferentes medicac¢fes intracanal na superficie
radicular externa. A clorexidina gel 2% apresentou a maior acao
antimicrobiana na superficie radicular externa, seguida por sua
associacdo com hidréxido de calcio, sua associagcdo com hidréxido de
célcio e 6xido de zinco e a associacdo de hidréxido de célcio e solucéo
salina.

Muitos estudos in vitro e in vivo buscam avaliar a agéo do
preparo biomecéanico e da medicacdo intracanal sobre a microbiota

presente nos canais radiculares.
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Menezes et al. (2004) compararam a agéo antimicrobiana
do hipoclorito de sédio 2,5% e da solucao de clorexidina 2% e de algumas
medicagOes intracanal. Contra E. faecalis a solugdo de clorexidina se
mostrou mais eficaz que hipoclorito de s6dio e a medicagdo intracanal
mais eficaz foi a associacdo do hidréxido de célcio e paramonoclorofenol
canforado. Em um estudo clinico, Siqueira et al. (2007) também avaliaram
a acao de hidroxido de calcio e paramonoclorofenol canforado sobre a
microbiota através do sequenciamento das bactérias encontradas. Foi
observado que apds o preparo com hipoclorito de sddio 2,5% havia
bactérias em metade dos casos e que a medicacado intracanal foi capaz
de aumentar o numero de canais livres de bactérias, confirmando os
achados dos estudos in vitro.

Sakamoto et al. (2007) utilizaram gPCR para avaliacdo da
reducdo de carga microbiana de 15 canais radiculares apds o0s
procedimentos endoddnticos (preparo utilizando NaOCI| como irrigante e
medicacédo intracanal a base de hidroxido de calcio). Cinco dentes néao
apresentaram microrganismos apos irrigacdo e medicacao intracanal. Nos
outros casos, a instrumentacdo promoveu reducdo de 99,67% e a
instrumentacdo + medicacdo promoveu 99,85% de reducdo da carga
microbiana.

Valera et al. (2009) avaliaram a acdo do hipoclorito de
sédio 1% e diferentes medicacdes intracanal (hidréxido de calcio,
clorexidina gel 2% e a associagéo hidroxido de célcio e clorexidina) sobre
Candida albicans e E. faecalis. Os autores observaram que nao houve
presenca de microrganismos ap0s o preparo biomecanico nem apds a
medicacao intracanal.

Valera et al. (2010b) fizeram avaliagéo da clorexidina gel
2% como substancia quimica auxiliar e de algumas medicacdes intracanal
(hidréxido de célcio, clorexidina gel 2% e a associagéo hidroxido de célcio
e clorexidina) também sobre C. albicans e E. faecalis. O preparo

biomecanico diminuiu o nimero de bactérias, entretanto a eliminacao
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completa dos microrganismos so foi possivel ap6s o uso das medicacdes
intracanal de hidroxido de calcio sozinho ou associado a clorexidina.

Ro6cgas e Siqueira (2011b) utilizaram o método de PCR e
checkerboard para avaliar a eficiéncia do preparo utilizando hipoclorito de
sédio e das medicagBes intracanal de hidréxido de calcio utilizando
glicerina ou paramonoclorofenol canforado como veiculo. Na segunda
coleta ndo foi encontrado DNA bacteriano em 46% dos casos e na
terceira coleta em 62,5% dos casos. No grupo hidroxido de calcio +
glicerina ndo foram encontradas bactérias em 58% dos casos e no grupo
gue utilizou paramonoclorofenol canforado como veiculo 67% dos casos
apresentaram-se livres de DNA bacteriano. Das bactérias encontradas
ap0s preparo e medicacdo as mais prevalentes foram: P. acnes e
espécies de Estreptococos.

Vianna et al. (2008) fizeram um estudo através do método
checkerboard para comparacdo da microbiota apds preparo utilizando
clorexidina gel e diferentes medicacfes intracanal (hidroxido de calcio,
clorexidina e a associacdo deles). Das 40 bactérias pesquisadas as mais
encontradas na primeira coleta foram: Fusobacterium nucleatum ssp.
polymorphum, Treponema socranskii ssp. socranskii, Parvimonas micra e
Enterococcus faecalis. Nas segunda e terceira coletas foram identificados
8 espécies bacterianas, entretanto no grupo onde foi utilizada clorexidina
sozinha nao foi encontrado nenhum microrganismo.

de Souza et al. (2005) avaliaram por checkerboard a
microbiota de canais radiculares necrosados e o efeito do hidroxido de
célcio sobre a microbiota. Foram pesquisadas 44 espécies de bactérias e
as mais encontradas foram: F. nucleatum ss. vincentii, C. sputigena, C.
ochracea, S. constellatus, V. parvula, P. gingivalis, P. melaninogenica e S.
sanguis. A maior parte dos microrganismos foi reduzida ap6s medicagéo
com hidroxido de calcio, entretanto A. actinomycetemcomitans, C.

sputigena e E. corrodens aumentaram apd6s medicagdo intracanal. Os
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autores concluiram que o uso de hidréxido de célcio tem o uso limitado
por ndo eliminar toda a microbiota.

Teles et al. (2014) utilizaram o método gPCR e de cultura
para quantificar a carga microbiana inicial, apés preparo biomecanico e
medicacdo intracanal com hidroxido de calcio ou clorexidina. Apoés
preparo biomecanico foi observada reducdo da carga microbiana de
99,1% pelo método de gPCR e 98,5% pela contagem de UFC. As
medicagdes intracanal ndo foram consideradas efetivas na eliminagéo de
microrganismos, entretanto a medicacao clorexidina apresentou piores
resultados, ndo apresentando diferencas entre os achados utilizando as

duas metodologias.

2.5 Zingiber officinale

O Zingiber officinale, popularmente conhecido como
gengibre, € um constituinte comum da dieta e amplamente utilizado na
medicina popular. Seus compostos sdo extensivamente estudados e
apresentam acdo antioxidante, antiemética, gastroprotetiva e anti-
inflamatdria (Baliga et al.,, 2011). Os constituintes do gengibre séo
numerosos e variam dependendo do local de origem e se 0s rizomas sao
frescos ou secos. A pungéncia do gengibre fresco é atribuida
principalmente aos gingerois, sendo o mais abundante o [6]-gingerol. A
pungéncia do gengibre seco resulta principalmente dos shogadis, por
exemplo, [6]-shogaol, que sdo formas desidratadas dos gingerois (Ali et
al., 2008).

Lantz et al. (2007) testaram a propriedade anti-
inflamatdria destes componentes do gengibre. Extratos contendo gingerol
ou shogaol foram capazes de inibir a producdo de prostaglandina E2

induzida pela endotoxina de E. coli. Os extratos contendo gingerol ainda
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foram capazes de inibir a expressdo de COX-2 induzida pela endotoxina
enquanto o shogaol nédo teve efeito sobre a COX-2. Aimbire et al. (2007)
também demonstraram um efeito anti-inflamatério do extrato
hidroalcodlico do Zingiber officinale. O extrato reduziu os niveis de
prostaglandina e tromboxana e a atividade de mieloperoxidase em
pulmdes de ratos com inflamacé&o induzida por endotoxinas.

Dugasani et al. (2010) compararam os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios dos componentes do Zingiber officinale
e concluiram que os componentes apresentaram efeito anti-inflamatorio e
antioxidante, sendo o [6]-shogaol o mais potente.

Por suas propriedades o Zingiber officinale tem sido
interesse de estudos, inclusive na Odontologia. Grégio et al. (2006)
estudaram a acdo dos extratos glicolico e hidroalcoolico de gengibre
sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans. Ambos apresentaram atividade antibacteriana e
antifangica relevante para a Odontologia, podendo contribuir para o
tratamento de doencas causadas por esses microrganismos presentes na
cavidade bucal.

Ao avaliar a atividade dos compostos do Zingiber
officinale sobre bactérias causadoras de doenca periodontal Park et al.
(2008) observaram que o [10]-gingerol e o [12]-gingerol foram capazes de
inibir o crescimento de P. gingivalis, P. endodontalis e P. intermedia.

Aguiar et al. (2009) avaliaram in vitro a acado do extrato
glicélico de gengibre sobre C. albicans comparando com o hipoclorito de
sédio. Foram obtidas as concentracfes de diluicdo inibitéria minima e
diluicdo fungicida minima. O extrato de gengibre apresentou atividade
fungicida a partir da concentracdo de 12,5% e atividade fungistatica em
6,25%. O hipoclorito de sodio apresentou atividade fungicida desde a
concentracdo 6,25%, sendo equivalente a concentracdo de diluicdo
inibitéria minima. Desta maneira, o extrato de gengibre e o hipoclorito de

sédio apresentam efeito fungicida sobre C. albicans.



43

Pode-se verificar que o Zingiber officinale apresenta acao
anti-inflamatéria e antimicrobiana, por essa razdo foram realizadas
pesquisas sobre sua atividade na Endodontia como medicacéo intracanal
e substancia quimica auxiliar.

Maekawa et al. (2013) avaliaram in vitro os extratos de
gengibre e propolis, hidroxido de calcio e clorexidina gel como medicacgao
intracanal sobre C. albicans, E. faecalis, E. coli e endotoxinas. As
medicagbes foram capazes de eliminar os microrganismos dos canais
radiculares e reduzir a quantidade de endotoxinas. Entretanto, hidréxido
de calcio foi considerado mais efetivo em neutralizar endotoxinas e menos
efetivo contra C. albicans. Os autores sugeriram a associacdo de
medicacdes para maior sucesso do tratamento endodéntico.

Valera et al. (2013) também observaram eficacia sobre C.
albicans e E. faecalis do extrato glicélico de gengibre como substancia
guimica auxiliar in vitro, entretanto hipoclorito de sédio 2.5% e clorexidina
gel 2% mostraram melhores resultados.

Chung (2011) avaliou in vivo, através do método PCR, o
extrato glicolico de gengibre 20%, o hipoclorito de sédio 1% e a
clorexidina gel 2% como substancias quimicas auxiliares em dentes com
necrose pulpar e lesao periapical. Os resultados mostraram presenca de
DNA bacteriano em todas as amostras, sendo Parvimonas micra a
espécie mais frequente. A instrumentacdo com as substancias testadas
reduziram significativamente microrganismos e endotoxinas dos canais
radiculares. O preparo biomecéanico utilizando extrato glicdlico de
gengibre foi eficiente tanto em reduzir microrganismos quanto
endotoxinas dos canais radiculares. Cardoso (2011) também observou
reducdo de microrganismos e endotoxinas em casos de infeccao
secundaria apés preparo biomecanico utilizando extrato glicolico de

gengibre como substancia quimica auxiliar.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

a) Correlacionar  caracteristicas clinicas e
radiograficas com a microbiota presente e
complexos bacterianos;

b) Monitorar o perfil microbiolégico durante o
preparo biomecanico e uso de medicacéo
intracanal;

c) Verificar a susceptibilidade de diferentes
complexos microbianos ao preparo

biomecéanico e medicac¢des intracanal.



