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Chung A. Deteccédo de microrganismos, quantificacdo de endotoxinas e
acao in vivo do Zingiber officinale em dentes com necrose pulpar e lesédo
periapical [dissertacdo]. Sao José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista;
2011

RESUMO

A proposta deste trabalho foi detectar microrganismos e avaliar in vivo a
acao do extrato glicolico de gengibre 20% (GENG), do hipoclorito de sodio
1% (NaOCl), da clorexidina gel 2% (CLX) como solucdes irrigadoras e da
medicacdo intracanal (MIC) de hidréxido de calcio sobre microrganismos
e endotoxinas em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical. Para isso
36 pacientes portadores de dente com necrose pulpar e leséo periapical
visivel radiograficamente foram submetidos ao tratamento endoddntico e
divididos em 3 grupos (n=12), de acordo com a substancia quimica
auxiliar utilizada durante o preparo biomecanico: GENG; NaOCI| ou CLX
intercalado com solugéo salina fisiologica. Foram realizadas coletas do
conteldo do canal radicular com cones de papel absorvente apds a
abertura do dente, apds a instrumentacdo e, apés 14 dias da acdo da
MIC. Para todas as coletas foram realizados os seguintes testes: a)
avaliacdo da atividade antimicrobiana pela contagem de UFC/mL e
método molecular — PCR e; b) analise da quantidade de endotoxina
verificada pelo lisado de amebdcitos de Limulus. Os resultados foram
submetidos a analise descritiva e estatistica de Kruskal-Wallis e teste de
Dunn. Os resultados mostraram presenca de DNA bacteriano em todas as
coletas, sendo que Parvimonas micra foi a espécie mais frequente. A
instrumentacdo com as substancias testadas reduziram significativamente
microrganismos e endotoxinas dos canais radiculares. A utilizagdo da MIC
nao foi capaz de potencializar os efeitos antimicrobianos nem sobre
endotoxinas. Pdde-se concluir que o preparo biomecanico com GENG foi
eficiente tanto em reduzir microrganismos quanto endotoxinas dos canais
radiculares. A MIC de Ca(OH), nado foi capaz de potencializar a
neutralizacdo de endotoxinas apés PBM.

Palavras-chave: Endotoxinas. Zingiber officinale. Irrigantes do Canal

Radicular. Reacdo em Cadeia da Polimerase.



Chung A. Detection of microorganisms, quantification of endotoxins and in
vivo action of Zingiber officinale in teeth with necrotic pulp and periapical
lesion [dissertation]. Sdo José dos Campos: Sdo Paulo State University,
UNESP — Univ Estadual Paulista; 2011

ABSTRACT

The purpose of this study was to detect microorganisms and to evaluate in
vivo the action of 20% ginger glycolic extract (GENG), 1% sodium
hypochlorite (NaOCIl) and 2% chlorhexidine gel (CLX) as irrigating
solutions and intracanal medication (ICM) of calcium hydroxide on
microorganisms and endotoxins in teeth with necrotic pulp and periapical
lesions. Thirty six patients with tooth with pulp necrosis and
radiographically visible periapical lesion were submitted to endodontic
treatment and divided into 3 groups (n = 12), according to the auxiliary
chemical substance used during the biomechanical preparation: GENG,
NaOCI or CHX interspersed with saline solution. Samples of the root canal
were taken with paper cones immediately after exposure of the canal,
immediately after instrumentation and 14 days after MIC. For all samples
were performed the following tests: a) evaluation of antimicrobial activity
by counting the CFU / mL and molecular method - PCR and b)
guantification of endotoxins verified by the Limulus amoebocyte lysate.
The results showed the presence of bacterial DNA in all samples, and
Parvimonas micra was the most frequent species. The instrumentation
with all substances tested reduced significantly microorganisms and
endotoxins from root canals. The use of ICM was not able to potentiate the
antimicrobial effects either on endotoxins. It was concluded that
biomechanical preparation with glycolic extract of ginger was effective in
reducing microorganisms and endotoxins from root canals with no
significant differences from NaOCI or chlorhexidine. The Ca(OH), ICM
could not enhance the neutralization of endotoxins after biomechanical
preparation.

Keywords: Endotoxin. Zingiber officinale. Root Canal Irrigants. Polimerase

Chain Reaction.



1 INTRODUCAO

Desde a década de 80, os avancos tecnologicos na
cultura e identificacdo microbioldgica mostraram que, em canais
radiculares de dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical
cronica, predominam microrganismos anaerobios (Sundgqvist et al., 1979;
Vafaie et al., 1999; Leonardo et al., 2000). Isto porque muitos fatores
influenciam o crescimento e a colonizacdo dos canais radiculares por
microrganismos, como a disponibilidade de nutrientes, a tensdo de
oxigénio que vai diminuindo conforme o aprofundamento nos canais
radiculares e as interagdes entre 0S microrganismos, proporcionando,
com o passar do tempo, a selecdo da microbiota no interior do sistema de
canais radiculares (Seltzer, Farber, 1994).

Diversos estudos (Gomes et al.,, 1994; Seltzer, Farber,
1994; Siren et al., 1997; Jacinto et al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Gomes
et al., 2005; Gomes et al.,, 2008) observaram maior prevaléncia de
microrganismos anaerébios em canais com lesdes endodonticas. Deste
modo, o conhecimento desses microrganismos € de fundamental
importancia para entender o processo infeccioso bem como o sucesso do
tratamento.

No entanto, espécies anaerdbias ndo sao detectadas nos
estudos de dentes com insucesso do tratamento que utilizam apenas o0s
métodos de cultura microbiologica, sendo regularmente detectadas pelos
métodos moleculares (Gomes et al., 2005). Outros estudos em
microbiologia também mostraram que a microbiota de canais com polpa
necrosada ndo é constituida apenas por espécies facilmente identificadas
pela cultura de microrganismos como Enterococcus faecalis e Parvimonas

micra, mas inclusive espécies dificilmente detectadas por semeadura, em
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especial os fastidiosos, como Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Treponema
denticola, Fusobacterium alocis e Tannerella forsythia que podem ser
facilmente detectadas pelo método molecular, estando esses
microrganismos envolvidos na patogenicidade dos insucessos
endodoénticos, especialmente se estes desenvolverem uma relacdo de
sinergismo (Gomes et al., 2008). Por estes microrganismos serem
bastante sensiveis ao oxigénio, durante o processamento das amostras
0s microrganismos podem morrer, impedindo, assim, seu crescimento nas
placas de cultura microbiana, apresentando resultados falso-negativos.
Aléem disso, a quantidade encontrada nas amostras pode ser muito
pequena, sendo insuficiente para promover sua deteccéo pelo método de
cultura (Siqueira, Récas, 2005). O método molecular da Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) é capaz de detectar DNA de microrganismos
presentes na amostra, mesmo em minimas quantidades. Por este método
ser mais sensivel, a deteccdo desses microrganismos nao identificados
em cultura pode ser realizada, melhorando os estudos em microbiologia
e, consequentemente, o entendimento da etiologia das lesGes pulpares e
periapicais, bem como a ado¢do de adequado protocolo para o0s
tratamentos endodonticos.

Além disso, grande parte destes microrganismos
anaerobios sdo bactérias Gram-Negativas, que contém endotoxina em
sua parede celular, a qual € composta de polissacarideos, lipideos e
proteinas, podendo ser chamada também de lipopolissacarideo (LPS). O
lipidio A é a regido toxica da molécula de endotoxina, responsavel por
seus efeitos toxicos. As endotoxinas tém potente acdo citotoxica e sao
liberadas durante a multiplicacdo ou morte bacteriana, causando uma
série de efeitos biolégicos que levam a uma reacdo inflamatéria,
imunoldgica e reabsorcdo 6ssea periapical (Wang, Stashenko, 1993,
Leonardo et al., 2004).
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O preparo biomecéanico tem como objetivo obter a limpeza
e desinfeccdo do sistema de canais radiculares, entretanto, € possivel
gue, mesmo apdés a remocao dos microrganismos e produtos toxicos,
endotoxinas, capazes de induzir ou manter lesBes periapicais,
permanecam no sistema de canais radiculares, predispondo o caso ao
insucesso (Leonardo, 2005).

Durante o preparo biomecanico, varias substancias
guimicas tém sido utilizadas como solucdes irrigadoras. Devido a uma
série de propriedades, como capacidade de dissolver matéria organica,
acao lubrificante e neutralizacdo de conteudo toxico, o hipoclorito de sodio
€ atualmente a substancia mais utilizada durante a instrumentacdo e
irrigacéo de canais radiculares (Siqueira Jr et al., 2000; Valera et al. 2001;
Estrela et al., 2003; Menezes et al., 2004; Leonardo, 2005; Tanomaru et
al., 2005). Entretanto, a utilizacdo de altas concentracdes do hipoclorito
de sddio pode causar irritagdo aos tecidos periapicais (Soares et al., 2003;
Leonardo, 2005). Por este motivo, solucdes alternativas tém sido
propostas visando a associacdo de efetividade antimicrobiana e
biocompatibilidade.

Outra substancia que tem sido utilizada é a clorexidina
2%, principalmente em funcdo de seus efeitos antimicrobianos e efeito
residual (Ferreira et al., 2002; Menezes et al., 2004; Leonardo, 2005;
Tanomaru et al.,, 2005; D'Arcangelo et al., 2007; Ferraz et al., 2007).
Embora essas substancias quimicas (hipoclorito de sodio e clorexidina)
sejam comumente utilizadas na pratica endodbntica, estas nao
demonstraram efetividade sobre a endotoxina durante o preparo
biomecéanico do canal radicular (Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al.,
2005a). Valera et al. (2010) verificaram a efetividade destas substancias
sobre microrganismos, entretanto, estas ndo foram capazes de inativar
completamente as endotoxinas.

Atualmente, verifica-se um crescente aumento nos

estudos e no uso de fitoterapicos na area médica. Extratos ou chas de



18

diversas plantas sdo utilizados na medicina popular desde épocas
remotas, entretanto, suas reais propriedades e aplicacdes estdo sendo
cientificamente avaliadas, havendo estudos utilizando estas plantas com
efeitos comprovados cientificamente, permitindo sua aplicacdo na
medicina. Métodos alternativos de tratamento, utilizando substancias
naturais, tém despertado um crescente interesse em outras areas
biologicas, inclusive na Odontologia (Oliveira et al., 2005; Valera et al.,
2009; Chung et al., 2010; Cardoso et al., 2010; Xavier et al., 2010; Valera
et al., 2010).

O Zingiber officinale, conhecido como gengibre, ja é
largamente utilizado como condimento em bebidas alcoodlicas, na
alimentacao e, inclusive, para tratamento de artrite, reumatismo, dores
musculares, dores de garganta, constipacdo, indigestdo, vomitos,
hipertenséo, febre, doencas infecciosas, dentre outros (Afzal et al., 2001,
Chrubasik et al.,, 2005; Ali et al, 2008). As principais acdes
farmacolégicas do gengibre e seus compostos isolados incluem
propriedades imuno-modulatérias, anti-tumorogénicas, anti-inflamatorias,
anti-apoptéticas, anti-hiperglicémicos, antieméticos e cicatrizantes (Afzal
et al., 2001; Pereira et al., 2003; Chrubasik et al., 2005; Grégio et al.,
2006; Aimbire et al., 2007; Kim et al., 2007; Ali et al., 2008; Fouda e
Berika, 2009), além de ser um potente antioxidante considerado um
seguro fitoterapico para ser utilizado como medicamento, com poucos e
insignificantes efeitos adversos (Ali et al., 2008).

Potente acdo citotoxica sobre células humanas
cancerigenas e inibicdo de proliferacdo de células cancerigenas em
ovario de ratos também péde ser observada (Kim et al., 2008). Alguns
autores (Grégio et al., 2006; Indu et al.,, 2006; Park et al., 2008)
comprovam ainda, acéo do extrato glicolico e alcodlico do gengibre sobre
bactérias como Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Escherechia coli, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e,

inclusive sobre Candida albicans, indicando sua acdo antibacteriana e
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antifangica. Estudos in vitro (Cardoso et al., 2010; Chung et al., 2010;
Maekawa et al.,, 2010) em canais radiculares mostram sua efetiva
atividade antimicrobiana e na reducdo de endotoxina de Escherichia coli.

Entretanto, mesmo ap0s a utilizacdo de substancias
guimicas auxiliares com acdo antimicrobiana durante o preparo
biomecanico, alguns microrganismos e endotoxinas podem permanecer
no sistema de canais radiculares, tubulos dentinarios e crateras de
reabsorcao apical (Oguntebi, 1994; Peters et al., 2001; Matsuo et al.,
2003), sendo indicado o uso da medicacéo intracanal para complementar
a acao antimicrobiana.

O hidroxido de célcio tem sido amplamente utilizado como
medicacdo intracanal devido as suas propriedades antimicrobianas
(Siqueira Junior e Uzeda, 1996; Leonardo et al., 2000), capacidade de
induzir a mineralizagdo (Leonardo, 2005), e principalmente efetiva acao
sobre LPS (Nelson Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Ferreira, 2003;
Tanomaru et al., 2003; Leonardo et al., 2004; Oliveira et al., 2005b), por
meio da hidrolise da porcdo lipidica da endotoxina, neutralizando seus
efeitos bioldgicos (Safavi e Nichols, 1994). Assim, para realizacdo do
estudo in vivo, optou-se por utilizar a medicag&o intracanal com hidréxido
de calcio, gerando maior seguranca clinica para realizagdo do estudo em
dentes humanos.

Uma vez que o extrato glicélico de gengibre mostrou
resultados satisfatérios in vitro (Maekawa et al. 2009; Cardoso et al.,
2010; Chung et al., 2010; Maekawa et al., 2010) e este produto ja ser
amplamente utilizado na medicina popular, a avaliacdo in vivo desta
substancia poderd mostrar resultados que comprovem seus efeitos na

pratica clinica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos detectados em canais radiculares

A relacdo direta entre microrganismos e presenca de
patologias de origem endodontica pdde ser estabelecida quando
Kakehashi et al., em 1965, desenvolveram um experimento com ratos
germ-free e convencionais. Os ratos tiveram a polpa dos primeiros
molares superiores expostas a alimentacao esterilizada. Apos 18 dias,
verificaram que no grupo convencional, os dentes apresentaram tecido
pulpar totalmente necrosado, com tecido inflamatério cronico e formacao
de abscesso na regido periapical. J& no grupo germ-free, foi observado
apenas um minimo infiltrado inflamatdrio, reparo da polpa dentaria por
deposicao de dentina neoformada na area de exposicdo e auséncia de
formagdo de abscesso, concluindo que 0s microrganismos estao
diretamente ligados a etiologia das alteracGes pulpares e periapicais.

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

Assim, o entendimento da relagéo entre microrganismos e
patologias de origem endodéntica torna-se fundamental para sucesso do

tratamento endodontico. Estudos pioneiros puderam identificar tipos
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morfologicos basicos de células bacterianas, tais como cocos, bacilos e
espirilos (Miller, 1894).

Com o avanco da tecnologia, microrganismos de dificil
cultura puderam ser identificados pelo método molecular. Diversos
estudos (Siqueira Jr, Rocas, 2003; Gomes et al., 2004; Siqueira Jr, Rocas,
2004; Gomes et al., 2005; Martinho et al., 2010) tem identificado
microbiota de canais radiculares pelo método molecular. Resultados
satisfatérios obtidos por este método tém melhorado cada vez mais as
terapias endodonticas, sendo possivel correlacionar presenca de
determinados microrganismos, em especial microrganismos anaerébios
estritos Gram-Negativos (Mattison et al., 1987; Seltzer, Farber, 1994;
Vafaie et al, 1999; Leonardo et al., 2000; Leonardo et al., 2004) com
sinais e sintomas clinicos, além de correlacionar bactérias com presenca
de fistulas e reabsorc¢des.

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
desenvolvida pelo geneticista Kary Mullis em 1993, baseia-se no processo
de replicagdo de DNA in vitro. Esta técnica faz parte integrante da
moderna biotecnologia molecular, tendo trazido um enorme progresso em
diferentes areas como no diagnostico de doencas e medicina forense
entre muitas outras para além da investigacdo em biologia.

Durante a PCR sao usadas elevadas temperaturas de
forma a separar as moléculas de DNA em duas cadeias simples,
permitindo entdo a ligacdo de oligonucleotideos iniciadores, conhecidos
como primers. Altas temperaturas sao utilizadas para separar as
moléculas de DNA em duas cadeias simples. Esses primers, geralmente
constituidos por 15 a 30 nucleotideos, sdo obtidos por sintese quimica, e
se ligam também em cadeia simples. Para amplificar uma determinada
regido sdo necessarios dois iniciadores complementares das sequéncias
gue flanqueiam o fragmento de DNA a amplificar, nos seus terminais 3',

de modo a permitir a atuacdo da DNA polimerase durante a sintese da
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cadeia complementar, usando como referéncia cada uma das duas
cadeias simples constituintes do DNA a ser amplificado.

Para isso, sdo necessarias pequenas quantidades do
DNA alvo adicionado a uma solugcéo contendo um tampdao salino, a DNA
polimerase, oligonucleotideos iniciadores, os quatro desoxinucleotideos
constituintes do DNA (dNTPs) e o cofactor Mg®". Esta mistura é
submetida a varios ciclos de amplificacdo que consistem em desnaturar o
DNA alvo pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96°C) de modo a separar
as duas cadeias e associar os iniciadores (primers) a sequencia de DNA
alvo por ligagbes de hidrogénio em cadeia simples. Para isso, a mistura
de reacdo é aquecida (tipicamente a temperaturas entre 50 e 65°C,
durante 1 minuto; a temperatura a usar depende da proporcdo de
desoxinucleotideos “G” e “C” da sequéncia a amplificar) e a extensdo
ocorre através da sintese complementar a cadeia de referéncia,
catalisada pela DNA polimerase (tipicamente 1 minuto a 72°C).

O processo envolvendo estes trés passos pode ser
repetido vérias vezes (25 a 30 ciclos) sendo possivel aumentar, em cada
ciclo, duas vezes a concentracdo de DNA pré-existente.

Microrganismos anaerobios facultativos, tais como
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis
e Enterococccus spp., Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus spp.,
Pseudomonas spp. e Candida albicans foram frequentemente isolados de
canais radiculares infectados (Seltzer e Farber, 1994; Siqueira e Uzeda,
1997; Waterman et al.,, 1998). No estudo de Vafaie et al. (1999) foi
confirmado que a microbiota encontrada nas lesdes periapicais com
envolvimento endodéntico sdo de natureza polimicrobiana, em especial,
de espécies fastidiosas.

Gomes et al. (2005) realizaram um estudo a fim de
verificar a presenca de 4 microrganismos (P. gingivalis, P. endodontalis,
P. intermedia, e P. nigrescens) anaerébios estritos utilizando método de

cultura e molecular. Foi realizado, para cada coleta, isolamento
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microbiano e testes bioquimicos, além da PCR. Todos 0s microrganismos
avaliados foram mais frequentes em dentes com lesédo primaria do que
em dentes com lesdo secundaria, sendo P. gingivalis o mais frequiente. O
método molecular de PCR por ser mais sensivel, foi capaz de detectar
essas espécies de coloracdo escura enquanto que, pelo método de
cultura, a mesma bactéria ndo pode ser detectada.

Vafaie et al. (1999), identificaram microrganismos
presentes no terco apical de dentes com leséo refrataria e sintomatologia
dolorosa que necessitavam intervencdo cirdrgica pelo método molecular.
Apicectomia foi realizada em condicbes assépticas para posterior
extracdo de DNA. Foi utilizado o método checkerboard de hibridizagéo
DNA-DNA para identificacdo dos microrganismos e espécies do tipo
actinomices foram verificadas em todos os espécimes. Fusobacterium
nucleatum e Streptococcus oralis também foram identificados,
confrmando que as infeccdes endoddnticas sdo de natureza
polimicrobianas e  primariamente  anaerdbias, estando estes
microrganismos relacionados com sintomatologia dolorosa.

Noutro estudo semelhante, envolvendo coleta de material
proveniente de tercos apicais de raizes de dentes com necessidade de
intervencdo endoddntica cirargica, Subramanian e Mickel (2009)
analisaram, também pelo método molecular, a microbiota encontrada
nessas lesdes. Trinta e quatro pacientes participaram desta pesquisa,
onde o terco apical foi removido e a regido subjacente curetada. As
amostras foram armazenadas em solucdo salina fisiolégica e DNA foi

by

extraido. Todas as amostras foram submetidas a analise por PCR em
tempo real e 16 amostras foram submetidas a clonagem e
sequenciamento para identificacdo bacteriana. Os resultados mostraram
presenca de grande quantidade de bactérias de dificil cultivo em placas
de agar. Enterococcus faecalis e Burkholderia cepacia foram os mais
encontrados em ambas as amostras. Campylobacter gracilis e

Streptococcus gordonii estavam associados aos tercos apicais das raizes,
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onde Parvimonas micra, dentre outros estavam associados aos tecidos
periapicais. Concluiram neste estudo que a microbiota presente nos
tercos apicais e nos tecidos periapicais difere quanto as espécies, sendo
gue os microrganismos encontrados séo de dificil crescimento em cultura
microbiolégica e mais frequentemente detectados por métodos
moleculares.

