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Cavalli D. Estudo comparativo de sistemas rotatorio, reciprocante e hibrido no
preparo de canais radiculares em dentes com infeccdo endodoéntica primaria:
perfil microbiano e quantificacdo de endotoxinas [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2016.

RESUMO

Os objetivos deste trabalho sédo: 1) Quantificar por checkerboard a carga
microbiana e pelo método de LAL endotoxinas (EU/mL) nas infeccdes
endodonticas primarias; 2) Realizar o monitoramento dos niveis de endotoxinas
(EU/mL) e de carga microbiana antes do tratamento, ap0s o preparo
biomecanico com sistemas de instrumentacdo rotatéria, reciprocante e hibrida
e ap0Os o uso da medicacao intracanal; 3) Relacionar sinais e sintomas clinicos
com niveis de endotoxinas, micro-orgnismos e com complexos bacterianos; 4)
Relacionar volumetria dos canais radiculares por meio de TCFC com niveis de
endotoxina, micro-organismos e complexos bacterianos. Trinta dentes com
infeccdo endodobntica priméria e presenca de lesédo periapical foram submetidos
a TCFC antes do tratamento e avaliados quanto a presenca de sinais e
sintomas clinicos. Apds abertura coronaria, foi realizada a coleta inicial nos
canais radiculares, e em seguida, procedeu-se com o tratamento endodéntico,
sendo os dentes divididos em diferentes grupos experimentais de acordo com o
sistema de instrumentacdo utilizado (n=10): rotatério Mtwo (MTWO),
reciprocante Reciproc (REC), e hibrido Genius (GEN). Durante o preparo
biomecanico, os canais foram irrigados com 24 mL de NaOCI 2,5%. Foram
realizadas coletas do conteudo dos canais radiculares: logo ap6s a abertura
coronéria (1 col), ap6s a instrumentacéo (2 col), e apés a MIC por 14 dias,
realizada com pasta de hidroxido de calcio associada a solucdo salina
fisiolégica (3 col). A deteccdo de micro-organimos foi realizada pelo teste
checkerboard DNA-DNA hybridization. A quantificagdo de endotoxinas foi
realizada pelo teste cinético cromogénio do lisado de amebdcito de Limulus. As
volumetrias dos canais radiculares foram realizadas com auxilio do software
Nemotec®. Todos os dados foram analisados estatisticamente. Os resultados
mostraram a deteccdo de micro-organismos e endotoxinas em 100% das
amostras iniciais, sendo as bactérias C. ochracea e F. nucleatum as mais
prevalentes (53%). Apés o PBM, os micro-organismos mais encontrados foram
F. nucleatum e L. buccalis (50%); e apdés a MIC C. gracilis (53,3%). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos quanto a reducdo da carga microbiana.
Quanto as endotoxinas, logo ap6s o PBM, o grupo que mais reduziu foi o
MTWO, seguido por GEN e REC; ap6s a MIC, o grupo que mais reduziu foi o
GEN, seguido pelo MTWO e REC, porém todos 0s grupos se comportaram de
maneira semelhante. Dor espontanea foi relacionada com P. nigrescens; dor a
percussao com P. gingivalis, V. parvula, S. sputigena, P. nigrescens e E.
saburreum; presenca de fistula foi relacionada com o complexo laranja, Gram-
positivas e anaergbios facultativos, e micro-organismos E. corrodens, P. micra,
C. showae e E. saburreum. O maior volume do canal radicular foi
correlacionado fortemente com anaerébios estritos, com o complexo laranja e 0



micro-organismo P. micra. O PBM foi efetivo na reducdo de bactérias e
endotoxinas do canal radicular, mas sem diferenca estatistica entre os trés
sistemas utilizados. Conclui-se que o PBM com NaOCI 2,5% ¢é eficaz na
reducdo de endotoxinas e na remog¢éo de micro-organimos do canal radicular;
sinais e sintomas s&o relacionados com micro-organismos, assim como a
volumetria do canal radicular.

Palavras-chave: Endotoxina. Instrumentacéo. Microbiota.



Cavalli D. Comparative estudy of rotatory, reciprocating and hybrid systems on
the instrumentation of root canals in teeth with primary endodontic infection:
microbiological profile and endotoxin quantification [dissertation]. S&o José dos
Campos (SP): Séao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2016.