4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos —
UNESP, parecer n° 179.380 (Anexo A).

4.1 Selecéo de pacientes

Para a realizacgdo da presente pesquisa foram
selecionados 30 pacientes encaminhados para a Clinica de Endodontia
do Departamento de Odontologia Restauradora do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Séo José dos Campos (UNESP) com necessidade de
tratamento endodoéntico em dentes unirradiculares com necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical (Figura 1). Foi realizada anamnese,
selecionando pacientes com condicfes favoraveis de saude, local e
sistémica. Os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndice A), aceitando fazer parte do estudo e também em
cumprir as condi¢des estabelecidas para a pesquisa.

Os pacientes foram selecionados seguindo critérios de
inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos. Foram excluidos da pesquisa
dentes com doenca periodontal, fratura radicular, exposicdo da camara
pulpar, pacientes que fizeram utilizacdo de antifungicos e/ou antibidticos
(<3 meses), dentes com impossibilidade de isolamento absoluto e de
insercdo do cone de papel no canal radicular em seu comprimento pré-
odontométrico (CPO = comprimento aparente radiografico subtraido em 3

mm).
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Figura 1 — Radiografias iniciais de dentes selecionados para o estudo onde podem ser
observadas lesGes periapicais primarias.

4.2 Intervencao Odontoldgica

Todos os instrumentais utilizados nesta pesquisa foram
submetidos a esterilizacdo por radiacdo gama com cobalto 60 (dose 20
KGy por 6 horas) pela Embrarad (Empresa Brasileira de Radiacao, Cotia,
SP, Brasil) e todos o0s passos subsequentes foram realizados de forma
asseéptica. Inicialmente os pacientes foram submetidos a anestesia,
isolamento absoluto e vedamento da interface coroa / lencol foi feito
utilizando uma barreira fisica de resina fotopolimerizavel (Top Dam - FKG
Dentaire — Labordental) 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, Sdo Paulo,
SP, Brasil). Entdo, os dentes foram lavados com solucao salina fisiologica
(Laboratorio Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil) para remogdo do
excesso de pasta profilatica. Em seguida, foi realizada desinfecgdo do
campo operatério utilizando swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltd.,
Jiangsu, China) estéreis umedecidos em agua oxigenada 30 volumes
(Byoformula, Sao José dos Campos, SP, Brasil) seguido de hipoclorito de
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sédio 5,25% (Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) e
neutralizacdo do hipoclorito de sodio com tiossulfato de sodio 5%
(Byoférmula, Sado José dos Campos, SP, Brasil). Foi realizada abertura
coronaria com auxilio de brocas acionadas em alta rotacdo, sob
refrigeragdo com solugdo salina fisiologica apirogénica (Figura 2).
Terminada a abertura coronaria, foi realizada a 12 coleta do contetdo do

canal radicular.

Figura 2 — Sequéncia da intervencdo odontolégica. A) isolamento absoluto; B) profilaxia;
C) desinfec¢do do campo operatorio; D) abertura coronaria.

4.3 Coletas do canal radicular

Para a coleta de amostras do canal radicular, 3 cones de
papel absorvente (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petrépolis, RJ,
Brasil) apirogénicos foram introduzidos um de cada vez no interior do
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canal radicular respeitando-se o comprimento pré-odontométrico (CPO =
comprimento aparente radiografico subtraido em 3 mm) permanecendo
nesta posicao por 60 segundos. Os 3 cones de papel foram armazenados
em tubo tipo eppendorf (1,5 mL) esterilizado contendo 1 mL de meio de
transporte pré-reduzido VMGA Il - Viability Medium Goteberg Agar
(Méller, 1966; Dahlén et al., 1993) para posterior analise microbiologica
(Figura 3).

Figura 3 - Coleta do contetdo do canal radicular. A) Cone de papel no interior do canal
radicular; B) 3 cones de papel armazenados em 1 mL de VMGA .

4.4 Preparo biomecanico

Apés a primeira coleta, foi realizada neutralizacdo do
conteudo séptico do canal radicular e posterior preparo biomecanico
utilizando hipoclorito de sédio 2,5% como solucdo irrigadora. O
comprimento de trabalho (CT) foi determinado radiograficamente e com o
uso do localizador apical (RomiApex A-15 — Romidan Dental Solution,

Israel) (Figura 4).



49

Figura 4 — Realizacdo da odontometria. A) Uso do localizador apical; B) Confirmacao
radiografica.

Apoés a obtencdo do comprimento do dente, foi realizado
desbridamento foraminal até uma lima K 30 (no comprimento real do
dente) e preparo apical (1 mm aquém do apice radiografico) com a
utilizacao dos kits 701 e 702 do Sistema Rotatério Mtwo (VDW, Minchen,
Alemanha). Durante todo o preparo, o canal foi irrigado com 5 mL de
hipoclorito de sédio 2,5% a cada troca de instrumento (Figura 5). Ao final
do preparo biomecanico, para neutralizacdo da solucdo de NaOCI, os
dentes foram irrigados com 5 mL tiossulfato de sodio 5% (Moller A, 1966).
Apos, todos os dentes receberam irrigacéo final com 10 mL de solucao
salina fisiologica estéril e apirogénica e, em seguida, a 22 Coleta foi
realizada de forma semelhante, entretanto, neste momento o cone de

papel foi inserido no comprimento de trabalho (CT).

T ——
———
R

Figura 5 — Preparo biomecéanico. A) Instrumentos utilizados para o preparo biomecénico
do Sistema Rotat6rio Mtwo (Kits 701 e 702); B) Irrigacdo/aspira¢éo do canal radicular.
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4.5 Medicacgéo intracanal por 14 dias

ApOs a segunda coleta, os canais foram preenchidos com
solucdo de EDTA 17% (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil) durante 3
minutos e lavados com 10 mL de solucdo salina fisiologica apirogénica
para posterior colocacado da medicacao intracanal (MIC). Os dentes foram
divididos de acordo com a MIC utilizada (Quadro 1).

Quadro 1 - Divisao dos grupos experimentais

Solucéo

Grupos : irrigadora

Medicacao intracanal

Hidréxido de Célcio (Biodinamica
HC+SS | 10 Quimica e Farmacéutica Ltda,
Ibipora, PR, Brasil) + Solucdo Salina
Hidroxido de Calcio + Extrato
HC+G 10 | Hipoclorito de Glicolico de Gengibre 20% (Apis

Sodio 2,5% Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
Hidréxido de Calcio + Clorexidina Gel
HC + 10 2% (Consepsis V — Ultradent
CLX Products Inc., South Jordan, UT,
USA)

A associacdo das medicacdes Ca(OH), + solucéo salina e
Ca(OH), + extrato glicélico de gengibre foram realizadas na proporcao
0,1g de Ca(OH), para 100 ul de solugédo salina ou extrato glicélico de
gengibre. A associacdo Ca(OH), + clorexidina gel 2% foi realizada na
proporcdao 1:1 em volume, na consisténcia de pasta de dente. Todas as
associacoes foram levadas ao canal radicular com o auxilio de limas K30
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)
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seguido de restauracdo provisoria com cimento de ionémero de vidro
(S.S. White Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 6).

Figura 6 — Preenchimento do canal com medicacao intracanal com auxilio de lentulo.

Transcorrido o periodo de 14 dias, o paciente foi
novamente submetido a anestesia, isolamento e antissepsia do campo
operatorio (semelhante a primeira sessdo de atendimento), remocéo do
selamento coronario, remocédo da MIC com lima K30 (Dentsply/Maillefer
Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) e irrigacdo com 20 mL de
solucdo salina fisiolégica apirogénica. Em seguida, foi realizada a 32

coleta de forma semelhante as coletas anteriormente descritas.

4.6 Obturacédo dos canais radiculares

Terminada a 32 coleta, 0s casos que nao apresentaram
dor, odor e estavam 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). Os dentes foram
radiografados para comprovacdo de adequado preenchimento em

lateralidade da obturacao do canal radicular (Figura 7).
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Figura 7 — Obturacdo dos canais radiculares. A) Radiografia de prova do cone; B)
Radiografia de comprovacéo de adequado preenchimento em extensdo e lateralidade da
obturacéo do canal radicular; C) Radiografia final.

4.7 Andlises Microbiologicas

4.7.1 Cultura dos microrganismos

Para todas as coletas, a viabilidade antimicrobiana foi
avaliada pela contagem de unidades formadoras de colénias por mililitro
(UFC/mL) de microrganismos remanescentes no canal radicular.
Imediatamente apds a coleta, o eppendorf contendo os 3 cones de papel
(amostra matriz) armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-
reduzido VMGA llI foi agitado até a dessorcao do conteudo para facilitar a
dispersdo dos microrganismos. Em seguida, foram realizadas diluicoes
seriadas até 1000 vezes.

Foram semeados 50 puL da amostra matriz (sem diluicao)
e 50 pL da diluicdo 1/1000 em placas de petri contendo Fastidious
Anaerobe Agar (FAA — Neogen Corporation, Michigan, USA), acrescido
de 5% de sangue desfibrinado de carneiro suplementados por hemina (5
mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L). Essas placas foram incubadas em jarras de

anaerobiose (Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos LTDA., Séao
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Paulo, SP, Brasil) a 37 °C por 14 dias, para permitir a deteccado de
microrganismos anaerébios estritos.

As unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) foram
determinadas a partir da contagem do nimero de colénias nas placas
analisadas. Para a obtencdo do numero de UFC presentes na amostra
por mL (amostra inicial) foi necessario multiplicar por 20 ou 20.000 o
namero de UFC observadas nas contagens das placas, dependendo da
diluicdo utilizada. A escolha da placa para contagem de UFC estava
relacionada a possibilidade de contar de forma individual o nimero de
UFC presentes. Quando néo foi possivel a contagem da amostra matriz,
foi utilizada a diluicdo 1073,

Assim, a aliquota plaqueada foi de 50 uL, ou seja, 20
vezes menor que 1 mL. Portanto o fator de multiplicacdo do namero de
UFC obtido foi 20 quando a amostra matriz foi utilizada. Entretanto,
quando a diluicdo 107 foi escolhida, o valor correspondente a essa
diluicdo é 1000 vezes menor que o inicial. Como a aliquota plaqueada foi
de 50 pL o fator de multiplicacdo do numero de UFC obtido foi 20.000.