Muitos microrganismos também foram identificados na
literatura associados a sinais e sintomas clinicos. Bactérias Bacteroides
spp. foram encontradas em casos positivos a sintomatologia, sendo
capazes de desenvolver infecgdes transmissiveis (Sundgqvist et al., 1979).
No estudo de Sundqvist et al. (1979) associacdes bacterianas isoladas de
canais necroticos sintomaticos e assintomaticos foram inoculadas em
subcutdneo de porcos. Bactérias isoladas de canais com infeccdes
purulentas foram capazes de induzir inflamacéo transmissivel, diferindo
das bactérias isoladas de dentes assintoméaticos. Todas as associacdes
bacterianas  induziram inflamacdo aguda com acumulo de
polimorfonucleares e formagao de abscessos.

Diversas bactérias anaerdbias estritas foram identificadas
por Yoshida et al. (1987) verificando correlacdo positiva entre o
crescimento de bactérias e sintomas clinicos. Peptococcus magnus e
espécies do género Bacteroides foram encontrados nos casos de
sintomatologia aguda, enquanto estreptococos orais e bactérias entéricas
foram isoladas em casos clinicamente assintomaticos.

Mattison et al. (1987) realizaram um estudo com
endotoxinas de Eikenella corrodens inoculadas em pré-molares de caes,
cujos controles radiograficos e exames sanguineos foram realizados por
12 semanas. Analise histoldégica mostrou severo infiltrado inflamatorio e
reabsorcdo 6ssea nos dentes cuja endotoxina de Eikenella corrodens foi
inoculada e nenhum anticorpo foi detectado nos exames sanguineos.

Assim, os autores concluiram que endotoxinas de bactérias Gram-
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Negativas séo iniciadores e perpetuadores da inflamacdo e destruicao
0ssea nas lesbes endodonticas.

Seltzer e Farber (1994) realizaram revisao de literatura
sobre 0s componentes bacterianos tais como endotoxinas e outros
componentes da parede celular bacteriana no desenvolvimento das
lesbes periapicais, correlacionando novos achados microbiolégicos com
sinais e sintomas clinicos. Neste estudo explicam também a importancia
das novas técnicas de identificacdo pelo método molecular e da cultura de
anaerobios na endodontia.

Pinheiro et al. (2003) identificaram cerca de 38 espécies
de microrganismos presentes em 60 canais radiculares com necessidade
de retratamento endodontico. Para a coleta das amostras, os canais
foram desobturados sem irrigacdo. Apds, as amostras foram semeadas a
fim de permitir crescimento de microrganismos anaerébios. Em seguida,
foi realizado isolamento e identificacdo pelo método bioquimico, sendo
identificados, dentre outros, E. faecalis, P. micra, P. intermedia e P.
nigrescens. Observou-se neste estudo predominancia de microrganismos
Gram-Positivos, em especial E. faecalis. Além disso, microrganismos
anaerébios estritos foram frequentes nos casos de sintomatologia
dolorosa.

Gomes et al. (2004) analisaram microbiologicamente
canais radiculares infectados com e sem tratamento endodéntico prévio,
correlacionando bactérias encontradas com os sinais e sintomas clinicos.
Foram realizadas coletas de 41 dentes com necrose pulpar e 19 dentes
com necessidade de retratamento endodontico. As amostras foram
semeadas e isolamento dos microrganismos e identificacdo
microbioldgica pelo método bioquimico foram realizados. Os resultados
indicam que o quadro clinico apresentado pelos pacientes esta
relacionado a interacbes de varias espécies microbianas. Os
microrganismos encontrados em infec¢cdes primarias diferem das

infeccbes secundarias em quantidade e espécies, sendo que nhas
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infeccbes primarias, espécies Gram-Positivas e Gram-Negativas foram
encontradas, especialmente anaerdbios. Ja nas infeccbes secundarias
espécies do tipo anaerdbias facultativas e Gram-Negativas foram mais
encontradas.

Chu et al. (2005) identificaram microrganismos em dentes
com infeccdo endododntica primaria com e sem exposi¢cao pulpar. Foram
avaliados 45 canais com polpas expostas e 43 sem exposicdo. Dos
canais com camara exposta foi identificado um total de 211
microrganismos representados em 68,9% de anaerdbios estritos,
pertencendo a 28 diferentes géneros e 55 espécies. Em média 4,6
espécies foram isoladas por canal radicular (variando entre 1 e 10
espécies). Os microrganismos isolados mais freqientes foram Prevotella
spp., Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp. e Campylobacter spp.
Nos canais sem exposicdo, um total de 185 microrganismos foi
identificado, representados por 68,5% de microrganismos anaerdbios
estritos.

Foschi et al. (2005) avaliaram a presenca de bactérias
seletivas em canais radiculares de dentes com periodontite apical
associando estas espécies bacterianas com 0s sinais e sintomas clinicos.
Adequada anamnese foi realizada a fim de coletar dados como dor a
palpacdo e percussdo. Foram realizadas coletas do conteudo do canal
radicular de 62 dentes com cones de papel e as amostras foram
submetidas & analise por PCR. Enterococcus faecalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Treponema
denticola foram detectadas, sendo que T. denticola estava associada com
presenca de reabsorcdo 0ssea e E. faecalis foi identificado em casos de
insucesso do tratamento endodoéntico. Isto sugere que essas espécies
bacterianas tém papel importante nas patologias endodonticas.

Gomes et al. (2008) identificaram por PCR
microrganismos presentes em dentes com lesdo periapical de dentes

tratados endodonticamente e correlacionaram a presenca desses
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microrganismos com sinais e sintomas. A metodologia utilizada consistiu
em coletas com cones de papel dos canais acessados. Os cones foram
armazenados em VMGAIII e DNA foi extraido. Apds, foi realizada
amplificacdo pelo método PCR e leitura em gel de eletroforese. Os
resultados indicaram que E. faecalis e Parvimonas micra foram os
microrganismos mais frequentes. Treponema denticola e P. micra
estavam associados aos casos de dor a percussao, Prevotella nigrescens
associado aos casos de dor espontanea e abscessos e P. nigresecens e
Porphyromonas endodontalis a exsudatos purulentos.

Uma vez que foi estabelecida relagdo direta entre
presenca de microrganismos e lesdes periapicais, questionamentos sobre
contaminacdo de dentes higidos traumatizados podem surgir. No estudo
de MacDonald et al. (1957) foram identificados presenca de bactérias em
polpas necrosadas de dentes traumatizados, sugerindo possivel
contaminacao pela circulagdo sanguinea sistémica ou via linfatica e vasos
sanguineos do periodonto. Bergenholtz (1974), ao investigar ocorréncia
de bactérias em 84 dentes traumatizados, relatou que 64% das amostras
apresentaram cultura positiva com caracteristicas polimicrobianas. Destas
amostras, 78% apresentaram microrganismos anaerdbios estritos,
pertencentes aos géneros Bacteroides (n=62), Peptostreptococcus
(n=27), Fusobacterium (n=26) e Corynobacterium (n=45).

Sundqvist (1976) constatou microrganismos anaerébios
estritos em 90% das cepas bacterianas isoladas de 32 canais radiculares
de dentes unirradiculares com coroas higidas e polpas necrosadas em

decorréncia de trauma.
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2.2 Endotoxinas

Visto que relacdo direta entre microrganismos e presenca
de patologias de origem endodbntica pbde ser estabelecida por
Kakehashi et al. (1965) e que bactérias anaerdbias Gram-Negativas tem
papel importante na etiologia das doencas pulpares e periapicais, Horiba
et al. (1991) concluiram que a presenca de endotoxinas em canais
radiculares esta4 diretamente relacionada a sinais e sintomas clinicos
sugestivos dos problemas endoddnticos. Correlacdo entre presenca de
rarefacbes Osseas periapicais e endotoxinas também pode ser verificada
(Dahlén et al., 1981; Horiba et al., 1991).

Endotoxinas, também conhecidas como
lipopolissacarideo (LPS), sdo moléculas encontradas nas paredes
celulares de bactérias Gram-Negativas, as quais sao secretadas em
vesiculas durante a fase de crescimento bacteriano ou liberadas durante
a morte celular. Bactérias produzem LPS para se reproduzir, proteger de
agressbes externas, para servir de arcabouco e até para diminuir a
permeabilidade da membrana podendo explicar a causa de maior
resisténcia a determinados antibioticos (Rietschel et al., 1992). O LPS é
formado por lipideo A, polissacarideo central e cadeia polissacaridea
lateral O (antigeno O), sendo que o lipideo A é a porgdo efetivamente
toxica da molécula de LPS, causando respostas imunolégicas especificas.
As endotoxinas ndo causam lesdes celulares ou teciduais diretamente, no
entanto, elas estimulam células competentes como macrofagos,
neutréfilos e fibroblastos desencadeando a liberagdo de um grande
namero de mediadores quimicos inflamatoérios bioativos ou citocinas,
causando uma série de efeitos biolégicos que levam a uma reacéo
inflamatdria, imunoldgica e reabsorcdo Ossea periapical (Mattison et al.,
1987; Yamasaki et al., 1992; Wang e Stashenko, 1993, Leonardo et al.,

2004). Esta reacao ocorre devido a uma ligacdo entre a endotoxina e o
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recepetor CD-14 na superficie de mondcitos e macréfagos,
desencadeando liberacdo de citocinas, tais como interleucinas (IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-8) (Matsushita et al., 1999), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-
a) e metaloproteinases, que estdo ligados a destruicdo da matriz
extracelular e reabsorcdo Ossea periapical, estimulando também
terminacdes nervosas dos tecidos periapicais, conduzindo a dor (Seltzer e
Farber, 1994, Leonardo et al., 2004). Endotoxinas também induz febre,
ativa o sistema complemento da inflamacdo aumentando a
permeabilidade vascular, a quimiotaxia para macrofagos e neutrofilos,
liberando lisosimas e ativando o ciclo metabdlico do acido araquidonico,
além de ser mutagénico para ceélulas de linfocitos B (Morrison e Kline,
1977).

Horiba et al., em 1992, estudaram a ativagao do sistema
complemento pelo LPS extraido de P. endodontalis, F. nucleatum e
Veillonella parvula. Quantificacdo de C3 foi utilizada para avaliar ativacao
do sistema complemento pelo LPS, concluindo que a taxa de consumo do
componente C3T do sistema complemento aumentou muito quando em
contato com 10 pg de LPS.

Além da reacdo inflamatéria, o LPS adere-se de forma
irreversivel nos tecidos mineralizados da regido apical e periapical (osso e
cemento) (Schein e Schilder, 1975), agindo como um potente estimulador
da reabsor¢éo éssea.

Diversos estudos comprovaram a correlacdo positiva
entre presenca de endotoxinas e rarefacdes dsseas periapicais, por meio
de inoculacdo de endotoxinas de determinadas bactérias, tais como
Salmonella minnesota (Pitts et al., 1982) e E. coli (Mattison et al., 1987;
Nelson Filho et al., 2002).

Dahlen et al. (1981) inocularam em 27 dentes de
macacos LPS da bactéria F. nucleatum. Apés 3 e 7 meses da inoculacao
de LPS, os dentes e a regido Ossea periapical foram analisadas

radiograficamente e 0s canais acessados para comprovagao da
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esterilidade dos dentes. Reac¢des enzimaticas histoquimicas foram
observadas. Reacdes inflamatérias ocorreram nos tecidos periapicais de
todos os dentes cujo LPS foi inoculado, com reabsorcdo Ossea e
radicular. Mesmo nos locais onde a reacao inflamatéria foi baixa, células
mostraram atividade enzimatica sugestivas de reabsorcdo. Os dentes do
grupo controle mostraram nenhuma ou muito baixa reacdo enzimatica.

Pitts et al. (1982) injetaram em dentes de cées endotoxina
extraida de Salmonella minnesota. Controles radiograficos foram
realizados e apos 4 a 5 semanas, os cdes foram sacrificados para
processamento das amostras e analise histologica. Os resultados
indicaram grande destruicdo O0ssea e maior resposta inflamatoria em
comparacdo com o0 grupo controle (sem endotoxina), sendo células
polimorfonucleares mais encontradas.

Nelson Filho et al. (2002) inocularam em dentes de cées
endotoxinas para avaliar radiograficamente seu efeito, associado ou n&o
ao hidroxido de calcio. Para isso, 3 cdes foram submetidos aos 4
tratamentos, sendo cada tratamento realizado em cada hemiarco: G1-
inoculacdo de endotoxina; G2-endotoxina + hidroxido de célcio; G3-
preenchimento com solucdo salina e G4-exposi¢cdo do canal a cavidade
bucal por 5 dias sem nenhum tratamento. Analises radiograficas
mostraram presenca de rarefagdo 0ssea periapical nos grupos 1 e 4. A
lamina dura permaneceu intacta nos grupos 2 e 3, indicando que o
Ca(OH), foi capaz de neutralizar efeitos da endotoxina.

Oliveira et al. (2005) analisaram a difusdo da endotoxina
até o cemento através dos tubulos dentinarios. Trinta dentes extraidos
foram previamente instrumentados e foi realizado vedamento do &pice.
Apés, as raizes foram impermeabilizadas externamente na sua por¢ao
apical e cervical com adesivo epOxi araldite e esterilizadas por radiacéo
gama cobalto — 60. Em seguida, 15 dentes (grupo experimental) foram
contaminados com endotoxina de E. coli e imersos em agua apirogénica

durante periodos variando entre 30 minutos a 72 horas. Decorridos o0s
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periodos experimentais, aliquotas da agua cujas raizes estavam imersas
e adequadamente impermeabilizadas, foram expostas em cultura de
células de linfocitos B para deteccdo de endotoxinas. O teste de ELISA
detectou presenca de anticorpos (IgM) apos 24 horas da inoculagdo de
endotoxinas nas raizes, indicando que a mesma foi capaz de se difundir
pelos tubulos dentinarios em direcdo ao cemento, atingindo a regiao
externa da raiz em apenas 24 horas.

Uma vez que muitos estudos puderam comprovar a
correlacdo entre presenca de endotoxinas e atividade inflamatéria nos
tecidos periapicais, a terapia endodontica deve ter como objetivo, além da
limpeza e desinfeccédo dos canais radiculares, a neutralizacao dos efeitos
toxicos causados pela endotoxina (Leonardo, 2005). Assim, a fim de
avaliar a efetividade de técnicas de instrumentacédo, solucdes irrigadoras
ou medicacdes intracanais (MIC) sobre microrganismos e suas
endotoxinas, diversos estudos utilizam métodos de quantificacdo de
endotoxinas atualmente nas pesquisas.

Em 1956, Bang tentou descobrir o motivo da morte do
caranguejo ferradura quando exposto a bactérias Gram-Negativas.
Mesmo a suspensao desta bactéria sendo levada a fervura, ao ser
inoculada no caranguejo, o mesmo era levado a morte. Percebeu-se que
alguma toxina coagulava o sangue do caranguejo ferradura. O caranguejo
em ferradura, Limulus polyphemus, € constituido por um lisado dos
amebadcitos circulantes de caranguejo em ferradura que, quando exposto
a quantidades pequenas de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem
como sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin & Bang, 1968).
Estes autores demonstraram que a formacdo do coagulo era resultado de
uma reacao enzimatica entre a endotoxina e uma proteina coagulavel na
circulacdo do amebdcito Limulus. Assim, pelo método QCL cinético do
LAL, a endotoxina da bactéria Gram-Negativa catalisa a ativacdo de uma
pré-enzima em enzima. A enzima ativada catalisa a clivagem do substrato

sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-Arg) e p-
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nitroanilina (pNa), de coloracdo amarela. A pNa transformada durante a
reacdo € medida fotometricamente a 405 nm continuamente durante o
periodo de incubacgéo (37°C). A concentracdo de endotoxina da amostra €
calculada a partir de seu tempo de reacédo por comparacdo ao tempo de
reacdo das solucdes-padrdo contendo quantidades conhecidas de
endotoxina.

Horiba et al. (1991) coletaram amostras de 30 dentes com
periodontite apical e aplicaram o teste de deteccdo de endotoxinas pela
formacdo de gel em presenca de endotoxinas. Todos os dentes que
apresentaram sinais e sintomas clinicos possuiam endotoxinas (n=16),
sendo que apenas 4 dos 14 dentes sem sintomatologia, apresentaram
endotoxinas na amostra. Também foi observado que 19/22 dentes com
presenca de lesédo periapical e que 19/20 com presenca de exsudato
apresentaram endotoxinas, concluindo que a presenca de endotoxinas
esta diretamente ligada aos sinais e sintomas clinicos, presenca de
rarefacoes Gsseas periapicais e exsudato inflamatorio.

Tanomaru et al. (2003) avaliaram o efeito de diferentes
solugBes irrigadoras e da medicacdo de hidroxido de calcio sobre LPS
bacteriano. Para isso, dentes de caes foram contaminados com
endotoxina de E. coli durante 10 dias e apds, 0os mesmos foram
instrumentados e irrigados com: hipoclorito de sodio (NaOCI) 1%, 2,5% e
5%, clorexidina (CLX) 2%, solugao salina, sem instrumentacgéo (controle)
e solucdo salina seguido de medicacao intracanal (MIC) de hidréxido de
célcio (Ca(OH),). Sessenta dias apds, os animais foram sacrificados e
amostras foram processadas para analise histopatologica. Todos o0s
grupos cuja solucao irrigadora foi testada apresentaram maior infiltrado
inflamatdrio, maior espessamento do ligamento periodontal, bem como
reabsorcdo cementaria e 0ssea, em comparacdo com O grupo que
recebeu MIC. Conclui-se que somente o preparo biomecanico com as
solucdes irrigadoras nado foi capaz de neutralizar os efeitos da endotoxina,

sendo importante o uso da MIC de Ca(OH),.
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Oliveira et al. (2004) estudaram os efeitos in vitro do
hidroxido de caélcio e da polimixina B como medicac¢des intracanais, sobre
endotoxinas de canais radiculares. Pelo teste de lisado de amebdcitos de
Limulus foi verificada que ndo houve formacdo de gel nos grupos
hidroxido de calcio e controle (sem endotoxina). No grupo da polimixina B
houve leve formacao de gel, sem diferencas estatisticas do hidroxido de
célcio e controle. Além disso, a producdo de anticorpo (Imunoglobulinas -
IgM) por células de linfocito B ndo foram observadas, indicando que tanto
o hidréxido de calcio quanto a polimixina B foram capazes de alterar as
propriedades do LPS, neutralizando-o.

Jacinto et al. (2005) avaliaram a possivel relacdo entre
guantidade de endotoxinas encontradas em canais radiculares com
necrose pulpar e sinais e sintomas clinicos. As amostras coletadas de 50
pacientes foram semeadas em placas contendo Fastidious Anaerobe
Agar (FAA) enriquecido com sangue desfibrinado de carneiro e contagem
de UFC/mL foi obtida visualmente. Apos, endotoxinas das amostras foram
guantificadas pelo melo método cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus (LAL-1000). Microrganismos estavam presentes em todas as
amostras, sendo que maior quantidade foi observada nos casos
sintomaticos. Em casos sintomaticos também foi verificada maior
guantidade de endotoxinas, indicando correlagdo positiva entre
guantidade de endotoxinas e presenca de sinais e sintomas clinicos.

Oliveira et al. (2007) avaliaram a acgéo do hipoclorito de
sbédio em diferentes concentracdes, da clorexidina, do hidroxido de calcio
e da polimixina B como solucdes irrigadoras, sobre endotoxinas. Para
isso, amostras foram coletadas antes e apdés o preparo biomecanico
(PBM). As amostras foram submetidas ao teste de Limulus (formacéo de
gel) e producdo de anticorpos em cultura em células de linfocito B.
Hidroxido de calcio e polimixina B foram capazes de neutralizar
endotoxinas e inclusive de alterar propriedades de LPS, uma vez que a

producao de anticorpos, detectada pelo teste de ELISA foi insignificante.
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Martinho e Gomes (2008) quantificaram endotoxinas e
bactérias de canais radiculares com necrose pulpar antes e apds o
preparo biomecanico com NaOCI 2,5%, correlacionando os resultados
com sinais e sintomas clinicos. Foram utilizados os testes de cultura em
placas de Agar para contagem de UFC/mL e cromogénico do lisado de
amebocitos de Limulus (QCL-100) para quantificacdo de endotoxinas.
Das 24 amostras, todas apresentaram endotoxinas e crescimento
microbiano em placas de cultura. Apés o PBM com NaOCI 2,5% houve
reducdo de 99,78% de UFC/mL e 59,99% de endotoxinas, evidenciando
gue o NaOCl 2,5% foi efetivo contra microrganismos porém pouco efetivo
na neutralizacdo das endotoxinas presentes nos canais radiculares.
Associagcdo entre niveis elevados de microrganismos/endotoxinas e
sintomatologia clinica puderam ser observados.

Gomes et al. (2009) compararam a eficacia do NaOCI
2,5% e da CLX gel 2% sobre LPS bacteriano presente em infeccdes
primérias de canais radiculares. Cinquenta e quatro pacientes foram
divididos em 2 grupos, de acordo com a substancia quimica auxiliar
utilizada durante o preparo biomecéanico dos canais radiculares. Amostras
foram coletadas antes e apds o preparo, sendo que para cada amostra,
qguantificacdo de endotoxinas foi realizada pelo método cromogénico do
lisado de amebdcitos de Limulus (LAL-1000). Quantidade mediana inicial
de EU/mL obtida foi de 272 para o grupo NaOCI 2,5% e 152,46 para o
grupo CLX gel 2%, sendo reduzidos ap6s o PBM para 86 e 85,
respectivamente. Embora ambas as substancias tenham sido capazes de
diminuir quantidade de endotoxinas dentro do canal radicular, o NaOCI
2,5% reduziu mais a quantidade de endotoxinas do que a CLX gel 2%.
No entanto, nenhuma das substancias foi capaz de eliminar endotoxinas
de canais com infec¢des endodénticas primarias.