ABSTRACT

The aims of this study are: 1) Quantify by checkerboard test the microbial load
and endotoxins through LAL method (EU/mI) in primary endodontic infections;
2) To monitore levels of endotoxin (EU/ml) and microbial load before treatment,
after biomechanical preparation with rotatory, reciprocating and hybrid
instrumentation systems, and after use of intracanal medication; 3) To associate
clinical signs and symptoms with endotoxin levels, microorganism and bacterial
complexes; 4) To relate volumes of root canals through cone beam computed
tomography (CBCT), with endotoxin levels, microorganisms and bacterial
complexes. Thirty teeth with primary endodontic infection and periapical lesion
were submitted to endodontic treatment after CBCT and evaluated the
presence of clinical signs and symptoms. After coronary opening, the initial
samples were collected to verify the presence of infection in root canals. Then,
teeth were divided into different experimental groups according to the
instrumentation system used (n=10): rotatory Mtwo (MTWO), reciprocating
Reciproc (REC), and hybrid Genius (GEN). During biomechanical preparation,
the canals were irrigated with 24 mL of 2.5% NaOCI|. Samples were collected:
after coronary opening (S1), after the instrumentation (S2) and after intracanal
medication for 14 days with calcium hydroxide paste and physiological saline
solution (S3). The detection of microorganisms was performed by checkerboard
DNA-DNA hybridization technique. The endotoxin quantification was performed
by chromogenic kinetic test of the Limulus amoebocyte lysate. The root canal
volumetries were performed by Nemotec® software. All data were analyzed
statistically. The results showed the detection of microorganisms and
endotoxins in 100% of the S1, with the most prevalent bacteria being C.
ochracea and F. nucleatum (53%). After biomechanical preparation, the most
found microorganisms were F. nucleatum and L. buccalis (50%); And after
intracanal medication C. gracilis (53.3%). There was no statistical difference
between the groups regarding the reduction of the microbial load. In relation to
endotoxins, after biomechanical preparation, the group with greatest reduction
was MTWO, followed by GEN and REC; after intracanal medication, the group
with greatest reduction was GEN, followed by MTWO and REC, but there was
no statistical difference between them. Spontaneous pain was associated to P.
nigrescens; tenderness to percussion with P. gingivalis, V. parvula, S.
sputigena, P. nigrescens and E. saburreum; sinus tract was related to the
orange complex, Gram-positive and facultative anaerobes, and microorganisms
E. corrodens, P. micra, C. showae and E. saburreum. The root canal volume
was strongly correlated with strict anaerobes, with the orange complex and the
P. micra microorganism. Biomechanical preparation was effective in decreasing



bacteria and endotoxin, but with no statistical difference were found between
the three systems. Microorganisms are related to signs and symptoms and to
root canal volume. In conclusion, biomechanical preparation with 2.5% NaOCI
was effective on reducing endotoxins and decreasing microorganisms from root
canals; signs and symptoms are related to microorganisms as well as root canal
volumetry.

Keywords: Endotoxin. Instrumentation. Microbiota.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pulpar, decorrente na maioria das vezes da carie dentaria,
provoca injarias irreversiveis na polpa dental que, por seu espaco limitado de
paredes inelasticas, leva a necrose, permitindo uma infec¢éo no canal radicular, com
colénias microbianas podendo se estendendo a regido extrarradicular (Nair, 2004).
O tratamento endodoéntico tem por funcdo sanar o sistema de canais radiculares
(SCR) de micro-organismos e seus produtos, e impedir que novas bactérias
cheguem ao perigpice, promovendo condicbes para a cura. O sucesso do
tratamento depende de inumeros fatores, como a condicdo prévia do elemento
dental, presenca de infeccdo no momento da obturacéo, presenca de sintomatologia
clinica e de lesdo periapical, e a utilizacdo de diferentes técnicas operatorias para
sanificagdo de micro-organimos e seus produtos, impedindo ou limitando a
proliferagdo microbiana (Matsumoto et al., 1987; Sjogren et al., 1990).

A microbiota presente na infeccdo endodontica primaria € bastante
diversificada, com presenca de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos,
com predominio de micro-organismos anaerébios (Nair, 2004; Siqueira et al., 2004,
Sakamoto et al., 2006). Bactérias anaerdbias Gram-negativas tem uma variedade de
fatores de viruléncia, incluindo proteases, fimbrias e lipopolissacarideos (LPS) (Xing
et al., 2015). O LPS, também conhecido como endotoxinas, estimula a reabsorcao
O0ssea atuando na sintese e liberacdo de citocinas que ativam os osteoclastos,
estando diretamente ligado a formacédo de lesGes periapicais (Torabinejad et al.,
1985; Jiang et al., 2003; Cardoso et al., 2015). Na presenca de infeccdo endodontica
primaria, bactérias e seus produtos atingem os tecidos periapicais através do forame
apical, provocando uma resposta inflamatoria na tentativa de barrar a infeccao. Essa
inflamagéo tem caracteristicas celulares e moleculares, e ocorre com a ativagao de
células como macréfagos, linfocitos T e B, polimorfonucleares (PMN) e osteoclastos,
citocinas, e mediadores moleculares como Interleucinas (IL) IL-1, IL-6 e IL-8 e fator
de necrose tumoral (TNF) (Nair, 2004).