Todos os tubos tipo Eppendorf contendo as amostras em
VMGA Il e cones de papel absorvente, imediatamente apos a retirada da
aliquota para diluicdo e para o plaqueamento no meio de cultura, foram

estocados em freezer a —20 °C para andlise através de técnica molecular.

4.7.2 Analise por checkerboard

As amostras obtidas foram avaliadas pelo método
Checkerboard DNA-DNA hybridization, utilizado para estudar a
diversidade microbioldgica dos canais radiculares com necrose pulpar e

lesdo periapical investigando 40 espécies bacterianas. O método foi
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realizado no Laboratério de Pesquisa em Odontologia Il — Microbiologia,
Imunologia e Biologia Molecular da Universidade de Guarulhos (UnG).

Os tubos eppendorf contendo os 3 cones de papel
(amostra matriz) armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-
reduzido VMGA Il foram agitados até a dessorcdo do contetdo para
facilitar a dispersdo dos microrganismos e 300 ul de cada amostra foram
transferidos para outro tubo eppendorf. Apds esse procedimento, 0s tubos
foram centrifugados a 8.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante neles
contido foi entdo descartado e o pellet ressuspendido com 150 pL de
solucdo TE (10 Mm Tris-HCL, 1 Mm EDTA pH 7,6). A cada tubo plastico
contendo amostras e solucdo tampéo TE foram acrescentados 100 ul de
NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA bacteriano permanecesse
viavel por um longo periodo de tempo. Em seguida, as amostras foram

armazenadas sob refrigeracdo a -20 °C até que fossem analisadas.

4.7.2.1 Cepas bacterianas e condicfes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo
para o preparo das sondas de DNA esta apresentada no Quadro 2. As
espécies avaliadas foram selecionadas devido a sua associacdo as
infeccbes endoddnticas ou a sua presenca em outras infeccbes orais e
saliva. Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam
Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth Institute
(Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado em caldo para
crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e
cultivado em Agar-triptose de soja (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA)
contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological

Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35 °C sob condicdo de
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anaerobiose. Algumas bactérias foram cultivadas em meios de cultura
enriquecidos de forma a suprir suas necessidades nutricionais. T.
forsythia, por exemplo, foi cultivada em &agar-triptose de soja com 5% de
sangue desfibrinado de ovelha e 10 ug/mL de &cido N-acetil muramico
(NAM) (Sigma Chemical Co, St. Luois, MO, EUA); enquanto P. gingivalis
cresceu em um meio similar, suplementado com 5% de sangue
desfibrinado de ovelha, 0,3 ug/mL de menadiona e 5 pgmL de hemina. As
espécies T. denticola e Treponema socranskii foram cultivadas em caldo
para crescimento de Mycoplasma suplementado com 1 mg/mL de glicose
(Sigma), 400 ug-mL de niacinamida (Sigma), 150 ug/mL de espermina
tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pg/mL de isobutirato de sodio (ICN, costa
Mesa, CA, EUA), 1mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina
pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil).
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Quadro 2 - Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das
sondas de DNA bacteriano. As espécies estdo agrupadas por complexos

bacterianos
Espécies Cepas Gram Metabolismo
Complexo vermelho
Porphyromonas gingivalis 33277° Gram - Anaerobio estrito
Tannerella forsythia 43037° Gram - Anaerdbio estrito
Treponema denticola B1° Gram - Anaerobio estrito
Complexo roxo
Actinomyces odontolyticus 17929° Gram + Anaerobio facultativo
Veillonella parvula 10790° Gram - Anaerobio estrito
Complexo verde
Agregatibacter 43718°% Gram - Anaerobio facultativo
actinomycetemcomitans (a+b) 29523%
Capnocytophaga gingivalis 33624° Gram - Anaerbbio estrito
Capnocytophaga ochracea 33596° Gram - Anaerbbio estrito
Capnocytophaga sputigena 33612° Gram - Anaerdbio estrito
Eikenella corrodens 23837° Gram - Anaerobio facultativo
Complexo laranja principal
Fusobacterium nucleatum SSP | H5586° Gram - Anaerdbio estrito
nucleatum
Fusobacterium nucleatum SSP | 109537 Gram - Anaerdbio estrito
polymorphum
F_usoba_pterium nucleatum SSP | 490567 Gram - Anaerdbio estrito
vincentii
Fusobacterium periodonticum 33693° Gram - Anaerdbio estrito
Parvimonas micra 33270° Gram + Anaerdbio estrito
Prevotella intermédia 25611° Gram - Anaerdbio estrito
Prevotela nigrescens 33563° Gram - Anaerdbio estrito
Streptococcus constellatus 27823° Gram + Anaerdbio facultativo
Complexo laranja periférico
Campylobacter gracilis 33236° Gram - Anaerdbio estrito
Campylobacter rectus 33238° Gram - Anaerdbio estrito
Campylobacter showae 51146° Gram - Anaerdbio estrito
Eubacterium nodatum 33099° Gram + Anaerdbio estrito
Complexo Amarelo
Streptococcus gordonii 10558% Gram + Anaerdbio facultativo
Streptococcus intermedius 27335° Gram + Anaerdbio facultativo
Streptococcus mitis 49456% Gram + Anaerdbio facultativo
Streptococcus sanguinis 10556" Gram + Anaerdbio facultativo
Outras espécies
Actinomyces israelli 12102° Gram + Anaerdbio facultativo
Actinomyces oris 43146° Gram + Anaerdbio facultativo
Enterococcus faecalis 29212° Gram + Anaerdbio facultativo
Enterococcus faecium 6569° Gram + Anaerdbio facultativo
Eubacterium saburreum 33271° Gram + Anaerdbio estrito
Gemella morbillorum 27824° Gram + Anaerdbio estrito
Leptotrichia buccalis 14201° Gram - Anaerdbio estrito
Neisseria mucosa 19696 % Gram - Anaerobio facultativo
Porphyromonas endodontalis 35406° Gram - Anaerdbio estrito
Prevotella melaninogenica 25845° Gram - Anaerdbio estrito

. . 11827% Gram + Anaerobio aerotolerante

Propionybacterium acnes (I+I1) 112822
Selemonas noxia 43541 Gram - Anaerdbio estrito
Strepctococcus anginosus 33397° Gram + Anaerobio facultativo
Treponema socranskii S1° Gram - Anaerdbbio estrito

2 ATCC (American Type Culture Collection); ° Forsyth Institute
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4.7.2.2 I1solamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente e
as colbnias foram raspadas e depositadas em tubos plasticos para
microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solucdo TE (pH 7,6). As
células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solucdo TE a 3500xg
por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas foram novamente
suspensas e lisadas em SDS (dodecilsulfato de sodio, Labsynth) a 10% e
proteinase K (Sigma) em uma concentracdo de 20 mg/mL. As cepas de
bactérias Gram-positivas foram lisadas em 150 uL de uma mistura
enzimatica contendo 15 mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de
acromopeptidase (Sigma) em solucéo tampéao TE (pH 8,0).

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et
al. (1989). As sondas genémicas foram preparadas para cada uma das 40
espécies pela marcacdo de 1 ug do DNA bacteriano com digoxigenina,
por meio do random primer digoxigenin labeling kit (Roche Disgnostics,
Indianapolis, IN, EUA), de acordo com o méetodo descrito por Feinberg e
Vogelstein (1983).

4.7.2.3 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contendo as amostras coletadas foram
fervidas em banho-maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas
pela adicdo de 0,8 mL de acetato de aménia (C,H;NO,) a 5 M. Com isto,
as células bacterianas foram lisadas e o DNA ficou suspenso na solugao.

Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Amersham Biosciences, Chicago, IL- USA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — USA) (Figura 8).
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Figura 8 - Acomodagdo da membrana de nylon com carga positiva na placa metélica
Minislot 30 para processamento das amostras.

Suspensdo de cada amostra contendo DNA livre foi
depositada nas fendas do Minislot 30® e o DNA permaneceu depositado
na membrana de nylon. As duas ultimas canaletas do Minislot 30® foram
reservadas para a colocacdo dos controles, contendo uma mistura das
espécies dos microrganismos que foram investigados pelas sondas de
DNA, em duas concentracdes, 10° e 10° células bacterianas, ou seja,
0,001 ng e 0,01 ng de cada espécie, respectivamente.

A membrana foi removida do aparato e 0 DNA,
previamente depositado na mesma, foi fixado por intermédio de
aquecimento em forno a 120 °C, por 20 minutos.

A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada a
42 °C, por uma hora, em uma solugdo de 50% formamida (Vetec Quimica
Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solugéo
salina citrada (SSC) (1 x SSC = 150 mM NaCl) (Vetec), 15M de citrato de
sédio (pH 7,0) (J.T.Baker, Edo. Fr Méx., México), 25 mM de fosfato de
sédio (pH 6,5) (Labsynth) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Sigma). Em
seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45® (Immunetics,
Cambridge, MA — USA) com as linhas contendo o DNA das amostras e

dos controles perpendiculares as canaletas do aparato (Figura 9).
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Figura 9 — Membrana acomodada no Miniblotter 45 para aplicacéo das sondas.

Cada sonda de DNA contida numa solucdo de
hibridizacdo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH
6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% de
caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA) foi colocada em uma canaleta do
Miniblotter 45®, de modo que cada canaleta foi preenchida com 135 pL
de uma determinada sonda. As sondas hibridizaram perpendicularmente
as linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato
xadrez, uma vez que as linhas de DNA horizontais se cruzaram com as
verticais correspondente as canaletas contendo as sondas de DNA. O
aparato Miniblotter 45® e a membrana com as sondas e o DNA das
amostras bacterianas fixadas, foram colocados dentro de um saco
plastico umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas e incubado a
42 °C para que a hibridizacdo ocorresse. A hibridizacdo das membranas

com as sondas ocorreu durante um periodo minimo de 12 horas



60

(overnight).

