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Machado FP. Infec¢cdes endoddnticas primaria x secundaria: perfil microbiano, niveis
de endotoxinas e &cido lipoteicdico, sinais e sintomas [dissertacdo]. S&o José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2018.

RESUMO

Esta pesquisa clinica teve como objetivo comparar a carga e composi¢cao microbiana
bem como as concentracdes de LPS e LTA encontradas na infecgdo endodontica
primaria (IEP) e na infeccdo endoddéntica secundaria (IES). Além disso, a correlacao
desses achados com caracteristicas clinicas e tomograficas também foram
investigadas. Sessenta dentes de pacientes com IEP (31) e IES (29) foram
submetidos a avaliagcao clinica e tomogréfica, seguido do tratamento endodoéntico ou
retratamento. Amostras foram coletadas de cada canal radicular utilizando cones de
papel. Logo apds a abertura coronaria (IEP) ou ap6s a desobturacdo dos canais
(IES) o conteudo coletado foi submetido a técnica de cultura microbiolégica para
determinar a carga microbiana de bactérias anaerdbias e ao método Checkerboard
DNA-DNA hybridization para investigacdo de espécies bacterianas presentes. O
teste de Lisado de Amebdcito de Limulus e o Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética
foram utilizados para quantificar os niveis de LPS e LTA. Os dados obtidos foram
correlacionados com os achados clinicos e tomograficos. Maiores quantidades de
bactérias cultivaveis e de LPS foram encontradas na IEP (p < 0,05). Nao houve
diferenca nos niveis de LTA entre IEP e IES (p > 0,05). A mediana de espécies por
canal radicular encontrada na IEP foi de 9 espécies e na IES foi de 22 (p < 0,05). As
espécies bacterianas mais prevalentes detectadas na IEP foram P. gingivalis (14/31)
e S. intermedius (14/31). Na IES, as espécies mais prevalentes foram P. gingivalis
(21/29) e C. rectus (20/29). LPS foi correlacionado positivamente com um maior
volume da lesao periapical (p < 0,05). Niveis de LTA néo foram relacionados a sinais
e sintomas ou ao volume da leséo periapical (p > 0,05). Concluiu-se que dentes com
IEP tiveram maiores quantidades de carga microbiana e de LPS do que os dentes
com IES. Uma maior quantidade de LPS foi correlacionada positivamente com um
maior volume de destruicdo Ossea periapical. Uma ampla interacdo de espécies
bacterianas especificas resultou em diferentes caracteristicas clinicas.

Palavras-chave: Periodontite periapical. Microbiota. Endotoxinas. Ensaio de
imunoadsorc¢éo enzimatica. Hibridizacao de acido nucleico.



Machado FP. Primary x secondary endodontic infections: microbial profile,
endotoxins and lipoteichoic acid levels, signs and symptoms [dissertation]. S&o José
dos Campos (SP): S&do Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

This clinical research aimed to compare the microbial load and composition as well
as the LPS and LTA concentrations found in Primary Endodontic Infection (PEI) and
Secondary Endodontic Infection (SEI). In addition, the correlation of these findings
with clinical and tomographic features was also investigated. Sixty patients’ teeth with
PEIl (31) and SEI (29) were submitted to clinical and tomographic assessment,
followed by endodontic treatment or retreatment. Samples were taken from each root
canal using paper points. After the coronary opening (PEI) or after the removal of
root filling material (SEI), the collected samples were submitted to the microbiological
culture technique to determine the microbial load of anaerobic bacteria and to the
Checkerboard DNA-DNA hybridization method for investigation of present bacterial
species. The Limulus amebocyte lysate assay and enzyme-linked immunosorbent
assay were used to quantify LPS and LTA levels. The data obtained were correlated
with clinical and tomographic findings. A higher number of cultivable bacteria and
LPS was found in PEI (p < 0.05). There was no difference in LTA levels between PEI
and SEI (p> 0.05).The median number of species per root canal found in PEI was 9
and 22 in SEI (p < 0.05). The most prevalent bacterial species detected in PEI were
P. gingivalis (14/31) and S. intermedius (14/31). In SEI, the most prevalent species
were P. gingivalis (21/29) and C. rectus (20/29). LPS was positively correlated with a
larger periapical lesion volume (P < 0.05). LTA levels were not related to signs and
symptoms or periapical lesion volume (p> 0.05). It was concluded teeth with PEI had
higher contents of microbial load and LPS than teeth with SEI. However, a more
diverse microbiota was found in SEI than that of PEI. Higher content of LPS was
positively correlated with larger periapical bone destruction. A widely interaction of
specific microbial species resulted in different clinical features.

Keywords: Periapical periodontitis. Microbiota. Endotoxins. Enzyme-linked
Immunosorbent assay. Nucleic acid hybridization.



1 INTRODUCAO

As infeccOes endodOnticas sdo compostas por micro-organismos que se
proliferam e se perpetuam nos sistemas de canais radiculares, como consequéncia
de necrose pulpar, decorrente de traumatismo do elemento dental, presenca de
lesbes cariosas ou restauracdes defeituosas (Kirkevang et al., 2007). Os micro-
organismos e seus produtos, a exemplo dos lipopolissacarideos e o acido
lipoteicdico, representam importante papel no estabelecimento e desenvolvimento
da leséo periapical (Kakehashi et al., 1965), sendo, portanto, de grande importancia
conhecer seus efeitos no organismo. Sendo assim, o tratamento endoddontico tem
como objetivo a eliminagdo dos micro-organismos e seus produtos causadores da
resposta inflamatdria periapical.

A periodontite apical € uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos
adjacentes ao apice radicular como consequéncia de uma infeccdo presente no
sistema de canais radiculares (Montagner et al., 2010; Martinho et al., 2014). A
infeccdo endodontica priméaria tem carater polimicrobiano, com presenca de micro-
organismos aerobios e anaerébios Gram-positivos e Gram-negativos (Gomes et al.,
1996; Rogas et al., 2003, 2010; Siqueira et al., 2003; Montagner et al., 2010). Esta
infeccdo é inicialmente causada por micro-organismos que colonizam o tecido pulpar
necrosado, sendo que a microbiota envolvida pode variar de acordo com o tempo de
infeccdo (Siqueira et al., 2010).

As bactérias Gram-negativas, durante sua morte ou multiplicacdo, liberam
produtos, os lipopolissacarideos (LPS), presentes na membrana externa das
mesmas, sendo que sua liberacdo causa efeitos biolégicos como a secrecdo de
citocinas pré-inflamatérias (Hong et al., 2004; Tang et al., 2011), as quais levam a
reacao inflamatoria e reabsorcéo 6ssea periapical (Yamasaki et al., 1992). Os altos
niveis de LPS estdo associados com o desenvolvimento de dor espontanea (Horiba
et al., 1991; Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005; Cardoso et al., 2015), dor a
palpacédo (Jacinto et al., 2005) e dor & percussdo (Gomes et al., 2009).

Com o intuito de eliminar os micro-organismos e seus produtos, o tratamento
endodoéntico € muito importante durante todas as suas etapas. Estas incluem desde

a remocao de tecido cariado e restauracfes extensas, até a eliminacdo bacteriana
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pela irrigacdo e instrumentacdo dos canais radiculares e aplicacdo de medicacao
intracanal, seguida do preenchimento hermético do canal radicular por materiais
obturadores e da realizacdo do procedimento restaurador (Mohamed et al., 2017),
desempenhando papel fundamental.

Entretanto, as condi¢cdes patolégicas podem permanecer mesmo apés a
conclusao do tratamento endodbntico, havendo a necessidade da realizacdo de uma
reintervencéo (Carrote, 2005; Eliyas et al., 2014). Isso se deve a possiveis falhas na
desinfeccdo do sistema de canais radiculares durante o tratamento endodontico ou
falhas técnicas de instrumentacdo e obturacdo incompleta do canal radicular
deixando espacos na regido apical, favorecendo a permanéncia de restos necroticos
e bactérias no sistema de canais radiculares (Dahlén, Mdller, 1992) ou ainda sua
recontaminacao pela auséncia de um correto selamento coronario (Peciuliene et al.,
2006; Estrela et al., 2008a).

Estudos mostram que a microbiota da infeccdo endodbntica secundaria
difere da encontrada na infeccdo endodéntica primaria, apresentando reduzida
diversidade, dada a predominancia de espécies anaerdbias facultativas Gram-
positivas (Siqueira, 2001; Pinheiro et al., 2003; Adib et al., 2004; Gomes et al.,
2004), como Enterococcus faecalis, podendo inclusive ocorrer casos de
monoinfeccdo (Hancock et al., 2001; Récas et al., 2004). E. faecalis € considerado
um dos micro-organismos mais prevalentes na infeccdo endoddntica secundaria,
atingindo frequéncias de até 90% dos casos (Molander et al., 1998; Pinheiro et al.,
2003; Récas et al., 2004). Além disso, é nove vezes mais comum em canais tratados
do que nao tratados (Récgas et al., 2004), o que sugere que pode ser inibido por
outros membros da comunidade microbiana mista comumente encontrados em
infeccbes primérias, e que condicdes ambientais menos propicias em um canal
tratado ndo impedem sua sobrevivéncia (Sigueira et al., 2010).

Como produto de E. faecalis e de outras bactérias Gram-positivas, o acido
lipoteicoico (LTA) € um importante fator de viruléncia, participando do
desenvolvimento e permanéncia da patologia periapical (Ginsburg, 2002; Costa et
al., 2003). Estudos sobre o LTA (Knox, 1973; Hausmann et al., 1975; Hummell et al.,
1985; Keller et al., 1992) demonstraram alteracfes nos tecidos, como a reabsorgéo
ossea (Hausmann et al., 1975), a ativacdo das vias do sistema complemento (Loos

et al., 1986; Hummell et al., 1985) e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias;
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regulacdo de angiogénese; liberacdo de hidrolases, proteases e das espécies
reativas de oxigénio de neutrofilos e macrofagos; além da regulagéo, recrutamento e
ativacao de neutrofilos (Ryu et al., 2009).

A diminuicdo da densidade Ossea causada pelos produtos bacterianos
decorrentes da infeccdo endodontica € identificada no exame radiografico como uma
area radiolucida ao redor do apice radicular (Bender, 1997). Entretanto, estudos
confirmaram que a radiografia periapical € limitada ao se detectar a radiolucéncia
periapical (Bender, 1997; Paula-Silva et al., 2009), uma vez que ha sobreposicéo de
tecidos e baixa eficacia do método ao se avaliar a profundidade de uma leséo
periapical (Stavropoulos, Wenzel, 2007; Low et al., 2008; Bornstein et al., 2011; Tsai
et al., 2012). Desta forma, a reconstru¢do da imagem em trés dimensdes se tornou
possivel e atualmente tem sido utilizada na endodontia, através do advento da
tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC).

A TCFC é capaz de fornecer representacdes tridimensionais de alta
qualidade e precisdo dos elementos 6sseos do esqueleto maxilofacial. Os sistemas
de TCFC disponiveis fornecem pequenas imagens de campo de visdo em baixa
dose com resolucéo espacial suficiente para aplicacdes em diagnostico endoddntico,
orientacdo de tratamento e avaliacdo pos-tratamento. A TCFC beneficia a
endodontia, tornando possivel demonstrar caracteristicas anatbmicas que as
imagens intraorais, panoramicas e cefalométricas ndo sédo capazes de fornecer,
sendo capaz de avaliar no sentido vestibulo-lingual a real destruicdo 6ssea. Além
disso, devido a reconstrucdo dos dados da TCFC ser realizada utilizando um
computador, os dados podem ser reorientados em suas verdadeiras relacdes
espaciais (Scarfe et al., 2009), sendo que estudos, como de Cardoso et al. (2015), ja
tém utilizado a TCFC para avaliar a presenca e o volume da lesédo periapical,
correlacionando este volume com presenca de micro-organismos e seus produtos.

Levando em consideragcdo o tema abordado, ha na literatura maior nimero
de trabalhos que avaliam a infeccdo endoddntica em relagdo a carga microbiana, a
quantificacdo de LPS e sinais e sintomas (Gomes et al., 2004; Blome et al., 2008;
Gomes et al., 2012; Tennert et al., 2013; Leite et al., 2015; Lysakowska et al., 2016;
Pandey et al., 2016; Keskin et al., 2017). Porém, pouco se tem avaliado os niveis de
LTA, importante fator de viruléncia de bactérias Gram-positivas. Sabe-se ainda que

as infeccbes endodobnticas primaria e secundaria diferem entre si quanto a
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microbiota predominante, podendo levar a variagdes nos niveis dos subprodutos dos
micro-organismos presentes.

Entretanto, até o presente momento, tais analises ndo foram relacionadas
em conjunto com os niveis de LTA e o volume inicial das lesdes periapicais a fim de
criar uma comparacdo de todos estes fatores (carga microbiana, identificacdo
microbiolégica de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, niveis de endotoxinas
e LTA, sinais e sintomas e volume da lesdo periapical) em um Unico estudo clinico
para um conhecimento mais abrangente e correlacionado. Sendo assim, faz-se
necessario um estudo mais aprofundado sobre o tema, trazendo uma significante
contribuicdo para a area de endodontia, uma vez que para melhorar e/ou buscar
melhores estratégias de tratamento, € necessario compreender plenamente o perfil
microbiolégico dos diferentes tipos de infeccdo endodéntica, bem como sua

patogenicidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Relacdo da microbiota das infeccBes endodbnticas priméria e secundéria

com sinais e sintomas

Sinais e sintomas tém sido associados a presenca de espécies microbianas
em infeccdes primarias e secundarias. Gomes et al. (2004) investigaram a
microbiota de 60 canais radiculares com infec¢cdes primarias (41) e secundarias (19)
e a associacdo de espécies presentes com sinais e sintomas endodoénticos
especificos. Técnicas anaerbbicas estritas foram usadas para diluicdo seriada,
plagueamento, incubacdo e identificacdo. Foram encontradas 56 espécies
bacterianas. @ Os  anaer6bios mais freqlentemente isolados  foram:
Peptostreptococcus micros  (35%), Fusobacterium necrophorum  (23,3%),
Fusobacterium nucleatum (11,7%), Prevotella intermedia / nigrescens (16,7%),
Porphyromonas gingivalis (6,7%) e Porphyromonas endodontalis (5%). Verificou-se
gue a microbiota do canal radicular de dentes nédo tratados com periodontite apical
era mista, compreendendo micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos e
principalmente anaerébios, geralmente contendo mais de 3 espécies por canal. Por
outro lado, as bactérias anaerdbias facultativas e Gram-positivas predominaram em
canais com tratamento endodéntico fracassado, que abrigaram 1-2 espécies por
canal. Foram encontradas relagbes sugeridas entre anaerobios, especialmente
Gram-negativos, e a presenca ou historia de dor, sensibilidade a percussédo e
edema. Foram encontradas associacoes entre: a) dor e P. micros, P.
intermedia/nigrescens e Eubacterium spp.; b) histéria de dor e P. micros,
Porphyromonas e Fusobacterium spp.; ¢) sensibilidade a percussédo e
Porphyromonas spp., Peptostreptococcus e Fusobacterium spp.; d) edema e
Peptostreptococcus spp., Porphyromonas e Enterococcus spp.; €) canais umidos e
Porphyromonas e Fusobacterium spp.; f) exsudato purulento e Porphyromonas,
Peptostreptococcus e Fusobacterium spp.; g) tratamento endoddntico anterior e

Enterococcus faecalis, Streptococcus spp., P. micros, F. Necrophorum. Estas
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descobertas indicam potenciais interacdes complexas de espécies, resultando em
quadros clinicos caracteristicos que ndo podem ser alcancados por espécies
individuais. Eles também indicam que a microbiota de canais com infecgcéo
endodontica primaria difere em namero e em espécies dos canais com infeccdo
secundaria usando a técnica de cultura.