Associacoes de bactérias presentes em infeccdes periodontais foram
descritas por Socransky et al. (1998), que classificaram 5 complexos microbianos:

vermelho, laranja, roxo, verde e amarelo. Essas associacbes podem estar
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envolvidas na etiologia das doencas periapicais, pois, apesar da microbiota do canal
radicular ndo ser tdo complexa quanto a microbiota encontrada em placa
subgengival, essas espécies também estdo presentes em infec¢des radiculares
(Ozbec SM, Ozbec A, 2010).

Uma vez no canal radicular, os micro-organismos adentram a todo SCR e
tubulos dentinarios, sendo necessario, durante o tratamento endodéntico, a remocao
da dentina contaminada, criando condi¢cdes para que agentes irrigantes cheguem
mais profundamente nos tubulos dentinarios e em toda a extensdo do SCR. Para
isso, substancias quimicas auxiliares tem sido utilizadas com o intuito de lubrificar o
canal radicular e servir como agente quimico no combate aos micro-organismos e
seus produtos, sendo que o mais comumente utilizado na endodontia é o hipoclorito
de sédio (NaOCI), com concentracbes que variam de 0,5% a 6% (Nadalin et al.,
2009). O NaOCI possui excelentes propriedades, dentre elas a capacidade de
dissolucdo do material necrético, agdo antimicrobiana de grande espectro, baixa
tensao superficial e acao detergente (Siqueira et al., 1998; Ercan et al., 2004).

A etapa de preparo biomecéanico (PBM) € considerado uma fase importante
para a eliminacdo de micro-organismos e deve ser realizada com instrumentos que
alargam e modelam os canais radiculares (Neves et al.,, 2016). Os sistemas de
instrumentacdo mecanizada utilizando instrumentos de niquel-titanio (NiTi) tem
sofrido constrante processo de evolucao, surgindo novos instrumentos, composto de
diferentes ligas, designs e técnicas com objetivo de tornar a etapa PBM mais rapida,
além de preservar a forma original do canal, diminuindo a possibilidade de
iatrogenias (Peters, 2004; Gambarini, 2005).

O sistema rotatério Mtwo (VDW, Munique, Alemanha) possui uma sequéncia
de limas com conicidades variadas, corte transversal em formato de S que cortam
em profundidade e lateralidade, sem corte na ponta. As duas arestas de corte
possuem angulo positivo, cortando a dentina de forma eficaz além de possuir maior
passo a partir da ponta do instrumento, evitando rosqueamento do mesmo no canal
e reduzindo o acumulo de debris para a regiao apical (Burklein et al., 2011).

O conceito de limas de NiTi que utilizam diferentes cinematicas foi
introduzido nas ultimas décadas (Yared, 2008), utilizando um dnico instrumento para
o preparo do canal radicular. Um dos instrumentos langados foi o Sistema Reciproc®

(VDW, Munique, Alemanha) que utiliza movimentos rotatérios de forma alternada
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(Wan et al., 2011). Esse sistema € produzido com uma liga de NiTi M-Ware®, mais
resistente a fratura, apresentando angulo de rotacdo de 150° no sentido anti-horario,
onde a dentina é excisada, e posteriormente 30° no sentido horario, com velocidade
constante de 300 rpm. O sistema possui 3 nUmeros de instrumentos que variam na
conicidade e no diametro da ponta, para serem usadas de acordo com a anatomia
inicial do canal radicular. Esse sistema de lima uUnica deve ser descartada
imediatamente apos o uso (Plotino et al., 2012).

Para maximizar as vantagens dos movimentos reciprocantes, o0 sistema
hibrido Genius (Ultradent, South Jordan, Utah, USA) surgiu com movimento
reciprocante diferenciado, com angulo de rotacdo de 50° no sentido horario e 170°
no sentido anti-horario, excisando dentina no sentido horario. A hibridizacdo ocorre
no inicio do protocolo para o preparo, pois utiliza-se um instrumento em movimento
rotatério com conicidade 0,8 mm que amplia a entrada do canal, removendo
interferéncias, enquanto que as limas utilizadas no terco médio e apical sdo usadas
com 0 movimento reciprocante, e estas possuem corte transversal em formato de S
de conicidade de 0,4 mm.