Martinho et al. (2010) investigaram microrganismos e
niveis de endotoxinas encontrados em lesdes endodonticas primarias,

determinando sua antigenicidade contra macréfagos por meio de niveis
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de IL-1B e TNF- q, relacionando com sinais e sintomas clinicos. Foram
utilizados método molecular de PCR para deteccdo de espécies alvos e
método turbidimétrico (Pyrogent 5000 LAL) para quantificacdo de
endotoxinas. Quantidade de IL-18 e TNF- a em sobrenadantes de
macrofagos foram medidas pelo teste de ELISA. Prevotella nigrescens, P.
endodontalis e Treponema socranskii foram os microrganismos Gram-
Negativos mais frequentes. Na presenca de inflamacdo do trato sinusal
Filifactor alocis foi encontrado e Treponema denticola estava presente em
casos de rarefacOes Osseas periapicais maiores ou igual a 2 mm. Além
disso, IL-1B e TNF- a foram detectados em casos de alta quantidade de
endotoxinas.

Diversos estudos na literatura (Schein, Schilder 1975;
Dahlén et al., 1981; Pitts et al., 1982; Horiba et al., 1991; Safavi, Nichols,
1994; Tokuda et al., 2001; Ko, Lim, 2002; Pelt et al., 2002; Oliveira et al.,
2005a; Oliveira et al., 2005b; Oliveira et al., 2005c; Jacinto et al., 2005;
Martinho, Gomes, 2008; Valera et al., 2010) comprovam que endotoxinas
sdo agentes patogénicos, que podem iniciar ou perpetuar processos
inflamatoérios. Assim, entender o papel da endotoxina nos canais
radiculares é fundamental para a ado¢do de uma terapia endododntica
capaz de eliminar ndo apenas 0S microrganismos, mas também de

neutralizar suas endotoxinas.

2.3 Hipoclorito de sédio

O hipoclorito de sodio € uma substancia amplamente
utilizada na pratica endodéntica. Desde 1915, o hipoclorito de sddio foi
utilizado por Dakin para a limpeza de feridas, mas somente em 1936, esta
substancia foi sugerida para uso odontolégico por Walker. A partir de

1943, sua utilizacdo no preparo biomecanico de canais radiculares em
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diferentes concentracdes foi difundida, sendo esta substancia a mais
utilizada mundialmente como substancia quimica auxiliar durante preparo
dos canais radiculares, etapa essencial para o sucesso do tratamento
endodontico, pois consiste na limpeza e desinfeccdo (Marchesan et al.,
2003).

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é bastante utilizado na
pratica endodontica (Ercan et al., 2004; Hapassalo et al., 2005; McGurkin-
Smith et al., 2005; Tanomaru et al., 2006) devido as suas propriedades
antimicrobianas e de dissolucdo de matéria organica, ja elucidadas na
literatura.

Sua atividade antimicrobiana ocorre devido a formacéo do
acido hipocloroso, que libera cloro nascente, o qual se liga ao grupamento
amina (NH) dos aminoacidos, formando cloraminas, interferindo no
metabolismo celular e inibindo a fungéo enzimatica bacteriana a partir de
uma oxidacao irreversivel dos grupos SH (sulfidrila) de enzimas
bacterianas essenciais (Vianna, 2002). Diversos estudos (Ferraz et al.,
2001; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004; Valera et al., 2009) que
analisaram a atividade antimicrobiana do NaOCl| comprovaram sua
efetividade.

Gomes et al. (2001) testaram varias concentracdes de
NaOCIl e CLX gel e liquida contra E. faecalis. Em placas de 24 pocos
foram incubados 2 mL da suspensédo de E. faecalis em 1 mL de cada
substancia a ser testada por diferentes periodos de tempo. Apos o
periodo determinado, 1 mL da mistura foi transferida para tubos contendo
Agar BHI e neutralizadores das substancias, que foram incubados a fim
de verificar turbidez do meio. Todos os irrigantes testados foram capazes
de eliminar E. faecalis porém em tempos diferentes, dependendo da
concentracdo utilizada. CLX liquida e o NaOCI 5.25% foram os irrigantes
mais efetivos.

Valera et al. (2009) analisaram in vitro a acédo da irrigacao

com hipoclorito de sddio 1% associado a medicacdes intracanais de
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hidroxido de célcio e clorexidina gel 2% durante 14 dias sobre E. faecalis
e C. albicans. A irrigacdo com hipoclorito de sodio foi capaz de reduzir
significativamente quantidade de UFC/mL.

Além disso, a atividade na dissolucdo de matéria organica
pelo hipoclorito de sodio também pbde ser comprovada (Naenni et al.,
2004; Clarkson et al., 2006; Cobankara et al., 2010). Vianna (2002)
explica que o hidroxido de sédio, formado durante a reacdo entre NaOCI
com a molécula de agua (H20), atua como solvente organico de gordura,
pelo fendbmeno conhecido como saponificacao.

Clarkson et al. (2006) estudaram a capacidade de
dissolucdo de polpas suinas da solucdo de hipoclorito de sodio em
diferentes composi¢cdes e concentracfes. As polpas foram expostas a
diferentes concentracfes de hipoclorito de sédio, inclusive, hipoclorito de
sédio adicionado de um surfactante. Os autores perceberam correlacdo
positiva entre a concentracao utilizada e a capacidade de dissolugcao da
polpa, sendo que quando utilizado o hipoclorito de sodio +surfactante,
melhores resultados puderam ser obtidos.

Alguns estudos relatam ainda efetiva agcao sobre remocao
de smear layer formada durante a instrumentacéo de canais radiculares.
Estudos explicam que o NaOCI| age sobre a parte mais superficial da
smear layer, formada por parte organica (Berg et al., 1986; Baumgartner,
Mader, 1987). Quando associado a outras substancias quelantes, tais
como EDTA ou acido citrico, a remo¢do da smear layer pode ser
potencializada (Carvalho et al., 2008).

No estudo de Carvalho et al. (2008) foi analisado em
microscopia eletronica de varredura a remocao de smear layer utilizando
durante a instrumentacao: NaOCI 2,5% + EDTA 17; CLX gel 2% + EDTA
17%; Canal Plus + NaOCI 2,5% e, como controle, solucéo salina + EDTA
17%. Observaram que a irrigacdo com Canal Plus combinado ao NaOCl e
NaOCI sozinho seguido de irrigacdo com EDTA promoveram maior

limpeza das paredes e abertura dos tubulos dentinarios.
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O NaOCl também possui efetiva acdo detergente,
surfactante e possui baixa tensdo superficial, acdo desodorizante,
clareadora e lubrificante (Bloomfield, Miles, 1979), propriedades estas que
contribuiram para que esta fosse a substancia quimica auxiliar de escolha
durante o preparo biomecanico na pratica clinica.

No entanto, além do hipoclorito de sodio ndo ser capaz de
neutralizar completamente endotoxinas presentes nos canais radiculares,
como pdde ser observado em estudos anteriormente citados no item 2.2
(Oliveira et al., 2007; Martinho, Gomes, 2008; Gomes et al., 2009) esta
substancia nao apresenta seletividade para microrganismos, podendo
agredir seriamente os tecidos vivos periapicais especialmente em altas
concentracdes (Spangdberg et al., 1973; Pashley, 1985; Becking, 1991;
Hulsman e Hahn, 2000; Ferraz et al., 2001; Tanomaru Filho et al., 2002).

Tanomaru-Filho et al. (2002) injetaram hipoclorito de
sédio 0.5% e clorexidina (CLX) gel 2% na via intraperitoneal de ratos a fim
de verificar a resposta inflamatéria. Apés tempos experimentais, 0s ratos
foram sacrificados e o liquido da cavidade intraperitoneal foi coletado e
analisado quanto a contagem das células inflamatérias e lise de
proteinas. Os resultados mostraram que a CLX apresentou resultados
semelhantes ao grupo controle, sendo considerada biocompativel neste
estudo, enquanto o hipoclorito de sédio apresentou um aumento do
namero das células inflamatérias, em especial neutréfilos e células
mononucleares bem como aumento na lise proteinaria.

Assim, visto que a utilizacao do hipoclorito de sédio como
solucéo irrigadora de canais radiculares tem suas limitacbes quanto a
neutralizacdo de endotoxinas e biocompatibilidade, torna-se interessante

a busca por outras substancias mais biocompativeis.
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2.4 Digluconato de clorexidina

A clorexidina foi sintetizada nos anos 40 e introduzida na
area médica em 1954 como um antisséptico para ferimentos na pele
(Davies et al., 1954). Ela se caracteriza por ser um detergente catibnico,
da classe das bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato,
hidrocloreto e digluconato, sendo este ultimo, o sal mais comumente
empregado em férmulas e produtos.

A clorexidina possui um amplo espectro de acao, agindo
sobre bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas, fungos, leveduras e
virus lipofilicos (Tortora et al.,, 2000). Desta forma, ela foi testada
primeiramente por Loe e Schiott (1970) no qual demonstraram que
bochechos com solugédo de gluconato de clorexidina 0,2%, realizados
duas vezes por dia foram eficazes em diminuir o crescimento do biofilme
bacteriano e o desenvolvimento de gengivite clinicamente detectaveis por
um periodo de 21 dias. O mecanismo de acdo antibacteriano pode ser
explicado pelo fato de a molécula catidnica da clorexidina ser rapidamente
atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, sendo adsorvida a
membrana celular por interacbes eletrostaticas, provavelmente por
ligacdes hidrofobicas ou por pontes de hidrogénio, sendo essa adsorcao
concentracdo-dependente, causando assim, ruptura da membrana
celular. Em dosagens elevadas, ela causa precipitacado e coagulacéo das
proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana e, em doses mais baixas, a
integridade da membrana celular é alterada, resultando num
extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular
(Hugo e Longworth, 1964; Hjeljord et al., 1973; Rolla e Melsen, 1975). O
digluconato de clorexidina tem sido proposto na terapia endodéntica
devido suas propriedades antibacterianas, de biocompatibilidade e de
efeito residual (Kuruvilla, Kamath, 1998; Ferreira et al., 2002; Menezes et
al., 2004; Leonardo, 2005; Tanomaru et al., 2005).
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Ferraz et al. (2001) avaliaram a acéo antimicrobiana e de
limpeza da clorexidina gel como irrigante de canais radiculares. Setenta
dentes foram contaminados com E. faecalis e coleta inicial utilizando cone
de papel foi realizada. Para avaliacdo antimicrobiana, os cones foram
imersos em caldo BHI e a atividade foi avaliada pela turbidez do meio. Os
dentes, foram entdo instrumentados de acordo com a substancia quimica
utilizada (CLX gel, CLX liguida ou NaOCI 5,25%), tendo como grupos
controle irrigacdo com solucéo salina fisioldgica estéril ou gel de natrosol .
Os resultados mostraram que todas as substancias testadas
apresentaram turbidez de meio, indicando ainda presenca de E. faecalis,
sendo que a CLX gel apresentou melhores resultados. Com relacdo a
limpeza das paredes dentinarias, também a CLX gel mostrou excelentes
resultados, sendo diferente estatisticamente dos demais grupos.
Concluiram assim, que a CLX gel poderia ser utilizada como irrigante dos
canais radiculares.

Ferreira et al. (2002) avaliaram in vitro, pela técnica da
diluicio em caldo, a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) da solucdo de hidroxido de
célcio, CLX 2%, paramonoclorofenol canforado (PMCC) e detergente da
mamona 10% sobre microrganismos anaerobios (F. nucleatum, P.
nigrescens, Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis). Todas as
substancias testadas apresentaram atividade antimicrobiana, variando
para as diferentes espécies bacterianas utilizadas neste estudo. O
digluconato de clorexidina apresentou os melhores resultados, seguido
pelo detergente da mamona, PMCC e hidréxido de calcio.

Menezes et al. (2004) avaliaram a efetividade de
irrigantes e medicacdes intracanais, in vitro, sobre C. albicans e E.
faecalis. Noventa e seis dentes humanos unirradiculares extraidos foram
contaminados com C. albicans e E. faecalis e divididos em 8 grupos, de
acordo com a MIC ou irrigante utilizado. Coletas com cone de papel foram

realizadas antes e apos o tratamento, sendo que a MIC de tricresol
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formalina ndo foi eficaz sobre os microrganismos testados. A MIC de
Ca(OH)2 + PMCC foi a mais efetiva contra ambos microrganismos e a
irrigacdo com solucédo de CLX foi mais eficiente sobre E. faecalis do que o
NaOCI 2,5%.

Vianna et al. (2004) testaram varias concentracfes de
CLX gel e liquida comparando com NaOCl contra E. faecalis,
Staphylococcus aureus, C. albicans, P. gingivalis, P. endodontalis e P.
intermedia. Em placas de 24 pocos foram incubados 2 mL da suspensao
de cada microrganismos em 1 mL de cada substancia a ser testada por
diferentes periodos de tempo. ApOos o periodo determinado, 1 mL da
mistura foi transferida para tubos contendo caldo BHI e neutralizadores
das substéancias, que foram incubados por 7 dias. Apés, 10 uL de cada
tubo foi semeado em placas de Agar e incubados por 24 a 48h.
Clorexidina gel ou liquida 2% foram capazes de eliminar S. aureus e C.
albicans em 15 segundos. E. faecalis foi eliminado pela CLX gel 2% em 1
min. As trés espécies microbianas anaerobias foram eliminadas em 15
segundos por todas as substancias. O tempo requerido para as
concentragbes de 1 e 2% da CLX serem capazes de eliminar todos os
microrganismos foi igual ao requerido pelo NaOCI 5,25%.

Ferraz et al. (2007) avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana da CLX gel , liquida e do hipoclorito de sodio sobre 5
microrganismos anaerébios facultativos e 4 estritos, pelo método de
difusdo em Agar. Concluiram que a CLX gel 2% apresentou halos de
inibicdo maiores que o hipoclorito de sodio 5,25%. No entanto ndo houve
diferencas estatisticas significantes entre as a CLX gel e a liquida,
concluindo que a CLX pode ser uma excelente substancia quimica auxiliar
ao PBM.

Valera et al. (2009) analisaram in vitro a acédo da irrigacao
com hipoclorito de sédio 1% associado a medicacbes intracanais de
hidroxido de célcio e clorexidina gel 2% durante 14 dias sobre E. faecalis

e C. albicans. Todas as medicacdes intracanais testadas foram bastante
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eficientes em reduzir microrganismos apés o PBM, sendo que a
associacdo do Ca(OH), com a CLX gel 2% apresentou melhores
resultados. Assim, € possivel que esta associacdo possa combinar a
atividade antimicrobiana da CLX a potente acdo mineralizadora e
neutralizadora de endotoxinas do Ca(OH),.

O efeito residual da clorexidina pode ser explicado devido
a sua natureza dicatidnica. Uma extremidade cati6nica da molécula se
prende a pelicula, que apresenta carga negativa, e a outra extremidade
cationica fica livre para interagir com bactérias que buscam colonizar o
dente. Desta forma, ela exercera uma acdo bactericida inicial
imediatamente apés sua aplicagdo, combinada com uma acao
bacteriostatica prolongada. Essa hip6tese foi testada por Bonesvoll e
Gjermo em 1978.

Basrani et al. (2002) estudaram a atividade antimicrobiana
residual da MIC de clorexidina em diferentes concentragdes associado ou
ndo ao hidroxido de calcio. Dentes extraidos tiveram a coroa e apice
seccionados, cemento desgastado a fim de padronizar diametro da raiz
em 4 mm e os canais preparados com brocas de Gates Glidden n° 3 para
padronizacdo dos condutos. Os dentes foram esterilizados e mantidos em
caldo BHI para penetragdo no interior dos tubulos dentinarios e
impermeabilizados externamente. Sete dias depois, as medicacdes foram
inseridas no canal radicular e os espécimes incubados por mais 7 dias.
Apébs, as MIC foram removidas e aliquotas de suspensdo de E. faecalis
foram inoculadas dentro dos canais durante 21 dias. Os canais foram
irrigados com 10 mL de solucédo salina fisiolégica estéril e 2 amostras
dentinarias foram coletadas: remocdo da dentina com broca de Gates
Glidden n° 4 e n° 5. Esta dentina removida foi entdo armazenada em 3 mL
de caldo BHI e incubada por 72 horas. As amostras que apresentaram
turbidez foram entdo analisadas em espectrofotometria e semeadas a fim
de verificar pureza da cultura. Os dentes cuja MIC utilizada foi CLX 2%

(gel ou liquida) apresentaram baixa turbidez, sendo estatisticamente
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diferente dos demais grupos (CLX gel 0,2%, Ca(OH),, Ca(OH), + CLX gel
0,2%), indicando que a MIC de CLX 2% por 7 dias tem acao residual
contra E. faecalis.

Por muito tempo a clorexidina foi considerada nao toxica
aos tecidos, sendo biocompativel (Ferreira et al., 2002; Menezes et al.,
2004; Leonardo, 2005; Tanomaru et al.,, 2005; D'Arcangelo et al., 2007;
Ferraz et al., 2007). No entanto, estudos recentes em cultura celular ou
por meio de inoculacdo em subcutaneo de ratos (Lessa et al., 2010;
Monteiro et al., 2010) tém mostrado relacdo positiva entre toxicidade
celular e concentragéo da substancia.

Lessa et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade, pelo
método de cultura celular, de diferentes concentracdes da solucdo de
CLX sobre células odontoblasticas. Os resultados mostraram efeitos
toxicos dose dependentes sobre células odontoblasticas da linhagem
MDPC-23. Desconsiderando os tempos de exposicdo das células as
diferentes concentracbes de CLX, todas as concentragfes apresentaram
forte efeito citotoxico sobre cultura de MDPC-23.

Monteiro et al. (2010) implantaram em subcutdneo de
ratos, chip reabsorvivel de matriz gelatinosa contendo 2,5 mg de CLX
para avaliar histologicamente e histomorfometricamente a resposta do
tecido conjuntivo. Decorridos os periodos experimentais, os ratos foram
sacrificados para obtencdo das amostras. A clorexidina provocou intenso
infiltrado inflamatdrio, predominantemente neutrofilos. Apdés 3 dias da
implantagcdo, observou-se areas crescentes de degradacdo, tecido de
granulacao e infiltrado de macréfagos que permaneceu ate os 21 dias,
sendo a CLX considerada ndo biocompativel neste estudo.

Além disso, esta substancia ndo € capaz de dissolver
matéria organica (Naenni et al., 2004; Okino et al., 2004). Okino et al.
(2004) avaliaram a capacidade e a velocidade de dissolucdo de material
organico do NaOCI, CLX gel e CLX liquida. Para isso, polpas bovinas

foram pesadas e 20 mL de cada solucdo teste foram colocados em
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contato com a polpa. A mistura foi agitada a 150 rpm até que toda a polpa
fosse diluida, cronometrando-se o tempo de diluicdo. Verificaram que
todas as solucbes de NaOCI foram capazes de dissolver tecido pulpar
aumentando a rapidez de dissolucdo a medida que aumentou-se a sua
concentracdo, mas que a CLX, em suas duas diferentes formas, se
assemelhou a agua destilada, ndo sendo capazes de dissolver a matéria
organica.

A utilizacdo da clorexidina na forma gel parece “driblar”
este inconveniente, uma vez que o gel natrosol (hidroxietil celulose), que
possui capacidade de remocado mecanica e acao lubrificante durante a
instrumentacdo, mantém as particulas de dentina formadas durante o
preparo em suspensdo, evitando a obliteracdo dos tubulos dentinarios
(Ferraz et al., 2001).

Entretanto, embora apresente acédo antimicrobiana, a
clorexidina apresenta pequena atividade sobre endotoxinas presentes em
canais radiculares, como ja foi demonstrado por alguns estudos
mencionados no Item 2.2 (Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005c;
Gomes et al., 2009), tornando mais interessante a busca por substancias

alternativas para uso na pratica clinica.

2.4 Zingiber officinale

O gengibre (Zingiber officinale) ja é largamente utilizado
como condimento em bebidas alcodlicas, na alimentacédo e, inclusive, na
medicina popular, para tratamento de artrite, reumatismo, dores
musculares, dores de garganta, constipacdo, indigestdo, vomitos,
hipertenséo, febre, doencas infecciosas, dentre outros (Afzal et al., 2001,
Chrubasik et al.,, 2005; Ali et al, 2008). As principais acodes

farmacologicas do gengibre e seus compostos isolados incluem
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propriedades imuno-modulatérias, anti-tumorogénicas, anti-inflamatérias,
anti-apoptéticas, anti-hiperglicémicos e antieméticos (Pereira et al., 2003;
Chrubasik et al., 2005; Ali et al., 2008). Outros estudos comprovam que 0
gengibre possui acdo anti-inflamatéria, antimicrobiana e cicatrizante,
dentre outras (Afzal et al., 2001; Chrubasik et al., 2005; Grégio et al.,
2006; Aimbire et al., 2007; Indu et al.,, 2006; Kim et al., 2007; Fouda,
Berika, 2009).

Devido a estas propriedades, o gengibre tem ganhado
consideravel reputacéo internacional como suplemento natural no mundo
inteiro, sendo que muitas pesquisas envolvendo isolamento e
identificacdo de constituintes ativos do gengibre tem sido desenvolvidas,
despertando um crescente interesse nas diferentes areas bioldgicas,
inclusive na Odontologia (Oliveira et al., 2005; Valera et al., 2009; Chung
et al., 2010, Cardoso et al., 2010, Xavier et al., 2010, Valera et al., 2010).