Blome et al. (2008) avaliaram amostras de canais radiculares quanto a
presenca e numero de espécies previamente selecionadas, bem como quanto a
carga bacteriana total em dentes com periodontite apical crbnica, utilizando reacao
em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real. Quarenta pacientes
adultos com lesédo periapical documentada radiograficamente foram incluidos, sendo
20 com infeccao primaria e 20 com secundaria. Apos a remocédo do tecido pulpar
necrético ou da obturacdo, foi obtida uma primeira amostra bacteriana. Ap6s o
preparo biomecéanico (PBM) do canal radicular, uma segunda amostra foi retirada e
uma terceira amostra foi obtida apds 14 dias de curativo intracanal com hidréxido de
calcio. A andlise por PCR em tempo real permitiu quantificar as contagens
bacterianas totais e nove espécies selecionadas. Os canais radiculares com
infeccbes primarias abrigavam significativamente mais bactérias do que os dentes
com infeccbes secundarias. A contagem bacteriana total média no grupo de
retratamento foi de 2,1 x 10° e foi significativamente reduzida apds preparo do canal
radicular e curativo intracanal. O valor inicial correspondente para infeccdes
primarias foi: 4,6 x 10”. Os nimeros das bactérias selecionadas e sua frequéncia de
deteccdo também foram significativamente reduzidos. Os canais radiculares com
infec¢des primarias continham uma carga bacteriana maior. Tanto para a infeccéo
primaria quanto para a secundaria, o PBM do canal radicular reduziu as contagens
bacterianas em pelo menos 95%.

Tennert et al. (2014) analisaram a microbiota de infeccBes endodonticas
primarias e secundarias/persistentes de pacientes submetidos ao tratamento
endodoéntico com relagédo aos achados clinicos e radiograficos. Amostras dos canais
radiculares de 21 pacientes aleméaes foram coletadas usando 3 cones de papel
estéreis sequenciais. No caso de canais obturados, a guta-percha foi removida com
limas estéreis e as amostras foram coletadas com cones de papel estéreis. As
amostras foram plaqueadas e o0s micro-organismos foram entdo isolados e

identificados morfologicamente por analises bioquimicas e sequenciamento dos
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genes 16S RNAr de micro-organismos isolados. Em 12 dos 21 canais radiculares,
33 espécies diferentes puderam ser isoladas. Verificou-se que 50% dos casos com
micro-organismos isolados eram de infeccdo endoddntica priméria e 50% dos casos
eram de secundaria. Doze das espécies isoladas foram anaerobias facultativas e 21
anaerobias obrigatérias. Infeccdes monomicrobianas foram encontradas para
Enterococcus faecalis e Actinomyces viscosus. E. faecalis foi mais frequentemente
isolada em infec¢cdes endoddnticas secundarias (33%). Moraxella osloensis foi
isolada de uma infeccdo endodbntica secundaria que teve uma obturacéo
insuficiente do canal radicular acompanhada por uma leve sensacdo dolorosa. Uma
nova composicado bacteriana envolvendo Atopobium rimae, Anaerococcus prevotii,
Pseudoramibacter alactolyticus, Dialister invisus e Fusobacterium nucleatum foi
coletada de dentes com abscessos apicais cronicos. M. osloensis foi detectada em
canais radiculares pela segunda vez e somente em pacientes alemaes.

Pandey et al. (2016) avaliaram a associacdo de sinais e sintomas
endoddnticos com os patdgenos dos canais radiculares. Um total de 120 pacientes
foi selecionado para o estudo e dividido amplamente em dois grupos (n = 60): grupo
| contendo pacientes com infeccdo primaria e grupo Il contendo pacientes em que o
retratamento foi necesséario. Os parametros clinicos como dor, sensibilidade a
percussdo, edema, radiolucéncia periapical na andlise radiografica, céarie e
mobilidade dentaria foram avaliados. Cones de papel estérieis foram inseridos no
canal radicular para coleta da amostra microbiolégica, que foi posteriormente
encaminhada ao laboratério para analise de cultura. Ao comparar a média de idade
dos pacientes nos dois grupos, ndo houve associacdo significativa. Resultados
estatisticamente significantes foram obtidos comparando a associacao entre dor e S.
mitis. Correlacdo positiva foi observada na comparacdo da associacdo entre
sensibilidade a percussao e E. faecalis. Aléem disso, uma associagcdo positiva foi
observada entre a radiolucéncia periapical e S. mitis.

Lysakowska et al. (2016) isolaram cepas bacterianas aerObias e anaerobias
dos canais radiculares de 33 pacientes envolvendo infec¢cbes endodénticas
primérias e secundéarias. Quatorze cepas foram isoladas de nove infeccdes
endodénticas primarias, das quais trés eram enterococos e trés Clostridium spp.
Uma microbiota cultivavel muito mais diversa foi isolada das infec¢cdes endodénticas

secundarias. Estreptococos e enterococos juntos corresponderam a 48% das cepas
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isoladas. Propionibacterium spp. (13%), Actinomyces spp. (8%) e Lactobacillus spp.
(8%) também foram grupos significativos de micro-organismos. Entre uma a quatro
espécies foram encontradas em cada dente em culturas positivas. A mais comum foi
E. faecalis seguida por Propionibacterium acnes e Streptococcus spp. A
radiolucéncia foi observada com maior frequéncia em infec¢bes sintomaticas
causadas por Actinomyces spp. do que nos assintomaticos. Quase todos o0s
pacientes com infeccdo sintomatica (n = 28) sofreram de dor associada ao dente
tratado (86%) e sensacdo de desconforto (89%). Verificou-se que 32% dos
pacientes com doenca sintomatica relataram sensacédo de que o dente ficava mais
desconfortavel a pressdo, 50% identificaram dor irradiada e 29% notaram uma
sensacdo de maior mobilidade dentaria. Abscesso foi observado em 39% dos
pacientes com presenca de sintomatologia e 61% com secrecdo de exsudato.
Constatou-se também que 64% relataram sensibilidade a percuséo vertical e 46% a
percussao horizontal. Ao todo, a presenca de lesdo periapical em radiografias foi
encontrada em 95% dos dentes.

Keskin et al. (2017) caracterizaram as comunidades microbianas de
infeccbes  endoddnticas primarias e  secundarias/persistentes  utilizando
pirosequenciamento de alto rendimento das amostras pulverizadas de 20 dentes
humanos extraidos com infeccdo endodéntica primaria e 20 dentes com secundaria.
Um total de 15 filos, 160 géneros e 368 espécies foram detectados. Nenhuma
diferenca significativa entre infeccdes endodénticas primarias e
secundarias/persistentes foi encontrada em relacdo a diversidade e riqueza de
unidades taxon6micas operacionais nos niveis de filos, géneros e espécies,
revelando que a diversidade microbiana das infeccbes endoddnticas
secundarias/persistentes nao diferiu das primarias. Uma nova espécie de arquea,
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia, foi detectada em canais radiculares de 1

paciente com infeccdo endodontica primaria pela primeira vez.

2.2 Endotoxinas

Devido a presenca de endotoxinas [lipopolissacarideos (LPS)] como fator de
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viruléncia de bactérias Gram-negativas encontrado nas infeccbes endodonticas,
Gomes et al. (2012) realizaram estudo clinico para comparar 0s nhiveis de
endotoxinas em infecgbes primarias e secundaria, por meio do ensaio Lisado de
Amebdcitos de Limulus, correlacionando o conteudo de LPS com os achados
clinicos/radiograficos. Além disso, a presenca de bactérias anaerdbias Gram-
negativas também foi investigada. Amostras foram coletadas de 15 canais
radiculares com infeccdo endodéntica primaria (IEP) e 15 com infec¢do endoddntica
secundéaria (IES) usando cones de papel. Endotoxinas foram detectadas em 100%
das amostras com valores medianos de 7,49 EU/mL na primaria e 3,96 EU/mL na
secundaria. O valor médio de endotoxinas encontrado na presenca de sintomas
clinicos foi significativamente maior do que em dentes assintométicos com IEP. Uma
correlacdo positiva foi encontrada entre o contetdo de endotoxina e um tamanho
maior da area radioltcida (> 3 mm). A técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(16S DNAr) foi usada para investigagdo bacteriana, sendo que Prevotella
nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola e Treponema
socranskii foram detectados em dentes com IEP e IES, respectivamente. P.
endodontalis estava presente apenas em dentes com infec¢des priméarias. Dentes
com IEP tinham conteudos mais elevados de endotoxinas e uma comunidade
bacteriana Gram-negativa mais complexa do que dentes com IES. Além disso, 0s
niveis de endotoxinas foram relacionados a gravidade da destruicdo éssea em
tecidos periapicais, bem como o desenvolvimento de caracteristicas clinicas em
dentes com infecc¢des primarias.

Cardoso et al. (2016) investigaram e quantificaram bactérias cultivaveis e
seus niveis de endotoxinas na infeccdo endodontica persistente, determinando sua
antigenicidade contra macréfagos e células de fibroblastos pela secrecéo de IL-1B e
TNF-a e avaliando sua relagdo com caracteristicas clinicas e radiograficas. As
amostras dos canais radiculares foram obtidas apés a remocdo do material
obturador radicular. As bactérias e medianas de endotoxina foram 1,24x10° UFC/mL
e 9,62 EU/mL, respectivamente. Porphyromonas endodontalis foi a espécie mais
frequentemente detectada. Niveis mais elevados de endotoxinas foram encontrados
em dentes com dor a palpacéo (23,56 EU/mL) e ndo na sua auséncia (8,21 EU/mL).
Areas maiores de destruicdo 6ssea foram relacionadas a niveis mais elevados de

endotoxinas e secrecao de IL-1B e TNF-a. Os achados do estudo revelaram a
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presenca de bactérias Gram-negativas na infeccdo endodontica persistente, com
suas endotoxinas relacionadas a gravidade da destruicdo Ossea e ao
desenvolvimento da sintomatologia.

Sousa et al. (2016) mediram os niveis de endotoxinas em canais radiculares
infectados e exsudatos relacionados a abscessos apicais agudos (AAAs). Além
disso, a eficacia dos procedimentos na reducdo dos niveis de endotoxina nos canais
radiculares foi monitorada. Amostras pareadas de canais radiculares e exsudatos
infectados de AAAs foram coletadas de 10 pacientes usando cones de papel.
Endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras de AAAs e dos canais
radiculares com valores medianos de 175 EU/mL e 41,5 EU/mL, respectivamente.
Apés PBM, as endotoxinas foram reduzidas para um valor mediano de 0,54 EU/mL.
A irrigacdo subsequente com EDTA n&o apresentou uma eficacia significativa na
reducdo dos niveis de endotoxina (mediana = 0,37 EU/mL). No entanto, a
medicacdo intracanal por 30 dias (Ca [OH], + clorexidina) reduziu as endotoxinas
para valores medianos de 0,03 EU/mL.

Martinho et al. (2017) realizaram revisdo sistematica e meta-analise para
avaliar a relacdo entre os niveis de endotoxina e presenca de sinais/sintomas
clinicos e caracteristicas radiograficas em pacientes com infeccdo endodéntica.
Meta-analise revelou que os individuos que tinham dentes com sensibilidade a
percussdo e episédio anterior de dor apresentaram niveis mais elevados de
endotoxina do que suas contrapartes. O tamanho da lesédo radiografica> 2 mm e
presenca de exsudato do canal radicular foram associados a niveis mais elevados
de endotoxina. Por fim, observaram uma forte evidéncia de que as endotoxinas
estdo relacionadas com a presenca de sinais/sintomas clinicos e caracteristicas
radiograficas em pacientes com infec¢do endodéntica.

Cavalli et al. (2017) realizaram estudo clinico para correlacionar o perfil
microbiolégico e os niveis de endotoxinas encontrados na IEP com a presenca de
caracteristicas clinicas e, também, para avaliar a remocdo de micro-organismos e
endotoxinas usando sistemas rotatério, reciprocante e hibrido para o preparo
biomecanico. As espécies mais frequentemente detectadas foram Capnocytophaga
ochracea (53%) e Fusobacterium nucleatum (53%) e F. nucleatum (50%) e
Leptotrichia buccalis (50%), antes e ap0s a instrumentacdo, respectivamente. Na

reducdo de endotoxinas apds a instrumentacdo, Mtwo apresentou os melhores
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resultados (95,05%) seguidos dos grupos Genius (91,85%) e Reciproc (64,68%),
mas ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Dor prévia e sensibilidade a

percussdo também foram associados a micro-organismos especificos.

2.3 Acido lipoteicoico

Como o acido lipoteicdico (LTA) € um importante fator de viruléncia de
bactérias Gram-positivas, como Enterococcus faecalis, Baik et al. (2008)
examinaram se o hidréxido de calcio pode detoxicar o LTA da E. faecalis, uma vez
que é um medicamento endoddntico amplamente utilizado para eliminar bactérias
viaveis e inativar fatores de viruléncia. Um ensaio imunoenzimético mostrou que E.
faecalis morta por hidroxido de célcio era menos potente que as bactérias mortas
pelo calor ao estimular a liberagdo do fator de necrose tumoral alfa. O pré-
tratamento do LTA com hidréxido de calcio anulou notavelmente a capacidade do
LTA de induzir a liberacdo do fator de necrose tumoral alfa. Além disso, o LTA
tratado com hidréxido de calcio ndo foi capaz de estimular o receptor Toll-like 2, que
reconhece o LTA funcionalmente intacto. Estes resultados sugeriram que o hidroxido
de calcio pode detoxicar LTA, resultando na atenuacédo das respostas inflamatérias a
E. faecalis e seu LTA.