Vale ressaltar que durante a instrumentacdo, a lima excisa dentina
contaminada, formando debris que podem extravasar através do forame apical. O
extravasamento de debris para a regido periapical esta relacionado com dor pos-
operatéria e com a ocorréncia de flare ups, uma vez que tecido contaminado é
conduzido par regido periapical provocando uma inflamacéo aguda (Siqueira et al.,
2002a). Estudos mostram que instrumentos que excisam dentina no sentido horario
auxiliam na remocao desses debris, pois estes sdo empurrados na direcdo coronal,
sendo mais facil a remocédo dos mesmos. Por outro lado, instrumentos que excisam
dentina no sentido anti-horario, tendem para que os debris sejam empurrados
apicalmente, favorecendo sua extrusdo para o periapice podendo causar a
agudizacdo do processo inflamatoério (Burklein e Schafer, 2012b; Gambarini et al.,
2013).

No entando, muitas vezes o preparo biomecanico e as substancias quimicas
auxiliares ndo conseguem neutralizar completamente micro-organismos e seus
produtos, sendo necessario a utilizacdo de uma medicacdo intracanal (MIC) para
combater a infeccdo e propiciar condicdes de cura aos tecidos periapicais. O

hidréxido de célcio [Ca(OH)2] tem sido indicado como MIC por possuir acao
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antimicrobiana devido a sua capacidade de alcalinizar o meio e torna-lo inviavel ao
crescimento bacteriano (Midena et al., 2015), induzir a mineralizacao, possuir acéo
de dissolucéo tecidual, além de reduzir endotoxinas (Xavier et al., 2013; Borsatto et
al., 2016).

Rotineiramente, compara-se o0 reparo de uma lesdo periapical e
consequentemente o sucesso do tratamento endodontico por meio das radiografias
periapicais inicial e de proservacdo. Porém, estudos mostram que nem sempre a
radiografia periapical evidencia a real situagcdo do periapice, uma vez que a
espessura do osso cortical e a sobreposicdo de estruturas anatdomicas causam
perda na preciséo de interpretacdo (Bender, 1997; Bender, Seltzer, 2003; Cardoso
et al., 2015), ndo tendo capacidade de avaliar o volume da leséo, que normalmente
€ maior do que observado na radiografia de diagndstico (Tsai P et al., 2012; Cardoso
et al., 2015). A tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) veio como um
importante método de obtencdo de imagens para avaliar lesbes presentes na
estrutura maxilar e mandibular, dar detalhamento dessas estruturas, bem como de
estruturas anatdmicas presentes (Cotti et al., 1999; Janner et al., 2011). Relatos de
casos in vivo mostrou que apenas com a TCFC foi possivel visualizar a lesao latente
no periapice, uma vez que com a radiografia ja ndo era possivel a visualizacdo da
lesdo (Garcia De Paula-Silva et al., 2009; Cardoso et al., 2015). Desta forma, a
TCFC torna-se uma grande aliada no planejamento de casos de tratamento
endodontico e cirdrgico, bem como para o acompanhamento e proservacao dos

mesmaos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota endodobntica

A primeira evidéncia de que alteracdes periapicais estao relacionadas com
micro-organismos veio do estudo de Kakehashi et al. (1965), que realizaram
abertura coronaria de molares em ratos germ free e ratos convencionais, e
constataram que apenas nos ratos onde a polpa foi exposta ao meio bucal
contaminado houve necrose pulpar, abscesso ou granuloma periapical. Isso foi
confirmado mais tarde com o estudo de Moller et al. (1981), que induziram a necrose
pulpar em macacos e ap0s 7 meses confirmaram histologicamente que apenas 0s
dentes mantidos assépticos ndo apresentavam sinais de reacdo inflamatéria,
enquanto que os dentes contaminados apresentaram condigBes clinicas,
radiograficas e histoldgicas de inflamagéo periapical.

Comprovado que as doencas periapicais provém de micro-organismos,
estudos vieram na tentativa de identificar os mais prevalentes no canal radicular,
bem como suas caracteristicas. Brown e Rudolph (1957) isolaram bactérias de
dentes traumatizados que nao tiveram contato com saliva, e viram que apenas 24%
dos micro-organismos isolados eram anaerébios e que em 51% prevaleciam micro-
organismos facultativos, sendo que o género mais encontrado foi Streptococcus.
Porém, com avancos na técnica de cultivos de anaerdbios, Sundqvist (1976)
percebeu que, de 32 dentes com a coroa intacta e necrose pulpar por trauma,19
deles apresentavam bactérias, sendo encontradas em torno de 1 a 12 espécies em
cada canal infectado. 88 cepas de bactérias foram isoladas e dessas, 94,3% delas
eram espécies anaerObias. Foi constatado também que nos casos de maior
sintomatologia e tamanho da lesdo periapical, maior era a densidade e niamero de
bactérias presente no canal infectado. As bactérias mais encontradas foram
Fusobacterium, Eubacterium e Peptostreptococcus.