O gengibre é rico em 6leos volateis, gingerol e shogaol.
Analisando os componentes ativos do gengibre, Lantz et al., em 2007, ao
testarem a atividade de alguns componentes do gengibre sobre
mediadores quimicos da inflamacao, verificaram que o gingerol e o
shogaol foram capazes de inibir significantemente a produgcdo de
prostagandinas E; induzidas pelo LPS de E. coli. Células do tipo U937
foram expostas ao LPS de E. coli na presenga ou auséncia de alguns
compostos do gengibre. Producéo de PGE; e TNF foi analisada pelo teste
de ELISA. Os resultados mostraram que 0s gingerdis nao apresentaram
citotoxicidade e shogadis apresentaram citotoxidade em concentracdes
acima de 20 pg/ mL. Alguns componentes foram capazes de inibir a
producao de PGE,. Gingerois foram capazes de inibir a expressdo do LPS
a COX-2 e estes devem atuar em diferentes sitios de receptores.

Pereira et al. (2003) avaliaram o efeito do gengibre sobre
processo de cicatrizacdo de Ulceras induzidas em mucosa oral de ratos.
Apés 2, 7, 14 e 21 dias de aplicacao topica de gengibre na mucosa de

ratos, estes foram sacrificados para processamento histopatolégico da
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amostra. Analise mostra que o0 extrato aquoso de gengibre nao
apresentou diferencas quanto a inflamacdo. No entanto, seus extratos
oleorresinosos foram farmacologicamente ativos, apresentando acao anti-
inflamatdria mais ativa e acelerado processo de reparo.

No estudo de Kim et al. (2007), o componente [6]-gingerol
do gengibre reduziu a expressao induzida pela UVB e a expressdo da
COX-2, podendo ser um efetivo agente terapéutico contra doencas de
pele e anti-inflamatério. Além disso, compostos do gengibre
demonstraram potente acdo citotoxica sobre ceélulas humanas
cancerigenas, inibindo também proliferacdo células cancerigenas em
ovario de ratos (Kim et al., 2008).

Ali et al. (2007) realizaram uma revisao de literatura dos
mais recentes e importantes trabalhos sobre isolamento e identificacao
dos constituintes do gengibre, bem como suas ac¢fes farmacolégicas e o
uso do gengibre contra algumas doencas. As principais acdes
farmacoldgicas e compostos ja isolados incluem as imuno-modulatérias,
anti-tumorogénicas, anti-inflamatérias, anti-apoptéticas, anti-eméticas,
anti-hiperglicémicas, sendo um forte anti-oxidante, prevenindo formagéo
de radicais livres. O gengibre foi considerado um fitoterapico seguro para
uso medicinal com insignificantes efeitos adversos. Esses efeitos
adversos incluem azia, ser irritante gastrico quando administrado em
doses maiores que 6 g e em ratas gravidas pode causar perda
embrionaria precoce.

Aimbire et al. (2007) estudaram o efeito do extrato
hidroalcdlico de gengibre sobre a hiperreatividade da traquéia e
inflamacdo pulmonar induzida pelo LPS de Salmonella. Para isso
inocularam em ratos, via intravenosa, quantidade conhecida de LPS e
tratamento com o extrato. Os resultados mostraram que o extrato de
gengibre e celecoxib (anti-inflamatério) atenuaram a hiperreatividade da
traguéia e inflamacao pulmonar apdés 90 minutos e 48h da inoculagcédo de

LPS. Ambos foram capazes de reduzir niveis de PGE;, e tromboxana
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(TXA>), sugerindo que o extrato de gengibre exerce acao anti-inflamatoria,
inclusive sobre metabdlitos da cicloxigenase.

Fouda e Berika (2009) demonstraram ainda, excelente
atividade anti-inflamatéria sobre artrite reumatdide em ratos, podendo
este extrato ser uma promissora alternativa aos anti-inflamatorios nao
esteroidais para tratamento de pacientes com artrite reumatéide. Neste
estudo, os autores utilizaram o extrato hidroalcolico de gengibre para
melhorar o processo inflamatdrio de artrite colagenosa induzida em ratos.
Os resultados mostraram que este extrato, em doses mais altas que 50
mg/Kg/dia via intraperitoneal durante 26 dias foi capaz de melhorar
escores clinicos, incidéncia da doenca, temperatura e inchaco da
articulacéo e destruicdo da cartilagem, ao mesmo tempo em que reduziu
niveis sorologicos de interleucinas e Fator de Necrose Tumoral,
mediadores quimicos ligados ao processo inflamatorio

Sua atividade antimicrobiana foi comprovada por
diversos autores (Grégio et al., 2006; Indu et al., 2006; Park et al., 2008),
no qual efetiva acdo do extrato glicolico e alcodlico do gengibre sobre
bactérias como Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Escherechia coli, Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermédia foi
verificada.

Grégio et al. (2006) avaliaram o extrato glicolico e
alcodlico do gengibre sobre Streptoccus mutans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans verificando que tanto o extrato
glicélico quanto o alcodlico apresentaram atividade antimicrobiana e,
inclusive, antifangica relevante para Odontologia, podendo contribuir para
o tratamento de doencas causadas por esses microrganismos presentes
na cavidade oral.

Park et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do
gengibre  sobre trés  bactérias  Gram-Negativas  anaerdbias,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis e Prevotella

intermedia, causadoras da doenca periodontal. Estes autores concluiram
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que apenas dois componentes do gengibre ([10] e [12] Gingerol) sao
capazes de eliminar e inibir efetivamente o crescimento dos
microrganismos testados. O gengibre também apresentou atividade
antimicrobiana contra E. coli em um estudo realizado por Indu et al.
(2006).

Aguiar et al. (2009) avaliaram in vitro a atividade do
extrato glicolico de gengibre sobre Candida albicans verificando sua
atividade antifungica em diferentes concentracdes, pela técnica da
diluichio em caldo. Os resultados mostram que o extrato glicélico de
gengibre apresentou acao fungicida a partir da concentracao 12,5%.

Cardoso et al. (2010) avaliaram in vitro a acado do extrato
glicdlico de gengibre como solucéo irrigadora e medicagdo intracanal
sobre Enterococcus faecalis, Candida albicans, Escherichia coli e
endotoxinas concluindo que o gengibre apresentou atividade
antimicrobiana, sendo capaz de diminuir significantemente endotoxinas,
mas ndo de neutraliza-las completamente, concordando com Maekawa et
al. (2010).

No estudo de Chung et al. (2010) também foi verificado
efetiva acdo antimicrobiana do extrato glicolico de gengibre como
medicacdo intracanal sobre microrganismos inoculados, in vitro, em
dentes humanos apos instrumentagcdo com hipoclorito de sodio. Além

disso, reducéo de endotoxinas também pdde ser observada.



3 PROPOSICAO

As propostas deste estudo foram:

a)

b)

d)

Detectar pela reacdo em cadeia de polimerase
— PCR (método molecular) microrganismos
presentes nos canais radiculares de dentes
com necrose pulpar e periodontite apical

cronica;

Quantificar endotoxinas presentes nos canais

radiculares antes e ap0s o tratamento;

Avaliar a atividade antimicrobiana e sobre
endotoxinas da solucao de hipoclorito de sédio
1%, da clorexidina gel 2% e do extrato glicélico
de gengibre 20%, como substancias quimicas

auxiliares ao preparo biomecanico;

Avaliar a acdo da medicacdo intracanal com
hidréxido de calcio sobre a microbiota

remanescente e sobre endotoxinas;

Verificar a correlacdo entre os microrganismos
presentes e quantidade de endotoxinas com os

sinais e sintomas clinicos.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos —
UNESP, sob protocolo n°® 070/2009-PH/CEP (Anexo A).

4.1 Selecgéo de pacientes

Foi realizada triagem e selecdo dos pacientes por meio
de anamnese, exame clinico e radiografico. Dos 150 pacientes
encaminhados para a clinica de Endodontia do departamento da
Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP, apenas 38 foram selecionados. Os critérios para
selegcdo dos pacientes incluiam: ter boa saude geral, ndo ter sido
submetido a antibioticoterapia nos ultimos 3 meses, ndo ter tratamento
endoddntico prévio no dente interessado, dentes com necessidade de
tratamento endoddntico e com necrose pulpar associado a presenca de
rarefacdo Ossea periapical. Para isso, um detalhado questionario
abordando histérico médico e dental foi preenchido (Apéndice A) e o
tamanho das lesdes periapicais foi medido em milimetros pelo programa
Image Tool (UTHSCSA Image Tool). Dentre os pacientes selecionados,
dois foram descartados. Um por ter administrado antibiético durante o
tratamento e outro pela perda do selamento provisorio entre as sessoes.
Termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os

pacientes que participaram desta pesquisa antes do inicio do tratamento
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(Apéndice B), conforme as normas vigentes no referido Comité de Etica

em pesquisa.

4.2 Selecao de dentes

Foram utilizados neste estudo 36 dentes humanos
unirradiculados ou birraduculados (n=36) dos pacientes anteriormente
selecionados. Foram utilizados dentes integros ou selados com algum
material restaurador; com auséncia de bolsa periodontal com
profundidade maior que 4 mm devido a possibilidade da lesédo ser endo-
periodontal; com auséncia de tratamento endoddntico prévio; com
possibilidade da realizacdo de um adequado isolamento absoluto. Além
disso, no exame clinico inicial foi realizado o teste térmico ao frio com de
gas refrigerante (Endo Frost, Roeko, Langenau, Alemanha) e bolinhas de
algodéo e foram avaliados sinais e sintomas, tais como presenca de
fistula/exsudato, edema, alteragdo de cor, dor a percussao vertical e
palpacdo. Foram descartados do estudo dentes em que n&o fosse

possivel o acesso a toda extensao do canal radicular (Figura 1).

ol ™

N

Figura 1 — Radiografias iniciais de dentes selecionados para o estudo: verificam-se
lesGes periapicais primarias (setas).



4.3 Divisao dos grupos experimentais

Os dentes foram divididos em 3 grupos experimentais
(n=12) de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizada durante o

preparo biomecanico:

. NaOCI: Irrigagdo com solugdo de Hipoclorito
de sodio 1% (Byoférmula, Séao José dos Campos,
SP, Brasil);

» CLX: Preenchimento do canal com clorexidina
gel 2% (Byoformula, Séo José dos Campos, SP,
Brasil) durante a instrumentagéo e irrigagdo com 5
mL de solugéo salina fisiolégica estéril e apirogénica
(Laboratério Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil) a
cada troca de lima;

% GENG: Preenchimento do canal com extrato
glicolico de gengibre 20% (Apis Flora®, Ribeirao
Preto, SP, Brasil) durante a instrumentacdo e
irrigacdo com 5 mL de solugado salina fisiolégica

estéril e apirogénica a cada troca de lima.

4.4 Intervencdo Odontolégica

Todos os instrumentais utilizados nesta pesquisa foram
submetidos a esterilizagao por radiacdo gama com cobalto 60 (dose 20
KGy por 6 horas) pela Embrarad (Empresa Brasileira de Radiagao, Cotia,

SP, Brasil) a fim de neutralizar endotoxinas.
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Todos os passos subsequentes foram realizados de
forma asséptica. Os pacientes foram anestesiados, e cada elemento
dentario foi isolado individualmente com uso de grampo de isolamento
(S.S.White Duflex, Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e lengol
de borracha (Madeitex, Sao José dos Campos, SP, Brasil). Em seguida, o
dente isolado recebeu profilaxia com pasta profilatica (Vigodent S/A
Industria e Comeércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson
(Microdont — Micro Usinagem de Precisdo Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil),
sem refrigeragédo. O excesso de pasta profilatica foi removido com
irrigacdo com solucdo salina fisiologica estéril e apirogénica e foi
realizado vedamento da interface coroa/lencol utilizando cimento de
fosfato de zinco (S.S.White Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Apds, com auxilio de swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltd.,
Jiangsu, China) esterilizados, foi realizada desinfeccdo do campo
operatorio com agua oxigenada 30 volumes (Byoférmula, Sao José dos
Campos, SP, Brasil), seguido de hipoclorito de sédio 5,25% (Byoférmula,
Séo José dos Campos, SP, Brasil) e neutralizagdo do hipoclorito de sddio
com tiossulfato de sodio 5% (Byoformula, Sédo José dos Campos, SP,
Brasil). Em seguida, foi realizada a abertura coronaria com auxilio de
brocas (Microdont — Micro Usinagem de Precisao Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil) acionadas em alta rotacdo (Kavo do Brasil Ltda, Joinvile, SC,
Brasil) sob refrigeracdo com solucéo salina fisiologica estéril apirogénica,
com auxilio de seringas descartaveis estéreis e apirogénicas, removendo-
se caries e/ou restauracdes existentes. Antes de expor a camara pulpar,
a cavidade foi novamente desinfetada com as mesmas solugdes
anteriormente descritas. Com uso de brocas diamantadas (Microdont —
Micro Usinagem de Precisdo Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) esterilizadas,
foi realizada a completa remocéao de teto, exposicdo da camara pulpar e
localizagdo do canal radicular. Terminada a abertura coronaria, foi

realizada a 12 coleta do contetdo do canal radicular (Figura 2).
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Primeiro cone armazenado
em agua apirogénica para
quantificagdo de endotoxina

Trés ultimos cones
armazenados em VMGA Il
para analise microbiolégica

2 no interior do canal: o 1° cone de
ogénica e os 3 Ultimos cones de

realizada neutralizacédo do
or preparo biomecanico com
i

com 5 mL de solugédo de
' 1% a cada troca de lima;
ito do canal com gel de
com auxilio de seringas
|Jacdo com 5 mL de solugéo
cada troca de lima;

ento do canal com extrato
e com auxilio de seringas
)Jacdo com 5 mL de solugéo
cada troca de lima.

los canais radiculares foram

3 com uso de instrumentos
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oscilatorios (Endo-Eze - Ultradent Endodontics — USA). As limas do
sistema Endo-Eze foram adaptadas ao contra-angulo Endo-Eze, em um
micro-motor (Kavo do Brasil Ltda, Joinvile, SC, Brasil), e o preparo foi
realizado com movimentos de rotacao alternada de 30 graus para cada
lado. Sempre foi utilizado um instrumento manual, lima Kerr 15
(Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) entre cada
lima do sistema oscilatorio.

Assim, tendo como referéncia a radiografia para
diagnostico, foi determinado o comprimento provisorio de trabalho ou pré-
odontomeétrico (CPO = comprimento aparente radiografico subtraido em 3
mm). Com uma lima tipo Kerr n° 10 (Dentsply/Maillefer Instruments SA,
Ballaigues, Swistzerland) foi feita a exploracao inicial para localizar a luz
do canal e, em seguida, foi utilizado o instrumento 13/.060 do sistema
Endo-Eze, com objetivo de remover interferéncias cervicais, usando os
mesmos principios do “crown down pressureless technique”, sempre
tendo como medida limitadora o CPO. Em seguida, foi utilizado
instrumento manual (lima K 15) para verificar a manuten¢é@o da luz do
canal.

Na seqUéncia, foi utilizado o instrumento oscilatorio
13/.045, sem pressado apical, somente com o objetivo de continuar
removendo interferéncias, variando a conicidade do canal e progredindo
em direcado apical, sempre mantendo como medida limitadora o CPO.
Este passo foi seguido da lima manual K 15 (Dentsply/Maillefer
Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland), instrumento oscilatério
13/.035, lima manual K 15 e instrumento oscilatorio 10/.025, até atingir o
CPO (Figura 4).

Ao atingir o CPO, foi colocado um instrumento manual
para realizagédo da odontometria. Apds a obtencdo do comprimento do
dente, foi realizado desbridamento foraminal (no comprimento real do

dente) e preparo apical (0,5 a 1 mm aquém do apice radiografico) com a
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4.7 Segunda coleta

A 22 coleta foi realizada de forma semelhante a 12 coleta
anteriormente descrita, tanto para analise em PCR quanto para cultura de

microrganismos e quantificacdo de endotoxinas.

4.8 Medicacéo intracanal por 14 dias

ApoOs 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 solucéo salina fisioldgica para posterior
colocacdo da medicacéo intracanal utilizando hidroxido de calcio Pro
Andlise (P.A.) (Asfer Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil) associado ao propilenoglicol (Byoformula, S&do José dos Campos,
SP, Brasil) como veiculo. A medicacdo foi introduzida nos canais
radiculares com auxilio de limas e lentulo (Dentsply/Maillefer Instruments
SA, Ballaigues, Swistzerland) até completo preenchimento do canal.
Apos, rolha de hidroxido de calcio foi colocada na regido cervical do dente
e, posteriormente, o dente foi selado com cimento de ionémero de vidro
restaurador (S.S.White Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
por 14 dias (Figura 5).

A Figura 6 ilustra esquema da 12 sessdo do tratamento

endodontico o qual o paciente foi submetido.
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Figura 5 — Coloca¢do da medicacéo intracanal. a) preenchimento do canal com EDTA
17%; b) medicacdo intracanal sendo introduzida com lentulo; ¢) selamento coronario
com CIV.

Figura 6 — Esquema da 12 sesséo de atendimento clinico.
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4.9 Terceira coleta

Apés 14 dias da data de colocacdo da medicacao
intracanal, o paciente foi novamente submetido a anestesia, isolamento e
antisepsia do campo operatorio (tomando todos os cuidados de forma
semelhante a primeira sessdo de atendimento), abertura coronaria,
remocdo da medicacdo intracanal com LK #30 (Dentsply/Maillefer
Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland) e irrigacdo com 10 mL de
solucéo salina fisiologica. Em seguida, foi realizada a 32 coleta de forma

semelhante as coletas anteriormente descritas.

4.10 Obturacédo dos canais radiculares

Terminada a 32 coleta, os dentes foram preenchidos com
EDTA 17% por 3 minutos e irrigados com 10 mL de solugdo salina
fisiologica estéril e apirogénica. Em seguida, os dentes foram obturados
com cones de guta-percha (Dentsply Maillefer Ind. Com. Ltda. Petrépolis,
RJ, Brasil) e cimento obturador AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz). Os dentes foram radiografados para comprovacao de
adequado preenchimento em extenséo e lateralidade da obturacdo do

canal radicular e, depois, restaurados (Figura 7).
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Figura 7 — Obturacdo do canal radicular. a) obturagdo com cone de guta percha e
cimento AH Plus; b) radiografia comprovando adequado preenchimento do canal
radicular.

A Figura 8 ilustra esquema da 22 sessédo do tratamento

endodontico o qual o paciente foi submetido.

Figura 8 — Esquema da 22 sesséo do atendimento clinico.
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4.11 Analise microbiolégica

4.11.1 Cultura dos microrganismos

Para todas as coletas, a atividade antimicrobiana foi
avaliada pela contagem de unidades formadoras de col6nias por mililitro
(UFC/mL) de microrganismos remanescentes no canal radicular.

O eppendorf contendo os 3 cones de papel (amostra
matriz) armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA
[l foi agitado até a dessorcao do conteudo para facilitar a dispersao dos
microrganismos. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas até
10000 vezes (Figura 9).

MATRIZ 10" 102 10 10™

Figura 9 — Diluicbes seriadas a partir da amostra matriz.

Foram semeados 50 uL da amostra matriz (sem diluicéo)
e 50uL de cada diluicédo (1/100, 1/10000) em placas de petri contendo:

. Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Acumedia
Manufacturers, Inc. Lansing, MI), acrescido

de 5% de sangue de carneiro desfibrinado
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(Microlab — Comércio e Servicos de Produtos
para Laboratorio, Campinas, SP, Brasil)
suplementados por 600 yL de Hemina 1 mg/L
(Hemin Bovine Minimum 80% - SIGMA
H5533) e 600 uL de Menadiona 1 mg/L
(Vitamin K3; 2-Methyl-1,4-naphthoquinone —
SIGMA Mb5625). Essas placas foram
incubadas a 37°C em jarras de anaerobiose
(Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos
LTDA., Sédo Paulo, SP, Brasil) em atmosfera
de 10% de H;, 10% de CO,, 80% de N por
14 dias, para permitir a deteccdo de
microrganismos anaerébios (Figura 10).

. Brain Heart Infusion (BHI — Agar Infuso
Cérebro Coracao) (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Mubai, india) acrescido de 5% de
sangue de carneiro desfibrinado incubados a
37°C por 48 horas para permitir o
crescimento de microrganismos anaerdbios

facultativos e/ou aerdbios (Figura 10).

MATRIZ : >

FAA BHI

Figura 10 — Semeadura da amostra matriz e diluicdes no FAA.
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Também foram inoculados 50 yL da amostra matriz

(sem diluicdo) em duplicata em outras placas de petri contendo meios

seletivos:

Agar Dextrose “Sabouraud” (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd., Mubai, india) acrescido de
0,1% de cloranfenicol - para permitir o
crescimento de leveduras;

Agar Enterococcosel (Becton Dickinson and
Company, Sparks, USA) - seletivo para deteccao
de espécies de enterococos;

Agar Mitis Salivarius (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Mubai, india) - como meio seletivo de
estreptococos;

Agar Mac Conkey (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Mubai, india) - seletivo para deteccédo de
espécies de enterobactérias (Figura 11).

MATRIZ

50 pL

Agar Sabouraud Dextrose

Agar Enterococcosel

Agar Mitis Salivarius

Agar Mac Conkey

Figura 11 — Inoculacdo da amostra matriz nos meios seletivos.
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As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 horas,

para determinacédo de UFC/mL.