ApoOs a hibridizagdo com as sondas, as membranas foram
removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65 °C, numa
solucao adstringente composta por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20 mM
de Na,HPO,, a fim de remover sondas que nao hibridizaram
completamente. Em seguida, as membranas foram imersas por 1 hora,
sob agitacdo, em uma solucdo bloqueadora contendo 1% de acido
maleico (Vetec), 3 M NaCl, 0,2 M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20
(Vetec), 0,5% caseina (pH 8,0) e, logo apds, por 30 minutos na mesma
solucdo contendo anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab
fragments — Roche Diagnostics GmbH, Mannheim — Germany) conjugado
a fosfatase alcalina (Roche), em uma concentracdo de 1:10000. As
membranas foram, entdo, lavadas 2 vezes, por 20 minutos, em uma
solucéo de 0,1 M acido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20,
pH 8,0, e uma vez, por 5 minutos, em uma solucéo de 0,1 M de Tris HCI,
0,1 M de NaCl (pH 9,5). Para deteccdo dos sinais as membranas foram
incubadas por 45 minutos a 37 °C em uma solucdo detectora contendo
substrato para fosfatase alcalina, CDP-Star Detection Reagent
®(Amershan Biosciences UK Limited, Buckinghamshire — UK). Em
seguida, as membranas foram colocadas em um cassete, Chassi
Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil) sob um filme
radiografico (Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, Sao
José dos Campos, SP) por aproximadamente 40 minutos (Figura 10). Os
filmes foram posteriormente revelados manualmente pelo método
convencional temperatura-tempo, de acordo com as orientacbes do

fabricante.
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Figura 10 - Cassete de exposicdo para revelacdo e deteccdo dos sinais de hibridizacao
das membranas.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um
anico examinador treinado, calibrado e cego para as terapias
empregadas. A leitura foi realizada 2 vezes, em dias diferentes, para
conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por uma determinada
sonda na amostra dos canais radiculares foi comparado, em intensidade,
ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controles contendo
10° e 10° células bacterianas. A intensidade de hibridizacdo foi dividida
em 6 classes diferentes em relagdo aos niveis observados de contagem:
(0) ndo detectado; (1) <10° células, (2) cerca de 10° células, (3) entre 10°

e 10° células; (4) cerca de 10° células; (5) superior a 10° células.

4.8 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram digitados em uma planilha do

Excel, e analisados com o software Stata 12.0 (StataCorp., College
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Station, TX, EUA). Inicialmente, a andlise descritiva foi realizada a fim de
ver a distribuicdo de dados. A relacdo entre as caracteristicas clinicas e
complexo bacteriano na 12 coleta foi testada com o teste de tendéncia
linear. A associagcdo de espécies de bactérias especificas e
caracteristicas clinicas foi testada com o teste exato de Fisher.

Para monitorar a eficacia do tratamento endodontico
sobre o numero de UFC/mL, o niumero de espécies de bactérias e carga
bacteriana separada por complexos, foi utilizado o teste pareado de
Wilcoxon. Finalmente, o teste de Mann-Whitney foi usado para observar
os efeitos de cada medicacéao intracanal nas variaveis citadas acima.

Para todos os testes realizados, um valor de p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significante.



5 RESULTADOS

5.1 Correlagdo de caracteristicas clinicas e radiograficas com a
microbiota presente e complexos bacterianos

Foram realizados neste estudo o tratamento endoddntico
de 30 dentes com necrose pulpar e rarefacdo periapical visivel
radiograficamente. Durante a anamnese, 11/30 relataram dor em algum
momento previamente ao inicio do tratamento endodontico. Durante o
exame clinico, foi observado que 5/30 pacientes apresentaram dor a
percusséo vertical, 4/30 pacientes relataram dor a palpacéo apical, 10/30
pacientes apresentavam fistula e 2/30 pacientes apresentaram presenca
de exsudato. Dez dos 30 dentes encontravam-se com restauracdes
provisorias, 6/30 apresentavam restauracoes definitivas deficientes, 6/30
apresentavam restauracdes definitivas adequadas, 2/30 estavam integros
e 6/30 apresentavam carie. Considerou-se restauracao deficiente quando
as mesmas apresentavam fraturas, fendas nas margens ou recidiva de
carie.

As caracteristicas clinicas e radiograficas podem ser

observadas no Quadro 3.
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Quadro 3 — Caracteristicas clinicas e radiogréficas dos dentes submetidos
ao tratamento endodontico

Caso | Dente Pe Pa | Previa F E Condicéo do Leséo
dente (mm)

1 35 Ndo | Sim Nao Sim Nao Cariado 10
2 32 Ndo | Sim Sim Nao Nao Rest. Deficiente 9
3 15 Nao Nao Nao Sim Nao Cariado 7
4 12 Nao Nao Nao Sim Nao Cariado 7
5 11 Nido | Ndo | N&o Nido | N&o | integro 10
6 11 Nao Nao Nao Nao Nao Rest. Provisoria 3
7 12 Ndo | Nado | Néo Sim N&do | Rest. Adequada 9
8 21 Sim N&do | Sim Ndo | Ndo | Rest. Adequada 6
9 11 Sim Ndo | Nado Sim N&do | Rest. Adequada 10
10 12 Sim Sim Sim Nao Sim Rest. Deficiente 9
11 22 Ndo | Ndo | Sim Ndo | Ndo | Rest. Provisoria 2
12 11 Nao Nao Nao Nao Nao Cariado 8
13 21 Nao Nao Nao Nao Nao Cariado 5
14 23 Sim Nao Sim Nao Nao Rest. Deficiente 5
15 15 Nao Nao Sim Sim Nao Rest. Provisoéria 5
16 31 Nado | N&o | Sim Sim | Ndo | integro 5
17 25 Ndo | Ndo | Néo Sim Nado | Rest. Adequada 6
18 22 Nao Nao Sim Nao Nao Rest. Provisoria 4
19 21 Ndo | Nao | Néao Ndo | Ndo | Rest. Adequada 4
20 13 Nao Nao | Sim Nao Nao Rest. Provisoria 6
21 25 Nao Nao Nao Nao Nao Rest. Provisoria 7
22 11 Nao Nao Nao Nao Sim Rest. Provisoria 8
23 12 Nao Nao Nao Nao Nao Rest. Provisoria 8
24 11 Ndo | Nao | Sim Ndo | Ndo | Rest. Adequada 3
25 44 Nao Nao Nao Sim Nao Rest. Deficiente 6
26 21 Nao Nao Nao Sim Nao Rest. Deficiente 10
27 22 Nao Nao Nao Nao Nao Rest. Provisoria 7
28 13 Nao Nao Nao Nao Nao Rest. Provisoria 9
29 35 Sim Nao | Sim Nao Nao Cariado 3
30 25 Nao | Sim Nao Nao Nao Rest. Deficiente 7

Pe: Dor a percussao; Pa: Dor a palpacéo; Previa: Dor prévia; F: Fistula; E: Exsudato

O teste de tendéncia linear mostrou que houve
associacao positiva entre dor a palpacdo e maior carga dos complexos:
roxo (p = 0,017), verde (p = 0,007) e laranja (p = 0,018). J4 a presenca de
fistula esteve associada a maior carga bacteriana do complexo vermelho
(p = 0,038).

O teste exato de Fisher mostrou que, isoladamente, P.

gingivalis (p = 0,043) e T. denticola (p = 0,02) estiveram associados a
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presenca de dor a percussdo. Dor a palpacdo esteve associada com T.
denticola (p = 0,009) e E. corrodens (p = 0,039). A presenca de fistula foi
associada a P. gingivalis (p = 0,04), F. nucleatum ssp vincentii (p = 0,045),
T. socranskii (p = 0,043), V. parvula (p = 0,004) e P. intermedia (p = 0,44).

A extensdo da reabsorcdo 6ssea periapical (lesdo maior
gue 5 mm) foi associada a presenca de C. ochracea (p = 0,042).

O Quadro 4 mostra um resumo das associacdes de sinais
e sintomas clinicos e radiograficos com complexos bacterianos e espécies

de microrganismos.

Quadro 4 — Associacdo positiva entre sinais e sintomas clinicos e
complexos bacterianos e espécies de microrganismos

Sinais e sintomas Associacéo positiva
Complexos Espécies de
bacterianos microrganismos

Dor a palpacéao Roxo T. denticola
Verde E. corrodens

Laranja
Fistula Vermelho P. gingivalis

F. nucleatum ssp
vincentii
T. socranskii
V. parvula

P. intermedia

Dor a percusséao P. gingivalis

T. denticola

Tamanho de lesao C. ochracea
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5.2 Monitoramento do perfil microbiano ap6s o preparo biomecéanico
e uso de medicacéo intracanal

Para todas as coletas foi realizada a semeadura das
amostras em placas de petri contendo meio de cultura.

A quantidade de microrganismos em UFC/mL obtida nas
12, 22 e 32 coletas esta expressa no Quadro 5, podendo-se verificar
prevaléncia de microrganismos na coleta inicial, mostrando uma reducao
nas etapas subsequentes.

Apés o preparo biomecanico (22 coleta) ndao houve
crescimento microbiano em 19 casos e apés a medicacdo intracanal nao
houve crescimento microbiano em 14 casos. Dos casos em que ocorreu
crescimento apos medicacao intracanal (16 casos), 13 foram casos em
gue na 22 coleta ndo havia ocorrido crescimento microbiano. Dez casos
apresentaram reducéo ou eliminacdo dos microrganismos somente apds

a medicacdao intracanal.
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Quadro 5 - Quantidade de microrganismos em UFC/mL obtidos nas 12, 22
e 32 coletas nos diferentes grupos experimentais

Grupo Microrganismos anaerdbios
estritos e/ou facultativos

12 C 22 C 32C
HC + SS | 1680000 0 40
HC + SS 160000 0 60

HC + SS 740000 0 1000

HC +SS | 1160000 2200 480
HC + SS 8500 80 0
HC + SS 0 0 0
HC + SS 11800 1020 0
HC + SS 320 0 0
HC + SS | 6580000 20 0
HC + SS | 2880000 1220 40
HC + G 160000 0 0
HC + G 7680 20 0
HC + G 8640 0 20

HC + G 920000 0 940
HC + G 2720000 40 0
HC + G 700000 40 0

HC +G 8160000 0 80

HC +G 760000 0 1280

HC +G 2220000 0 0
0
0

HC +G 2160000 20

HC + CLX 1480 220
HC + CLX | 2840000 500 0
HC + CLX 1160 0 2520
HC + CLX 840 300 380
HC + CLX 4400 0 0
HC + CLX | 2180000 0 520
HC + CLX 1800 0 0
HC + CLX | 5120000 0 120
HC + CLX 13040 5920 0

HC + CLX | 120000 0 2000
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Pbde-se observar que os tratamentos (preparo
biomecénico e medicagfes intracanal) diminuiram nimero de UFC/mL
guando comparado com a coleta inicial. Nao tendo diferenca entre os
resultados finais (Tabela 1).