Em uma revisdo de literatura sobre o tema, Farber e Seltzer (1988)
perceberam que até o momento, todos os trabalhos que haviam coletado material do
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interior de canais radiculares de dentes com polpa necrética, e que haviam sido
expostos a cavidade pulpar, mostraram presenca de bactérias nas culturas; cerca de
50% dos canais onde houve necrose pulpar, mas sem exposicdo ao meio bucal,
apresentara cultura bacteriana negativa. Atualmente, todos os dentes investigados
com necrose pulpar e presenca de lesdo periapical, mesmo sem ter sido exposto ao
meio bucal, apresentam cultura positiva para bactérias (Cardoso et al., 2015;
Ferreira et al.,, 2015). Isso nos mostra que, para que ocorra lesdo periapical, ha
presenca de micro-organismos que induzem a inflamacgéo no periapice dental; estes
micro-organismos sao provenientes de micro fraturas no tecido duro, do sulco
gengival ou de bolsas periodontais (Grossman, 1967; Nair, 2004).

Em 1994, Gomes et al. correlacionaram a presenca de dor com as espécies
Prevotella e Peptostreptococcus. Realizaram coleta de 30 canais com infecgéo
primaria, foram isoladas bactérias anaerobias em 93% dos casos com dor, e em
53% dos casos que ndo apresentavam dor. Jacinto et al. (2003), num estudo com
dentes sintomaticos e assintomaticos, foram isoladas bactérias dos canais
radiculares infectados e, dentre elas, 70% eram anaerobias. Os dentes sintomaticos
também apresentaram mais bactérias anaerdbias e nimero maior de espécies; 0s
autores sugeriram relacdo entre micro-organismos especificos, especialmente
anaerébios Gram-negativos, e a presenca de sinais e sintomas clinicos.

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, novos micro-organismos
e uma nova microbiota endodbntica foi identificada, principalmente micro-
organismos anaerobios estritos Gram-negativos (Siqueira, 2003; Siqueira, Récas,
2005b; Gomes et al., 2006), permitindo correlacionar os sinais e sintomas do
paciente com a microbiota presente.

Métodos de cultura e Polymerase Chain Reaction (PCR) foi utilizado por
Rolph et al. (2001) em dentes com infeccao priméaria e secundaria, e mostraram que
44% das bactérias foram detectadas por meio de cutura, e 68% por PCR. Dessas
amostras, 8 delas foram realizadas clonagem e sequenciamento, mostrando que em
2 casos de infeccdo priméria, foram encontrados sequencias relacionas as bactérias
do género Enterococcus, Propionibacterium, Lactobacillus e Streptococcus. Ja em
infeccbes secundarias, 5 casos relacionaram a bactérias do género
Capnocytophaga, Cytophaga, Dialister, Eubacterium, Fusobacterium, Gemella,

Mogibacterium, Peptostreptococcus, Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas,
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Solobacterium, Streptococcus e Veillonella.

Bactérias produtoras de pigmento negro foram pesquisadas por Gomes et al.
(2005) em dentes com necrose pulpar e dentes com necessidade de retratamento
endododntico, utilizando métodos de cultura e PCR. Prevotela nigrescens foi
detectado em 22% dos casos por PCR e 13% dos casos por cultura; Porphyromonas
endodontalis foi detectada apenas por PCR em 25% dos casos; Porphyromonas
gingivalis foi identificado 38% dos casos por PCR e 1% dos casos por cultura;
Prevotela intermedia foi detectado em 33% dos casos por PCR e 13% por cultura.
Elas foram mais frequentemente encontradas nas infec¢gfes primarias. Esse estudo
nos mostra como as técnicas moleculares sdo mais sensiveis nas deteccdes de
espécies microbioldgicas.