4.11.2 Analise por PCR

Apoés a semeadura dos microrganismos (Item 4.11.1), os
eppendorfs contendo os 3 cones de papel (amostras matrizes)
armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA Il
foram congeladas a -70°C, mantidas e transportadas em gelo seco até
sua utilizacdo. A realizacdo desta parte experimental do trabalho foi
realizada em parceria com o Laboratério da Endodontia da Universidade
de Campinas de Piracicaba — UNICAMP.

Para deteccdo das espécies alvos pelo método PCR,
DNA foi primeiramente extraido e foram empregados primers espécie-
especificos, direcionados a regido do gene 16S rRNA no DNA bacteriano.
As sequéncias dos oligonucleotideos foram obtidas a partir de referéncias
na literatura.

Espécies de Enterococcus faecalis, Parvimonas micra,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Treponema denticola, Filifactor alocis,
e Tanerella forsythia, foram identificadas por uma segunda amplificagao

com primers espécie-especificos nas coletas dos canais radiculares.
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4.11.2.1 Extracado do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada com o QIA
amp DNA Mini Kit (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante (Apéndice C) (Figura 12).

Figura 12 — Kit de extracdo de DNA “Qlamp DNA Kit” (Qiagen, Chatsworth, CA, USA).

4.11.2.2 Reacédo de PCR

Inicialmente foi realizada PCR com primer universal para
comprovacdo de presenca de DNA bacteriano na amostra e somente
depois com primers espécie-especificos.

A reacdo de PCR foi processada na quantidade total de

25 uL de uma mistura de reagentes Master Mix contendo as quantidades
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especificadas na Tabela 1 para 1,5 yL do DNA extraido da amostra (23,5
ML de reagentes + 1,5 uL de DNA extraido = 25 pL) (Quadro 1) (Figura
13).

Quadro 1 — Proporc@es de reagentes para 1,5 uL de DNA extraido

Reagentes Quantidade

Tampdo (10x Reaction buffer Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 2,5uL

DNTPs (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,5 uL

MgCl; (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 1,25 pyL
H»0 extra pura (MiliQ - Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 18,6 pL
Primer Forward 100 pL (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,25 uL
Primer Reverse 100 pL (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,25 uL
Taq Platinum yL (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,125 pL

Os reagentes foram misturados em tubo de plastico tipo
Eppendorf de 1,5 mL. A Tag DNA Polimerase utilizada foi a Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) que n&o se degrada
com o aumento gradativo da temperatura, podendo ser acrescentada
diretamente na mistura (MIX) da reacdo evitando a necessidade de pré-
aquecimento.

A determinacdo da temperatura de anelamento ideal foi
feita através de reacdes de PCR contendo primers espécie-especificos
(Quadro 2) realizadas em um aparelho termociclador convencional e
submetidas a varios gradientes de temperatura (Gene Pro - Thermal
Cycler, BIOER Technology Hangzhou, China) utilizando amostras ATCCs
correspondentes e baseadas na literatura de suporte (Figura 13). Além
das amostras foi utilizado controle negativo com agua extra pura
(Invitrogen® - Life Technology do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(Apéndice D).
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Figura 13 — Reagentes e equipamento necessarios para reacdo de PCR. a) agua
destilada extra pura; b) conjunto Taq Platinum formado por solugdo tampao (Buffer),
cloreto de magnésio (MgCl,) e Taq DNA Polimerase; c) dNTPs; d) primers; e)

termociladora.



69

ANQOHV ‘e 19 speiuod QQ 102 uiwQT Jod D02/ ‘ulwg Jod 2.2/ .C_EH Jod 0,09 ‘sog Jod O01L 0199191201 1VO 091 VOLVLV ™ eI ‘g
D16 8P SOJ219 9¢ ‘Ul Z Jod D,G6 :[e1diul oedeinjeusaqg OV J19 991 99L VOL L1 VOV 4 :
A._VOONV wmuow_ s m:m:gm Qo_ 65 ulwg Jod 2.2/ >r__—._._._” Jod 2.2/ _C_EH Jjod 0086 ‘sog Jod 90 101 9109VL 102191 19V VIO ™ sio0fe 4
S D,G6 :@p SO|219 9 ‘Ulw g Jod D,.G6 :[eIdiul ogdeinjeusaq 99 19V 11D VWD YW1 L1 919 OV o :
(5002) e 10 As|bBpas dq get uiw/ 1od D,z/ ‘ulwT Jod D22 ‘Uit Jod D,/G ‘Uit Jod OV YW1 VI9D 929 1vD J91L V1L IJ1D ™ S
D,G6 :@p SO|219 9¢ ‘Ulw g Jod D,.G6 :[eIdiul ogdeinjeusaq 9 9LLYYD 1OV 991 199 1OV 9904 :
(G66T) e 10 SI0|S dq 918 ulwQT Jod D.z/ ‘ulwg Jod D.z/ ‘uiwT Jod D,09 ‘sog lod V11 D11 21D 301 1VO 9VV OVV VOl ‘o el0onUAp ‘L
.76 :9p SO 9€ ‘Ul Z 10d D56 :[e1d1ul ogSeinjeusag LVOV 111 VDL 991 91V V9D OV.L WL id .
(G66T) & 19 SI0[S dq Tv9 ulwg lod D,z/ ‘uiwt Jod D,z ‘ulwt Jod D,09 ‘sog Jod 1200V 1VL 19V O19 19V D11 091 ehsIo) |
D.G6 :8p SO|219 9¢ ‘UlWT Jod D.G6 :[e1dIul oedeinjeusaq V9 999 291 99V V1O LVL 999 d :
AHOONV e’ ellaNbIS QQ 08 uIwoT Jod D,2/ ‘ulwiz Jod D,2/ ‘ult Jod D85 ‘sog Jod VY 909 109 991 910 101 92V 000 ‘d SU3053IBIL *d
S .76 :9p SOJ919 9¢ ‘Ui Z Jod D,G6 :|eldlul ogdeinjeusaq VY 199 991 LLL 99V YW YWY DLV o :
(1002) e 18 elionbig dq 525 ulwQT Jod D.z/ ‘ulwg Jod D.z/ ‘uiwT Jod D,85 ‘sog Jod 1909 100 1V1 910 101 VOV VOl o N
S Do16 18P SOI219 9¢ ‘Uil Z Jod D.G6 :[e1diul oedeinjeusaq 999 99Y VYL OO 999 11O LLL o : :
AHOONV e eiianbig Qn_ vob ulwg Jod D,z/ ‘uiwg Jod D,z/ ‘ulwt Jod 9,09 ‘sog Jod 191 VOO JVL OVV OOV 119 10V ' m__m>_mc_© d
S D.16 18P SOI219 9¢ ‘Uil Z Jod D.G6 :[e1diul oedeinjeusaq 99 919 VIV 999 L1 OV 99V 4 AR
(1002) e 18 elienbig dq 229 ulwQT Jod D.z/ ‘ulwg Jod D,.z/ ‘uiwT Jod D,85 ‘sog Jod 0191V OOV 219 1vD 11D 922 ™ SIfILOPOPUS “d
T Dob6 :@p 0219 9¢ ‘Ul g Jod D,G6 :[eIdiul ogdeinjeusaq AL VL 91 VWO 199 ¥I9 199 4 :
AQOONV e 19 eueIA QQ 99 sGgz lod D,z/ ‘soT Jod D,09 ‘soT J0od D,.G6 1191001V VLD LVL 999D VOO VIO VOO o [esionun
: :@p S01219 Of ‘Ul OT Jod D,.G6 :[eIdiul ogdSeinjeusaq L 9YD 9V 99V 999 OV.L 991 A :
VIONIHI4TN OLN3INOVYL SO1210 VION3IND3S 3103ds3

3 eineladwa) 9p

dDd 9p sagdeal seu sopezinn soaplioajonu so eled opeoiydwe ojuswbel) op ojuswiidwod
sojoI0 ‘sepeusBoniu saseq ap selougnbas sens wod siswid ‘seueiqosoiw saloadsg — g olpend




70

4.11.2.3. Eletroforese em gel de agarose

ApoOs a reacdo de PCR (produtos da amplificacdo), as
amostras foram conservadas a 4°C ou analisadas imediatamente por
eletroforese. Utilizou-se gel de agarose a 1% (Invitrogen - Life
Technology do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) em tamp&o de Tris-borato
EDTA (pH 8,0) (TBE - Invitrogen — Life Technology do Brasil, Sdo Paulo,
SP, Brasil) e corado com brometo de etidio (5 uyg/mL — Invitrogen — Life
Technology do Brasil Sdo Paulo, SP, Brasil).

Foi incluido em cada gel um padrdo de peso molecular de
100 bp (pares de base) (DNA ladder, Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil).
As condicdes para a eletroforese foram 80 volts, durante 40 minutos.
Apo6s o término deste periodo, as bandas foram observadas com auxilio
de um transiluminador sob luz ultravioleta. A documentacéo fotogréafica
dos géis foi obtida com o sistema Image Master — VDS (Pharmacia
Biotech, Cambriege, England) e a captura das imagens foram realizadas
pelo programa LISCAP Image Capture Software (Figura 14), fornecido
pelo mesmo fabricante. Reagfes positivas foram determinadas atravées da
presenca de bandas que apresentavam o comprimento apropriado, de
acordo com o Quadro 2 (Apendice E).
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Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose. a) p6 do de agarose; b) Ladder; c) Blue
juice; d) inoculacdo das amostras no gel de agarose; e) fonte acoplada a cuba de
eletroforese; f) fotocumentador sobre transiluminador; g) fotodocumentador; h) imagem
obtida pelo fotodocumentador; i) visualizacdo das bandas referentes aos produtos de
amplificagdo em gel de agarose sobre luz ultravioleta.

4.12 Quantificacdo de endotoxinas do canal radicular pelo teste
cinético cromogénico (QCL) do lisado de amebdcitos de Limulus
(LAL)

Para verificar a neutralizacdo da endotoxina foi utilizado o
teste cinético quantitativo do lisado de amebdcitos de Limulus (analise
gquantitativa) (Lonza, Walkersville, MD, EUA) e o conjunto Limulus
Amebocyte Lisate Kinetic — QCL® Bulk Kit 50-650H (Lonza, Walkersville,
MD, EUA). Este teste foi realizado em quadruplicata para todas as coletas
do conteudo do canal radicular.

Nos dias do teste (imediatamente apés abertura do

elemento dentario, imediatamente apos instrumentacao e imediatamente
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ap0s a remocao da medicacdo intracanal), as amostras coletadas do
canal radicular foram submetidas a andlise quantitativa de LPS pelo
método cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus
(cinético QCL - LAL). Inicialmente foram realizadas diluicbes da
endotoxina padrdo de Escherichia coli em diferentes concentracdes que
iriam representar os padrdes de comparacdo das amostras (curva-
padrdo) (Apéndice F). Para cada amostra, foi realizado um controle
positivo (amostra do conteudo do canal radicular adicionada de uma
guantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos, foram
adicionados 100 uL de agua apirogénica (branco da reacao), os padrbes
de endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular e os controles
positivos. A placa foi incubada no leitor cinético QCL a 37+1°C por 10
minutos, o qual estava acoplado a um microcomputador com software
Wink QCL especifico para gerenciamento, execucdo e emissdo de
relatérios. Apés, foram adicionados em cada poc¢o da placa 100 uL do
reagente cinético cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e
ponteiras apirogénicas (Figura 15). ApOs o inicio do ensaio cinético, o
software da leitora de microplacas monitorava, de forma continua durante
todo o ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada pog¢o da microplaca. O
leitor determinou 0 tempo necessario para aumentar a absorbancia de
cada poco a 0.200 unidades de absorbancia, que foi o denominado tempo
de reacdo. O software WInkQCL automaticamente calculou uma
correlacdo linear log/log do tempo de reacdo de cada padrdo com a
concentracdo de endotoxina correspondente. Os parametros da curva-

padrédo foram impressos no relatério de impressao (Apéndice G).
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Figura 15 — Quantificacdo de endotoxinas. a) agua apirogénica; b) endotoxina padrao de
E. coli; c) reagente cinético cromogénico do LAL; d) leitor cinético QCL; e) esquema de
montagem da placa de 96 pocos.

4.13. Andlise estatistica

Para os dados obtidos pela analise por PCR e a
correlacdo entre sinais e sintomas com a presenca de microrganismos foi
realizada analise descritiva. Os resultados de contagem de UFC/mL e
teste cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (analise
guantitativa) foram submetidos a analise estatistica de Kruskal Wallis e
teste de Dunn, com significancia de 5%.obtidos em cada coleta foram
submetidos O teste do g-quadrado de Pearson foi utilizado para
correlacionar quantidade de endotoxinas e tamanho das lesbes

periapicais.



5 RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e radiogréaficos

Foram atendidos neste estudo 36 individuos que
possuiam dentes com necrose pulpar e rarefacdo 0ssea periapical visivel
radiograficamente. Os pacientes tinham idade entre 13-69 anos, sendo a
idade média de 40,6 anos. Vinte e trés pacientes eram do sexo feminino e
treze do sexo masculino.

Durante a anamnese, 6/36 relataram dor em algum
momento previamente ao inicio do tratamento endoddntico. Clinicamente,
foi observado que apenas 7/36 pacientes apresentavam dor a percussao
vertical, 6/36 pacientes possuiam dor a palpacdo na regido periapical,
2/36 pacientes com presenca de fistula na regido do elemento e apenas
1/36 paciente apresentou exsudacdo. Trinta e dois dos 36 dentes
encontravam-se selados com deficiéncia na restauracdo, 2/36 dentes
estavam integros e apenas 1/36 dente encontrava-se adequadamente
restaurado. O tamanho das lesdes periapicais variaram entre 1 e 10 mm
de diametro. As caracteristicas clinicas e radiograficas podem ser

observadas na Tabela 1.
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5.2 Andlise microbioldgica

5.2.1 Método de cultura microbioldgica

Para todas as coletas (ap0s a abertura, ap0s o0 preparo
biomecanico e apdés a medicacdo intracanal) foi realizada a semeadura
das amostras em placas contendo meios de cultura. A quantidade de
microrganismos em UFC/mL obtidos nas 1% 22 e 32 coletas estédo
expressos na Tabela 2, podendo-se verificar prevaléncia de
microrganismos na coleta inicial, mostrando uma reducdo nas etapas
subsequientes. Microrganismos anaerdbios estritos e/ou facultativos,
leveduras, microrganismos sugestivos de estreptococos, enterococos e
enterobactérias puderam ser encontrados (Figura 16). Considerando a
contagem de UFC/mL em cada meio, a Tabela 3 mostra que houve
predominio de microrganismos anaerdbios nos dentes com infecgéo
primaria.

Apbés o preparo biomecéanico (22 coleta), observou-se
auséncia de crescimento microbiano em 9 casos (25%), trés em cada
grupo (Tabela 2).

Na segunda sessdo, 14 dias apdés a colocagdo da
medicagdo intracanal de hidroxido de célcio, houve um crescimento
microbiano em 18/36 dentes (50%). Destes, quatro (4/18) foram casos
que na 22 coleta ndo havia sido detectado UFC/mL em cultura

microbiobioldgica.
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Figura 16 — Crescimento microbiolégico em placas de Agar. a) microrganismos
anaerodbios; b) microrganismos anaerobios estritos e/ou facultativos e aerébios; c),
microrganismos sugestivo de estreptococos; d) leveduras; €) microrganismos sugestivo
de enterococos; f) microrganismos sugestivo de enterobactérias.
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Tabela 3 — Frequencia (em porcentagem) dos tipos de microrganismos
encontrados na coleta inicial de cada amostra (n=36)

Aerbbios e/ou

Paciente  Anaer6bios anaerébios Estreptococos* Leveduras Enterococos** Enterobactérias***
facultativos

5 4.6 95.4 0.0 0.0 0.0 0.0
6 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
11 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
12 99.8 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0
13 46.7 46.7 3.9 0.0 1.2 15
14 54.6 44.1 1.3 0.0 0.0 0.0
30 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
33 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
34 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
35 99.9 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
42 NG Nk NCHH NG NG N
45 775 225 0.0 0.0 0.0 0.0
15 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
16 99.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0
17 82.5 17.5 0.0 0.0 0.0 0.0
18 61.5 385 0.0 0.0 0.0 0.0
19 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20 99.7 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0
28 94.1 5.9 0.0 0.0 0.0 0.0
29 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
48 NG N NCH NG NG N+
49 96.1 3.6 0.1 0.1 0.0 0.0
50 NG N NCH* NG NG N
51 0.0 24.4 39.4 27.8 8.4 0.0
7 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
8 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
9 98.2 1.8 0.0 0.0 0.0 0.0
24 67.8 20.3 11.9 0.0 0.0 0.0
25 91.3 8.7 0.0 0.0 0.0 0.0
26 86.8 0.0 0.0 0.0 13.2 0.0
27 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
43 N N N NC**% NC**% NC %
44 N NC*xx NCH+#* NC**% NC**% NC sk
46 98.0 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0
47 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
52 NCH+#* NC**x N NC*#% NC**% N

Média 81,94 14,43 1,89 0,93 0,760 0,05

* Sugestivo de Estreptococos **
Enterobactérias;**** N&do calculavel.

Sugestivo de Enterococos;

***  Sugestivo de
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De acordo com a contagem de UFC/mL em cada meio

seletivo, foi obtida andlise descritiva (média, desvio padrdo e mediana)

dos percentuais de reducédo referentes a 12 x 22 coleta, 12 x 32 coleta e 22

x 32 coleta, considerando o numero total de microrganismos independente

do meio (Tabela 4) e o numero de microrganismos em cada meio de

cultura (Tabela 5).

Tabela 4 — Percentuais de reducdo de microrganismos (média, desvio
padrdo e mediana em porcentagem referente a diminuicdo de UFC/mL)
obtidos nas 2% e 3% coletas de cada grupo experimental (Valores negativos
indicam aumento do nimero de microrganismos)

Coletas

Extrato Glicélico de Gengibre 20%

Hipoclorito de sédio 1%

Clorexidina gel 2%

N Média DP* Mediana N Média DP* Mediana N Média DP* Mediana
13x 22 25 -3100 16000 100 24 99,38 1,579 100 16 91,7 29,03 100
12x 32 25 -1727 37967 100 24 48,6 187,8 100 16 -252 1284 100
22x 32 10 -1314446 4106060 -20 9 -1504 4799 100 6 -14292 34593 -100

* Desvio-padrao.
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Analisando a Tabela 4 verificou-se que houve reducao de
microrganismos apos o uso das solucdes irrigadoras quando comparado
com a quantidade inicial obtida na 1% coleta. A medicac&o intracanal no
periodo de 14 dias ndo foi capaz de eliminar 0s microrganismos
verificando-se aumento de UFC/mL nos grupos irrigados com extrato
glicélico de gengibre 20% e clorexidina gel 2%, indicando que ap0s 0 uso
da MIC, microrganismos permaneceram no canal radicular (14/36) ou os
canais foram recolonizados (4/18).

A Tabela 5 mostra que todas as substancias quimicas
auxiliares testadas foram eficientes sobre microrganismos anaerobios
estritos e/ou facultativos, leveduras e microrganismos sugestivos de
estreptococos, enterococos e enterobactérias. Uma vez que apds o
preparo biomecéanico (2% coleta) alguns espécimes apresentaram
auséncia de UFC/mL, o percentual de reducéo da 22 x 32 coleta ndo pode
ser calculado. Além disso, quando o percentual de reducao foi calculado
para apenas 1 espécime, estatiscamente nao existe desvio padrao.

Analisando os percentuais de reducao (Tabela 4), os
resultados indicam que a irrigacdo durante o preparo biomecéanico com
hipoclorito de sodio 1% apresentou os melhores resultados numéricos,
com valor de reducdo média de 99,38%, seguido da irrigacdo com
clorexidina gel 2% (redugdo média de 91,7%) e, por ultimo, apresentando
piores resultados numéricos de redugdo meédia, o grupo irrigado com
extrato glicolico de gengibre 20% (redugdo média de -3100). Entretanto,
no grupo irrigado com extrato glicélico de gengibre 20%, houve 1
espécime (dente 33 — 8° espécime do grupo) com valor de UFC/mL
discrepante, comprovado pelo valor do desvio padrdao que foi de 16000. A
estatistica obtida neste grupo apresentou média de reducdo a um valor
negativo (que indica aumento da quantidade de UFC/mL apds o PBM com
extrato glicolico de gengibre 20%), podendo ter acarretado num resultado
gue nao é real. Desta forma, a Tabela 6 mostra a analise descritiva dos

percentuais de reducdo das diferentes coletas do grupo GENG tirando
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este espécime discrepante, podendo ser observado reducdo média de
UFC/mL de -3100 para 99,91. Além disso, analisando a Tabela 2 (médias
de UFC/mL), o numero de UCF/mL encontrado na 12 coleta de
microrganismos anaerobios (FAA) e aerdbios e/ou anaerdbios facultativos
(BHI enriquecido com sangue de carneiro) foi a mais elevada quando
comparado aos demais grupos, mostrando que havia muito mais
microrganismos nesse grupo antes do tratamento do que nos demais
grupos.

Ao comparar cada percentual de reducédo nos diferentes
grupos experimentais (Tabela 7) verificou-se que nao houve diferenca
estatiscamente significante, isto €, que o0 preparo biomecanico,
independente da substancia quimica auxiliar utilizada, bem como a MIC,
foram capazes de reduzir microrganismos sem diferencas entre si.

Em todos os grupos a utilizacdo da MIC nao interferiu nos
resultados de reducdo microbiolégica. No entanto, apds a utilizacdo da
MIC utilizada no grupo irrigado com extrato glicolico de gengibre 20%
verificou-se aumento significativo da quantidade de microrganismos
guando comparado a reducdo obtida logo apds o preparo biomecanico
(Tabela 8).