Tabela 1 — Média do numero de UFC/mL em cada grupo inicialmente e
ap0s o tratamento (Letras maitsculas indicam diferencas nas colunas, letras
minusculas indicam diferengas nas linhas)

Grupos | Inicial Apés PBM Apo6s medicacao
HC 4.5X10° (0-6.6X10%)™ 10 (0-220)™ 20 (0-100)"
HC + CLX  8.4X10° (7680-8.2X10%"* 7.5 (0-40)"* 10 (0-1280)"*"

HC + GENG 8720 (840-5.1X10°%)" 40 (0-5920)*" 170 (0-2520)""

Todas as bactérias pesquisadas através do método de
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard foram encontradas em pelo menos
uma das amostras na primeira coleta. O numero de espécies bacterianas
detectadas na primeira coleta variou de 0 a 37, com uma média de 12
espécies. As espécies mais prevalentes foram V. parvula (63,33%), S.
anginosus (63,33%), E. faecium (56,67%), C. ochracia (56,67%) e P.
micra (56,67%) (Figura 11).
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V. parvula

S.anginosus

E. faecium

C. ochracea

P.micra

F. nucleatum spp. Vincentii
E. saburreum

L. buccalis

S.intermedius
P.nigrescens

G. morbillorum
P.gingivalis

A.oris

S. mitis

E.faecalis

S. sanguinis

T. socranskii

P. endodontalis

P. melaninogenica
P.intermedia
A.actinomycetencomytans
S. constellatus

C. showae

C. sputigena

S. gordonii

P.acneslell
E.corrodens

C. gracilis

C.rectus

N. mucosa

F. nucleatum spp. nucleatum
E. nodatum

T. denticola

F. periodonticum

C. gingivalis

A.israelli

A, odontolyticus

F. nucleatum spp. polymorphum
T. forsythia

S. noxia
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Figura 11 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano em amostras de canais radiculares necrosados. O comprimento total de cada
barra indica porcentagem de amostras positivas. Cores diferentes no interior de cada
barra indicam porcentagem de amostras contendo diferentes concentracées de DNA
bacteriano.
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Nas amostras coletadas apdés o preparo biomecéanico o
namero de espécies variou de 0 a 28, com uma média 7,6 espécies.
Assim como na primeira coleta, as espécies mais prevalentes foram E.
faecium (60%), V. parvula (53,33%), S. anginosus (50%), C. ochracia
(50%) e P. micra (43,33%) (Figura 12).
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Figura 12 - Gréfico de barras de frequéncia de deteccdo e concentragdo de DNA
bacteriano em amostras de canais radiculares necrosados ap6s o preparo biomecénico.
O comprimento total de cada barra indica porcentagem de amostras positivas. Cores
diferentes no interior de cada barra indicam porcentagem de amostras contendo
diferentes concentracdes de DNA bacteriano.
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As Figuras 13, 14 e 15 mostram a frequéncia de deteccao
e concentracdo de DNA das espécies estudadas apds a utilizacdo das
diferentes medicacgdes intracanal.
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Figura 13 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano em amostras de canais radiculares necrosados ap0s medicacéo intracanal
hidréxido de calcio associado a solucao salina. O comprimento total de cada barra indica
porcentagem de amostras positivas. Cores diferentes no interior de cada barra indicam
porcentagem de amostras contendo diferentes concentragfes de DNA bacteriano.
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Figura 14 - Grafico de barras de frequéncia de detec¢do e concentracdo de DNA
bacteriano em amostras de canais radiculares necrosados apds medicacéo intracanal
hidroxido de célcio associado a clorexidina. O comprimento total de cada barra indica
porcentagem de amostras positivas. Cores diferentes no interior de cada barra indicam
porcentagem de amostras contendo diferentes concentragées de DNA bacteriano.



73

P gingivalis
A actinomycetencomytans
5. anginosus
T. socranskil
Firsn Vincantil
£ faecalis
P micra
E saburraurm
S. consteliatus
A orig
P. endodontalis
5. BanQuins
£ nodatum
C. rectus
V. parvula
C. ochracea
E fascium
G. morbilfarum
E corradens m<10°
S mitis 1 05
P. melaninogenica
L bhuccalis 10°-10°
P acnesielf =10°
S noxia
T forsythia
5. gordonii
C. gingivalis
Fnep nucleatum
N mucosa
C. showae |
Firep polymorphum
A odontolyticus —
P. nigrescens
T. denticola :
S, infermedius
A izrasili
P intermedia |
C. graciis
C. sputigena

F. pericdonticum

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 15 - Grafico de barras de frequéncia de detec¢do e concentracdo de DNA
bacteriano em amostras de canais radiculares necrosados ap6s medicacéo intracanal
hidréxido de célcio associado ao extrato glicolico de gengibre. O comprimento total de
cada barra indica porcentagem de amostras positivas. Cores diferentes no interior de
cada barra indicam porcentagem de amostras contendo diferentes concentragdes de
DNA bacteriano.
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Nas amostras coletadas apds o uso de medicacao
intracanal o numero de espécies variou de 1 a 34 no Grupo HC, de 0 a 14
no Grupo HC + CLX e de 0 a 30 no Grupo HC + GENG.

No Grupo HC todos os casos apresentaram a presenca
de pelo menos uma bactéria pesquisada. Duas espécies ndo foram
encontradas em nenhuma amostra.

No grupo HC + CLX, 2 casos nao apresentaram presenca
de bactérias. Onze espécies nao foram encontradas em nenhuma
amostra. Mostrando que a medicacéo foi mais efetiva na diminuicdo do
namero de espécies bacterianas no canal radicular.

No grupo HC + GENG, 1 caso n&do apresentou presenca
de bactérias. Quatro espécies nao foram encontradas em nenhuma
amostra.

O Quadro 6 mostra a reducéo da frequéncia de deteccéao
dos microrganismos pesquisados durante o tratamento endodéntico

utilizando diferentes medicacdes intracanal.
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Quadro 6 - Frequéncia em numero de casos de deteccdo dos
microrganismos pesquisados durante o tratamento endodontico

Microrganismo Inicio | Apobs Apo6s MIC
PBM HC HC + HC +
+SS | CLX | GENG
V. parvula 19 16
S. anginosus 19 15
E. faecium 17 18
C. ochracea 17 15
P. micra 17 13
F. nucleatum spp. Vincentii 16 11
E. saburreum 15 8
L. buccalis 15 11
S. intermedius 14 11
P. nigrescens 13
G. morbillorum 13
P. gingivalis 12
A. oris 12
S. mitis 12
E. faecalis 11
S. sanguinis 11
T. socranskii 10
P. endodontalis 10
P. melaninogenica 10
P. intermédia 10

A. actinomycetencomytans

S. constellatus

C. showae

C. sputigena

S. gordonii

P. acnes

E. corrodens

C. gracilis

C. rectus

N. mucosa

F. nucleatum spp. Nucleatum

E. nodatum

T. denticola

F. periodonticum

C. gingivalis

A. israelii

A. odontolyticus

F. nucleatum spp. Polymorphum

T. forsythia

S. noxia
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A figura 16 mostra a diferenca entre o valor médio da
carga bacteriana balanceado pelo nimero de pacientes para todas as
espécies pesquisadas apés o uso de diferentes medica¢des intracanal.
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Figura 16 — Gréfico de linhas mostrando a diferenca entre o valor médio da carga
bacteriana balanceado pelo nimero de pacientes para todas as espécies pesquisadas
apos o uso de diferentes medicagdes intracanal.

A maior parte dos tratamentos diminuiu o numero de
espécies bacterianas comparado a coleta inicial. Entretanto, esta redugéo

foi significantemente menor no grupo hidroxido de calcio sozinho (Tabela
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2). Esta diferengca também foi observada quando avaliada a carga

bacteriana total (Tabela 3).

Tabela 2 — Média do numero de espécies bacterianas encontradas em
cada grupo inicialmente e apds o tratamento (Letras maiGsculas indicam
diferengas nas colunas, letras minGsculas indicam diferencas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 16 (5-36)"* 8,5 (12-28)"* 15,5 (1-34)™

HC + CLX 7.5 (0-16)"2 8 (1-21)* 4,5 (0-14)%°
HC + GENG 12,5 (13-37)"* 6,5 (0-28)™" 5 (0-30)%°

Tabela 3 — Carga bacteriana total encontrada em cada grupo inicialmente
e apos o tratamento (Letras maidsculas indicam diferencas nas colunas, letras
minusculas indicam diferengas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 26,5 (7-72)"* 18 (4-64)"* 16,5 (2-41)"™"

HC + CLX 16 (3-42)"* 11,5 (2-49)** 11 (0-26)%°
HC + GENG  25(6-99)** 10 (0-56)"° 8,5 (0-58)%°

5.3 Susceptibilidade de diferentes complexos microbianos a
diferentes medicacdes intracanal

Quando observada a acado do tratamento endoddéntico nos
diferentes complexos bacterianos foi possivel observar que o uso de
hidroxido de calcio sozinho ou associado a clorexidina foi capaz de
diminuir a carga de DNA bacteriano do complexo vermelho quando
comparados com a coleta inicial. No entanto, o uso de hidroxido de calcio

com clorexidina apresentou melhor resultado (Tabela 4).
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Tabela 4 — Carga de DNA bacteriano do complexo vermelho encontrada
em cada grupo inicialmente e apds o tratamento (Letras maidsculas indicam
diferencas nas colunas, letras minusculas indicam diferengas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 1 (0-3)"2 3 (1-5)"2 0,5 (0-33Ab
HC + CLX 1 (0-3)* 0,5(0-3)%2  0(0-2)°
HC + GENG 1(0-3)"? 0,5 (0-4)°® 1,5 (0-4)"

O uso de hidroxido de calcio associado a clorexidina
diminuiu a carga de DNA bacteriano do complexo roxo quando
comparados com a coleta inicial. Entretanto, o uso de hidroxido de calcio
sozinho permitiu uma maior carga bacteriana do complexo roxo ao fim do

tratamento (Tabela 5).