Sakamoto et al. (2006) investigaram a diversidade da microbiota de
pacientes com infeccdo endoddntica sintomética e assintomatica através da analise
da porcao 16S do RNA, e comparando a comunidade microbiologica nessas duas
condicbes. Em casos sintomaticos, houveram maior porcdo do fragmento de RNA,
sendo essa diferenca estatisticamente diferente dos casos assintomaticos. Também
verificaram maior diversidade da microbiota endoddntica do que com os métodos de
cultura, e que existem diferencas nos casos sintomaticos e assintomaticos. Pode-se
perceber que as bactérias presentes na infeccdo endodontica varia muito de
paciente para paciente, e que ha em torno de 10 a 30 espécies de bactérias por
canal infectado (Siqueira, R6¢as, 2005b).

Sassone et al. (2007) usou o método de checkerboard DNA-DNA
hybridization, que permite a detec¢do simultanea de diversas espécies bacterianas
em multiplas amostras, para analisar 111 canais necrosados, verificando que as
bactérias mais prevalentes foram Enterococcus faecalis (89.3%), Campylobacter
gracilis (89.3%), Leptotrichia buccalis (89.3%), Neisseria mucosa (87.5%), Prevotella
melaninogenica (86.6%), Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii (85.7%),
Eubacterium saburreum (75.9%), Streptococcus anginosus (75%), e Veillonella
parvula (74.1%). Sassone et al. (2008b) correlacionaram a bactéria Tannarella
forsythia com a presenca de dor, e depois investigaram que as bactérias mais
presentes em casos de fistula, que foram P. gingivalis e Fusobacterium nucleatum
sp. nucleatum, L. buccalis e P. endodontalis (Sassone et al., 2008a). Blome et al.

(2008) investigaram a presenca e numero das espécies em canais com lesédo
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periapical crénica, 20 pacientes com infec¢do primaria e 20 pacientes com lesdo
secundaria, através do PCR quantitativo. Canais com infe¢do primaria tinham mais
bactérias quando comparado com a lesdo secundaria, sendo que o0 preparo
biomecanico e a MIC reduziram significativamente o nimero de bactérias. Os micro-
organismos mais encontrados foram Parvimonas micros e P. endodontalis.

Saito et al. (2009) investigaram a presenca de P. gingivalis e T. forsythia,
que sao bactérias anaerobias, em dentes com infeccdo primaria sintomaticos e
assintomaticos através de PCR. P. gingivalis foi encontrada em 28% dos casos; T.
forsythia em 66% dos casos, e a associacdo de ambas em 22% dos casos. Foi
concluido que ndo ha relacdo destas bactérias com a manifestacdo de
sintomatologia nos casos de necrose pulpar.

Em um estudo comparando a microbiota presente em casos sintomaticos
(agudos) e assintomaticos (crénicos), Santos et al. (2011) observaram maior
variedade microbiolégica em dentes com sintomatologia; 20 géneros foram
encontrados exclusivamente em dentes com sintomatologia, contra 18 géneros
exclusivos de casos sem sintomatologia. Nos casos sintomaticos, 0S micro-
organismos mais encontrados foram Firmicutes (52%), Fusobacteria (17%) e
Bacteroidetes (13%), enquanto que em infeccbes assintomaticas, 0s mais
encontrados foram Firmicutes (59%), Bacteroidetes (14%) e Actinobacteria (10%).
Fusobacterias foram mais prevalentes em casos agudos (89%) do que em casos
cronicos (50%).

Gracas aos novos métodos de identificacdo de micro-organismos, Récas et
al. (2014) identificaram a presenca de Bacteroidaceae sp. HOT- 272 e
Fretibacterium fastidiosum em dentes com necrose pulpar através da reacdo de
PCR. Elas foram encontradas em 24% e 20% dos casos, respectivamente, apds a
abertura coronéria, e ambas tiveram uma reducéo estatisticamente significativa apés
0 preparo quimico-mecanico.

Ferreira et al. (2015) tracaram um perfil microbiologico de bactérias
resistentes a MIC em casos de infec¢cdo endoddntica primaria, usando o método de
checkerboard DNA-DNA hybridization. Foram realizadas coletas em 20 dentes antes
e apos o uso da pasta de Ca(OH)2 com soro (n=10) e pasta de Ca(OH)2 com
clorexidina (n=10). O grupo com maior reducdo de espécies bacterianas foi com a

pasta de Ca(OH)2 e clorexidina. As espécies mais encontradas nas amostras iniciais
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foram Capnocytophaga ochracea (70%) e F.nucleatum ssp. vincentii (70%). ApGs o
preparo quimico-mecanico, a espécie mais encontrada foi Enterococcus faecium
(60%), e apOs o uso de MIC as espécies mais encontradas foram F. nucleatum ssp.
vicentii (90%) e E. faecium (40%).