Tabela 6 — Percentuais de reducdo de microrganismos (média, desvio
padrdo e mediana em porcentagem referente a diminuicdo de UFC/mL)
obtidos nas 2% e 3% coletas do grupo irrigado com extrato glicélico de
gengibre 20% sem a amostra discrepante

Extrato Glicélico de Gengibre 20%
Coletas TOTAL
N Média DP* Mediana
lax 22 24 99,91 0,407 100
1ax 32 24 -136 1059 100
22 x 32 9 -1460480 4327502 98

* Desvio-padréo.
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Tabela 7 — Grupos homogéneos e valores de “p” comparando 0s
diferentes grupos experimentais em cada percentual de reducdo de
microrganismos (letras diferentes = diferenca estatisticamente
significante)

Coletas
Grupos
1lax 22 lax 32 22 x 32
Extrato glicolico de gengibre 20% A A A
Hipoclorito de s6dio 1% A A A
Clorexidina gel 2% A A A
Valor de “p” 0,9943 0,3312 0,2718

Tabela 8 — Grupos homogéneos e valores de “p” comparando o0s
diferentes percentuais de reducédo de microrganismos dentro do mesmo
grupo experimental (letras diferentes = diferenga estatisticamente
significante)

Grupos
Coletas L . . o
Eth;:tnog?t:lrceOz“(;:f;) de Hlpoclorllt&de sodio Clorexidina gel 2%
lax 22 A A A
lax 32 AB A A
22x 32 B A A
Valor de “p” 0,0052 0,7182 0,0659

5.2.2 Método molecular PCR

Todas as amostras (n=108), dos 36 canais radiculares de
dentes com necrose pulpar e lesdo periapical apresentaram DNA
bacteriano quando foi empregado o primer universal direcionado ao gene
16S rRNA. Todos os microrganismos investigados neste estudo foram

encontrados em pelo menos um momento das coletas (12, 22 e/ou 32
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coletas) (Figura 17).

- ——
P.intermedia ™
ey -
F.alocis
0 20 40 60 80 100

Figura 17 — Porcentagem de microrganismos detectados relacionando cada espécie com
0 numero de canais analisados (n=36) distribuidos na 12 coleta (realizada apds a
abertura coronaria), 22 coleta (ap6s o PBM) e 32 coleta (apds 14 dias da acéo da MIC).

A frequencia de microrganismos detectados através do
método molecular de PCR nas diferentes coletas realizadas de 36 canais
radiculares de dentes com necrose pulpar e presenca de lesao periapical,
totalizando 108 amostras (36 multiplicado por 3), estd elucidada na
Tabela 9.

Na coleta inicial 8 dos 9 microrganismos investigados
foram detectados pelo método molecular de PCR, sendo que apenas
microrganismos da espécie Filifactor alocis ndo foram detectados.
Parvimonas micra (27/36), Prevotella nigrescens (18/36) e Tanerella
forsythia (15/36) foram as espécies mais frequentemente encontradas.
Prevotella intermedia e Enterococcus faecalis foram detectados em
apenas 3/36 e 2/36 casos, respectivamente.

Apés o PBM, independentemente do tipo de solucdo

irrigadora utilizada, apenas 6 das 8 espécies encontradas na 12 coleta
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puderam ser detectadas. Prevotella intermedia e Enterococcus faecalis
foram as espécies ndo detectadas na 22 coleta .

Apoés a remocao da medicacao intracanal de hidréxido de
céalcio (32 coleta), foram detectadas 8 espécies bacterianas,
predominando Parvimonas micra (15/36) e Prevotella nigrescens (10/36).
Espécie de Filifactor alocis, que ndo havia sido detectada em nenhuma
das coletas até o0 momento, péde ser detectada na 32 coleta em 1 das 36
amostras. A relacdo dos microrganismos encontrados nas amostras pode

ser observada na Tabela 9.

Tabela 9 — Quantidade de microrganismos detectados através do método
molecular de PCR nas diferentes coletas realizadas de 36 canais
radiculares de dentes com necrose pulpar e presenca de lesdo periapical

Microrganismos 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta Total
Parvimonas micra 27 14 15 56
Prevotella nigrescens 18 11 10 39
Tanerella forsythia 15 5 4 24
Porphyromonas gingivalis 10 5 6 21
Treponema denticola 11 3 2 16
Porphyromonas endodontalis 9 2 1 12
Prevotella intermedia 3 0 0 3
Enterococcus faecalis 2 0 1
Filifactor alocis 0 0 1

Total 95 40 40 175

A Tabela 10 apresenta as espécies bacterianas
investigadas e detectadas pelo método de PCR, em cada coleta de cada
canal radicular (n=36). Nesta Tabela também pode ser observada a
relacdo entre 0s microrganismos detectados e crescimento de

microrganismos anaerébios pelo método de cultura microbioldgica.
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Tabela 10 — Relacdo entre microrganismos detectados pelo método de
PCR e CFU/mL de anaerébios (meio Fastidious Anaerobe Agar) de cada
dente deste estudo

(continua)
Coletas
i a a a
Grupos Pacientes 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta
PCR UFC PCR UFC PCR UFC
P. micra . .
5 T. forsythia + T. forsythia + T. forsythia
P. micra
6 P. endodontalis + N&o detectado N&o detectado +
P. nigrescens
P. micra
P. endodontalis P. micra P. micra
11 P. nigrescens + P. nigrescens + P. nigrescens
P. gingivalis P. gingivalis P. gingivalis
T. denticola
12 P. micra + Nao detectado N&o detectado
£
N 13 Nao detectado + Nao detectado + N&o detectado +
ot
Q . .
> 14 P. nigrescens + P. nigrescens N&o detectado +
c
o .
(=] P. micra E n:;crf\l/alis P. micra
1} 30 P. nigrescens + -9ing + P. endodontalis +
© T. forsythia P. nigrescens P. nigrescens
8 ’ T. forsythia '
% P. micra . L
= 3 Pmgescens o+ pORRL 4 D mens
[o)] T. denticola -9ing - g
S
© .
S P. micra
> .
8 ol e it
34 - nigresce + P. gingivalis + N&o detectado +
P. gingivalis P. nigrescens
T. denticola - Nig
E. faecalis
P. micra
35 P. e_ndodontalls + Nao detectado + P. nigrescens +
P. nigrescens
T. forsythia
. P. micra =
42 P. micra P. nigrescens N&o detectado
P. micra P. gingivalis
45 P. gingivalis + - gingiva T. forsythia
. T. forsythia
T. forsythia
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Tabela 10 — Relacdo entre microrganismos detectados pelo método de
PCR e CFU/mL de anaerébios (meio Fastidious Anaerobe Agar) de cada
dente deste estudo

(continuacao)

Coletas
i a a a
Grupos Pacientes 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta
PCR PCR PCR UFC
P. micra P micra P. micra
15 P. gingivalis ' . P. gingivalis +
. T. denticola .
T. denticola P. nigrescens
16 P. micra P. nigrescens P. micra +
P. nigrescens
17 P. micra N&o detectado E. faecalis
E. faecalis
18 P. gingivalis P. nigrescens N&o detectado +
P. micra
19 P. gingivalis N&o detectado P. nigrescens +
X P. nigrescens
—
e
= T. denticola . P. gingivalis
O
2 20 T. forsythia T. forsythia +
()
©
o . ~ =
= 28 P. nigrescens Nao detectado N&o detectado
o
o
T. denticola .
o .
= 29 T. forsythia Nao detectado P. nigrescens
48 P. nigrescens Nao detectado N&o detectado
T. forsythia
P. micra P. micra
49 P. nigrescens P. nigrescens P. nigrescens
T. forsythia T. forsythia
. . P. gingivalis
50 P. nigrescens P. nigrescens P. nigrescens
P. micra P micra P. micra
51 P. nigrescens P. niarescens P. gingivalis
T. forsythia -ng T. forsythia




93

Tabela 10 — Relacdo entre microrganismos detectados pelo método de
PCR e CFU/mL de anaerébios (meio Fastidious Anaerobe Agar) de cada
dente deste estudo

(concluséo)

Coletas
Pacientes 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta

Grupos
PCR UFC PCR UFC PCR UFC

7 P. micra + N&o detectado + P.micra +

P. micra
8 P. endodontalis + P. micra + N&o detectado +
P. intermedia

P. micra P. micra
9 T. forsythia + P. micra + P. nigrescens +
T. denticola T. denticola

24 Nao detectado + Nao detectado + N&o detectado +

P, micra
. endodontalis
. gingivalis

P .
P P.micra
P. intermédia

T

T

+ P. endodontalis P.micra +
T. denticola

25

. forsythia
. denticola

micra

. . P. micr, + P. micr +
. intermedia cra cra

26

oo
.

micra
endodontalis
gingivalis
nigrescens
forsythia
denticola

27 + T. denticola + P. micra +

Clorexidina gel 2%
44UvUumTo

micra

. endodontalis

.gingivalis

. higrescens Nao detectado P. micra
. forsythia

. denticola

. alocis

43

MA—40TUTDT

micra
gingivalis P. micra T. denticola
. forsythia

44

470D

micra P. micra
endodontalis + P. endodontalis P. micra
. denticola P. nigrescens

46

0o

47 P. micra + N&o detectado P. micra
P. nigrescens

P. micra .
P. micra

52 P. nigrescens ' .
T. forsythia T. forsythia

+ Cultura microbiol6gica positiva em agar FAA.
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Nas coletas inicias de todos os grupos houve maior
guantidade de espécies detectadas em comparacdo com as demais (22 e
3%) coletas. Apés o PBM com extrato glicélico de gengibre 20%, 3 de 7
espécies encontradas na 12 coleta ndo foram detectadas, sendo estas P.
endodontalis, T. denticola e E. faecalis. No entanto, P. endodontalis pode
ser encontrado apds o uso da MIC. No grupo irrigado com hipoclorito de
sédio 1%, logo ap6s o PBM, 2 das 6 espécies encontradas na 12 coleta
ndo foram detectadas, sendo estas E. faecalis e P. gingivalis, embora
tenham sido detectadas na 32 coleta. Também no grupo cuja substancia
guimica auxiliar utilizada foi a clorexidina gel 2%, 2 espécies
anteriormente encontradas ndo foram detectadas (2/7 espécies), sendo
estas T. denticola e P. intermedia. T. denticola ainda p6de ser encontrada
apos o uso da MIC.

Parvimonas micra foi a espécie bacteriana mais
frequentemente encontrada, estando presente em mais de 50% do total
de amostras (n=108), incluindo todas as coletas.

A Tabela 11 apresenta a relagdo entre os pacientes que
apresentaram sintomatologia dolorosa antes do tratamento endodontico e
0s microrganismos detectados por PCR na primeira coleta.
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Tabela 11 — Dados clinicos, radiogréaficos e deteccdo de microrganismos
de pacientes que apresentaram sinal ou sintoma em algum momento
prévio ao tratamento endodoéntico (n=10)

Dor a Dor a Dor Fistula Exsudato Tamanho

Percusséo Palpacao prévia dalesé@o PCR

Paciente Dente

micra

. endodontalis
. higrescens

. gingivalis

. denticola

11 35 SIM NAO NAO SIM SIM 4 mm

H4UUTUT

micra

. endodontalis
. higrescens

. forsythia

35 45 SIM SIM NAO NAO NAO 5mm

4UTT

. micra

17 11 SIM SIM SIM NAO NAO 1 mm .
. faecalis

m o

. micra
. nigrescens
. forsythia

49 25 SIM SIM SIM NAO NAO 8 mm

i

7 21 NAO NAO SIM NAO NAO 2mm P. micra

. micra
. forsythia
. denticola

9 44 SIM SIM SIM NAO NAO 8 mm

4470

micra

. endodontalis
. gingivalis

. intermedia

. forsythia

. denticola

25 24 NAO NAO NAO SIM NAO 4 mm

4—4TUTO

micra

26 44 SIM NAO SIM NAO NAO 5mm X )
. intermedia

oo

P. micra
P. endodontalis
27 43 NAO SIM SIM  NAO NAO 4mm  P-gingvalis
P. nigrescens
T. forsythia
T

. denticola

P. micra
P. endodontalis
P.gingivalis

43 22 SIM SIM SIM NAO NAO 8 mm P. nigrescens
T. forsythia
T. denticola
F. alocis
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5.3 Quantificacdo de endotoxinas

Os valores de endotoxinas em EU/mL obtidos em cada
amostra dos grupos experimentais encontram-se na Tabela 12.
Percentuais de reducao das 22 e 32 coletas em relacdo a 12 coleta e da 32
coleta em relacao a 22 coleta podem ser observados na Tabela 13.

Analisando os resultados, pode-se observar que houve
diminuicdo da endotoxina apds o PBM (22 coleta) e apos a MIC (32 coleta)
em todos os grupos quando comparado a coleta inicial (12 coleta).

Comparando-se os percentuais de reducdo obtidos em
cada grupo experimental, nota-se que ndo houve diferencas estatisticas
significantes quanto as reducdes (Tabela 14) nem quanto aos grupos
(Tabela 15). No entanto, pode ser observado que, imediatamente apés a
instrumentacdo com extrato glicdlico de gengibre 20%, a reducdo de
EU/mL foi maior quando comparado aos demais grupos (Tabela 13). A
utilizacdo da MIC foi capaz de diminuir quantidade de endotoxinas de
canais radiculares com necrose pulpar e lesédo periapical, mas a méaxima
reducao alcancada foi de 87% (Tabela 13).

A quantidade de endotoxinas encontrada em cada
amostra foi correlacionada com o tamanho da leséo periapical (€ 3mm —
escore 1; de 4 a 6,9mm — escore 2;= 7mm — escore 3) obtido pelo
programa Image Tool. A Tabela 14 evidencia esses valores. O coeficiente
de Pearson obtido foi de 0,3725, indicando que existe moderada

correlacao entre o diametro das lesdes e a quantidade de endotoxinas.
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Tabela 13 — Percentuais de reducdo de endotoxinas (média, desvio
padrdo, mediana em porcentagem referente a dimunuicdo de EU/mL)
obtidos nas 2% e 3° coletas

Extrato Glicélico de Gengibre

20% Hipoclorito de sédio 1%

Clorexidina gel 2%

Coletas
N Média DP* Mediana N Média DP* Mediana N Média DP* Mediana
1ax 22 12 -396 1191 87 12 -22,1 176,5 85,3 12 -404 155,3 8,2
1ax 32 12 -164 480 62 12 59,5 45 72,8 12 -81 428 82
2ax 32 12 -1489 3147 -27 12 -162 629 69 12 -39 366 78

* Desvio padréo.

Tabela 14 — Grupos homogéneos e valores de “p” comparando o0s
diferentes percentuais de reducdo de endotoxinas dentro do mesmo
grupo experimental (letras diferentes = diferenga estatisticamente
significante)

Grupos
Coletas L . . o
Eth;:tnogigt:lrceOz“(;:f;) de HIpOC|OI’I:E;)de sodio Clorexidina gel 2%
lax 22 A A A
lax 32 A A A
22x 32 A A A
Valor de “p” 0,0807 0,7343 0,0890

Tabela 15 — Grupos homogéneos e valores de “p” comparando o0s
diferentes grupos experimentais em cada percentual de reducdo de
endotoxinas (letras diferentes = diferenca estatisticamente significante)

Coletas
Grupos
1lax 22 lax 32 22 x 32
Extrato glicolico de gengibre 20% A A A
Hipoclorito de sédio 1% A A A
Clorexidina gel 2% A A A
Valor de “p” 0,1347 0,7621 0,3220




99

Tabela 16 — Valores de endotoxinas obtidos na coleta inicial em EU/mL e
tamanho da lesdo, em milimetros, de cada dente

Endotoxinas Diametro da leséao

Pacientes (EU/mML) (mm) Escores
5 194 5 2
6 91.1 1 1
11 35.9 4 2
12 0.517 5 2
13 14.7 5 2
14 26 1 1
30 353 8 3
33 2.43 3 1
34 50.6 5 2
35 527 5 2
42 235 4 2
45 2.71 7 2
15 394 4 2
16 127 2 1
17 3.62 1 1
18 2.49 7 2
19 102 4 2
20 6.66 4 2
28 154 2 1
29 24 5 2
48 6.51 3 1
49 710 8 3
50 5.47 2 1
51 249 4 2
7 14.5 2 1
8 4.43 5 2
9 83.1 8 3
24 0.847 3 1
25 3.29 4 2
26 29.1 5 2
27 85.4 4 2
43 146 8 3
44 14.3 10 3
46 198 2 1
47 14.7 2 1
52 66.7 3 1




6 DISCUSSAO

6.1 Microbioldgico

Foi realizado neste estudo semeadura de todas as
amostras em placas contendo meio de cultura para verificagcdo da
viabilidade dos microrganismos presentes nos canais radiculares. Cada
meio de cultura foi utilizado para favorecer crescimento de determinados
tipos de microrganismos. Os resultados mostram que houve crescimento
de microrganismos em todos os meios utilizados em pelo menos algum
momento do tratamento endododntico, sugerindo que microrganismos
anaerobios, anaerdébios facultativos, leveduras, microrganismos
sugestivos de estreptococos, enterococos e enterobactérias estdo
presentes em canais radiculares com infecgdo endoddntica, concordando
com estudos anteriores (Gomes et al., 1994; Siren et al., 1997; Jacinto et
al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2005; Gomes et al., 2008;
Martinho et al., 2010; Régas, Siqueira Jr., 2010; Endo 2011). Analisando a
contagem de UFC/mL em cada meio, maior prevaléncia de
microrganismos anaerébios pbéde ser observada (Tabela 3). Se
considerarmos como 100% a contagem de UFC/mL nos meios FAA
(Fastidious Anaerobe Agar - meio utilizado para selecdo de
microrganismos anaerdbios) e BHI enriquecido com sangue de carneiro
(Brain Heart Infusion Agar — Meio utilizado para selecdo de
microrganismos  anaerdbios  facultativos e/ou  aerdbios), o0s
microrganismos anaerobios (meio FAA) representaram 85,02% da
microbiota de canais com infeccdo primaria e lesdo periapical visivel

radiograficamente. Esta proporcdo condiz com os achados de Fabricius et
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al. (1982), que verificaram predominio de anaerdbios em infeccdes
primarias. Fatores como a disponibilidade de nutrientes, a baixa tensao de
oxigénio e as interacdes entre 0s microrganismos favorecem a selecdo de
microrganismos anaerdébios para que estes colonizem o interior do
sistema de canais radiculares (Sundqvist, 1992; Seltzer, Farber, 1994).
Yamasaki et al (1992) verificaram, com o passar do tempo, aumento
gradual de microrganismos anaerébios estritos em canais com exposicao
pulpar sendo que, em apenas um dia de exposicéo a cavidade oral, estes
microrganismos representavam 10% da microbiota, chegando a 48% em
14 dias de infecgcdo e, destes, microrganismos anaerobios Gram-
Negativos foram os mais predominantes. Os trabalhos anteriores
concordam com os resultados de nosso estudo, pois verificamos que nos
canais radiculares com necrose pulpar e lesdo periapical existe
predominio de microrganismos anaerdbios, concordando também com
outros estudos (Gomes et al., 1994; Seltzer, Farber, 1994; Siren et al.,
1997; Jacinto et al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2005;
Gomes et al., 2008).

Nas primeiras coletas, onde DNA bacteriano foi detectado
por PCR, houve crescimento microbiolégico pelo método de cultura
indicando grande probabilidade de estes microrganismos detectados
estarem e viaveis naquele momento. Dos 36 dentes com necrose pulpar e
lesdo periapical submetidos ao tratamento endodontico, seis (Pacientes
42, 48, 50, 43, 44 e 52) nao apresentaram crescimento de
microrganismos em nenhuma coleta, mas apresentaram-se positivos a
presenca de DNA bacteriano. Este resultado positivo ao método
molecular e negativo ao método de cultura também foi encontrado por
Sundqvist et al. (1998) e Pinheiro et al. (2003), onde nado houve
crescimento microbiano na coleta inicial de alguns espécimes. Existem
microrganismos que sao de dificil crescimento em placas de Agar e a
técnica molecular, por ser mais sensivel, pode detectar DNA bacteriano,

mesmo em quantidades minimas (Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 1994;
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Gomes et al., 2005). Além disso, as bactérias anaerbbias, por serem
fastidiosas e oxigénio sensitivos, sdo mais sensiveis a manipulacéo
podendo ter morrido durante o processamento da amostra, explicando,
assim, o resultado obtido.

Dessas mesmas 36 amostras, em duas néo foi detectado
DNA bacteriano por PCR, mas p6de ser observado UFC/mL (Pacientes
13 e 24). Este resultado positivo ao método de cultura e negativo ao
método molecular indica que microrganismos presentes nestes canais
podem diferir daqueles investigados por PCR (Parvimonas micra,
Prevotella nigrescens, Tanerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
intermedia, Enterococcus faecalis e Filifactor alocis). Se tivéssemos
utilizado maior numero de primers, possivelmente teriamos resultados
positivos para bactérias no PCR. Uma vez que ndo foram realizados
isolamento nem identificacdo de microrganismos por método bioquimico,
ndo foi possivel identificar quais foram esses microrganismos encontrados
nessas duas amostras.