Tabela 5 - Carga de DNA bacteriano do complexo roxo encontrada em
cada grupo inicialmente e apdés o tratamento (Letras mailsculas indicam
diferencas nas colunas, letras minusculas indicam diferencas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 1,5 (0-4)™ 2 (1-3™@ 2 (0-3)"
HC + CLX  1(0-4)*® 0,5 (0-4)"* 0 (0-2)%

HC + GENG 0,5(0-8)*  0,5(0-5"* 0 (0-5)°

Todos os tratamentos diminuiram carga bacteriana dos
complexos verde e laranja, entretanto, a menor diminuicdo foi com o uso

de hidréxido de calcio sozinho (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Carga de DNA bacteriano do complexo verde encontrada em
cada grupo inicialmente e apdés o tratamento (Letras maiusculas indicam
diferengas nas colunas, letras minGsculas indicam diferencas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 4,0 (0-12)"* 2 (1-3)"? 2 (0-3)"

HC +CLX 0,5(0-8)"®  0,5(0-4)*  0(0-2)*
HC + GENG 2,5(0-14)** 0,5 (0-5)*  0(0-5"°

Tabela 7 - Carga de DNA bacteriano do complexo laranja encontrada em
cada grupo inicialmente e apdés o tratamento (Letras maiGsculas indicam
diferencas nas colunas, letras minusculas indicam diferencas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apos
medicacao
HC 8,5 (1-23)*  3,5(0-17)"* 5(0-14)™"

HC + CLX 5,5(0-18) 3,5(0-9)** 25 (0-9)%
HC + GENG 8,5 (0-29)** 3 (0-17)* 2,0 (0-13)F°

O uso de hidroxido de calcio sozinho nado foi capaz de
diminuir a carga bacteriana do complexo amarelo, e foi o pior resultado
para este complexo (Tabela 8), uma vez que as demais medicacdes

intracanal reduziram a carga bacteriana deste complexo.

Tabela 8 - Carga de DNA bacteriano do complexo amarelo encontrada em
cada grupo inicialmente e apds o tratamento (Letras mailsculas indicam
diferengas nas colunas, letras mintsculas indicam diferengas nas linhas)

Grupos Inicial Apés PBM Apods
medicacéo
HC 2,5(0-7)"  1,5(0-7)* 2,5 (0-8)™@
HC + CLX 1 (0-5)"@ 1 (0-6)"® 0 (0-5)%°

HC + GENG 1 (0-9)"@ 0,5 (0-5)"® 0 (0-4)"°




6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

A desinfeccdo do campo operatério e a utilizacdo de
solucdo salina fisiologica estéril durante a abertura coronaria foram
realizadas a fim de evitar contaminacdo externa ao canal radicular. Este
método apresenta bons resultados para controle da assepsia e esta bem
estabelecido na literatura (Gomes et al., 2004; Rocas et al., 2011a).

O meio de transporte utilizado, VMGA 11 (Viability Medium
Goteborg Agar), permite a sobrevivéncia de organismos anaerdbios
estritos e aerobios, sem que ocorra 0 seu crescimento. A composicao do
meio e sua consisténcia em gel permite a manutencédo de um potencial de
reducdo baixo, assim, o azul de metileno presente em sua composi¢cao
consome o oxigénio presente (Dahlén et al., 1993). Porém, as amostras
devem ser processadas o mais rapido possivel, pois apés 24 horas pode
haver a multiplicacdo de microrganismos entéricos, o0 que pode alterar as
proporcdes originais da amostra (Ali RW et al.,, 1995). No presente
estudo, as amostras foram semeadas em placas contendo meios de
cultura imediatamente apds as coletas e armazenadas a -20 °C.

A semeadura das amostras em placas de petri contendo
meio de cultura FAA foi realizada com a finalidade de detectar
microrganismos anaerébios estritos e/ou facultativos viaveis presentes
nos canais radiculares logo apdés a abertura coronaria, ap0s o preparo
biomecéanico e apos a utilizacdo de medicagéao intracanal.

No entanto, mesmo utilizando o meio de transporte VMGA

[ll, alguns microrganismos podem nao sobreviver. Além disso, 0os métodos
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de cultura podem ndo detectar microrganismos de dificil crescimento,
sendo necessaria a utilizacdo de metodologias envolvendo biologia
molecular.

A metodologia de hibridizacdo DNA-DNA utiliza sondas de
DNA (segmentos de DNA de cadeia simples) marcadas com uma enzima,
isotopos radioativos ou um componente quimiluminescente, que podem
localizar e ligar-se as suas sequéncias de acido nucléico
complementares. Sondas de oligonucleotideos baseadas em genes
especificos podem apresentar limitada reatividade cruzada, podendo
diferenciar espécies intimamente relacionadas ou mesmo subespécies
(Siqueira, Rocgas, 2005). Aléem disso, 0 método permite a deteccéo de até
40 microrganismos em 28 amostras por membrana, sendo bastante util
para avaliar a composicdo da microbiota das amostras, bem como avaliar
mudancas de composicado desta microbiota apds diversos tratamentos (do
Nascimento et al., 2014).

A tecnologia de hibridizacdo ainda apresenta a vantagem
sobre outros métodos moleculares por ndo amplificar a amostra (Gatti et
al., 2000), desta maneira pode-se supor que, se presentes, contaminantes
microbianos estariam em numero abaixo dos limites de deteccdo do
método (10° a 10* células) (Siqueira, Rdcas, 2005). No entanto,
microrganismos presentes em pequeno ndmero na amostra também néo
séo detectados.

A preservacdao do material genético das amostras é uma
condicdo primordial para a realizacdo de andlises moleculares.
Degradacdo do DNA e contaminacdes podem ocorrer durante o periodo
de armazenamento, o0 que pode ter impacto relevante na identificacdo de
microrganismos. do Nascimento et al. (2014) mostraram que a
temperatura e o tempo de armazenamento das amostras tém impacto na
deteccédo de microrganismos e fungos na realizagdo da metodologia de
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard. Para evitar resultados falso

negativos, 0S autores sugerem que as amaostras devem ser processadas
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imediatamente apdés a coleta ou até 6 meses apods, desde que
conservadas em baixas temperaturas. No presente estudo, diante da
impossibilidade de realizar a analise das amostras imediatamente apds a
coleta, as amostras foram armazenadas por no maximo 6 meses a -20 °C.

Ainda, como qualquer outro método, 0s métodos
moleculares tém suas limitacdes. A habilidade de detectar DNA de células
bacterianas que foram mortas recentemente parece ser a sua maior
limitacdo, prejudicando a avaliagdo imediata de tratamentos
antibacterianos. Entretanto, o Hipoclorito de Sodio e os ions hidroxila
liberados pelo hidroxido de calcio além de causarem a morte celular
podem causar danos ao DNA de bactérias mortas, fazendo com que seu
DNA ndao seja detectado (Sakamoto et al., 2007).

6.2 Dos resultados

Foi realizado neste estudo um delineamento do perfil
microbiano envolvido nas infec¢cdes endodbnticas primarias e sua
correlacdo com sinais e sintomas clinicos. E bem estabelecido na
literatura que as doencas perirradiculares sdo causadas por
microrganismos, entretanto € necessario definir o papel especifico
desempenhado por patégenos endoddnticos na etiologia de cada tipo de
doenca perirradicular e determinar as melhores medidas terapéuticas
para a erradicacdo destes patdégenos (Siqueira, 2002a).

Estudos que avaliam a diversidade microbiana intracanal
apontam para a necessidade de relacionar os sinais e sintomas clinicos a
um grupo de microrganismos, uma vez que a interacdo entre estes
microrganismos pode resultar em sintomas clinicos diferentes dos obtidos
por espécies bacterianas sozinhas (Gomes et al., 2004). As infeccbes

~

endodbnticas primarias sdo caracterizadas por comunidades
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multiespécies (Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004) e os sinais e
sintomas clinicos podem ser resultante desta interacdo (Sundgqvist et al.,
1979; Hashioka et al., 1992; Gomes et al., 2006a).

Verificou-se que dor a palpacdo e fistula estavam
associadas aos complexos bacterianos. Fistula foi associada ao complexo
vermelho, enquanto dor a palpacao foi relacionada aos complexos roxo,
verde e laranja.

O complexo vermelho é descrito como patogénico aos
tecidos periodontais e as bactérias pertencentes a esse complexo,
sozinhas ou associadas, podem provocar respostas no hospedeiro que
levam a destruicéo tecidual (Holt, Ebersole, 2005). Socransky et al. (1998)
observaram associacdo do complexo vermelho a maiores profundidades
de sondagem e sangramento a sondagem em casos de periodontite.
Gomes et al. (2007) estudando o complexo vermelho em infeccdes
endoddnticas primarias e abscessos verificaram sua associacdo a casos
sintomaticos, mobilidade, lesGes periapicais, dor e presenca de pus.

A associacdo dos complexos com sintomatologia pode ser
explicada pela associacdo sinérgica entre algumas bactérias. Por
exemplo, a associacdo de T. denticola e P. gingivalis, membros do
complexo vermelho, permite um melhor crescimento das duas espécies
(Grenier, 1992). Certas proteinas extracelulares produzidas por P.
gingivalis podem atuar como fatores de crescimento para T. denticola
(Nilius et al., 1993).

O complexo laranja também foi associado a maiores
profundidades de sondagem por Socransky et al. (1998). Didilescu et al.
(2012) associaram bactérias pertencentes ao complexo laranja a
sintomatologia em casos de lesdo endo-periodontal. Neste complexo,
bactérias que apresentam pouca atividade proteolitca, por exemplo F.
nucleatum, podem se associar a bactérias como P. micra para favorecer
sua sobrevivéncia e garantir a invasdo nos tecidos do hospedeiro

(Didilescu et al., 2012). Assim, interacbes bacterianas podem aumentar a
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capacidade de sobrevivéncia das bactérias e permitir que diferentes
espécies coexistam em ambientes onde ndo poderiam sobreviver
sozinhas, aumentando a patogenicidade por efeitos sinérgicos (Rocas,
Siqueira, 2008).

Além da associacédo de bactérias que formam o complexo,
pode haver uma relacéo entre os complexos. Um padréo de colonizagéo
pode ser observado no desenvolvimento da placa subgengival. As
espécies de Streptococcus (complexo amarelo) sédo colonizadores iniciais,
seguido por espécies de Capnocytophaga e E. corrodens (complexo
verde). A. odontolyticus e V. parvula (complexo roxo) formam uma ponte
gue levam a colonizacdo pelo complexo laranja e finalmente ao complexo
vermelho (Socransky et al., 1998). Assim, o complexo vermelho é
associado a casos de periodontites avancadas (Holt, Ebersole, 2005).
N&o se observam trabalhos que avaliam essa associacdo na Endodontia.
Entretanto, o mesmo padrdo de colonizacdo pode ocorrer em casos de
infeccbes endodonticas. No presente estudo, o complexo vermelho foi
associado a presenca de fistula, que por manter comunicacdo com 0 meio
bucal, pode apresentar padréo similar as periodontites avancadas.

As razfes para esta inter-relacdo entre os complexos ndo
sdo claras, mas pode-se especular que exista um relacionamento
antagonista ou que o ambiente seletivo para um grupo pode ser menos
hospitaleiro para um segundo grupo de microrganismos.