Pinheiro et al. (2016) levantaram a questdo que o PCR quantitativo ndo
distingue células vivas de células mortas, quando amplifica 0 DNA para identificacao
de micro-organismos. Assim, ela testou o PMA (propidium monoazide), que se liga
no DNA de células que tiveram sua membrana lisada, impedindo sua amplificacéo,
pois em células viaveis a permeabilidade seletiva da membrana ndo o deixa entrar
no interior da célula. Foi feita suspensdes de E. faecalis viaveis e nao viaveis, e
tratadas com concentracfes de 10, 50 e 100 ug/mL antes da extracdo de DNA. Foi
feito o teste de PCRqg com primers de E. faecalis, com controle positivo de
suspensdes de bactérias sem PMA. Houve diferenca significativa entre os grupos
tratados com PMA quando comparado com 0s grupos nao tratados, mostrando que
ele é efetivo para a inibir a amplificacdo de células mortas, exaltando a deteccédo de

células viaveis de E. faecalis.

2.2 Endotoxinas

Endotoxinas sdo lipopolissacarideos presentes na membrana externa de
bactérias Gram-negativas, que séo liberadas quando ocorre a morte ou multiplicacéo
celular, gerando varios eventos biolégicos importantes que levam a uma resposta
inflamatoria do hospedeiro (Rietschel, Brade, 1992). Conduzem a reabsorcéo 0ssea,
contribuindo para o desenvolvimento e perpetuacdo de lesbes periapicais
(Torabinejad et al., 1985; Cardoso et al., 2015).

As endotoxinas foram primeiramente descritas por Pfeiffer, enquanto
estudava a Vibrio cholerae, como uma substéncia resistente ao calor liberada pela
bactéria, dando o nome de endotoxina. Mais tarde, estudos mostraram que essa
substancia estava presente em sua membrana e ndo em seu interior. Em um estudo

na ltalia, uma toxina extraida da Salmonella typhi causava febre em ratos, e foi
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descrita como sendo encontrada em muitas espécies de bactérias, apresentando as
mesmas particularidades. Ambos os estudos tratavam da endotoxina. (Westphal,
1975; Rietschel, Brade, 1992; Ferrari, Bombana, 2010).

A endotoxina € um polissacarideo hidrofilico (LPS), formada por trés partes:
polissacarideo O (antigeno-0), oligossacarideo do nucleo (core) e um componente
glicolipidico chamado lipide A. E este Gltimo que esta em contato com a membrana
externa da parede celular das bactérias Gram-negativas, e € onde esta localizada a
toxicidade da endotoxina (Galanos, 1975; Morrison, Kline, 1977). O mecanismo de
acdo das endotoxinas também é muito estudado, pois quando liberadas, nao
causam danos teciduais diretos, mas estimulam células como os macréfagos,
neutréfilos e fibroblastos a liberarem mediadores quimicos, como o TNF, IL e
prostaglandinas (Munford, Hall, 1986; Farber, Seltzer, 1988; Rietschel, Brade, 1992;
Matsushita et al., 1999).

Mattison et al. (1987) compararam os efeitos da endotoxina com agua
destilada. Esse estudo foi feito em cées, que em dentes sadios foi realizada a
abertura coronaria, pulpectomia e preparo biomecéanico em 56 raizes, e dessas, 42
foram preenchidas com endotoxinas de Eikenella corrodens, 6 com endotoxinas de
Escherichia coli, e 6 com agua destilada. 90,4% das raizes inoculadas com
endotoxinas de E. corrodens e 75% das raizes inoculadas com endotoxina de
Escherichia coli apresentaram lesdes periapicais ao fim de 4 semanas, enquanto
gue as raizes com agua destilada apresentaram leve espessamento periodontal. Em
andlise histopatolégica, houve intenso infiltrado inflamatorio agudo, reabsorcéo
Ossea periapical e reabsorcao radicular externa nas raizes com endotoxina em seu
interior. Isso nos leva a crer que as endotoxinas tem um grande papel na formacéo e
perpetuacédo de leséo periapical.

Farber e Seltzer (1988), em um estudo de revisdo da literatura, organizaram
alguns dos efeitos biologicos causados pela estimulagdo de células pelas
endotoxinas: degranulacdo de mastocitos liberando histamina e heparina; ativagéo
do sistema complemento sem a presenca de anticorpos; liberagdo de colagenases e
TNF; liberacdo de IL-1 pelos macrofagos, podendo causar febre; aderéncia de
células epiteliais causando a liberacdo de radicais de oxigénio e proteases,
conduzindo a destruicdo tecidual. Nos canais radiculares, as endotoxinas contribuem

para a liberacdo de vasoativos e mediadores quimicos, como a bradicinina, um
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potente mediador quimico ligado diretamente a sensacgéo de dor.