O conteddo infeccioso dos canais radiculares, incluindo bactérias e acido
lipoteicdico (LTA) também é ressaltado por causar lesdes nos tecidos periapicais,
envolvendo estudos sobre o assunto, como o realizado por Barbosa-Ribeiro (2016).
Em seu ensaio clinico para quantificar os niveis de LTA e bactérias cultivaveis nas
diferentes fases do retratamento endodéntico (RE) de dentes com periodontite apical
pos-tratamento, investigaram, também, a presenca de micro-organismos Gram-
positivos antes e ap0s o preparo biomecéanico (PBM) e medicacéo intracanal (MIC).
Vinte canais radiculares infectados de dentes unirradiculares foram divididos
aleatoriamente em 2 grupos (n=10) de acordo com a substancia quimica usada para
o PBM: grupo clorexidina (CHX) gel 2% e hipoclorito de sodio (NaOCI) 6%. As
amostras do canal radicular foram coletadas com cones de papel antes (S1) e apds
PBM (S2) e apés 30 dias de MIC com hidréxido de calcio + gel de CHX 2%(S3). Um



total de 70 espécies Gram-positivas, de 102 espécies isoladas, foram encontradas
nos canais radiculares (54 em S1, 4 em S2 e 12 em S3). Enterococcus faecalis foi a
mais frequentemente isolada em todas as fases do RE. LTA e bactérias cultivaveis
estavam presentes em todas as amostras S1. PBM diminuiu os niveis globais de
bactérias cultivaveis em 99,4% e LTA em 24,8%, enquanto o nivel de reducéo total
global de MIC em bactérias viaveis foi de 99,5% e em LTA foi de 38,6%. PBM com
gel de CHX 2% (grupo CHX, 99,3%) foi mais eficaz do que NaOCI| 6% (grupo
NaOCI, 92,1%) na reducédo bacteriana. Em relacdo a reducdo de LTA, o PBM com
gel de CHX 2% (grupo CHX, 26,9%) foi mais efetivo (P <0,05) do que NaOCI 6%
(grupo NaOCI, 22,6%). Assim, taxas de reducdo de bactérias foram maiores que as
do LTA. Além disso, micro-organismos Gram-positivos estavam presentes em todas
as fases do retratamento endodontico.

Yang et al. (2016) também destacaram que Enterococcus faecalis esta
associada com infeccdo endodbntica persistente e periodontite apical refrataria e o
acido lipoteicoico (LTA) como um importante fator de viruléncia de bactérias Gram-
positivas, investigando o efeito do LTA de E. faecalis (EfLTA) na diferenciacdo de
osteoclastos. Células de ratos foram incubadas e submetidas a fatores estimulantes
para avaliar a diferenciacdo em osteoclastos na presenca ou auséncia de EfLTA.
Foram utilizados Western blotting, ensaios de fagocitose e ELISA para avaliar
citocinas e quimiocinas. Observaram que o EfLTA inibe a diferenciacdo de
macrofagos em osteoclastos e, assim, mantém as capacidades fagociticas e
inflamatorias dos macrofagos, contribuindo potencialmente para a periodontite apical
refrataria.

Embora o hipoclorito de sédio (NaOCI) tenha sido usado como irrigante
endodéntico comum para erradicar bactérias no canal radicular, Hong et al. (2016)
observaram que ndo havia sido esclarecido se o NaOCl| atenua a resposta
inflamatoria induzida pelo &cido lipoteicéico de E. faecalis (EfLTA) e realizaram
estudo em células de ratos diante EfLTA tratado com NaoCl para determinar a
inducdo de mediadores inflamatérios. Os danos estruturais do EfLTA por NaOCI
foram examinados usando coloracdo com prata e cromatografia e descobriram que
uma concentracdo <0,0001% de NaOCI poderia efetivamente inibir o EfLTA indutor
de resposta inflamatéria. Ainda ressaltaram que essa concentracdo, que € muito

menor do que a concentracdo bactericida, poderia imediatamente inativar o EfLTA e
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provavelmente reduzir a resposta inflamatdria no canal radicular infectado.

2.4 Radiografias periapicais x Tomografias computadorizadas de feixe conico

na destruicao 6ssea periapical

Os métodos de imagem para deteccao de periodontite apical (PA) tém sido
avaliados quanto ao seu uso e sua acuracia na endodontia. Estrela et al. (2008a)
utilizaram a tomografia computadorizada de feixe cbnico (TCFC) para identificacao
de periodontite apical com uso de indice baseado tridimensionalmente a partir de
medidas correspondentes a radiolucéncia periapical interpretada na TCFC. Um total
de 1014 imagens (radiografias periapicais e tomografias) originalmente de 596
pacientes foram avaliadas. A PA foi identificada em 39,5% e 60,9% dos casos por
radiografia e TCFC, respectivamente. Em outro estudo, Estrela et al. (2008b)
avaliaram um total de 888 exames de imagem de pacientes com infeccao
endodontica (1508 dentes), incluindo tomografia computadorizada de feixe conico
(TCFC) e radiografias panoramicas e periapicais. A prevaléncia de PA foi
significativamente maior com a TCFC. A sensibilidade geral das radiografias
periapicais foi superior a das panoramicas e ambas tiveram alta preciséo.
Concluiram ainda que a PA foi corretamente identificada com métodos
convencionais quando apresentou situacdo avancada e a TCFC foi provada como
sendo precisa para identificar AP.

Tradicionalmente, a radiografia periapical tem sido usada para avaliar o
resultado do tratamento do canal radicular com a auséncia de radiolucéncia
periapical, sendo considerada uma confirmacdo de um periapice saudavel. No
entanto, Wu et al. (2009) realizaram estudo com o objetivo de identificar as
limitacdes de revisbes sistematicas publicadas anteriormente, avaliando o resultado
do tratamento endoddntico, demonstrando que uma alta porcentagem de casos
confirmados por radiografias como saudaveis revelou periodontite apical na
tomografia computadorizada de feixe cénico (TCFC) e na histologia. Nos dentes,
onde o tamanho reduzido da radiolucéncia existente foi diagnosticado por
radiografias e considerado para indicar a cicatrizacao periapical, 0 aumento da lesao

foi frequentemente confirmado pela TCFC. Ressaltaram ainda que, em estudos
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clinicos, dois fatores adicionais podem ter contribuido ainda mais para a
superestimacdo de resultados bem-sucedidos apdés o tratamento do canal: (I)
extracOes e retratamentos raramente foram registrados como falhas; e (Il) a taxa de
acompanhamento foi frequentemente menor que 50%, sendo que os resultados do
tratamento do canal radicular devem ser reavaliados em estudos longitudinais de
longo prazo utilizando TCFC e critérios de avaliacdo mais rigorosos.

Estrela et al. (2009), em estudo realizado com o intuito de avaliar a
reabsorcdo radicular inflamatéria (RRI) por meio de um método usando TCFC,
utilizaram um total de 48 radiografias periapicais e TCFC originalmente de 40
pacientes avaliados. A RRI foi detectada em 68,8% radiografias e em 100% das
TCFC. A extensédo da IRR foi> 1-4 mm em 95,8% das imagens de TCFC e em
52,1% das imagens obtidas pelo método convencional, concluindo-se que a TCFC
parece ser Util na avaliacdo da IRR, sendo que seu desempenho diagndstico foi
melhor que o da radiografia periapical.

Patel et al. (2012b) compararam a prevaléncia de lesdes periapicais em
raizes individuais visualizadas com radiografias intra-orais (periapicais) e TCFC.
Duzentas e setenta e trés raizes pareadas foram avaliadas com os dois sistemas
radioldgicos, as lesdes periapicais estavam presentes em 20% e ausentes em 80%
das raizes avaliadas com radiografias periapicais. Quando os mesmos 273
conjuntos de raizes foram avaliados com TCFC, as lesdes estavam presentes em
48% e ausentes em 52% das raizes. Setenta e cinco raizes adicionais foram
detectadas com TCFC. As limitacbes das radiografias periapicais que podem
dificultar a deteccao de lesdes periapicais sdo superadas com a TCFC. Isso resulta,
em primeiro lugar, por mais raizes sendo avaliadas e, em segundo, mais lesdes
periapicais sendo detectadas com TCFC.

Posteriormente, Patel et al. (2012a) compararam a alteracdo radiografica
periapical de raizes individuais usando radiografias periapicais digitais versus
tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) um ano apds o tratamento do
canal radicular e para determinar o resultado radioldégico do tratamento para cada
dente. A taxa de cura (auséncia de radiolucéncia periapical) para todas as raizes
combinadas foi de 92,7% com radiografias periapicais e 73,9% para TCFC. O
diagnoéstico usando TCFC revelou uma menor taxa de cura e cicatrizagcdo para o

tratamento da IEP do que radiografias periapicais, particularmente em raizes de
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molares. Houve um aumento de 14 vezes na taxa de falha quando os dentes sem
radiolucéncias periapicais pré-operatorias foram avaliados com TCFC em
comparacao com radiografias periapicais apos 1 ano.

Venskutonis et al. (2014) compararam a acuracia da radiografia periapical
digital intraoral e da tomografia computadorizada de feixe conico na deteccao de
radiolucéncias periapicais em dentes tratados endodonticamente. Em 20 pacientes
(42,4 anos, 65% homens e 35% mulheres) um total de 35 dentes tratados
endodonticamente (27 superiores e 8 inferiores) foram avaliados. No geral, foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa entre o niumero de lesées
periapicais observadas nos exames de TCFC (n = 42) e radiografico (n = 24).
Concluiram que as TCFC foram mais acuradas em comparacdo as radiografias
periapicais digitais na detecgdo de radiolucéncias periapicais em dentes tratados
endodonticamente. A diferenca foi mais pronunciada nos molares.

Cardoso et al. (2017) utilizaram a TCFC para determinar o volume de
destruicdo 6ssea periapical em um estudo clinico correlacionando-o com 0s niveis
de endotoxinas e a quantificacdo de carga microbiana encontradas na infeccao
endodéntica primaria. As quantidades de bactérias e endotoxinas foram
correlacionadas com o desenvolvimento de caracteristicas clinicas. Endotoxinas e
bactérias foram detectadas em 100% das amostras do canal radicular (24 de 24),
com valores medianos de 10,92 unidades de endotoxina (UE)/mL e 7,5 x 10°
UFC/mL, respectivamente. A mediana do volume da destruicdo 0ssea determinada
pela andlise da TCFC foi de 100 mm?®. A andlise de regresséo mdltipla revelou uma
correlacao positiva entre niveis mais elevados de endotoxinas presentes na infeccédo
do canal radicular e maior volume de destruicdo 0ssea. Além disso, niveis mais altos
de endotoxinas também foram correlacionados com a presenca de dor prévia.

Torabinejad et al. (2018) realizaram estudo para determinar a prevaléncia e o
tamanho de radiolucéncias periapicais usando imagens de TCFC em dentes sem
sinais aparentes de lesdes nas radiografias intra-orais. Cento e vinte raizes de 53
pacientes que foram determinados como nao apresentando sinais de lesbes em
radiografias intra-orais foram incluidas neste estudo. Tomografias computadorizadas
foram realizadas em tamanho de voxel de 0,125 mm?®. A maioria das raizes (53,3%)
apresentou ligamento periodontal < 0,5 mm; 26,7% apresentaram radiolucéncia

entre 005 a 1 mm, 15,0% com radiolucéncia de 1,0 a 1,5 mm, 0,8% com
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radiolucéncia de 1,5 a 2,0 mm, 1,7% com radiolucéncia de 2,0 a 2,5 mm e 2,5%
tinham larguras de radiolucéncia> 2,5 mm. Vinte por cento dos dentes com
tratamento endodéntico com base na imagem radiografica periapical convencional
tiveram radiolucéncia da TCFC com mais de 1 mm. Os autores destacaram que
essas radiolucéncias podem nédo ser alteracdes patoldgicas, sendo que os clinicos
devem ser advertidos contra o tratamento excessivo antes de determinar a

verdadeira natureza desses achados.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar o perfil das infeccbes endodonticas

primaria e secundaria, avaliando:

a) Carga microbiana por cultura de micro-organismos anaerdbios (UFC/mL)
e identificacdo microbioldgica de 40 espécies bacterianas, Gram-
positivas e Gram-negativas, pelo método Checkerboard DNA-DNA
hybridization;

b) Niveis de LPS (EU/mL) e de LTA (pg/mL);

c) A correlacdo destes achados com sinais e sintomas clinicos e o volume

da lesao periapical.
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4 MATERIAL E METODOS

A figura 1 ilustra o organograma resumido da metodologia proposta neste

estudo envolvendo as infeccbes endoddnticas primaria e secundaria.

Figura 1 — Divisdo dos grupos e metodologia
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Fonte: Elaborado pelo autor.



4.1 Selecao de paciente

Este estudo foi realizado na Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Sdo José dos Campos, Brasil, tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) local, por meio da Plataforma
Brasil, protocolo n° 2.708.907 (ANEXO A) e cadastrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (REBEC), numero de registro: RBR-45wjx4. Foram selecionados
60 dentes unirradiculares permanentes de pacientes encaminhados para a Clinica
de Endodontia do Departamento de Odontologia Restauradora com necessidade de
tratamento ou retratamento endodéntico, sendo que os dentes tratados foram:
incisivos centrais (20/60), incisivos laterais (21/60), caninos (8/60), primeiros pré-
molares (8/60) e segundos pré-molares (3/60). O célculo do tamanho da amostra foi
baseado em um estudo previamente realizado por Gomes et al., 2004 e condizente
com a disponibilidade de casos que seguiram os critérios de inclusdo e exclusao
durante a triagem de pacientes, sendo que para este estudo foram selecionados 31
pacientes que apresentaram infeccdo endodontica primaria e 29 com secundaria.
Uma radiografia inicial foi realizada para todos os dentes incluidos na pesquisa
(Figura 2), seguido do preenchimento da ficha clinica (APENDICE A). Todos os
pacientes eram voluntarios, com idade entre 21 a 60 anos (sendo 24 do sexo
masculino e 36 do sexo feminino) e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE B).
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Figura 2 - Radiografias periapicais de dentes com infecdo endodontica e presenca
de lesdo periapical com indicagdo de tratamento e retratamento endodéntico

Legenda: Dentes com infecgdo endoddntica primaria (a) e infeccdo endododntica secundaria (b) com
presenca de lesdo periapical (*).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Selecédo dos casos e andlise de sinais e sintomas clinicos

4.2.1 Infecgcdo endodéntica primaria

Os 31 dentes foram selecionados seguindo critérios de inclusao e excluséao.
Foram incluidos dentes unirradiculados permanentes portadores de necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical visivel radiograficamente. Foram excluidos dentes com
doenca periodontal, fratura radicular, exposicdo da camara pulpar, pacientes que
utilizaram antifangicos e antibioticos no periodo de trés meses antes do tratamento

endodontico e casos com impossibilidade de isolamento absoluto.