Quando observada a relacdo das espécies isoladas com
caracteristicas clinicas e radiograficas verificou-se associacdo de
presenca de fistula com F. nucleatum, T. socranskii, V. parvula, P
intermedia e P. gingivalis, bactérias anaerdbias estritas e Gram-negativas.
Outros autores também associaram presenca de P. gingivalis e F.
nucleatum a ocorréncia de fistula (Sassone et al.,, 2008a; Cao et al.,
2012). Também foi observada a relagé@o entre a presencga de P. gingivalis
e T. denticola e dor a percussao. Estas espécies bacterianas também

foram associadas a sensibilidade a percusséo por Gomes et al. (2007).
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P. gingivalis apresenta uma ampla gama de fatores de
viruléncia que participam de diversos estagios da doenca promovendo a
coagregacao de bactérias e adesao aos tecidos do hospedeiro formando
biofilme, a manutencédo das necessidades fisioldgicas de crescimento e
sobrevivéncia da microbiota, a invasdo dos tecidos do hospedeiro
propagando a infec¢do e a evasao de defesas do hospedeiro, causando
dano tecidual (Siqueira et al., 2008).

T. denticola € uma espiroqueta, proteolitica e movel por
flagelos internos. O peptidoglicano presente na sua parede celular ativa
vias de sinalizacao intracelular, que conduz a um aumento da producéao
de mediadores inflamatoérios (Tanabe et al., 2009). Assim, apresenta uma
grande patogenicidade e sua associacdo com a patogénese das lesdes
periapicais e associacdo com sintomatologia clinica foi reportada por
outros autores (Foschi et al., 2005; Foschi et al., 2006; Gomes et al.,
2007; Ozbek et al., 2009).

Dor a palpacao foi associada a presenca de T. denticola e
E. corrodens, microrganismo Gram-negativo, anaerébio facultativo.
Maiores areas de reabsorcéo estiveram associadas a maiores cargas de
C. ochracea, uma bactéria anaerébia estrita, Gram-negativa e produtora
de pigmento amarelo-laranja.

De maneira geral, os sinais e sintomas clinicos e
radiograficos estiveram associados a bactérias Gram-negativas ou
associacdo de bactérias. As bactérias Gram-negativas, além de
possuirem diversos fatores de viruléncia, apresentam em sua parede
celular a endotoxina ou LPS. Quando liberada durante a morte ou
multiplicacéo celular a endotoxina desencadeia uma reacdao inflamatoria e
reabsorgcdo 6ssea (Leonardo et al., 2004). Assim, grande quantidade de
endotoxina esta associada a sintomatologia clinica e maiores areas de
reabsorgcdo 6ssea (Leonardo et al., 2004; Jacinto et al., 2005; Martinho,
Gomes, 2008).
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Durante a analise microbiolégica por cultura das coletas
iniciais, apenas um caso nao apresentou microrganismos cultivaveis, este
caso corresponde a um paciente que ndo apresentava dor ou carie.
Entretanto este caso apresentou DNA bacteriano durante a realizacédo do
método de hibridizacdo. Assim, provavelmente as bactérias presentes
neste caso eram anaerObias estritas e durante o processamento da
amostra pode ter ocorrido sua morte. Resultados semelhantes onde n&o
houve crescimento de col6nias em meios de cultura, mas foi encontrado
DNA bacteriano atravées de meétodos moleculares, foram obtidos por
outros autores (Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2005). Isto ocorre pois
microrganismos anaerobios sdo sensiveis a presenca de oxigénio e sao
fastidiosos requerendo condi¢cdes especiais para seu cultivo (Siqueira et
al., 2000).

Ainda, dois casos das coletas iniciais ndo apresentaram o
DNA de nenhuma das espécies investigadas pelo método de hibridizacao,
mas houve crescimento de colbnias nos meios de cultura. Esse resultado
nos indica que 0S microrganismos presentes nestes casos ndo estavam
entre os pesquisados. Entretanto, na segunda coleta dos mesmos casos
houve a presenca de DNA bacteriano. Assim, uma possibilidade para
explicar esse fato € que as bactérias pesquisadas estavam em areas de
dificil acesso, como o interior dos tubulos dentinarios e apds o preparo
biomecanico migraram para a luz do canal, permitindo sua coleta. Outra
possibilidade para explicar esse fato € que pode ter ocorrido dano ao
DNA, mesmo estando armazenado em meio adequado. Além disto, deve
haver certo nimero de microrganismos para que ocorra a identificacao
com as sondas de DNA. O método de hibridizacdo DNA-DNA
checkerboard tem um limite de deteccédo de 10° a 10%células (Socransky
et al, 1998). Assim, microrganismos que estavam presente em limites
inferiores a 10*, que foi o nivel de sondas de DNA utilizadas neste estudo,

nao foram detectados.
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Pelo método de hibridizacao foi observada uma média de
12 espécies por canal na coleta inicial, suportando a caracteristica
polimicrobiana das infeccbes endodénticas primarias, reportada por
outros autores (Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004).

Dentre as bactérias pesquisadas as mais prevalentes na
primeira coleta foram V. parvula, S. anginosus, E. faecium, C. ochracea e
P. micra. A prevaléncia destes microrganismos foi descrita por outros
autores em casos de infecgbes endodonticas primarias (Siqueira et al.,
2002b; Sassone et al., 2007; Sassone et al., 2008a; Ro¢as et al., 2011a;
Sassone et al., 2012).

Embora bactérias Gram-negativas sejam descritas com
mais frequéncia como causadoras dos sinais e sintomas clinicos de
infeccbes  endodonticas, bactérias  Gram-positivas do  género
Enterococcus e Streptococcus sdo associadas a infecgdes persistentes.
Desta maneira a investigacdo de sua prevaléncia em infec¢cdes primarias
€ de suma importancia (Siqueira et al., 2002b). Estudo utilizando
clonagem e sequenciamento observou bactérias do género Enterecoccus
e Streptococcus em casos de canais radiculares necrosados com leséo
periapical (Rolph et al., 2001). No presente estudo também verificou-se
alta prevaléncia de Enterococcus.

O presente estudo avaliou o efeito do preparo
biomecanico utilizando Hipoclorito de Sdédio 2,5% como substancia
guimica auxiliar, suplementado por uso de medicacéo intracanal a base
de hidréxido de célcio em diferentes veiculos. Este efeito foi avaliado
atraveés de cultura e método molecular.

Ao levar em conta o numero de UFC/mL verificou-se que
houve reducdo na quantidade de microrganismos apds 0 preparo
biomecénico. Ao comparar a reducdo apos o uso de diferentes
medicacdes intracanal ndo houve diferenca estatisticamente significante,
ou seja, 0 preparo biomecanico bem como a medicagdo intracanal com

diferentes substancias foram capazas de reduzir os microrganismos.
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Desta maneira, quando observado reducdo de UFC/mL n&o houve
diferenca entre preparo biomecénico sozinho ou associado a medicacao
intracanal. Resultado semelhante foi observado por Xavier et al. (2013)
onde nao houve diferenca entre reducao de microrganismos cultivaveis
apos preparo biomecéanico sozinho ou associado a medicacao intracanal.

Em alguns casos foi observado aumento de bactérias
cultivaveis entre o preparo biomecéanico e medicacdo intracanal o que
sugere migracao de bactérias que estavam em areas inacessiveis para a
luz do canal imediatamente apds o preparo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Teles et al. (2014).

Quando observados os resultados do método de
hibridizacdo, pode-se observar que apds o preparo biomecanico utilizando
o Hipoclorito de Sodio 2,5% como substancia quimica auxiliar houve
diminuicdo da média de espécies bacterianas por canal de 12 para 7,6
espécies. As espécies mais prevalentes foram as mesmas encontradas
na primeira coleta (E. faecium, V. parvula, S. anginosus, C. ochracia e P.
micra).

Ao utilizar medicacao intracanal encontrou-se uma média
de 8,3 espécies por canal, sendo que 0 uso das associac¢des de hidroxido
de célcio a clorexidina e ao extrato glicolico de gengibre foi mais efetivo,
levando a uma reducao do numero de espécies bacterianas para 4,5 e 5,
respectivamente. Ainda, ap6s o0 uso de medicacdo intracanal,
dependendo da substancia utilizada houve a predominancia de
microrganismos diferentes, sugerindo que medicacbes diferentes
promovem a selecdo de uma microbiota diferente.

Desta maneira, fica evidenciada a capacidade das
referidas medicacbes intracanal de provocar mudancas no perfil
microbiano. Quando considerada a carga bacteriana total e os complexos
microbianos as associagfes também foram consideradas mais eficazes,

especialmente a associacao de hidréxido de calcio a clorexidina.
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Os resultados do presente estudo concordam com
Sathorn et al. (2007) que ao realizar uma revisdo sistematica da literatura
concluiu que o hidréxido de calcio apresentou-se limitado em eliminar a
microbiota resistente ao preparo biomecanico.

A adicdo de outras substancias, como a clorexidina, tem
sido frequentemente sugerida para melhorar a desinfeccdo dos canais
radiculares. Entretanto, ainda é um assunto controverso, pois a
clorexidina se mantém estavel em pH de 5 a 7, entdo em valores altos de
pH podera haver uma grande proporcdo de moléculas de clorexidina néo-
ionizadas (Zerella et al., 2005).

Alguns autores relatam eficacia superior da associacéo de
hidroxido de célcio a clorexidina comparado ao hidroxido de calcio
sozinho (Evans et al., 2003; Gomes et al., 2006c; Gomes et al., 2009).
Paiva et al. (2013) encontrou boa acéo antibacteriana in vivo do hidréxido
de calcio com clorexidina concordando com os resultados do presente
estudo. Assim, mesmo que ocorra a perda de acdo antimicrobiana da
clorexidina em alto pH, seu uso na clinica ainda deve ser considerado,
uma vez que o gluconato de clorexidina € um agente antimicrobiano de
amplo espectro e ao ser mantido no canal por tempo prolongado pode
favorecer sua acao residual na dentina (White et al., 1997).

Apesar de comprovada acdo antimicrobiana, o real
mecanismo de acdo do extrato glicolico de gengibre ndo é completamente
elucidado na Literatura. De acordo com Park et al. (2008) o principal
principio ativo do gengibre é o gingerol e os autores demonstraram que
esses compostos foram capazes de inibir o crescimento de P. gingivalis,
P. endodontalis e P. intermedia. Valera et al. (2014) observaram
resultados satisfatorios quando o extrato glicélico de gengibre foi utilizado
como medicacdo intracanal in vitro. Maekawa et al. (2013) também
observaram acdo antimicrobiana in vitro do extrato glicélico de gengibre
utilizado como medicacgao intracanal, entretanto os autores sugeriram que

0 gengibre fosse associado a outras substancias, como o hidréxido de
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céalcio, para uma melhor eficdcia. No presente estudo, realizou-se esta
associacao utilizando o extrato glicélico de gengibre como veiculo para o
hidroxido de calcio obtendo-se resultados satisfatorios, entretanto estes
resultados nao foram superiores ao hidréxido de célcio associado a
clorexidina.