Todos o0s microrganismos investigados neste estudo,
exceto F. alocis, foram detectados por PCR na 12 coleta. Microrganismos
investigados neste estudo abrangem sete espécies Gram-Negativas (P.
nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis, T. denticola, P. endodontalis, P.
intermedia, F. alocis) e duas Gram-Positivas (P. micra e E. faecalis),
sendo todos anaeroObios estritos, exceto E. faecalis, que é anaerdbio
facultativo. Diversos estudos (Gomes et al., 1994; Siren et al., 1997,
Jacinto et al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2005; Gomes et
al., 2008; Martinho et al., 2010; Rdécas, Siqueira Jr., 2010; Endo, 2011)
isolaram de canais radiculares estas espécies bacterianas. O presente
estudo concorda com esses achados, sendo que P. micra e P. nigrescens
foram as espécies mais frequentes na coleta inicial.

Dentre as bactérias investigadas, P. gingivalis, P.

endodontalis, P. intermedia e P. nigrescens, que sdo bacilos anaerdbios
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estritos, Gram-Negativos e produtores de pigmento negro, foram
associados as infeccbes endodonticas, em especial as primarias (Gomes
et al., 2005). Dentre os fatores de viruléncia desses microrganismos,
valem ressaltar as capsulas, componentes da membrana dessas
bactérias e o LPS.

Embora no estudo de Siqueira e Rocas (2003) néo ter
sido encontrada correlacéo entre a presenca de P. micra e sintomatologia,
em nosso estudo, nos casos positivos a sintomatologia dolorosa (10/36),
todos apresentavam DNA de P. micra nas amostras, que também foi
verificado por outros autores (Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2008).
Parvimonas micra € uma bactéria anaerdbia estrita, Gram-Positiva. Por
ser um coco Gram-Positivo e estar associado a casos sintomaticos, sua
parede celular formada por peptideoglicana e &cido lipoteicéico, podem
estar relacionados a resposta inflamatéria (Gomes et al.,, 1994),
explicando parte de sua viruléncia. O &cido lipoteicéico auxilia a ligacéo
das bactérias as células eucaridticas, inclusive linfocitos, estimulando a
reabsorcdo Ossea (Paradella et al., 2007). Pinheiro et al. (2003) afirmam
ainda que bactérias Gram-Positivas sdo mais resistentes ao PBM ou a
MIC, sendo detectadas principalmente nos casos de insucesso de
tratamento endodontico. Sundgvist et al. (1979) associaram a presenca
de P. micra a infec¢des purulentas. Neste estudo, embora apenas 2/36
casos apresentassem fistula, em ambas foram detectados DNA desta
espécie bacteriana. Treponema denticola, P. endodontalis e P. gingivalis
também foram encontradas nestes casos de fistula (Tabela 9).

Treponema denticola, espirogueta Gram-Negativa de alta
motilidade e proteolitica foi também associada a abscessos por Seltzer e
Farber (1994). Sua associacdo a sintomatologia dolorosa e tamanho de
lesbes periapicais visiveis radiograficamente foi reportada também por
outros autores (Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2008; Martinho et al.,
2010). P. endodontalis foi associado neste estudo com presenca de

fistula, concordando com achados de Gomes et al. (2008). Embora este
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microrganismo seja considerado de baixa viruléncia, quando associado a
outras espécies bacterianas pode perpetuar infeccées endodénticas. No
estudo de Martinho et al. (2010), esta bactéria foi encontrada associada a
T. denticola exercendo correlacdo positiva com tamanhos de lesdes
periapicais. P. endodontalis é um bastonete anaerdbio estrito, Gram-
Negativo e produtor de pigmento negro. Seu fator de viruléncia envolve o
encapsulamento da célula bacteriana, que dificulta a fagocitose, podendo
induzir a formacédo de abscessos (Winkelhoff, et al., 1992). Além disso,
outros fatores patogénicos tais como a producdo de acido succinato e
hemina provoca aumento da viruléncia desta espécie e inibe migragcédo de
neutrofilos  (Seltzer, Farber, 1994; Winkelhoff, et al., 1992).
Porphyromonas gingivalis € um bastonete anaerdbio estrito, sem
capacidade de motilidade, Gram-Negativo, produtor de pigmento negro,
semelhante a P. endodontalis, explicado anteriormente, com fatores de
viruléncia semelhantes. Esta bactéria € capaz de alterar a forma de
neutrofilos, tornando-os menos polarizados. Desta maneira, alteram a
motilidade dos neutréfilos por causarem modificacdes celulares
esqueletais, inibindo a fagocitose (Seltzer, Farber, 1994). No estudo de
Gomes et al. (2005), P. gingivalis também estava associado a
sintomatologia clinica.

Nas coletas iniciais, espécies de T. forsythia e E. faecalis
também foram detectados em 15/36 e 2/36 casos respectivamente. T.
forsyhtia, que também foi detectado em casos de necrose pulpar por
estudos anteriormente citados, € um bastonete fusiforme, anaerdbio
estrito e Gram-Negativo. E uma bactéria proteolitica relacionada a
inflamacédo pela producéo de citocinas (Sharma et al., 2000). E. faecalis,
que foi detectado na 12 coleta em apenas duas amostras, estando de
acordo com estudos prévios que relacionam este microrganismo
principalmente a infeccbes endodonticas persistentes (Pinheiro et al.,
2003; Paradella et al., 2007; Gomes et al., 2008; Subramaniam, Mickel,
2009).
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Apds o PBM e apds a MIC verificou-se que ocorreu uma
reducdo da quantidade de microrganismos. Ao comparar 0s percentuais
de reducdo nos diferentes grupos experimentais (Tabela 5) ndo houve
diferenca estatisticamente significante, isto €, o preparo biomecanico,
independente da substancia quimica auxiliar utilizada, bem como a MIC,
foram capazes de reduzir significativamente microrganismos sem
diferencas entre os grupos. Diversos estudos (Kuruvilla, Kamath, 1998;
Gomes et al., 2001; Ferraz et al., 2001; Ferreira et al., 2002; Menezes et
al., 2004; Vianna et al., 2004; Ferraz et al., 2007; Valera et al., 2009) ja
comprovaram a eficiéncia da instrumentacdo com hipoclorito de sodio ou
clorexidina gel 2% sobre microrganismos. Na Tabela 4 verifica-se que,
sobre anaerdébios estritos, o hipoclorito de sédio 1% (NaOCI) foi a solucdo
mais efetiva e a clorexidina gel 2% (CLX) a que apresentou menos
efetividade. Sobre microrganismos aerdbios e/ou anaerobios facultativos,
a CLX foi 100% efetiva, seguido do extrato glicolico de gengibre 20%
(GENG). Entretanto, ao avaliarmos a 12 e a 22 coleta (tirando os
extremos), os grupos instrumentados com GENG e CLX reduziram 100%
dos microrganismos. Considerando o tratamento como um todo, ou seja,
a quantidade de microrganismos antes do tratamento (12 coleta) e antes
da obturacdo (32 coleta), verificou-se numericamente os melhores
resultados nos dentes irrigados com NaOCI (Tabela 4), embora sem
diferencas estatisticas significantes. Entretanto, se tirarmos o valor
discrepante do grupo GENG, este grupo foi mais efetivo (99,9% de
reducdo de UFC/mL) (Tabela 6) e a CLX apresentando acéao
antimicrobiana intermediaria. O hipoclorito de sédio, ao entrar em contato
com matéria organica, ou seja, com a célula bacteriana, acarreta na
formacdo do &cido hipocloroso, que libera cloro nascente, o qual se liga
ao grupamento amina (NH) dos aminoéacidos, formando cloraminas,
interferindo no metabolismo celular e inibindo a funcdo enzimatica
bacteriana a partir de uma oxidacao irreversivel dos grupos SH (sulfidrila)

de enzimas bacterianas essenciais (Vianna, 2002). No entanto, por esta
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solucdo ser toxica aos tecidos periapicais em altas concentracdes
(Spangdberg et al., 1973; Pashley, 1985; Becking, 1991; Hilsman e
Hahn, 2000; Ferraz et al., 2001; Tanomaru Filho et al., 2002), seu uso
pode ser limitado.

O mecanismo de acao antibacteriano da clorexidina pode
ser explicado pelo fato de a molécula catibnica da clorexidina ser
rapidamente atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, sendo
adsorvida a membrana celular por interacdes eletrostaticas,
provavelmente por ligacées hidrofébicas ou por pontes de hidrogénio,
causando assim, ruptura da membrana celular. Em dosagens elevadas,
ela causa precipitacdo e coagulacdo das proteinas citoplasmaticas e
morte bacteriana e, em doses mais baixas, a integridade da membrana
celular é alterada, resultando num extravasamento dos componentes
bacterianos de baixo peso molecular (Hugo, Longworth, 1964; Hjeljord et
al., 1973; Rdlla, Melsen, 1975). No entanto, estudos recentes em cultura
celular ou por meio de inoculacdo em subcutaneo de ratos (Lessa et al.,
2010; Monteiro et al., 2010) tém mostrado relacdo positiva entre
toxicidade celular e concentracdo da substancia.

O extrato glicélico de gengibre ja& foi utilizado na
odontologia em estudos in vitro, porém ndo como substancia quimica
auxiliar ao preparo biomecanico em pacientes. Estudos realizados por
nossa equipe (Oliveira et al., 2005; Valera et al., 2009; Chung et al., 2010,
Cardoso et al., 2010, Maekawa, 2010, Valera et al.,, 2010) obtiveram
resultados interessantes e promissores deste extrato sobre
microrganismos em estudos in vitro. Nossa pesquisa pbéde comprovar
gue, in vivo, 0 mesmo também podera ser utilizado ja que os resultados
foram semelhantes as substancias ja consagradas na literatura
(hipoclorito de sodio e clorexidina). Sua efetiva acdo sobre
microrganismos ainda nao foi bem elucidada na literatura. Estudos
indicam que os O6leos volateis, gingerol e shogaol, parecem ser o0s

responsaveis pela acdo benéfica deste rizoma (Lantz et al., 2007). Park et
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al. (2008) sugerem que [10] e [12] Gingerol, componentes isolados do
gengibre, foram efetivos sobre Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis e Prevotella intermedia. Embora o mecanismo de acgao
sobre microrganismos néo tenha sido esclarecido na literatura, estudos
mostram efetiva acdo antimicrobiana deste extrato sobre microrganismos
(Grégio et al., 2006; Indu et al., 2006; Park et al., 2008). No presente
estudo, todas as substancias quimicas auxiliares ao PBM (22 coleta)
foram capazes de reduzir significativamente quantidade de UFC/mL.
Deve-se ressaltar que trés dentes de cada grupo (NaOCI; CLX; GENG)
nao apresentaram microrganismos na 22 coleta, apés o PBM. Um
espécime do grupo GENG, dois no grupo NaOCI e trés no grupo GENG
ndo apresentaram cultura positiva em nenhum momento, nem na coleta
inicial.

Estudos mostram, inclusive, que o gengibre ¢
biocompativel, sendo utilizado até na alimentacdo (Afzal et al., 2001;
Chrubasik et al., 2005; Grégio et al., 2006; Aimbire et al., 2007; Indu et al.,
2006; Kim et al., 2007; Fouda, Berika, 2009).

Na 22 coleta (ap6s PBM), houve reducdo de UFC/mL
independendo da substancia quimica utilizada. Em duas amostras ap6s o
PBM com extrato glicélico de gengibre, em trés amostras ap6s PBM com
NaOCl 1% e em duas amostras apds PBM com CLX gel 2% n&o houve
detecgdo pelo método molecular mas houve crescimento pelo método de
cultura indicando que os microrganismos ainda presentes nesses canais,
mesmo apés o PBM diferem daqueles investigados por PCR e que 0s
microrganismos previamente detectados na 12 coleta foram possivelmente
eliminados. A Tabela 8 correlaciona os resultados obtidos por PCR e por
cultura microbiolégica.

Nas 2% e 3% coletas, a deteccdo de DNA bacteriano ndo
indica viabilidade dos microrganismos, pois 0 método molecular de PCR
se baseia na presenca do gene 16S rRNA (Siqueira, Rbécas, 2005),

podendo o microrganismo estar viavel ou morto. Espécies detectadas na
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coleta inicial que nao foram detectadas na 22 coleta sugerem que o PBM
foi eficiente sobre esses microrganismos, sendo capaz de elimina-las,
pelo menos da luz do canal. Apés o PBM com extrato glicolico de
gengibre 20%, 3 de 7 espécies encontradas na 12 coleta ndo foram
detectadas, sendo estas P. endodontalis, T. denticola e E. faecalis. No
grupo irrigado com NaOCI 1%, 2/6 espécies foram eliminadas, sendo
estas E. faecalis e P. gingivalis. Também no grupo cuja substancia
guimica auxiliar utilizada foi a clorexidina gel 2%, T. denticola e P.
intermedia foram as 2/7 espécies nao detectadas. Estes resultados estao
de acordo com estudos de Roécas e Siqueira Jr (2010 e 2011), que
verificaram eliminagcdo desses microrganismos apos PBM com NaOCI
2,5% e CLX 0.2%.

Considerando a eficiéncia do tratamento endodontico,
tanto o PBM quanto a MIC mostraram resultados satisfatorios referente a
diminuicdo de UFC/mL. No entanto, ao avaliar a agdo da MIC, esta néo foi
capaz de reduzir significativamente quantidade de microrganismos em
comparacdo ao PBM. Além disso, em alguns espécimes, pbde ser
observado aumento de UFC/mL apés a remocao da MIC, sendo este
aumento observado em cinco casos no grupo CLX, em quatro casos no
grupo NaOCl e em quatro casos no grupo GENG. Ao analisar o0s
resultados de percentual de reducdo média entre a 22 e 32 coleta (a¢do da
MIC), o grupo irrigado com extrato glicolico de gengibre apresentou 0s
piores resultados verificando-se aumento significativo da quantidade de
microrganismos quando comparado a reducao obtida logo apds o preparo
biomecanico (Tabela 6). Duas amostras de cada grupo (Extrato glicolico
de gengibre 20%; NaOCl 1%, Clorexidina gel 2%) apresentaram
crescimento microbiano pelo método de cultura onde, logo ap6s o PBM,
0s microrganismos haviam sido eliminados (Pacientes 6, 14, 16, 28, 7,
25). Isto indica que alguns microrganismos permaneceram viaveis dentro

dos tubulos dentinarios durante todo o tratamento reforcando a idéia de
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gue microrganismos permaneceram viaveis no sistema de canais
radiculares e séo de dificil eliminacao.

Metade dessas seis amostras mostrou-se positiva
também para P. micra no método molecular, indicando que este
microrganismo possivelmente manteve-se viavel mesmo apos a utilizacao
da MIC.

Apoés a remocao da medicacao intracanal de hidroxido de
calcio (3% coleta), foram detectadas 8 espécies bacterianas,
predominando Parvimonas micra (15/36) e Prevotella nigrescens (10/36).
Espécie de Filifactor alocis, que néo havia sido detectada em nenhuma
das coletas até o momento, péde ser detectada na 32 coleta em 1 das 36
amostras. Em 18/36 amostras houve crescimento microbiano e em 25/36
amostras houve deteccdo de DNA bacteriano na 32 coleta (Tabela 8).

DNA de P. endodontalis que foi eliminado ap6s o PBM
com extrato glicélico de gengibre pdde ser encontrado ap6s o uso da MIC.
O mesmo foi observado para E. faecalis e P. gingivalis no grupo irrigado
com NaOCI 1% e T. denticola no grupo irrigado com clorexidina gel 2%.
N&o se pode afirmar que os microrganismos detectados por PCR s&o os
mesmos encontrados em cultura ou, ainda, afirmar se 0os mesmos se
encontravam viaveis. No entanto, a probabilidade dos microrganismos
anaerobios estritos existe, uma vez que houve crescimento microbiano
em 4/6 das respectivas amostras. Crescimento em cultura de
microrganismos sugestivos de enterococos néo foi observado na amostra
onde E. faecalis foi detectado, sendo possivel que este ndo estivesse
viavel.

Filifactor alocis, foi detectado somente na 32 coleta de
uma unica amostra. Este resultado discorda de outros estudos (Gomes et
al., 2008; Rocas, Siqueira Jr., 2010) cuja prevaléncia deste microrganismo
foi maior. No estudo de Siqueira Jr. e Rocas (2003), F. alocis foi
encontrado em maior frequéncia, sendo detectado em até 57,1% de

canais de dentes sintomaticos e em 30% dos casos assintomaticos. Esta



110

espécie foi associada a inflamacédo do trato sinusal por Martinho et al.
(2010). Entretanto, em nosso estudo nada se pbde afirmar ja que a
amostra foi minima e nenhum paciente apresentava este tipo de
sintomatologia. Caso esses microrganismos ainda estivessem viaveis
apos a utilizacdo da MIC, ndo se deve descartar a possibilidade de
recontaminacao do elemento dentario via coronaria, o que ja foi elucidado
por trabalhos anteriores (Paradella et al., 2007; Gomes et al., 2008).

De acordo com resultados obtidos, pode-se afirmar que a
utilizacdo da MIC nao interferiu significantemente na quantidade de
UFC/mL, indicando que talvez o hidroxido de calcio sozinho possa nao
ser a melhor MIC a ser utilizada. Jenkins (1978) relata que a difusdo dos
ions com carga negativa, como a hidroxila (OH"), pode ser inibida pela
capacidade tampéo, pela adsorcéo e pela carga da dentina. A capacidade
tampao ocorre quando doadores de protons de camada hidratada da
hidroxiapatita (ex. H,PO4, H,CO3;, HCOj3") fornecem prétons adicionais
com o objetivo de manter o pH da dentina inalterado. Uma vez que esses
ions hidroxila, além de serem responsaveis pelo aumento do pH séo
também oxidantes sobre microrganismos (Siqueira, Lopes, 1999), ao
serem inibidos, a eficacia antimicrobiana do Ca(OH), pode ter sido
parcialmente diminuida, explicando a persisténcia de microrganismos
mesmo apdés o uso da MIC em nosso estudo. Tronstad et al. (1981)
observou também que o pH na dentina préximo a superficie radicular
externa ap6s preenchimento do canal com a MIC chega a 7,4 — 9,6.
Quando este curativo é removido, o pH varia entre 6 a 7,4. Estes valores
de pH na superficie externa e a diminuicdo do pH apo6s a remocédo da MIC
de Ca(OH), reforca o efeito tampao da dentina. Assim, a associacdo do
Ca(OH); a outro medicamento, e ndo ao propilenoglicol como foi utilizado
em nosso estudo, pode ser uma escolha mais adequada como MIC nos
casos de necrose pulpar associado a lesdo periapical visivel

radiograficamente.



111

6.2 Endotoxinas

Quantificacdo de endotoxinas de cada amostra foi
realizada pelo teste o teste cinético quantitativo do lisado de amebdcitos
de Limulus (analise quantitativa) (Lonza, Walkersville, MD, EUA) e o
conjunto Limulus Amebocyte Lisate Kinetic — QCL® Bulk Kit 50-650H
(Lonza, Walkersville, MD, EUA). Todas as amostras apresentavam
endotoxinas na coleta inicial. Os resultados obtidos quanto a reducéo de
endotoxinas durante a terapia endodOntica foram bastante satisfatorios,
pois houve diminuicdo da endotoxina apés o PBM (22 coleta) e apds a
MIC (32 coleta) em todos os grupos quando comparado a coleta inicial (12
coleta). Dentre as substancias quimicas auxiliares utilizadas neste estudo,
a instrumentagdo com o GENG apresentou os melhores resultados de
reducdo de endotoxinas, seguido do NaOCl 1% e da CLX. Estes
resultados estdo de acordo com estudos anteriores (Tanomaru et al.,
2003; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Martinho, Gomes, 2008;
Gomes et al. (2009) Valera et al., 2009; Chung et al., 2010, Cardoso et al.,
2010, Maekawa, 2010, Valera et al., 2010) que comprovaram redugéao dos
niveis de endotoxina apés preparo biomecanico com hipoclorito de sédio
1%, clorexidina gel 2% ou extrato glicélico de gengibre 20%. No entanto,
endotoxinas ainda permaneceram nos canais radiculares, ndo sendo
neutralizadas completamente. O mesmo também foi verificado neste
estudo, onde endotoxinas ainda foram detectadas.

A MIC de hidréxido de calcio, bastante conhecida na
literatura por ser capaz de neutralizar endotoxinas, leva a dissociacdo dos
ions hidroxila do hidroxido de célcio, aumentando o pH do meio
suficientemente para eliminar bactérias. A estabilidade dos ions hidroxila

pode se manter por longo periodo de tempo. A neutralizacéo do lipidio A,
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parte téxica da endotoxina, foi obtida por substancias 4alcalis, que
removem ésteres de acidos graxos, alterando sua conformacédo quimica
da macromolécula de LPS (Safavi e Nichols, 1993). A utilizacdo desta
MIC foi capaz de diminuir quantidade de endotoxinas de canais
radiculares com necrose pulpar e lesdo periapical, apresentando
melhores resultados nos grupos irrigados com hipoclorito de sédio 1% e
clorexidina gel 2%, mas sua utilizacdo neste estudo n&o interferiu
estatisticamente nos resultados. No grupo irrigado com extrato glicolico de
gengibre 20%, a MIC (22 x 32 coleta) chegou até a aumentar niveis de
endotoxinas encontrados embora sem diferencas estatisticamente
significantes (Tabelas 11 e 12). No entanto, deve-se considerar que 0s
niveis de endotoxina no grupo GENG antes do tratamento foram em
média maiores do que os demais grupos.