4.2.2 Infeccdo endodoéntica secundaria

Foram incluidos no estudo 29 dentes unirradiculados permanentes com
presenca de tratamento endodontico prévio insatisfatorio e realizado a no minimo 3
anos e com presenca de leséo periapical visivel radiograficamente.

O insucesso do tratamento endodéntico foi baseado em exame clinico e
radiografico, avaliando presenca de sinais e/ou sintomas clinicos como presenca de
dor espontanea, dor a palpacdo, dor a percusséo, fistula e edema, indicando a
necessidade de retratamento endodéntico. N&do foram incluidos dentes com doenca
periodontal, fratura radicular, exposicdo da camara pulpar ao meio bucal, pacientes
que utilizaram antifangicos e antibidticos no periodo de trés meses antes do
retratamento endodontico, impossibilidade de isolamento absoluto e tratamento

realizado no periodo inferior a 3 anos.

4.2.3 Andlise de sinais e sintomas clinicos

Para ambos os grupos, foram anotados os dados pessoais, a historia médica
e a historia dentaria. No exame subjetivo foram obtidas informacdes sobre a
condicdo atual do dente a ser tratado e quanto a presenca ou auséncia de dor
espontanea. No exame objetivo dados como a presenca de edema, fistulas,
presenca de restauracdes, caries e fraturas foram anotados. Foram executados
testes para verificar dor a percussdo, dor a palpacdo e mobilidade, além da
realizacdo de sondagem periodontal e teste de sensibilidade pulpar negativo.

Todas as caracteristicas clinicas referentes ao dente investigado foram
anotadas na ficha clinica de cada paciente (APENDICE A). Em seguida, os
pacientes foram submetidos a TCFC Classic I-Cat (Imaging Science International,
Hatchfield, EUA) na regido dos dentes selecionados, antes da intervencao

odontoldgica, confirmando a presenca de destruicdo 6ssea periapical.
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4.3 Intervencao odontoldgica

Todos o0s materiais e instrumentais utilizados nesta pesquisa foram
previamente submetidos a esterilizacdo por radiagdo gama com cobalto 60 (dose 20
KGy por 6 horas, IPEN, Sdo Paulo, SP, Brasil) e todos os passos subsequentes
realizados de forma asséptica. Os pacientes foram submetidos & anestesia e
isolamento absoluto, realizando um vedamento da interface coroa/lengol com
barreira fisica de resina fotopolimerizavel (Top Dam — FGM Produtos Odontolégicos,
Joinville, SC, Brasil) (Figura 3). Em seguida, foi realizada profilaxia com pasta
profilatica (Vigodent S/A Industria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova
de Robinson (Microdont — Micro Usinagem de Precisdo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(Figura 3) e realizada uma sequéncia de assepsia do campo operatério com swabs
(Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu, China) estéreis umedecidos em agua
oxigenada 30 volumes (Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) seguido de
hipoclorito de sddio (NaOCI) 5,25% (Byof6rmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
e neutralizacdo do NaOCI, para evitar a contaminacdo quimica do canal radicular
com essa solucao e a interferéncia com a cultura microbioldgica, com tiossulfato de
sédio 5% (Byof6érmula, Sao José dos Campos, SP, Brasil), comprovando a
esterilidade conforme o estudo de Ferreira et al. (2015). A abertura coronaria foi
realizada com auxilio de brocas acionadas em alta rotacdo, sob refrigeracdo com
solucéo salina fisiol6gica apirogénica (Figura 3). Terminada a abertura coronaria, no
grupo de infeccdo endodéntica primaria, os canais foram inundados com solucao
salina fisiologica apirogénica e agitados com lima, para desprender o biofilme, e foi
feita coleta do conteudo do canal radicular e 0os pacientes prosseguiram nas demais
etapas do tratamento endoddntico. No grupo de infec¢cdo secundaria, terminada a
remocao do material restaurador, o canal foi desobturado com auxilio da lima R25
(25.08) do sistema reciprocante Reciproc® (VDW, Munich, Alemanha) sem o uso de
solventes de guta-percha (para ndo haver interferéncia com as coletas realizadas
em sequéncia) até o comprimento pré-odontométrico (CPO - comprimento aparente
radiogréafico subtraido em 3 mm). Em seguida, foi realizada uma tomada radiogréafica
para obtencdo do comprimento de trabalho (CT) (1 mm do apice radiogréafico) e para

verificar a remocao total do material obturador. Caso nao ocorresse a total remogé&o
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do material, a desobturacdo foi complementada com lima Hedstroem. Uma vez
comprovada adequada desobturacdo do canal radicular, o mesmo foi mantido
inundado com solucado salina fisiolégica apirogénica e realizada a coleta do interior
do canal radicular, juntamente com a guta-percha coletada durante a desobturacéo
(Figura 3).

Figura 3 - Sequéncia da intervencdo odontoldgica

Legenda: a) Isolamento do campo operatorio e selamento com barreira gengival fotopolimerizavel;

b) profilaxia do campo operatério com escova de Robinson e pasta profilatica; c) desinfeccdo do
campo operatério; d) abertura coronéria; €) remocao do material obturador (infeccdo endoddntica
secundaria); f) coleta do canal radicular com cone de papel absorvente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Coletas do canal radicular

Para a coleta de amostras do canal radicular, 4 cones de papel absorventes

n° 15 (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil) apirogénicos foram
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introduzidos um de cada vez no interior do canal radicular respeitando-se o
comprimento pré-odontométrico (CPO = comprimento aparente radiografico
subtraido em 2 mm para infeccdo endodéntica primaria e 3 mm para a secundaria)
permanecendo nesta posicdo por 60 segundos. O primeiro cone de papel
introduzido no canal radicular foi armazenado em microtubo (1,5 mL) (Axygen INC,
Union City, CA, EUA) estéril e apirogénico contendo 1 mL de agua apirogénica
(Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) para posterior
andlise de endotoxinas e LTA. Os préximos 3 cones de papel foram armazenados
em microtubo (1,5 mL) estérii contendo VMGA Il para posterior analise

microbiolégica (Figura 4).

Figura 4 - Coletas do contetdo do canal radicular

AGUA
APIROGENICA

) ENDOTOXINAS
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|' l

MICROBIOLOGICO

Legenda: Um cone de papel armazenado em 1 mL de &gua apirogénica e 3 cones de papel
armazenados em 1 mL de VMGA lII.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Carga microbiana (UFC/mL)

A carga microbiana foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de
colbnias por mililitro (UFC/mL) de micro-organismos no canal radicular. O microtubo
(1,5mL) contendo os 3 cones de papel (amostra matriz) armazenados em 1 mL de

meio de transporte pré-reduzido VMGA Il foi agitado por 60 segundos em vortex até
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a dessorcdo do conteudo para facilitar a dispersdo dos micro-organismos. Em
seguida, foram realizadas diluicdes seriadas transferindo 100 pL da amostra matriz
para microtubos da diluicdo 10" e assim consecutivamente até a diluicdo 10° em
microtubos (1,5 mL) contendo 900 uL de Caldo Infuso Cérebro Coracédo (BHI) (Brain
Heart Infusion Broth - HiMedia Laboratories Pvt. Ltda, Mubai, india) (Figura 5).

Figura 5 — Diluicbes seriadas a partir da amostra matriz para a realizacdo da
semeadura do contelddo dos canais radiculares, pelo método de cultura

microbioldgica

MATRIZ

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a deteccdo de micro-organismos anaerobios e facultativos (Figura 6)
foram semeados 50 pL da amostra matriz (sem diluicéo) e 50 pL da diluicdo 10 em
placas de Petri (Interlab distribuidora de produtos cientificos, Sado Paulo, SP, Brasil)
contendo Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Neogen Corporation, Michigan, EUA),
acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado suplementados por hemina (5
mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L) (APENDICE C). As placas foram incubadas em jarra
de anaerobiose a 37°C por 14 dias (Figura 6).
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Figura 6 - Andlise da presenca de micro-organismos e contagem de unidades

formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL)

Legenda: a) Agitacdo do microtubo contendo VMGA e cones de papel absorvente com coletas do
conteddo do canal radicular; b e ¢) plagueamento das amostras das coletas do contetdo do canal
radicular; d) jarra de anaerobiose onde foram incubadas as placas por 14 dias a 37°C em estufa.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O numero de unidades formadoras de colénias (UFCs) foi determinado a
partir da contagem do namero de colbnias nas placas analisadas. Para a obtencéo
do numero de UFC presente na amostra por mL (amostra inicial) foi necessario
multiplicar por 20 ou 20.000 o niumero de UFC observado na contagem das placas,
dependendo da diluicdo utilizada. A escolha da placa para contagem de UFC estava
relacionada a possibilidade de contar de forma individual o namero de UFC
presente. Quando néo possibilitada a contagem na amostra inicial, foi utilizada a
diluicdo 107. Ou seja, quando a diluicdo 107 foi escolhida, o valor correspondente a
essa diluicdo é 1000 vezes menor que o inicial (1 mL). A aliquota plaqueada foi de
50 uL, ou seja, 20 vezes menor que 1 mL. Portanto o fator de multiplicacdo do
namero de UFC obtido seria 20.000.
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4.6 Analise por Checkerboard

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization foi realizado no Laboratério
de Pesquisa em Odontologia Il — Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da
Universidade de Guarulhos (UnG), onde as amostras obtidas foram submetidas ao
teste, investigando 40 espécies bacterianas.

Os microtubos contendo os 3 cones de papel absorvente (amostra matriz)
armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA 11l foram agitados
até a dessorcao do conteudo para facilitar a dispersdo dos micro-organismos e 300
UL de cada amostra foram transferidos para outro microtubo. Apds esse
procedimento, os tubos foram centrifugados a 8.000 RPM por 5 minutos. O
sobrenadante neles contido foi entdo descartado e o pellet ressuspendido com 150
ML de solugdo TE (10 Mm Tris-HCL, 1 Mm EDTA pH 7,6). A cada tubo plastico
contendo amostras e solugdo tampéao TE foram acrescentados 100 pL de NaOH
(Labsynth) a 0,5 M para que o DNA bacteriano permanecesse viavel por um longo
periodo de tempo. Em seguida, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a

-20 °C até que fossem analisadas.

4.6.1 Cepas bacterianas e condi¢cdes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas nesta pesquisa para o preparo das
sondas de DNA estd apresentada no quadro 1. As espécies avaliadas foram
selecionadas devido a sua associacao as infec¢cdes endodonticas ou a sua presenca
em outras infec¢des orais e saliva. Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da
ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth
Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado em caldo para
crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA) e cultivado em
Agar-triptose de soja (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) contendo 5% de sangue
desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD,

EUA) a 35 °C sob condi¢do de anaerobiose. Algumas bactérias foram cultivadas em
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meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades nutricionais. T.
forsythia, por exemplo, foi cultivada em &agar-triptose de soja com 5% de sangue
desfibrinado de ovelha e 10 pg/mL de &cido N-acetil murdmico (NAM) (Sigma
Chemical Co, St. Luois, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um meio
similar, suplementado com 5% de sangue desfibrinado de ovelha, 0,3 pg/mL de
menadiona e 5 ugmL de hemina. As espécies T. denticola e Treponema socranskii
foram cultivadas em caldo para crescimento de Mycoplasma suplementado com 1
mg/mL de glicose (Sigma), 400 pg/mL de niacinamida (Sigma), 150 pg/mL de
espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pg/mL de isobutirato de sodio (ICN, Costa
Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina pirofosfato
(Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).

4.6.2 Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente e as col6nias foram
raspadas e depositadas em tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo
1 mL de solucéo TE (pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes por centrifugacéo na
solugdo TE a 3500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas foram
novamente suspensas e lisadas em SDS (dodecilsulfato de sodio, Labsynth) a 10%
e proteinase K (Sigma) em uma concentracdo de 20 mg/mL. As cepas de bactérias
Gram-positivas foram lisadas em 150 pyL de uma mistura enzimética contendo 15
mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em solucéo
tampéo TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al.
(1989). As sondas genbmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies
(Quadro 1) pela marcacao de 1 ug do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio
do random primer digoxigenin labeling kit (Roche Disgnostics, Indianapolis, IN,

EUA), de acordo com o método descrito por Feinberg e Vogelstein (1983).
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Quadro 1 - Relacéo das cepas bacterianas, 0 metabolismo respiratorio e a coloragao

Gram das bactérias utilizadas para o desenvolvimento da sonda de DNA bacteriano

Espécie Cepas Metabolismo
Gram +
Actinomyces israelli 12102 Anaerdébio facultativo
Actinomyces odontolyticus 17929 Anaerdébio facultativo
Actinomyces oris 43146 Anaerdébio facultativo
Enterococcus faecalis 29212 Anaerobio facultativo
Enterococcus faecium 6569 Anaerdbio facultativo
Eubacterium nodatum 33099 Anaerobio estrito
Eubacterium saburreum 33271 Anaerodbio estrito
Gemella morbillorum 27824 Anaerodbio estrito
Parvimonas micra 33270 Anaerodbio estrito
Propionybacterium acnes (I+Il) 11827 e 11282 Anaerobio aerotoleravel
Strepctococcus anginosus 33397 Anaerobio facultativo
Streptococcus constellatus 27823 Anaerobio facultativo
Streptococcus gordonii 10558 Anaerobio facultativo
Streptococcus intermedius 27335 Anaerobio facultativo
Streptococcus mitis 49456 Anaerobio facultativo
Streptococcus sanguinis 10556 Anaerobio facultativo
Gram -

Agregatibacter actinomycetemcomitans (a+hb) 43718 e 29523 Anaerobio estrito
Campylobacter gracilis 33236 Anaerobio estrito
Campylobacter rectus 33238 Anaerobio estrito
Campylobacter showae 51146 Anaerobio estrito

Capnocytophaga gingivalis 33624 Anaerobio estrito
Capnocytophaga ochracea 33596 Anaerobio estrito
Capnocytophaga sputigena 33612 Anaerobio estrito

Eikenella corrodens 23837 Anaerdbio facultativo
Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 25586 Anaerdbio estrito
Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 10953 Anaerobio estrito
Fusobacterium nucleatum ssp vicentii 49256 Anaerdbio estrito
Fusobacterium periodonticum 33693 Anaerdbio estrito
Leptotrichia buccalis 14201 Anaerobio estrito

Neisseria mucosa 19696 Anaerdbio facultativo
Porphyromonas endodontalis 35406 Anaergbio estrito
Porphyromonas gingivalis 33277 Anaerobio estrito
Prevotela nigrescens 33563 Anaergbio estrito
Prevotella intermédia 25611 Anaerobio estrito
Prevotella melaninogenica 25845 Anaerobio estrito
Selemonas noxia 43541 Anaerobio estrito
Tannerella forsythia 43037 Anaerobio estrito
Treponema denticola Bl Anaerobio estrito
Treponema socranskii S1 Anaerobio estrito
Veillonella parvula 10790 Anaerobio estrito

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.6.3 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contendo as amostras coletadas foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 mL de acetato
de amoénia (C2H7NO2) a 5 M. Com isto, as células bacterianas foram lisadas e o
DNA ficou suspenso na solugdo. Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga
positiva (Amersham Biosciences, Chicago, IL — EUA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — EUA).