Quando o tratamento endodontico ndo promove uma
erradicacdo completa dos microrganismos do canal radicular pode ocorrer
uma selecdo de um segmento mais resistente da microbiota (Sakamoto et
al., 2007). Assim, o uso da medicacgao intracanal bem como seu estudo
ndo devem ser desconsiderados, uma vez que, microrganismos persistem
no sistema de canais radiculares ap0s o0 preparo biomecéanico e,
principaimente em dentes com reabsorcdo apical, pode haver
comunicacdo dos tubulos dentinarios com o periapice, mantendo a
inflamacao pericapical. Sendo assim, a medicacao intracanal ainda é de
fundamental importancia nestas condicées.

O protocolo de irrigagdo com Hipoclorito de sodio 2,5% e
medicacdo intracanal com hidréxido de calcio associado a clorexidina
promoveu diminuicdo do niumero de espécies e da carga bacteriana da
maior parte dos complexos microbianos. Assim, diminuindo a carga
bacteriana a niveis que podem ser tolerados pelos tecidos periapicais, 0
gue pode contribuir para o sucesso do tratamento endodéntico. Ainda, por
exercer efeito sobre o0s complexos microbianos pode interferir na
patogenicidade dos mesmos, resultando em sucesso do tratamento

endodontico.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

a)

b)

Houve associacao de caracteristicas clinicas e
radiograficas tanto com bactérias isoladas
guanto com complexos bacterianos;

O preparo biomecanico com Hipoclorito de
Sodio 2,5% reduz guantidade de
microrganismos e carga de DNA microbiano,
entretanto ndo altera o perfil da microbiota; a
medicacdo intracanal, especialmente as
associacbes, exerce efeito sobre o perfil
microbioldgico das infec¢bes endodonticas;

O uso de Hipoclorito de Sodio 2,5% e hidroxido
de célcio associado a clorexidina & mais efetivo

sobre os complexos microbianos.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Marcia Carneiro Valera, professora Titular da Disciplina de
Endodontia da Faculdade de Odontologia de Séo José dos Campos -
UNESP, portadora do CPF 039.137.548-22, estabelecido a Avenida Eng.
Francisco José Longo, 777, na cidade de S&o José dos Campos-SP,
telefone para contato (12) 3947 9048, sou responsavel pela pesquisa cujo
titulo é “Deteccédo in vivo de microrganismos e quantificacdo de
endotoxinas em dentes com necrose pulpar utilizando Zingiber
Oficinallis como medicacdao intracanal”.

O objetivo deste estudo € avaliar a eficacia de solucfes (Hipoclorito
de sdédio 2,5%) e medicamentos (hidroxido de célcio e extrato glicélico de
gengibre 20%), que serdo utilizados durante o tratamento endodéntico
(tratamento de canal) com a finalidade de eliminar microrganismos e
produtos destes microrganismos (neutralizagdo de endotoxinas),
responsaveis pelas falhas no tratamento endodéntico. Para esta
avaliacdo, sera coletado material do interior do canal dos dentes a serem
tratados e, em seguida, em laboratério, o material coletado sera
submetido a andlise, avaliando os microrganismos e seus produtos
presentes nos canais radiculares; estes serdo identificados e
guantificados antes do tratamento endodéntico e apdés o uso dos

medicamentos anteriormente citados.
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O projeto ndo acarretard risco algum para o paciente uma vez que
sera realizado dentro das normas de biosseguranca. Além disso, o
protocolo de conduta adotado € o mesmo ja utilizado na pratica clinica
odontolégica desta faculdade. Serdo necessérios de 2 a 4 atendimentos
(3 horas cada atendimento) até a conclusdo 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 apés 1 ano do tratamento finalizado.

Se houver alguma consideracdo ou duavida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Sdo 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 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 colaboracao.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

participacdo nao implicara em nenhuma despesa.

NOME/RESPONSAVEL
RG CPF

ENDERECO COMPLETO

Assinatura Responsével Assinatura Pesquisador
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ANEXO A - Certificado do comité de ética em pesquisa

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE SAO JOSE QRBram - '
DOS CAMPOS-UNESP

PARECER CONMSUBSTANCIADD DO CEP

DADODS DO PROJETD DE PEZQUIZA

Titulo da Pesquiza- DETECGCAD IN VIVD DE MICRORGAMIEMOE E QUANTIFICACAD DE
ENDOTOXINAS EM DENTES COM MECROZE PULPAR UTILIZANDO Fingiber
CHiginallis COMOD MEDICACAD INTRACAMAL

Pesguisador: Marsa Camesrs Valera

Area Tamatica:

Versdo: 1

CARE: 02304512 B 0O0D.007T

Inatituigio Proponents: Faculdade e Odonbalogin de Z28s Jokk dak Campas

DADOE DO PARECER

Momero do Parecer: “TE3ED

Data da Relatoria: 119272012

Apressntagio do Prajeto:

Trinta deniss unirradiculares com necrote pulpar & |&sls pariapical visivel radiograficaments sarfo
submetidias & bamografia de feixe dnica (CT). Apds, serd reakzads o rataments andadintics utikzando
hipaciarits de &5dio 2,5% coms scluclno imgadara &

divididos &m 3 gruptd dé Acardd cam & meditaghs intracanal (MIC) utiizada: hidrixido de cilas PLA. +
soluclo salina fitldgica; axtralo gliedica de gangbre 20% & hidrdaide de chlcio PUA. & axtrabs glicdics de
pengibrg 20%. Sacko réalizadas coledat do canal radicular tom conit di paps] absarvantd Apda & Absriura
carondria, apds & mEktrumartacio &, Aapss 14 Ak de Ak da madicatss intracanal. Para andliss do
canbedda

mitnsbiglégits dod cardis radicubires, sard axbraids o OMNA dé cadh amosirg & & metmas Serds aralisadat
& partir d& Sondas de DMA palo métads checkarboard & Serd réalizada quantificagdo de microrganismos
palo métads PCR am bampa Raal Aldm dsds, 10 amosiras sarlo clonadas & ambém segliancadas. Sarlo
raalizadas ok lasies de avalisgds da abvidade antimicrabiana por tultura micrabioldgesa & andliss da
quanidade de andoloxind vanficads palo Bads de amabdcibas da Limubus. Sarlo ainda rdaizadas médidas
dag |t pariapicais coem CT & & tAmacho das lesdet bem comd a& gubnos sinat & sinbdmas sarko
carrelationaded com o mivais de endoloxmas. Of résultados Sardo Submatidos & andhie descnliva &
mkkntiatica.

Objetivo da Pesguisa:

1} Canfiacer o parfil micrabiang Arvalvido nos cardis radiculares da dantes coem nedrose pulpar &

Emdarign  Ax Eng® Francison Josd Longn 777

BErra:  Jaadin S5 Divas CEP! 42345000

UF: EF Musisipls: E&0 JOEE DS CAMPOE

Tulaforsl: |12 25275073 Fae:  (13-3847-8070 E-ulil! cashifoss rainsr
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letBn parispical ublizands & tkenica §mulbiplax -theckerbaard hibridizacks DMADMNA , para dedsscln de 40
msplciet bacterianas;2) Monitoramenio gendtics do perfil nfestioss envolvids em dentes com netrose
pulpar & pregergs de lmslo perapical AtrAves DA SRenica de geguesntiamento do gane 185 rRNA nat
diftranies fases da terapeh endoddnlich: coleta micial (1" caleta); apds o prapard bomeddnica cam usa da
hipatleriio de 8&d8a 2,.5% (2" colata] & apds acls da madicaclo inlracanal d& hidrixids de cdlicis (3"
caleta) ) Quariificar &g sspdciag & dabermnar & afetividade do prepam bisenatdnica (FEM) & madicacdas
intracanais (MIC) na reduclo microbidna das esplcisd peritncenias A0 complaxs nod GANAR rAdiculares
airackd da theriza da PCR &m Temps Raal (RT-PCR4 ) Avaliar & afabividade do prépars bomecinics & do
ust di difsrentes MIC na redugdo da carga mitrobidna misceioss initaal prasanis nid cAnak radiculares
alravés de confagem dé colbnas (UFC/mL)S) Investigar & quantificar endoloxinas nas infecies
sndaddriicas priménias; realizands maniloramanis das niveis da endabiainat antet do trathmants, apds o
FEM = apas o o das MIC.E) Comalacionar of niveis de endodcwinas comm of nives de desineclo dases
periapical abravds do wks S lomografiag de faios dnics.

Avaliagio dos Riscos & Beneficios:

Ristod:

M dxikbe nenhum fpo de rkds pars of padeniet parlicipardes ds pescuiss, & rnlo oer of ricok nenerikt 5
realizacKko die tratamentn sndodontics.

Banaficias:

A pacienbs que && disparibilizar sm parlicipar da petcuisa sard conferids o bareficio e realizacls de
tratamanis andadintico.

Comentérics & Consideragies sobre a Pesgquisa:

Damartira sar uma patquits de malevircis pars 4 drea &8 sndadontia, considarandn o detalhamanrio
aprasmniado, & bblografia apressntada s a matodolagia proposta, bam tomo o critérios de incluslo &
extiusds, aldm do benafitio da ralaments act parbapantas A petguisa.

Consideragies schre ox Tarmos de apresentagic obrigatéria:

0 TCLE sntarrira-as adequada, som wlilzadio de termot iknicos seguidos & asdarstimanios da foema
gqué o candidaby consigh comprasndér o Ieor G pedouats.

Recomendagoes:

Conclusdes cu Pandéncias & Lista de Inadequagdes:

Projebs de petouita apravada.

Situagio do Parscer:

Aprowada

Emdsries!  AxEnge Franciiom Josk Longs 777

Biwirra:  Janden 3% Dimas CEF! 42345000

UF: EF Merdeiphs: BAD JOEE DD CAMPOE

Talafaeic |12 35275072 Fae: (12-30847.80790 Eibll! casriffomc ranpar
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Mecessita Apreciagio da CONEP:
M

Consideragies Finals a critério do CEP:
Colegidds sansarda GHm o panscar do redtor, spravands o projéts

SAD JOEE DOS CAMPOE, 20 da Dezembro de 2072

Assinador por:
Deniss Micodemo
[Coordenador}
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