Ao analisarmos a eficiéncia da medicacao de hidroxido de
céalcio sobre UFC/mL, percebeu-se que esta ndo apresentou resultados
significantes. Como foi explicado no item anterior, a capacidade tampéo
da dentina pode ter diminuido a acdo desta medicacdo sobre o0s
microrganismos que permaneceram viaveis, explicando a presenca de
endotoxinas nos canais radiculares na 32 coleta. Além disso, é possivel
gue o tempo de permanéncia da medicacdo no canal radicular pode ter
sido insuficiente para a completa neutralizagdo da quantidade de
endotoxinas presentes no canal radicular. Uma vez que o tempo pode ter
sido insuficiente, é possivel que a deteccdo de endotoxinas apds a
remocado da MIC (32 coleta) ocorreu por estas permanecerem aderidas as
paredes dentinarias, ja que o LPS tem essa capacidade de adesédo
irreversivel as paredes dentinarias.

Correlacdo moderada entre niveis de endotoxinas e
tamanho das lesbes periapicais visiveis radiograficamente foi observada
guando o teste de correlacdo de Pearson (p=0,3725) foi aplicado. Isto
indica que quantidade de EU/mL esta diretamente ligada ao tamanho das

lesdes periapicais visiveis radiograficamente e, portanto, as reabsorcdes
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o0sseas. As endotoxinas ndo causam diretamente lesdes celulares ou
teciduais, no entanto, elas estimulam células competentes como
macrofagos, neutréfilos e fibroblastos desencadeando a liberacdo de um
grande numero de mediadores quimicos inflamatérios bioativos ou
citocinas, causando uma série de efeitos bioldgicos que levam a uma
reacao inflamatoria, imunolédgica e reabsorcdo 6ssea periapical (Mattison
et al., 1987; Yamasaki et al., 1992; Wang, Stashenko, 1993, Leonardo et
al., 2004). Esta reacao ocorre devido a uma ligacéo entre a endotoxina e
o receptor CD-14 na superficie de monocitos e macrofagos,
desencadeando liberagéo de citocinas, tais como interleucinas (IL-1q, IL-
1B, IL-6, IL-8) (Matsushita et al., 1999), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-
a) e metaloproteinases, que estao ligados a destruicdo da matriz
extracelular e reabsor¢cdo O&ssea periapical, estimulando também
terminacfes nervosas dos tecidos periapicais, conduzindo a dor (Seltzer,
Farber, 1994, Leonardo et al., 2004). Estudos prévios comprovaram o
papel das interleucinas e do Fator de Necrose Tumoral nas destruicbes
osseas (Wang, Stashenko, 1993; Martinho et al. 2010; Carvalho, 2010).
Endotoxinas também induz febre, ativa o sistema complemento da
inflamacédo aumentando a permeabilidade vascular, a quimiotaxia para
macréfagos e neutrdéfilos, liberando lisosimas e ativando o ciclo
metabdlico do acido araquidbnico, além de ser mutagénico para células
de linfocitos B (Morrison, Kline, 1977). Assim, quanto maior niveis de
endotoxinas presentes nas infeccbes endodénticas, maior a inflamacéo
desencadeada devido a ativacdo de maior quantidade de células e,
consequentemente, desencadeando maior quantidade de mediadores
guimicos estimuladores de reabsorcado 0ssea. Isso explica a correlacéao
moderada positiva entre rarefaces Osseas periapicais e presenca de
endotoxinas encontrada neste estudo. Wang e Stashenko (1993) ainda
verificaram que a similaridade das citocinas presentes em lesGes agudas
e cronicas sugerem diferencas nos mediadores quimicos da inflamacéo

predominantemente quantitativos a qualitativas na progressao da leséo.
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Diversos estudos (Dahlen et al.,1981; Horiba et al., 1991;
Nelson-Filho et al.,, 2002; Pitts et al., 1982; Wang, Stashenko, 1993)
comprovaram a correlacdo entre quantidade de endotoxinas e tamanho
de lesdes periapicais. Em todos o0s experimentos que inocularam
endotoxinas em canais radiculares de animais, verificou-se presenca de
rarefacbes Osseas periapicais. Concordando com o presente estudo,
esses autores verificaram também que quanto maior os niveis de

endotoxina, maior o tamanho da leséo periapical.



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, neste estudo pode-

se concluir que:

a)

b)

d)

A técnica de PCR espécie-especifico detectou
DNA bacteriano em todas as coletas, sendo
detectados Parvimonas micra, Prevotella
nigrescens, Tanerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Porphyromonas
endodontalis, Prevotella intermedia,
Enterococcus faecalis e Filifactor alocis;

Elevados niveis de endotoxinas foram
encontrados nos canais radiculares antes do
tratamento e estes niveis foram menores apés 0s
tratamentos, mas nao foram neutralizadas

completamente;

Extrato glicolico de gengibre 20%, hipoclorito de
sédio 1% e clorexidina gel 2% foram capazes de
reduzir significativamente microrganismos dos

canais radiculares.

A utilizacdo da medicacdo de hidroxido de calcio
nao interferiu significativamente nos resultados,

tanto microbiol6gico como sobre endotoxinas;

Houve correlacdo positiva entre quantidade de

endotoxinas e o tamanho das lesdes periapicais.
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Nome:

Endereco:
Tel:

Dente: Data: ....... - T
HISTORIA MEDICA

Estado de saude geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete | ( )Hepatite ( )Coracao | (_)Pressao: (. )Sinusite
( )Rim ( )Alergia ( )Ulceras | ( )Alcoolismo | ( )Figado
( )Doenca mental ( )Doencas sangue ( )Outras
Problemas com anestesia:

Outros:

HISTORIA CLINICA

Queixa principal:

TIPO ( )Provocada | ( )Esponténea | ( )Intermitente | ( )Continua
DE ( )Localizada | ( ) Difusa

DOR:

Tomou analgésico ou outro medicamento?

A dor cessa com analgésico?

Déi a quanto tempo?

EXAME CLINICO LOCAL

( ) Dente ( ) Dente ( ) Edema () Alteracao de ( ) Mobilidade
cariado restaurado cor
() Fistula () Extruséo ( ) Oclusdo | () Probl. Periodontal

TESTES
( )Frio | ( )Calor | ( )Choque térmico | ( )Percusséo
Outros:

EXAME RADIOGRAFICO

Camara pulpar:

Canal radicular:

Estruturas adjacentes:

Diagnostico provavel:

Tratamento indicado:




TRATAMENTO RADICAL
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Medida aparente do dente no RX inicial:

Ponto de Comprimento real Diferenca entre | Comprimento | Comprimento

Referencia do instrumento ao ponta do Real do canal de Trabalho
ser retirado do instrumento ao (a+b) (LA.F.):
canal: apice radicular:
Diametro do I.A.F. (n° do instrumento):
Diametro do I.A.l. (n° do instrumento):
Diametro cirdrgico do canal:
Escalonamento até:
Irrigacao:
Curativo de demora:
Obturacao (técnica e material):
Selamento:
Vi
DATA TRATAMENTO sto
Professor

OBS. Pés-operatoria:

Terapéutica sistémica:

CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data

Observacgoes

10

20
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a),

Eu, Adriana Chung, portadora do CPF 345.138.08-86, aluna
de mestrado da Disciplina de Endodontia da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos — UNESP, estabelecido a Avenida Eng. Francisco
José Longo, 777, na cidade de Séao José dos Campos-SP, telefone para
contato (12) 3947 9048, sob a orientacdo da Professora Adjunto Marcia
Carneiro Valera portadora do CPF 039.137.548-22, Disciplina de
Endodontia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos -
UNESP, 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 € “ldentificacdo de
microrganismos, quantificagcdo de endotoxina e avaliagéo in vivo do
extrato glicolico de gengibre em dentes com necrose pulpar e lesédo
periapical”.

Os objetivos deste estudo serdo a) avaliar a eficacia de
substancias quimicas auxiliares (extrato glicolico de gengibre, solugcédo de
hipoclorito de sodio 1% e clorexidina gel) e medicacdo intracanal
(hidroxido de célcio) utilizadas durante o tratamento endoddntico (de
canal) sobre microrganismos, por meio de identificagcdo de
microrganismos presentes nos canais radiculares de dentes com necrose
pulpar e periodontite apical cronica, ou seja, dentes com leséo visivel
radiograficamente, pelo método molecular (Reagdo em Cadeia de
Polimerase — PCR); b) quantificar endotoxinas presentes nestes canais
radiculares; c) avaliar a atividade antimicrobiana e sobreendotoxinas da
solucdo de hipoclorito de sodio 1%, da clorexidina gel 2% e do extrato
glicolico de gengibre; d) verificar a correlacdo entre 0s microrganismos
presentes, bem como a quantidade de endotoxinas com 0s sinais e
sintomas apresentados pelos pacientes.

Se houver alguma considera¢ado ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP, situada na Av. EngP
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 néo havera
custo nem pagamento pela Colaboracéo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informacfes que
leram para mim, descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em
receber atendimento em consultério odontolégico. Declaro conhecer os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, referente a
Pesquisa intitulada “ldentificacdo de microrganismos, quantificacao
de endotoxina e avaliacao in vivo do extrato glicélico de gengibre em
dentes com necrose pulpar e lesdo periapical” e que minha
participacdo n&do implicara em nenhuma despesa ou pagamento.

NOME/RESPONSAVEL
RG

CPF
Endereco:

Assinatura Responsavel Assinatura Pesquisador
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APENDICE C — Extracédo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando o
conjunto QlAamp DNA mini Kit — Cat. 51306 (QIAGEN, Valéncia,

Califérnia, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

1. Identificar eppendorfs de 1,5 mL de acordo com 0s grupos e

coletas (Figura 18).

Figura 18 — Identificacdo dos eppendorfs.

2. Agitar a amostra armazenada em VMGA 1l e aliquotar 300 pL

para o eppendorf previamente identificado.

3. Centrifugar a 8000 rpm por 5 minutos (Figura 19).

Figura 19 — Posicionamento dos eppendorfs de 1,5 mL na centrifuga.
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4. Remover sobrenadante, com bastante cuidado para n&o aspirar

o pelet (Figura 20). P

Figura 20 — Formacgéao do Pelet.

5. Adicionar 180 pL de Buffer ATL (1) e 20 pL de proteinase K (2).
6. Incubar a 56°C por 30 minutos (banho seco) (Figura 21).

Figura 21 — Incubag&o em banho seco.

7. Adicionar 200 L de AL (3) (Agitar levemente antes)
8. Agitar levemente e incubar a 70° por 10 minutos em banho

maria (Figura 22).
A B

Figura 22 — Incubacdo dos eppendorfs: a) posicionamento dos eppendorfs em
suporte; b) incubagdo em banho maria.
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9. Adicionar 200 pL de etanol 100%.
10. Agitar e transferir para tubos com filtros/colunas (Kit QIAmp mini
Spimcollum - QIAGEN, Valéncia, Califérnia, EUA) (Figura 16).

Figura 16 — Tubos com filtros/colunas Kit QIAmp mini SpimCollum.

11.Centrifugar a 8000 rpm por 1minuto.

12. Transferir o filtro para outro tubo vazio do kit (Figura 17).

A B C

Figura 17 — Esquema de filtros: a) Filtro; b) Tubo vazio; c¢) Filtro com tubo vazio.

13. Adicionar 500 uL de AW1 (4).

14. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.
15. Transferir o filtro para outro tubo vazio.
16. Adicionar 500 uL de AW2.
17.Centrifugar a 130000 rpm por 3 minutos.
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18. Transferir o filtro para um eppendorf de 1,5 mL (Figura 18).

Figura 18 — Transferéncia do filtro para eppendorf 1,5 mL.

19. Adicionar 100 pL do eluente AE (6).
20. Aguardar 3 minutos.
21.Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto (Figura 19).

Figura 19 — Posicionamento dos eppendorfs com filtro dentro.

22.Descartar o filtro e guardar o DNA extraido a -20°C.
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APENDICE D - Protocolo das técnicas moleculares de PCR

1. Ligar a termocicladora (Gene Pro - Thermal Cycler, BIOER
Technology Hangzhou, China) e programa-la de acordo com o

primer referente ao microrganismo escolhido (Figura 21).

Figura 21 — Termocicladora Gene Pro (Thermal Cycler, BIOER Technology
Hangzhou, China).

2. ldentificar na tampa os eppendorfs para PCR.

3. Pipetar 1,5 uL da amostra do DNA extraido para os eppendorfs de
PCR previamente identificados.

4. Preparar o Master Mix em eppendorf de 1,5mL. O preparo do MIX
dependera da quantidade de reacfes que serd realizada. Cada

eppendorf para PCR equivale a 01 reacdo (Quadro 1).

Quadro 1 — Proporgdes dos reagentes no Master Mix.

Reagentes Quantidade

H,O extra pura (MiliQ - Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 18,6 uL
Tampao (10x Reaction buffer Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 2,5uL

MgCl, (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 1,25 uL
Tag Platinum (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,125 uL
DNTPs (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,5 uL

Primer Forward 100 pL (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,25 uL
Primer Reverse 100 uL (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) 0,25 uL
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5. Misturar o Master Mix fazendo fluxo e refluxo.
6. Pipetar 23,5 uL do Master Mix nas amostras.

7. Posicionar as amostras na termocicladora (Figura 22).

Figura 22 — Amostras posiconadas na termocicladora.

Iniciar o ciclo (o tempo do ciclo depende do primer escolhido).
Fim de ciclo: tirar as amostras da termocicladora e posiciona-las
em suporte para eppendorf para, em seguida, realizar a

eletroforese em gel de agarose.



144

APENDICE E — Eletroforese em gel de agarose

1. Montar a férma do gel encaixando as tiras de borracha para vedar
bem as extremidades e néo vazar gel.

2. Preparar em becker de vidro o gel de agarose na seguinte
proporcao: 0,9 g de agarose (1%) (Invitrogen, S&o Paulo, SP,
Brasil) para 90 mL de Tris-borato EDTA (TBE) (Invitrogen, S&o
Paulo, SP, Brasil) diluido.

- Diluicdo do TBE: 900 mL de agua destilada para 100 mL de TBE
puro.

3. Aquecer em microondas por aproximadamente 1 minuto. A mistura
devera estar bem homogénea e transparente.

4. Transferir o contetdo do becker de vidro (ndo contaminado com
brometo) para o becker de plastico (contaminado com brometo).

5. Acrescentar 2 pL de brometo de etidio no gel.

6. Verter o gel na fébrma previamente preparada. Em seguida,

encaixar os pentes (Figura 23).

Figura 23 — Colocacao dos pentes no gel.

7. Esperar o gel endurecer.
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8. Pipetar 2 yL de corante azul (Blue juice, Invitrogen, S&do Paulo, SP,
Brasil) nas amostras, de tal modo que as ponteiras permanecam

dentro do Eppendorf (Figura 24).

Figura 24 — Inoculando 2 pL de corante azul na amostra.

9. Quando o gel endurecer, remover cuidadosamente as tiras de
borracha e os pentes (Figura 25)

A B

Figura 25 — Remoc¢éo dos acessdrios para preparo do gel: a) remocgéo das tiras de
borracha; b) remoc¢é&o dos pentes.
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10.Encaixar o gel na cuba de eletroforese preenchida com solugcao
tampéo (TBE diluido) (Figura 26).

+

Figura 26 — Encaixe do gel na cuba de eletroforese. Certificar-se de que o gel esta
colocado na direcdo certa, ou seja, do Negativo para o Positivo.
11.Misturar o corante com a amostra de DNA fazendo fluxo / refluxo.
12.0 primeiro poco de cada pente do gel deve ser preenchido com
LADDER (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) diluido e o segundo
poco com a ATCC do microrganismo.
- Diluicdo do LADDER: 2 yL para 15 uL de agua extra pura.
13.Colocar a primeira amostra no terceiro po¢co do gel e assim

sucessivamente (Figura 27).

Figura 27 — Preenchimento do gel de agarose com ladder diluido, ATCC e amostras.
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14.Pipetar 4 uL do LADDER diluido e misturar com a bolinha de blue
juice

15.Fechar a cuba de eletroforese.

16.Rosquear os fios, e ligar a fonte (o ciclo demora em torno de 35

minutos) (Figura 28).

Figura 28 — Fonte ligada a cuba de eletroforese.

17.Decorridos os 35 minutos, remover o gel da plataforma.
18. Posicionar o gel sobre o transiluminador.
19.Posicionar o fotodocumentador sobre o transiluminador e ligar os

equipamentos (Figura 29).

A B

Figura 29 — Documentacdo fotografica dos géis: a) fotodocumentador sobre o
transiluminador ; b) captura das imagens realizadas pelo programa LISCAP Image
Capture software (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra).
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20. Verificar as bandas que acenderam e anotar os resultados (Figura
30).

Figura 30 — Leitura das bandas no gel de agarose.

21.Remover o gel do transiluminador e descartar em recipiente
contendo NaOCl 5% para neutralizagdo (deixar agir por 30

minutos).
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APENDICE F — Realizac&o da curva padrdo

1. Ver certificado para conferéncia do niumero do lote e quantidade de
volume para endotoxina.

2. Colocar a quantidade de agua apirogénica (Lonza, Walkersville,
MD, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante na
Endotoxina de E. coli, encontrado no Kit fornecido pela empresa

(Figura 31).

Figura 31 — Esquema para suspender endotoxina de E. coli utlizando agua apirogénica.

3. Agitar durante 15 minutos.

4. Separar 4 tubos de vidro apirogénicos, tamanho 13 mm x 100 mm
(Lonza, Walkersville, MD, EUA), identifica-los de acordo com as
diluicdes (10", 10%? 10%° 10*% e pipetar 0,9 mL de &gua
apirogénica em cada tubo de vidro (Figura 32).
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Figura 32 — Tubos de vidro apirogénicos necessarios para diluicdo da endotoxina

5. Decorridos os 15 minutos, transferir 100 yL da suspenséo de
endotoxina para o tubo “5” (referente a diluicdo 10™). Agitar 1
minuto, transferir 100 yL para o préximo tubo “0,5” (referente a
diluicdo 10) e assim sucessivamente (Figura 33).

Gﬁm

Figura 33 — Esquema de diluicbes da endotoxina para realizacdo da curva padrao.
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APENDICE G - Teste de endotoxina — Processamento das amostras

Para quantificar endotoxinas foi utilizado o kit de acordo com

as instrucdes do fabricante.

1. Nomear os eppendorfs de acordo com a diluicdo (Figura 34).

Figura 34 — Eppendorfs nomeados de acordo com a diluig&o.

2. Pipetar 0,9 mL em cada eppendorf.

3. Agitar durante 1 minuto o eppendorf contendo o cone de papel em
1 mL de agua apirogénica (Matriz), obtido nas coletas (Figura 38).

4. Transferir 100 pL deste eppendorf para o préximo (Diluicdo 10™).
Agitar 1 minuto, passar 100 uL para o proximo eppendorf (Diluicdo

10 (Figura 35).

Passar 100 uL

m Passar 100 uL

Agitar 1
minuto

Agitar 1
minuto

10" 107

Figura 35— Sequéncia de diluicdes da amostra.
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5. Apos realizacdo da diluicdo da amostra, agitar o eppendorf por 1
minuto e pipetar, em quadruplicata, 100 pyL da diluicdo 10? em
placa apirogéncia de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Switzerland), a

partir do poco G1 (Figura 36).

~a

Figura 36— Placa de 96 pocos: A seta indica o primeiro po¢co onde a amostra devera ser
colocada (G1). Cada amostra devera ser colocada em quadruplicata, ou seja, amostra 1
sera colocada nos pogos G1, G2, H1 e H2, por exemplo.

6. ApOs a colocacao de todas as amostras na placa, pipetar 100 pL
do branco da reacdo (agua apirogénica), em duplicata, nos po¢os
Al e A2. Em seqguida, pipetar em duplicata, as diluicbes da
endotoxina de E. coli para a curva padrdo, do mais diluido para o
menos diluido (Figura 37).
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Figura 37 — Placa de 96 pocos: BL= Branco da rea¢éo (agua apirogénica); S1 = diluicdo
10™ da Endotoxina padréo de E.coli; S2 = diluicédo 10 da Endotoxina padréo de E.coli;
S3 = diluicéo 107 da Endotoxina padrdo de E.coli; S4 = diluicdo 10" da Endotoxina
padréo de E.coli; S5 = Endotoxina padrdo de E.coli (matriz).

7. Adicionar 10 yL da Endotoxina padrdo de E.coli (matriz) nos
ultimos pocos de cada amostra (Controle Positivo — pocos em
amarelo da Figura 37).

8. Incubar a placa no leitor cinético QCL (Cambrex — Sao Paulo, SP,
Brasil) (Figura 38) a 37+1°C por 10 minutos, acoplado a um
microcomputador com software Wink QCL especifico para

gerenciamento, execucao e emissdo de relatorios.

Figura 38 — Leitor cinético QCL.
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9. Pipetar 2,6 mL de agua apirogénica no reagente cinético

cromogénico do Lisado do amebdcito Limulus (LAL) (Figura 39).

T X

Figura 39 — Esquema para suspender LAL utilizando agua apirogénica.

10. Misturar levemente, sem agitar.
11. Adicionar 100 uL do reagente cinético cromogénico do Lisado do
amebdcito Limulus (LAL) em cada poco da placa (Figura 40).

Figura 40— Reagente LAL sendo inoculado em todos os pogos da placa.

12. Fechar a tampa do Leitor cinético QCL e iniciar o ensaio cinético.
O ciclo demora em torno de 1h15.
13. Ao final do ciclo, os resultados ficam salvos no computador. Retirar

a placa do leitor, descarta-la e desligar o equipamento.
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ANEXO A — Certificado do comité de ética em pesquisa
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