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

A membrana foi removida do aparato e o DNA, previamente depositado na
mesma, foi fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120 °C, por 20 minutos.
A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada a 42 °C, por uma hora, em
uma solucao de 50% formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solucdo salina citrada (SSC) (1 x SSC = 150 mM
NacCl) (Vetec), 15M de citrato de sédio (pH 7,0) (J.T.Baker, Edo. Fr Méx., México), 25
mM de fosfato de sodio (pH 6,5) (Labsynth) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura
(Sigma). Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45® (Immunetics,
Cambridge, MA — EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos
controles perpendiculares as canaletas do aparato.

Cada sonda de DNA contida numa solucéo de hibridizagc&o [45% formamida,
5 X SSC, 20 mM de fosfato de sodio (pH 6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, 10% de
sulfato de dextrano, 1% de caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA] foi colocada em
uma canaleta do Miniblotter 45®, de modo que cada canaleta foi preenchida com
135 yL de uma determinada sonda. As sondas hibridizaram perpendicularmente as
linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato xadrez, uma vez
qgue as linhas de DNA horizontais se cruzaram com as verticais correspondentes as

canaletas contendo as sondas de DNA. O aparato Miniblotter 45® e a membrana
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com as sondas e o DNA das amostras bacterianas fixadas, foram colocados dentro
de um saco plastico umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas e incubado
a 42 °C para que a hibridizagdo ocorresse. A hibridizagdo das membranas com as
sondas ocorreu durante um periodo minimo de 12 horas (overnight).

Apoés a hibridizacdo com as sondas, as membranas foram removidas do
Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65 °C, numa solucdo adstringente
composta por 1% de SDS, 1 mM de EDTA e 20 mM de Na;HPO,, a fim de remover
sondas que n&o hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas foram
imersas por 1 hora sob agitagcdo, em uma solucdo bloqueadora contendo 1% de
acido maleico (Vetec), 3 M NaCl, 0,2 M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec),
0,5% caseina (pH 8,0) e, logo apdés, por 30 minutos na mesma solugcado contendo
anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim — Alemanha) conjugado a fosfatase alcalina (Roche), em uma
concentracdo de 1:10000. As membranas foram, entédo, lavadas 2 vezes, por 20
minutos, em uma solucdo de 0,1 M acido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3%
Tween 20, pH 8,0, e uma vez, por 5 minutos, em uma solucdo de 0,1 M de Tris HCI,
0,1 M de NaCl (pH 9,5). Para deteccao dos sinais, as membranas foram incubadas
por 45 minutos a 37 °C em uma solucao detectora contendo substrato para fosfatase
alcalina, CDP-Star Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited,
Buckinghamshire — Reino Unido). Em seguida, as membranas foram colocadas em
um cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil) sob um
filme radiografico (Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, Sdo José
dos Campos, SP) e foi radiografado por aproximadamente 40 minutos. Os filmes
foram posteriormente revelados manualmente pelo método convencional
temperatura-tempo, de acordo com as orienta¢gdes do fabricante (Figura 7).

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um dnico examinador
treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura foi realizada 2
vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por
uma determinada sonda na amostra dos canais radiculares foi comparado, em
intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controles
contendo 10° e 10° células bacterianas. A intensidade de hibridizacdo foi dividida

em classes diferentes em relacdo aos niveis observados de contagem: (0) néo
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detectado; (1) <10° células, (2) cerca de 10° células, (3) entre 10° e 10° células; (4)

cerca de 10° células ou mais.

Figura 7 - Teste Checkerboard DNA-DNA hybridization
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Legenda: a) Deposicdo da amostra em aparato de Minislot 30® contendo membrana de nylon com
carga positiva; b) aparato de Miniblotter 45®; c) filme radiogréfico revelado contendo os sinais
produzidos pelas sondas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Quantificacado de Endotoxinas (EU/mL):

Para verificar a neutralizacdo de endotoxinas, as amostras coletadas dos
canais radiculares foram submetidas a analise quantitativa pelo teste cinético
cromogénico do Lisado de Amebdcitos de Limulus (cinético QCL - LAL) (Lonza,
Walkersville, MD, EUA).

Inicialmente foi realizada uma curva-padrdo (APENDICE D). O controle
padrdo de endotoxina de Escherichia coli foi reconstituido com um volume
especificado, no certificado de qualidade, da &gua apirogénica. Esta suspensao
continha 50 EU/mL. Foram realizadas diluicbes a partir deste padrdo de endotoxina
em diferentes concentracdes (50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 EU/mL). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do contedado do canal radicular adicionada
de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocgos, foram adicionados 100 uL de agua



apirogénica (branco da reacao), os padrdes de endotoxina, as amostras coletadas
do canal radicular e os controles positivos (Figura 8). A placa foi incubada no leitor
cinético QCL a 37 £ 1 °C por 10 minutos, o qual estava acoplado a um
microcomputador com software WinkQCL™ especifico para gerenciamento,
execucao e emissao de relatérios. Apos, foram adicionados em cada poco da placa
100 pL do reagente cinético cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e
ponteiras apirogénicas (Figura 8).

Apo6s o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de microplacas
monitorou, de forma continua, a absorbancia a 405 nm em cada poco da microplaca.
O software WinkQCL™ automaticamente calculou uma correlacéo linear log/log do
tempo de reacdo de cada padrdo com a concentracdo de endotoxina

correspondente. Os parametros da curva-padrao foram impressos no relatorio.

Figura 8 — Montagem da placa, reagentes e leitor utilizado na quantificagéo de
endotoxinas
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Legenda: a) Agua apirogénica; b) endotoxina padrédo de E. coli; ¢) reagente cinético cromogénico do
LAL; d) leitor cinético QCL; e) esquema de montagem da placa de 96 pogos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.8 Deteccéao e quantificacao de acido lipoteicoico (pg/mL):

Para realizar a deteccédo e quantificacdo de acido lipoteicdico (LTA), placas
de microtitulacdo de 96 pocos (Nunc Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) foram
sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-LTA (mouse anti-LTA monoclonal
antibody). As placas foram mantidas overnight em umidade relativa. No dia seguinte,
as placas foram lavadas com PBS e bloqueadas com tampé&o de bloqueio (PBS com
2% de soro albumina bovina, BSA) por 1 hora em temperatura ambiente. Apds,
foram lavadas com tampéao de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e receberam
100 pL das amostras coletadas dos 4pices radiculares e 100 uL dos padrdes de LTA
seguidos de diluicdes seriadas na razao de 2 (curva-padréo) e o branco da reacéo
com PBS (Figura 9). Os testes foram realizados em duplicata e as placas foram
mantidas 1 hora em temperatura ambiente. Apos, as placas foram novamente
lavadas e foram acrescentados 100 pL de anticorpo policlonal anti-LTA (rabbit anti-
LTA polyclonal antibody). As placas foram mantidas por 30 minutos em temperatura
ambiente. ApoOs lavagem, foram acrescentados 100 pL de anticorpo anti-IgG
conjugado com peroxidase. Apos 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo
de luz, as placas foram lavadas e a reacao foi revelada utilizando tetrametilbenzidina
(TMB). Apds 20 minutos ao abrigo de luz, foram adicionados em cada poco da placa
50 uL de solucéo stop (acido sulfarico 2 N) e as densidades oOpticas (DO) foram lidas
no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) com

comprimento de onda de 450 nm.

44



Figura 9 — Montagem da placa, reagentes e leitor utilizado na quantificacdo de

endotoxinas
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Legenda: a) LTA padréo de E. faecalis; b) kit de anticorpos; c) leitor de placas BioTek; d) esquema de
montagem da placa de 96 pocos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9 Anélise da volumetria da destruicdo 6ssea periapical (mm?)

As tomografias computadorizadas de feixe conico (TCFC) realizadas
previamente ao tratamento endodontico foram submetidas a medidas através do
calculo da volumetria da destruicdo 6ssea periapical. Os exames tomograficos foram
realizados no Departamento de Diagnodstico e Cirurgia do Instituto de Ciéncia de
Tecnologia de Sao José dos Campos (ICT- SJC).

Para a aquisicdo das imagens por TCFC, o plano de oclusdo do paciente foi
orientado paralelamente ao plano horizontal (correspondente ao plano axial)
conforme o protocolo recomendado pelo fabricante. Todos os exames foram
realizados usando o tomografo Classic |-Cat (Imaging Science International,
Hatchfield, EUA) com 6 cm de campo de visdao ou FOV (field of view), voxel
isotrépico de 0,25 mm, 120 kVp, 36,15 mAs e 12 bits de profundidade de escala de
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cinza. Todos os exames foram trabalhados em formato DICOM (Digital Image and

Comunication in Medicine) e lidos em software especifico. Os dados DICOM de cada

varredura foram salvos em arquivos separados, importados e avaliados com o

software Nemotec® (Nemotec®, Madri, Espanha).

O processo de segmentacdo e as medi¢cdes volumétricas no software

Nemotec® foram baseados no seguinte protocolo com orientacdo no longo eixo do

dente para a referéncia dos cortes:

a)

b)

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

Foram realizadas a segmentacdo 2D e medidas das lesdes periapicais
(corte sagital: medidas vestibulo-palatina e supero-inferior; corte
coronal: medidas supero-inferior e antero-posterior);

Inspecionaram-se os limites da segmentacdo realizada nos diferentes

cortes e corrigiu-se quando necessario (Figura 10).
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Figura 10 — Segmentagao 2D da TCFC utilizando o longo eixo do dente

Legenda: Limites da segmentacgéo 2D e medidas das lesdes periapicas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para analise da volumetria da destruicdo 6ssea periapical, foram realizadas

as seguintes etapas:

a)

b)

d)

Segmentacdo 2D e medidas das lesbes periapicais (corte axial:
medidas antero-posterior e vestibulo-palatina; corte sagital: medidas
vestibulo-palatina e supero-inferior; corte coronal: medidas supero-
inferior e antero-posterior) em todos os 3 planos para determinar a area
radiolicida que delimita a leséo;

Apos a criagdo das medidas nos planos de corte, sagital, coronal e
axial, foi determinado um poligono abrangendo todo o limite da leséo,
com margem de seguranca, para a formatacéo da reconstrucao 3D da
radiolucéncia periapical, com tolerancia de 350 HU (Hounsfield Unit). A
escolha do numero de tolerancia de leitura para a geracdo da
volumetria foi baseada em um estudo piloto com diferentes opcdes de
HU;

Os limites da lesdo foram inspecionados para verificar se a mesma se
encontrava contemplada no poligono gerado, sendo corrigido quando
necessario;

A opgao “detectar volume” do software foi utilizada para
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automaticamente calcular volumetria da lesdo;
e) Com a obtencdo do volume, gerado em cm?® foram obtidas duas
medidas de area, em cm?, sendo a minima sess3o e a sessio axial da

lesao.

Todos os exames foram avaliados. A volumetria de cada radiolucéncia
periapical foi medida seguindo o mesmo procedimento de segmentacao no software
Nemotec® (Figura 11 e 12) e salvos em um arquivo do Programa Microsoft Office

Excel.

Figura 11 — Imagem da TCFC da verificacdo pré-operatoria transferida para o

software Nemotec® e segmentacdo 2D da leséo periapical nos diferentes planos de

corte

Legenda: a) plano axial: em vermelho - medida antero-posterior, em amarelo — medida vestibulo-
palatina; b) plano sagital: em vermelho — medida vestibulo-palatina, em amarelo — medida supero-
inferior; ¢) plano coronal: em vermelho — medida supero-inferior, em amarelo — medida antero-
posterior; d) imagem 3D da arcada dentaria superior.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Imagem da TCFC da verificagcdo pré-operatoria transferidos para o
software Nemotec® apoOs criacdo das medidas nos diferentes planos de corte,
formando um poligono que abrangesse todo o limite da les&o

Legenda: a) plano axial; b) plano sagital; c) plano coronal; d) reconstru¢cdo 3D da radiolucéncia
periapical.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram montados em planilhas Excel (Microsoft, Redmond,
WA, EUA) e os calculos foram feitos por meio do sistema Statistix 8 (Analytical
Software, Tallahassee, FL, EUA) e GraphPad Prism (La Jolla, CA). Foi realizada
analise descritiva a fim de possibilitar a visualizacdo e distribuicdo dos dados e
avaliacdo estatistica com nivel de significancia de 5%. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparar a carga microbiana, o nimero de espécies, niveis de LPS e
LTA e o volume da lesdo periapical. A correlacdo de Pearson foi utilizada para
verificar correlagdes positivas entre niveis de LPS e LTA e espécies bacterianas com
diferentes sinais e sintomas clinicos e o volume da lesdo periapical, possibilitando
quantificar a magnitude da associagao (forte ou fraca) como segue: correlacdo muito
forte (>0,80); forte (0,80 — 0,60); intermediario (0,60 - 0,40) e fraco (<0,40).



5 RESULTADO

5.1 Cultura microbiolégica

A andlise da cultura microbiol6gica revelou a presenga de micro-organismos
anaerobios cultivaveis em 100% de todas as amostras na IEP e 93,10% das
amostras na IES. Um maior numero de bactérias anaerdbias cultivaveis foi
encontrado na IEP com uma diferenca estatistica em comparagdo com a IES
(p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Mediana e range da carga microbiana de micro-organismos anaerébios

encontrados em cada grupo

Carga microbiana (log 10 UFC/mL)

Grupos _—
Anaeroébios
IEP 4,42 (1,30 - 6,26) A
IES 3,34 (0-4,61)B

Legenda: Letras representam diferenca inter-grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Os resultados da analise pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization
revelaram que a presenca de DNA bacteriano foi detectada em 96,77% (30/31) das
amostras coletadas dos canais radiculares investigados com IEP. Na IES, a
presenca de DNA bacteriano foi detectada em 86,20% (25/29) das amostras
coletadas dos canais radiculares investigados. As amostras positivas mostraram
presenca para pelo menos 1 das 40 sondas bacterianas de DNA testadas. Foi
observada diferenca estatistica entre a IEP e a IES em relagdo a mediana de
espécies microbianas (Tabela 2). A mediana do nUmero de espécies bacterianas por
canal radicular encontrada na IEP foi 9 (variacdo de 0 a 26) (Tabela 2), enquanto na
IES foi 22 (variagéo de 0 a 39) (p <0,05).
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As espécies bacterianas Gram-positivas mais prevalentes detectadas na IEP
foram S. intermedius (14/31 - 45,16%), E. faecalis (13/31 - 41,94%), P. acnes (13/31
- 41,94%) e S. constellatus (11/31 - 35,48%), enquanto as bactérias Gram-negativas
mais prevalentes foram P. gingivalis (14/31 - 45,16%), C. sputigena (13/31 -
41,94%), P. melaninogenica (13/31 - 41,94%) e L. buccalis (12/31 - 38,71%). Na
IES, as espécies bacterianas Gram-positivas mais prevalentes detectadas foram E.
nodatum (19/29 - 65,62%), S. mitis (18/29 - 62,07%) e E. faecalis, S. constellatus, E.
faecium e E. saburreum (17/29 - 58,62%), enquanto as espécies bacterianas Gram-
negativas mais prevalentes detectadas foram: P. gingivalis (21/29 - 72,41%), C.
rectus (20/29 - 68,97%) e C. sputigena e F. nucleatum. sp. vicentii (19/29 - 65,62%).
A frequéncia e concentracdo de DNA das espécies bacterianas individuais
investigadas na IEP e na IES sdo mostradas nas figuras 13 e 14, respectivamente.

Um total de 895 DNA bacterianos pertencentes a 40 espécies avaliadas foram
detectadas de 60 pacientes. A IEP (31/60) apresentou 302 amostras de DNA, 112
sendo Gram-positivas e 190 Gram-negativas. Na IES (29/60) verificou-se 593 DNA,
sendo 224 de bactérias Gram-positivas e 369 de Gram-negativas. As bactérias
Gram-negativas foram responsaveis por 62,46% do total de espécies isoladas dos
60 canais, sendo responsaveis por 62,91% das amostras de DNA na IEP (31/60) e
por 62,23% do DNA das bactérias na IES (29/60). As bactérias Gram-positivas foram
responsaveis por 37,54% do total de espécies isoladas dos 60 canais, sendo
responsaveis por 37,09% das amostras de DNA na IEP (31/60) e por 37,77% do
DNA das bactérias na IES (29/60).

Tabela 2 — Mediana e range do numero de espécies bacterianas encontradas em

cada grupo
Grupos Espécies bacterianas
IEP (09_26)
IES (023 gg)

Legenda: Letras representam diferenca inter-grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Grafico de barras de frequéncia de deteccao e concentracdo de DNA

bacteriano encontradas em dentes com infeccdo endoddntica primaria

Infeccao endododntica primaria (IEP)
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Legenda: O comprimento total de cada barra indica o nimero de amostras positivas, e cores
diferentes indicam o nimero dessas amostras contendo diferentes concentracdes de DNA bacteriano
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA

bacteriano encontradas em dentes com infec¢cdo endodéntica secundéria

Infec¢ao endodontica secundaria (IES)
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Legenda: O comprimento total de cada barra indica o nimero de amostras positivas, e cores
diferentes indicam o nimero dessas amostras contendo diferentes concentra¢des de DNA bacteriano
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3 Quantificacado dos niveis dos fatores de viruléncia—- LPS e LTA

Para a quantificacdo dos niveis de lipopolisacarideos, as medianas e range
na IEP foram 2,07 EU/mL (0,25 - 3,65). Na IES foram 0,54 EU/mL (-1,86 - 2,10),
respectivamente (Tabela 3). Os niveis de LPS foram significativamente superiores

na IEP quando comparada a IES (p< 0,05).

Para a quantificagdo dos niveis de acido lipoteicéico, as medianas e range na
IEP foram 2,25 (1,79 - 2,51). Na IES foram 2,12 (1,67 - 2,51) (Tabela 3). Nao houve

diferenca estatistica nos niveis de LTA entre ambas as infec¢des (p> 0,05).

Tabela 3 - Mediana e range dos niveis dos fatores de viruléncia (LPS e LTA)

encontrados em cada grupo

Niveis dos fatores de viruléncia

Grupos
LPS (log 10 EU/mL) LTA (log 10pg/mL)
2,07 A 2,25 A
IEP
(0,25 - 3,65) (1,79 -2,51)
0,54 B 2,12 A
IES
(-1,86 — 2,10) (1,67 — 2,51)

Legenda: Letras representam diferenca inter-grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.



5.4 Andlise por Tomografia Computadoriza de Feixe Conico: Volume da leséo

periapical

A mediana e range do volume de destruicdo 6ssea determinada pela anélise
tomogréfica na IEP foi de 60 mm?® (20 - 280 mm®) e na IES de 60 mm?® (10 - 680
mm?). N&o houve diferenca estatistica significativa entre o volume da lesdo

periapical entre as infec¢cdes endododnticas priméaria e secundaria (Tabela 4).

Tabela 4 - Mediana e range do volume da leséao periapical (mm3)

Grupos Volume da Leséo Periapical (mm3)
60 A
IEP
(20 - 280)
60 A
IES
(10 - 680)

Legenda: Letras representam diferenca inter-grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Associacdo de endotoxinas e acido lipoteicdico com sinais e sintomas
clinicos e volume da lesdo periapical em dentes com infec¢cdes endoddnticas

primaria e secundaria

Infeccdo endodontica priméaria: Durante anamnese 25,81% dos pacientes
(8/31) relataram dor espontanea. Clinicamente, foi observado que 19,35% dos
pacientes (6/31) apresentavam dor a percussao, 22,58% (7/31) dor a palpacéo;
9,68% (3/31) apresentaram fistula e a presenca de exsudato foi observada em
9,68% (3/31) dos pacientes (Tabela 5).

55



Infeccdo endoddntica secundaria: Durante anamnese 48,28% dos pacientes
(14/29) relataram dor espontanea. Clinicamente, foi observado que 24,14% dos
pacientes (7/29) apresentavam dor a percussao, 24,14% (7/29) dor a palpacéo;
3,45% (1/29) apresentaram fistula e a presenca de exsudato foi observada em
10,34% (3/29) dos pacientes (Tabela 5).

Tabela 5 - Sinais e sintomas clinicos nos diferentes grupos

Dor a N
Grupos DO[ IIDor a~ Fistula Exsudato
espontanea percussao palpacéo
3/31 3/31
) 0, 0,
IEP 8/31 (25,81%)  6/31(19,35%) 7/31 (22,58%) (9.68%) (9.68%)
1/29 3/29

IES  14/29 (48,28%)  7/29 (24,14%)  7/29 (24,14%) (3.45%) (10.34%)

13/60 4/60

TOTAL  22/60 (36,67%) (21.67%) 14/60 (23,33%) (6,67%)

6/60 (10%)

Legenda: Estatistica descritiva de sinais e sintomas em nimero de casos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Através do teste de correlacdo de Pearson, observou-se que ndo houve
correlacdo entre LTA e LPS e sinais e sintomas na infeccdo endodontica primaria,
porém houve correlagdo positiva entre LPS e o volume da lesdo periapical (mm3),
em uma associacao considerada fraca (<0,40) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Correlacéo individual entre LTA e LPS e sinais e sintomas e volume da

les&o periapical na infeccdo endodéntica primaria

Volume
Dor Dor Dor
Parametros ) ) ) ) ) Fistula  Exsudato da lesdo
espontanea  apercussdao  a palpagao L.
periapical

r=-0.1302 r=0.01968 r=0.2719 r=0.1816 r=0.1857 r=-0.1627
LTA

p=0.4852 p=0.9163 p=0.1389 p=0.3283 p=0.3172 p=0.3818

r=0.3542 r=-0.1553 r=-0.1937 r=-0.1264 r=-0.1487 r=0.3881
LPS

p=0.0506 p=0.4040 p=0.2965 p=0.4980 p=0.4245 p=0.031

Legenda: Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) e valor p.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Através do teste de correlacdo de Pearson, observou-se que nao houve
correlacdo entre LTA e LPS e sinais e sintomas e do volume da lesdo periapical na

infeccdo endoddntica secundaria (Tabela 7).

Tabela 7 - Correlacdo individual entre LTA e LPS e sinais e sintomas e volume da

leséo periapical na infeccdo endoddntica secundaria

Volume
Dor Dor Dor
Parametros ) ) ) ) ) Fistula  Exsudato da lesdo
espontanea  apercussdao  a palpagao Lo
periapical
r=-0.1189 r=-0.07785 r=0.1789 r=-0.08931 r=0.07894 r=-0.1238
LTA
p=0.5388 p=0.6881 p=0.3531 p=0.6450 p=0.6840 p=0.5224
r=-0.09244 r=0.1039 r=-0.06945 r=-0.1104 r=-0.2175 r=-0.2901
LPS

p = 0.6334 p=0.5918 p=0.7204 p=0.5686 p=0.2570  p=0.1269

Legenda: Coeficiente de Correlacao de Pearson (r) e valor p.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Associacdo de micro-organismos com sinais e sintomas clinicos e o
volume da leséo periapical em dentes com infec¢des endodoénticas primaria e

secundaria

Através do teste de correlacdo de Pearson foi possivel realizar associacdes
positivas entre sinais e sintomas clinicos e o volume da lesédo periacal com micro-
organismos, bem como suas caracteristicas de respiracdo celular e coloracdo Gram
dos micro-organismos, em dentes com infeccbes endodbnticas primaria e
secundaria.

Na infeccdo endoddntica primaria, micro-organismos Gram-positivos foram
associados com dor espontanea (associacéo fraca) e exsudato (associacao fraca).
Dor a percusséo (associacfes intermediaria a forte) e dor a palpacao (associacdes
fraca a intermediaria) foram associadas tanto com micro-organismos Gram-positivos
quanto Gram-negativos (Tabela 8).

Na infeccdo endodébntica secundaria, tanto micro-organismos Gram-positivos
guanto Gram-negativos foram associados a presenca de exsudato (associacoes
fraca a intermediaria) e volume da lesdo periapical (associacbes fraca a

intermediéaria) (Tabela 9).
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Tabela 8 - Associacdes positivas entre sinais e sintomas clinicos com espécies

bacterianas em dentes com infec¢do endoddntica primaria

L. . Coeficiente
. Espécies de micro- . L.
Parametros . de Correlagao Associacao Valor p
organismo
de Pearson
Dor . .
. A. israelli (G+ Fac) 0.3848 Fraca 0.0326
espontanea
E. faecium (G+ Fac) 0.6301 Forte 0.0001
A. israelli (G+ Fac) 0.4935 0.0048
V. parvula (G- Est) 0.4870 0.0055
Dor a .
N P. nigrescens (G- Est) 0.4870 0.0055
percussao Intermedidria
T. denticola (G- Est) 0.4807 0.0062
E. nodatum (G+ Est) 0.4008 0.0254
A. oris (G+ Fac) 0.422 0.0180
E. nodatum (G+ Est) 0.5154 0.0030
E. saburreum (G+ Est) 0.4560 0.0099
V. parvula (G- Est) 0.4370 Intermediaria 0.0140
Dor a palpagao
P. melaninogenica (G- Est) 0.4153 0.0202
P. micra (G+ Est) 0.4132 0.0209
A. oris (G+ Fac) 0.3741 Fraca 0.0382
Exsudato P. acnes (G+ Aerotolerante) 0.3613 Fraca 0.0458

Legenda: Valores da correlagdo de Pearson e do valor p entre sinais e sintomas clinicos com micro-
organismos e suas respectivas coloracdo Gram e respiracéo celular.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 9 - Associac8es positivas entre sinais e sintomas clinicos e volume da leséo

periapical com espécies bacterianas em dentes com infeccdo endodoOntica

secundéria
Coeficiente

Parametros Espécies de micro-organismo de Correlagdo  Associagao Valor p
de Pearson

P. melaninogenica (G- Est) 0.4839 0.0078
S. mitis (G+ Fac) 0.4746 Intermediaria 0.0093
Volume da
lesdo C. sputigena (G- Est) 0.4098 0.0273
periapical
E. nodatum (G+ Est) 0.3869 0.0381
Fraca
S. gordonii (G+ Fac) 0.3863 0.0385

Legenda: Valores da correlagdo de Pearson e do valor p entre sinais e sintomas clinicos e volume da
leséo periapical com micro-organismos e suas respectivas coloragdo Gram e respiracéo celular.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo clinico comparou a microbiota encontrada na IEP e e na
IES. Embora existam varios relatos abordando a microbiota em infeccdes
endodonticas, até o momento, nenhum estudo correlacionou os achados
microbiologicos com os niveis de LPS e LTA e com os sinais e sintomas clinicos e o
volume da lesé&o periapical.

A analise da cultura microbioldgica revelou a presenca de micro-organismos
anaerobios cultivaveis em 100% de todas as amostras na IEP e 93,10% da IES.
Quando a carga microbiana de bactérias anaerdbias foi comparada entre as
infecgbes, os dados obtidos mostraram um maior numero de UFC/mL na IEP em
comparacao com a IES, com uma diferenca significativa entre as infeccbes. Esses
resultados corroboram com os achados de estudos anteriores, que mostraram que
canais radiculares com IEP contém maior carga bacteriana (Blome et al., 2008).
Embora a técnica de coleta das amostras com cones de papel para canais
obturados tenha sido descrita anteriormente (Cugulo et al., 2007), deve-se atentar
que, provavelmente, a remocao do material obturador do canal radicular pode
causar a eliminacdo de alguns micro-organismos juntamente com os debris
formados pelo procedimento mecanico e, assim, levar a resultados enganosos,
subestimando o numero de bactérias nesses casos (Gomes et al.,, 1994). Para
minimizar este problema, o material obturador removido do canal radicular também
foi colocado juntamente com os cones de papel absorvente no meio de transporte.

Dados do Checkerboard DNA-DNA hybridization revelaram que 96,77% das
amostras coletadas da IEP apresentaram pelo menos 1 sonda de DNA das espécies
bacterianas analisadas, com mediana de 9 espécies por canal radicular, o que
corrobora com a natureza polimicrobiana da IEP (2). Os micro-organismos mais
prevalentes na IEP foram P. gingivalis e S. intermedius (45,16%), E. faecalis, P.
acnes, C. sputigena e P. melaninogenica (41,94%), L. buccalis (38,71%) e S.
constellatus (35,48%).

Na IES, os dados do Checkerboard DNA-DNA hybridization revelaram que
86,21% das amostras apresentaram pelo menos 3 sondas de DNA das espécies

bacterianas analisadas com uma mediana de 22 espécies por canal radicular,
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confirmando a natureza polimicrobiana também encontrada na IES. Os micro-
organismos mais prevalentes na IES foram P. gingivalis (72,41%), C. rectus
(68,97%), F. nucleatum sp. vicentii e E. nodatum (65,62%), S. mitis (62,07%), E.
faecalis, S. constellatus, E. faecium e E. saburreum (58,62%).

De acordo com os resultados do presente estudo, P. gingivalis apresentou a
maior frequéncia em ambas as infec¢bes. Possivelmente, essa bactéria interage
com F. nucleatum, que € um facilitador de sua colonizacdo (Ahn et al., 2016). P.
gingivalis é também uma bactéria Gram-negativa estritamente anaerdbia, que
apresenta varios fatores de viruléncia, como a presenca de fimbrias e proteinas
extracelulares relacionadas a formacédo de biofilme. Além disso, os subprodutos
dessas bactérias estdo relacionados a varios estagios da doenca periapical
(Enersen et al., 2013) e doenca sistémica (Li et al., 2000).

No entanto, varios estudos ressaltam o notavel papel desempenhado por E.
faecalis nas infeccdes endodonticas (Stuart et al, 2006; Zoletti et al., 2011). Os
dados obtidos no presente estudo revelaram que E. faecalis era de fato uma das
espécies mais prevalentes em ambas as condi¢des de periodontite apical, como foi
possivel observar no nosso estudo, onde apesar deste micro-organismo se
apresentar em terceiro lugar em relacdo as bactérias Gram-positivas na IES
(58,62%) e no segundo da IEP (41,94%), ele estava presente em maiores
quantidades na secundaria, demonstrando assim sua prevaléncia nos casos de
reintervencdo endodobntica. Nossos resultados estdo de acordo com estudos
anteriores, que também detectaram uma alta prevaléncia dessa espécie anaerébia
facultativa, ndo apenas na IEP, mas também em dentes com falha do tratamento
endodontico (Gomes et al., 2008; Gomes et al., 2006).

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization tem sido amplamente
utilizado, pois permite a deteccdo rapida e simultdnea de varias espécies
bacterianas em um grande numero de amostras (Socransky et al., 2004). Neste
estudo, a analise molecular foi utilizada para identificar e quantificar as quantidades
de DNA correspondente a 10° e 10° células das 40 espécies microbianas testadas. A
presenca de diferentes taxas bacterianas, juntamente com o0s dados
semiquantitativos fornecidos por este método, revela algumas espécies/filotipos

especificos que podem ser utilizados como alvos para futuras investigagdes, a fim
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de se obter uma analise quantitativa mais precisa com contagens absolutas, como
por exemplo PCR em tempo real (Pourhajibagher e Bahador, 2018).

Ao analisar os dados da metodologia do Checkerboard DNA-DNA
hybridization, é possivel observar uma gama significativamente maior de espécies
microbianas detectadas na IES. Por outro lado, analisando os dados da cultura
microbioldgica, foi encontrada uma maior carga microbiana na IEP. Sabe-se que a
técnica de cultura microbiolégica sé detecta bactérias vidveis e cultivaveis,
subestimando a presenca de espécies dificeis ou impossiveis de cultivar. Além
disso, os meios de cultura selecionados e o transporte prolongado de amostras
durante o procedimento de cultivo podem descartar a presenca de algumas espécies
criticas (Siqueira et al., 2000). Por sua vez, as abordagens moleculares permitem
uma rapida deteccdo e quantificacdo de patégenos endodénticos,
independentemente de sua viabilidade, e até mesmo a identificacdo de espécies
cultivhveis pode ser mais confiavel (Petti et al., 2005). Como desvantagem dos
métodos moleculares, o DNA de micro-organismos mortos no sistema de canais
radiculares ou a difusdo do DNA da cavidade oral para o canal radicular podem levar
a resultados falso-positivos (Baumgartner, 2004). Isto salienta a relevancia das
técnicas de cultivo para cultivar micro-organismos viaveis. Portanto, os resultados
obtidos por ambas as metodologias, embora diferentes, sdo complementares
(Anderson et al., 2012) e somente uma combinacdo da cultura, bem como técnicas
independentes de cultura, alcancariam uma analise microbiana abrangente das
infeccbes endodoénticas (Anderson et al.,, 2012). Além disso, a disparidade em
relacdo a composicdo e ao numero de espécies pode nao estar apenas associada a
diferencas nas metodologias, mas também ser influenciada por outros fatores, como
as questdes relacionadas ao tamanho da amostra e aos efeitos geograficos
(Baumgartner et al., 2004). Por exemplo, o aumento da resisténcia de diferentes
perfis bacterianos pode ser devido ao uso de antibidticos na pratica geral que
divergem em diferentes paises (Harbarth, Samore, 2005). Além disto, quando se faz
identificacdo microbiana, o pesquisador precisa escolher as bactérias previamente, o
que pode gerar diferentes resultados, especialmente na prevaléncia de
determinadas bactérias nas IEP e IES.

Endotoxinas e LTA foram detectados em amostras de todos os canais

radiculares. Os niveis de endotoxina foram significativamente maiores na IEP do que
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0os observados na IES, o que esta de acordo com o estudo de Gomes, Endo e
Martinho (2012). Enquanto nenhuma diferenca significativa foi encontrada em
relagdo aos niveis de LTA entre a IEP e a IES. Entretanto, vale a pena reforgar a
necessidade de mais investigacbes sobre o papel do LTA nos sinais clinicos da
periodontite apical, uma vez que esse fator de viruléncia exerce diversos efeitos
sobre os fenébmenos imunoinflamatorios e pode indiretamente levar ao dano tecidual,
sendo considerado um contribuinte potencial para a refratariedade da periodontite
apical (Yang et al., 2016). Todavia, pouca informacdo é fornecida na literatura
endodontica sobre o LTA de bactérias Gram-positivas em dentes com IEP e IES. A
falta de tais estudos provavelmente se deve a dificuldades no manejo do LTA puro e
estruturalmente intacto (Gao et al.,, 2001). Segundo Morath et al. (Morath et al.,
2002), o LTA utilizado em estudos anteriores foi frequentemente contaminado com
endotoxinas ou estruturalmente deteriorado durante a purificacdo, o que inviabiliza a
caracterizacdo dos efeitos reais do LTA sobre a ativacdo das células imunoldgicas.
Contudo, deve-se levar em conta que as infec¢cbes endodonticas sdo doencas
multifatoriais, associadas a varios fatores do hospedeiro e bacterianos (Siqueira,
Récas, 2007). O LPS é certamente o fator de viruléncia mais investigado e citado, no
entanto, parece simplista dar todo o crédito da patogenicidade endoddntica a essa
molécula. Especialmente porque, embora exista uma propor¢cdo maior de bactérias
Gram-negativas, existem muitas Gram-positivas e em altos niveis, como no caso de
E. faecalis, assim, o envolvimento de outros fatores de viruléncia ndo deve ser
subestimado.

Ao avaliar a associacdo da microbiota com sinais e sintomas relatados pelos
pacientes com IEP, foi encontrada forte correlacdo entre dor a percussdo e E.
faecium. Entretanto, na IES, os resultados ndo indicam qualquer associacao entre
espécies bacterianas e a presenca de dor espontédnea, dor a percussdo, dor a
palpacdo e fistula. Associacbes positivas de bactérias especificas foram
correlacionadas apenas com a presenca de exsudato e com o volume da leséo
periapical, mas nenhuma das associacdes foi considerada forte. No entanto, o
presente estudo revelou que maiores quantidades de endotoxinas na IEP foram
associadas com o maior volume de destruicdo 0ssea, suportando os resultados de
Cardoso et al. (2015) e quase houve associacdo com dor espontanea, porém sem

diferenca estatistica (p = 0,0506). Sendo o LPS reconhecido por induzir a producéo
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de muitos fatores locais, incluindo citocinas proé-inflamatérias que foram relatadas
como indutoras da formacao de quimiotaxia de osteoclastos e da destruicdo 6ssea
(Mérmann et al., 2008).

O presente estudo possibilitou verificar que ambas as infec¢cdes apresentaram
natureza polimicrobiana com predominio de bactérias Gram-negativas e a IES
apresentou maior diversidade bacteriana. Houve também uma ampla interacdo de
espécies, resultando em diferentes caracteristicas clinicas. Os niveis de LTA foram
semelhantes nas infec¢cBes endodbnticas primaria e secundaria e nao foram
relacionados a sinais e sintomas ou ao volume da leséo periapical. No entanto, os
niveis de LPS foram maiores na IEP e foram relacionados ao volume da leséo
periapical. Diante a diversidade de metodologias utilizadas e disparidades de
achados encontrados na literatura em relagdo ao estudo das infec¢gbes endoddnticas
primaria e secundaria, revisdes sistematicas futuras sdo essenciais a fim de
contribuir para uma determinacédo significativa da prevaléncia bacteriana e sua

associacdo com caracteristicas clinicas.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir em relacdo as infeccfes endododnticas

primaria e secundaria que:

a)

b)

f)

9)

h)

As infeccBes apresentaram natureza polimicrobiana, com predominio de
bactérias Gram-negativas;

A IEP apresentou maior quantidade de bactérias anaerdbias cultivaveis
comparada a IES;

A IES apresentou maior diversidade bacteriana, com maior quantidade
de espécies por canal;

As espécies bacterianas mais prevalentes detectadas na IEP foram P.
gingivalis (14/31) e S. intermedius (14/31). Na IES, as espécies mais
prevalentes foram P. gingivalis (21/29) e C. rectus (20/29);

Quanto aos fatores de viruléncia, maiores quantidades de LPS foram
encontradas na IEP e ndo houve diferenca estatistica nos niveis de LTA
entre IEP e IES;

N&o houve diferenga no volume da leséo periapical entre IEP e IES,
porém maior nivel de LPS foi correlacionado com maior volume de
destruicdo 6ssea periapical e sinais e sintomas na IEP;

Niveis de LTA néo foram relacionados a sinais e sintomas ou ao volume
da lesé&o periapical;

Uma ampla interagdo de espécies bacterianas especificas resultou em

diferentes caracteristicas clinicas.
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APENDICE A - Ficha clinica

Nome:

Data: / / DENTE

HISTORIA MEDICA

Estado de saude geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete ( )Hepatite ( )Coracao Pressao: ( )Sinusite
( )Rim ( )Alergia ( )Ulceras ( )Alcoolismo ( )Figado
( )Doenga mental | ( )Doengas sangue ( )Outras
Problemas com anestesia:
Outros:
HISTORIA CLINICA
Queixa principal:
TIPO DE DOR | ( )Provocada ( )Espontanea ( )Intermitente ( )Continua
( )Localizada ( )Difusa
Tomou analgésico ou outro medicamento?
A dor cessa com analgésico?
Déi h& quanto tempo?
EXAME CLINICO LOCAL
( )Dente cariado | ( )Dente ( )Edema ( )Alteracéo de cor ( )Mobilidade
restaurado
( )Fistula ( )Extruséo ( )Ocluséo ( )Problema periodontal
TESTES
‘ ( )Frio ‘ ( )Calor ‘ ( )Palpacéo ‘ ( )Percussao
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EXAME RADIOGRAFICO

Cémara pulpar:

Canal radicular:

Estruturas adjacentes:

Diagnostico provavel:

Tratamento indicado:

TRATAMENTO RADICAL

Medida aparente do dente no RX inicial:

Diferenca entre
ponta do

instrumento ao
apice radicular:

Canal Ponto de Comprimento real do
Referencia | instrumento ao ser
retirado do canal:

Comprimento Comprimento
Real do canal de trabalho
(LAF.): C.T. (LAL):

Diadmetro do I.A.F. (n° do instrumento):

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

Didmetro cirdrgico do canal:

Escalonamento até:

Irrigagéo:

Curativo de demora:

Obturacao (técnica e material):

Selamento:

DATA TRATAMENTO

Visto Professor

OBS. Po6s-operatoria:

Terapéutica sistémica:

CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data Observactes

10

20

30
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

AVA
AVAVAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n e S VAV «40LI0 DE MESQUITAFILHO”
Campus de S&o José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa: “INFECCOES
ENDODONTICAS PRIMARIA X SECUNDARIA: perfil microbiano, niveis de endotoxinas e

acido lipoteicoico”.

O objetivo deste estudo € avaliar o perfil inicial da infeccdo endodfntica em pacientes que
apresentem dentes que necessitem de tratamento ou retratamento de canal. Para esta
avaliagdo, serd coletado material do interior do canal dos dentes e, em seguida, sera
submetido a andlise laboratorial, e também, observados sinais e sintomas e realizagdo de
exames de imagem para diagnéstico e deteccdo de lesdo (radiografia periapical e tomografia
computadorizada de feixe cbnico). O tratamento de canal sera realizado de forma
convencional, utilizando equipamentos de Ultima geracao, buscando um resultado adequado

e satisfatorio.

O paciente como beneficiario, recebera tratamento endodontico gratuitamente, com técnicas
avancadas, seguindo protocolos consagrados que contribuiréo para o sucesso do caso. Todo
o tratamento de canal sera realizado dentro das normas de biosseguranca e serdo realizados
por profissionais altamente capacitados; os resultados obtidos trardo beneficios para outras
pessoas uma vez que a pesquisa ird gerar avancgos cientificos com melhoras no tratamento

de canal realizado na atualidade.

O projeto proposto tem riscos minimos ao paciente por se tratar de um procedimento
invasivo; podendo ocorrer imprevistos durante o atendimento em funcdo do préprio
tratamento. Os riscos podem ser préprios as condi¢cdes do dente a ser tratado, como: a)
fratura do mesmo durante o procedimento caso o elemento se encontre enfraquecido ou com
presenca de trincas; b) fratura do instrumento (ndo ha complicacdes diretas em decorréncia a
este risco, uma vez que o material é inerte e estéril); c) dor pos-operatdria (ocorre devido a
um processo inflamatorio superficial dos tecidos periapicais decorrentes da instrumentacao do
canal). No caso de algum imprevisto, 0 paciente sera amparado e recebera todos os cuidados

necessarios para controlar quaisquer eventualidades.
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INFORMAGOES E CONTATOS

Informag@es do pesquisador responsavel:

Marcia Carneiro Valera, professora Titular da Disciplina de Endodontia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP, portadora do CPF 039.137.548-22, estabelecido a
Avenida Eng. Francisco José Longo, 777, na cidade de S&do José dos Campos-SP, telefone para
contato (12) 3947 9048.

Contato Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do ICT-UNESP:

Av. Francisco José Longo, 777 — Sao Dimas — CEP: 12.245-000 — S&o José dos Campos — SP ou
pelo telefone: (12) 3947-9028, e-mail: ceph@fosjc.unesp.br. Informo que sera garantida a liberdade
da retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do estudo. Também
ndo havera custo nem pagamento pela colaboracéo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o(a) Sr. (a)
, portador da cédula de identidade
, apos leitura minuciosa das informagdes constantes neste TERMO
DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos profissionais em
seus minimos detalhes, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando
quaisquer davidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta. Fica claro que o participante da
pesquisa, pode a qualquer momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e
deixar de participar desta pesquisa e ciente de que todas as informac¢Bes prestadas tornar-se-ao
confidenciais e guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 90 do Cadigo de Etica Odontoldgica, ou
inserir aqui o Codigo de Etica do sigilo profissional de sua profiss&o). Por fim, como pesquisador(a)
responsavel pela pesquisa, comprometo-me a cumprir todas as exigéncias contidas no item IV.3 e
IV.4 (se pertinente) da resolugdo do CNS/MS n. 466 de dezembro de 2012, publicada em 13 de junho
de 2013. Por estarmos de acordo com o presente termo o firmamos em duas vias. A primeira via
ficara de posse do participante da pesquisa e a outra do pesquisador (caso o participante seja
paciente, serdo trés vias, sendo que a terceira via fara parte do prontuario). Todas as vias serao
rubricadas em todas as suas paginas e assinadas ao seu término.
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Assinatura Paciente

Assinatura Pesquisador

Professora Titular da Disciplina de Endodontia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP
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APENDICE C — Meio de Cultura

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

Preparo

Adicionar 23,0 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve ser
mantida em repouso por 10 min e depois agitada. E esterilizada em autoclave a
121°C por 15 min e apés resfriamento adicionado assepticamente 5% de sangue

desfibrinado de carneiro.

Enriqguecimento do Meio

Pesar 0,1 g de vitamina K1 e adicionar a um tubo contendo 100 mL de etanol
absoluto. Armazenar o vidro em refrigerador, devidamente vedado e protegido da
luz. Adicionar 1uL da solugdo a cada mL de meio produzido. Dissolver 0,5 g de
Hemina em 10 mL de hidréxido de sodio 1 N. Completar com agua destilada até
atingir 100 mL. Autoclavar a 121° C por 15 min. Adicionar 1uL da solugao a cada mL
de meio produzido. O meio preparado deve ser armazenado em placas de petri por

até 7 dias, em temperatura média de 4° C, fora do alcance de luz.
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APENDICE D - Realizacdo da curva padréo

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

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

no kit fornecido pela empresa (Figura 15).

Figura 15 - Esquema para suspender endotoxina de E. coli utilizando agua
apirogénica

WAL Reagent Water
*No w0640 Volume 0™
Mo 0000146833 Exp D%

#*2°10 8°C
.

9 Date. 0 SEP 2013 Ston”

?D“"age insert for warmings*
*Endotoxin Detection Us¢

(rev 808

MO USA
025 www lonza.com

Fonte: Elaborado pelo autor.

C) Agitar a suspenséo durante 15 minutos.

D) Separar 4 tubos de vidro apirogénicos, tamanho 13 mm x 100 mm (Lonza,
Walkersville, MD, EUA), identificA-los de acordo com as diluicdes (10™, 107,

103, 10™) e pipetar 900 pL de 4gua apirogénica em cada tubo de vidro (Figura
16).



Figura 16 — Tubos de vidro apirogénicos necessarios para diluicdo da endotoxina

Test Tubes, Pyrogen Free
USP Type 1 Flint Glass

30 Test Tubes 13 X 100 mm

Fonte: Elaborado pelo autor.

E) Decorridos os 15 minutos, transferir 100 pL da suspenséo de endotoxina para o tubo
“5” (referente a diluicdo 10™). Agitar 1 minuto, transferir 100 pL para o préximo tubo

“0,5” (referente a diluigdo 10) e assim sucessivamente (Figura 17).

Figura 17 — Esquema de diluicbes da endotoxina para realizacdo da curva padréo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Infecgdes endoddnticas priméria x secundaria: carga & perfil microbiano, niveis de
endotoxinas e acido lipoteicdico a sinais e sintomas

Pesquisador: Marcia Cameire Valera

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: B5855018.8.0000.0077

Instituigao Proponente: Institute de Ciancia & Tecnologia de S80 José dos Campos - UMESP

Patrocinador Principal: Financiamenta Proprio

DADO S DO PARECER

Numero do Parecer: 2.703.907

Apresentagio do Projeto:

Meste projeto seréo selecionados pacientes com sessenta dentes unirradiculares, senda trinta com infecgdo
endoddntica priméania (Gl) e trinta com infecgio endodintica secundaria (Gl1). Inicialmente, seréo avaliados
sinais e sintomas. Todos os dentes serdo radiografados e submetidos & TCFC para verificapdo da
destruigdo deses periapical. Coletas do conteddo do canal radicular seréo realizadas apds abertura
coronria (Gl) e apos remogdo do material obturador para os casos de retratamento (Gll). Os conteddos
coletados seréo submetidos & cultura microbiologica (UFC/mL), identificagdo microbiologica pelo metode
malecular Checkerbosrd OMA-DMNA hybridization, guentificecéio de endotoxinas (ENmL) pelo teste Lisado
Amebocito de Limulus e niveis de LTA pele método ELISA. & volumetria da destruipio osses periapical sera
avaliada por meic da TCFC utilizando o software Memotec®. Os dados serdo analisados estatisticamente

comparando o perfil das infecgdes endoddnticas primaria (Gl) x secundaria (Gll).

Objetivo da Pesquisa:

Objetve Primania:

0= objetivos deste estudo serdo obter o perfil inicial das infecgdes endoddnticas priméria e secundéria
avaliando:a) carga microbiana por cultura de anaerdbios (UFCimL) e identificagio microbioldgica por
Checkerboard;b) quantificagdo dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e &cido lipoteicdico (LTA)c) relacionar

UFC/mL e perfil microbiclégice com sinais e sintomas clinicos e
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com o volume da lesdo perinpical (mm?), atravis do uso de fomografis computadorizada de feixe cénico
(TGFCY), d) relacionar s niveis de endotoxinas & de LTA com sinais & sinfomas olinicos @ com volume de
lestes por TCFC

Avaliagho dos Riscos & Beneficios:

Rizces:

O projeto propesto poderd scarretsr am riscos minimos ao peclentes por se trater de um procedimants
invasive: podem occorrer imprevistos durante o atendimento em funpiio do préprio tratamento. Cs riscos
podem ser inerantes is condigdes do dente & ser tratado, como: a) fraturs do masme durante o
procediments caso o slamaento se encontre enfragquecido ou com presenga tinces; b) fratura do instrumento
durante  remogio do

material chiurader (nfo ha cemplicapdes diretas am decorrincia @ este risco, ume vez que o materal &
inarte @ esténl); o) dor pés-operatdria (ooorra) devide 8 um processe inflamatdrio superficial dos tecidos
parispicais decorrentas da instrumaentagio do canal). Mo caso da algum impraviste, o paciente serd
amparado & recaberd todos o8 culdndos necessinos para confrolar guaisquer aveniualidades,

Benaficios

o tratamenio de canal serd realizade de forma convenclonal, utilizande equipamentos de ditima geragic
pars ofimizar o trataments, buscands um resultads adequado & satisfatéric, O medicamentos a serem
utilizados possuem comprovagiio clentifica de ausdncia de efeitos téxicos para o organisme. Além disso,
todo o tratamento de canal serd realizado dentro das normas de blosseguranca & seriio realizados por
profissionais altamente capacitados; os resultados oblidos trarfio beneficios pars outras pessoas ume vez
qui & peaquisa ird gerar avangos cientificos com melhoras ne tratamento de canal realizado na stualidada.

Comentarios ¢ Consideragées sobre a Pesquisa:

O ebjetive deste estudo serd verificar o perfil inicial das infecples endoddnticas primirias & secunddris,
avallando: a) carga microblana por culturs da anaerdbics (UFC/mL) & identificagic microbloldgica por
Chackerboard: b) quantificapio dos nivels de endotoxinas (EU/mL) & dcide lipetaicdico (LTA) ) relacionar
UFC/mL & parfil microbiclégics com sinais @ sintomas clinicos & com o velume inicisl da lesdo periapical
{mm®), atraviés do uso de temoegrafis computadorizada de feixe cénioo (TCFC); d) relacionar o8 niveis de
endotoxines & de LTA com sinals & sintomas clinioos & com & volume das lesdes periapicals por TCFC, Para
isso. serio selecionados sessants dentes
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Continuscan do Fareosrn 2,708 50T

unirradiculares, sendo trinta com infecgéo endodinfica primaria (Gl) & trinta com infecgéo endoddnfica
secundéria (G}, Inicialmente, serdc avaliados sinais e sintemas. Todos os dentes serfo radicgrafades e
submetidos & TCFC para verificapio da destruicdo dssea periapical. Coletas do contedido do canal radicular
serdo reslizadas apés abertura corondria (Gl) e apds remogdo do materisl obturador pars os casos de
retratamento (Gl Os conteddos coletados serdo submetidos & cultura microbicldgica (UFC/mL),
identificacéc microbicldgica pelo métode molecular Checkerboard DMNA-DMA hybridization, guantificagdo de
endotoxinas (EU/mL) pelo teste Lisado Amebdcito de Limulus & niveis de LTA pelo método ELISA. A
wolumetria da destruigio dssea periapical serd avaliada por meio da TCFC ufilizando o software Memaotec®.
Os dados serdo analisados estatisticamente comparande o perfil das infecgdes endoddnticas primaria (Gl) x
secundaria {Gll). Levando em consideragdo o tema abordado, existemn trabalhos que avaliam a infeccéo
endoddntica primaria & secundaria quante ao perfil microbiano, associando as analises microbicldgica, de
endotoxinas e sinais & sintomas (Gomes et al., 2004; Blome et al.. 2008; Gomes et al., 2012; Tennert et al.,
2013; Leite et al., 2015; ysakowska &t al., 2018; Pandey ef al., 20168; Keskin et al., 2017). Eniretanto, até o
presente moments néo foram relacionadas tais anélises com os niveis de LTA e volume inicial das lesdes
periapicais por TCFC e sua relagdo com sinais e sintomas. Sendo assim necessério umn estudo mais
sprofundado sobre o fema, o gue trard uma significante contribuicéo pars a drea de endodontia.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria;

Avaliamos que o TCLE estd bem construido, com fodos os dados obrigatdrios, sem ser muito extenso e
utilizando uma linguagem adequada.

Recomendagdes:

Méo temas,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Percebemos gue o pesguisader alterou a idade dos pesguisados, ndo necessitando do Termo de
Assentimento. Respondeu & todas a3 pendéncias apresentadas e, mdo havendo mais nenhuma
consideragdo, aprovamos o projeto.

Consideragoes Finais a critéric do CEP:

0 Colegiado acata o parecer dofs) Relatora).

O (&) pesquisador(a) ird receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SJCAMPOS-UNESF, para
envio de relatérios parcisis/final, para ndc incorrer na penalidade de ndo o fazendo, em néo ter novas

submissfes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane s pendéncia de envio do
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Comiruagdo do Porecer 2708 80T

Qo™

refatono, na forma de notificacio através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site do www.ict unesp br
~ Comite de Etica Envolvendo Seres Humanos, encontrara o formulério para envio do Relatdrio parciabfinal.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva “Poslagem Autor Shuacao

QOutros formulario_resp_pendencia.pdf 22/05/2018 |CARLOS ALBERTO | Aceito
1:2 GUEDES
Informacbes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P 1%018 Acelto
i BOUETO 1085389 00.04:48

CLE / Termos de reformulado pdf 18/05/2018 |Marcia Camero Aceito
Assentimento / 2358114 |Valera
Justificativa de
[Auséncia 2 :
Projeto Detalhado / | projetoreformulado. pdf 18/05/2018 |Marcia Cameiro Aceito
Brochura 235746 |Valera
TCLE ! Termos de | consatimentolivreesclarecidofelipe.pof 08/03/2018 |Marcia Cameiro Acaito
Assentimento | 13:32.27 |Valera
Juwllu_mn de
| Auséncia - _ = -
Projeto Detathado ! | projetodissertacaofelipemachado. pdf 080372018 |Marcia Cameiro Aceito
Brochura 13:31:38 |Valera

olha de FolhaDeRosloProfaMarca.pafl 03/2018 | Marcia Cameiro ACeno

132834 IValera
Situagiio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao
SAC JOSE DOS CAMPOS, 12 de Junho de 2018
" Assinado por:
Denise Nicodemo
(Coordenador)
go:  AvEng*E José Longo 777

Bairro: Jardim Sho Dimas CEP: 12 245000

UF: 5P Municipio: SAQ JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3847.5078

Fac  (12)3847-9010
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