Horiba et al. (1991) estudaram a relacdo entre sinais e sintomas com a
quantificacdo de endotoxinas nos canais radiculares. Foram 30 dentes de 27
pacientes, onde foi realizada a endodontia e coleta radicular. A quantidade de
endotoxinas foi significantemente maior em dentes com sintomatologia, com lesé&o
periapical visivel em radiografia e em dentes com presenca de exudato, quando
comparados com dentes sem sintomatologia, sem leséo periapical e sem exudato,
respectivamente. Este mesmo autor, em 1992, isolaram de dentes com infec¢éo
primaria, trés bactérias Gram-negativas (P. endodontalis, V. parvula e F. nucleatum)
para avaliar a ativagdo do sistema complemento por purificacdo do LPS dessas
bactérias. Foi adicionado quantidades crescentes de LPS previamente purificado em
uma solucdo com eritrocitos de carneiro, e mensurado com o0 uso do
espectofotbmetro. Todas as bactérias ativaram o sistema complemento, sugerindo
que o LPS tem uma acdo pré inflamatéria através da ativacdo do sistema
complemento nos tecidos periapicais (Horiba et al., 1992).

As endotoxinas conseguem ativar macrofagos, fazendo-os liberar
mediadores quimicos como radicais de oxigénio livres, IL-1, IL-6 e IL-8, TNF aq,
interferon a, B, e ¥, e prostaglandinas, e esses sdo os fatores que levam a
reabsorcdo éssea periapical. O LPS também pode induzir a liberacdo de bradicinina,
um mediador da dor, causando maior sintomatologia em dentes com maior
guantidade de endotoxinas (Seltzer, Farber, 1994).

Num estudo de Safavi e Nichols (1994), o LPS foi estudado através de dois
grupos: tratado com Ca(OH)2 ou puro sobre células macroficas, e foi percebido que,
no grupo com Ca(OH)2, menos prostaglandina E2 foi liberada, que esta diretamente
ligada a reabsorcdo Ossea, indicando a degradacdo da porcéo lipidica do LPS,
quando tratado com Ca(OH)2.

Khabbaz et al. (2001) compararam tecido pulpar de 28 dentes cariados,
destes 15 com sintomatologia e 13 sem sintomas, e avaliou a quantidade de
endotoxinas, comparando também com 5 polpas extraidas de dentes sem lesao
cariosa. Ele constatou que todas as amostras continham endotoxinas, exceto a do
grupo controle, mas que nos casos com sintomatologia, a quantidade de
endotoxinas foi significantemente maior do que nos casos sem sintomatologia,

sugerindo que quanto maior a quantidade de endotoxina presente, maior a
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severidade da dor relatada pelo paciente.

Outro estudo clinico comparou a quantidade de endotoxinas e atividade
microbiana com sinais e sintomas em dentes com polpa necrosada. Foram 50
pacientes que tiveram coletado o contetdo do canal radicular, e todos apresentaram
crescimento microbiano no teste de UFC/mL. Endotoxinas também estiveram
presentes em todas as amostras, sendo que em pacientes com sintomatologia, a
meédia de endotoxinas foi de 18540.0 EU/mL, e em pacientes sem dor, a média foi
de 12030.0 EU/mL (Jacinto et al., 2005). Novamente vemos a relagéo positiva que
quantidade de endotoxina esté diretamente relacionada a sintomatologia dolorosa do
paciente.

Com o objetivo de investigar o efeito de substancias quimicas auxiliares
sobre endotoxinas, de Oliveira et al. (2007) inocularam in vitro endotoxina de E. coli
em 84 canais, e dividiram em 7 grupos (n=14): NaOCIl 2,5%; NaOCI 5,25%;
Clorexidina 2%; Ca(OH)2 0,14%; Polimixina B; controle positivo, com solucao salina;
controle negativo (sem endotoxina), e foram coletadas amostras logo apos a
instrumentacdo e irrigacdo, e ap6s 7 dias. Os resultados mostraram que 0 grupo
com Ca(OH)2 e polimixina B alteraram as propriedades do LPS, enquanto que 0s
grupos com NaOCIl 2,5% e 5,25%, e da clorixidina 2% n&o neutralizaram as
endotoxinas.

Martinho e Gomes, (2008) avaliaram a atividade microbiana e a quantidade
de endotoxinas antes e apds o preparo biomecéanico (PBM) usando como solucao
quimica auxiliar o NaOCI 2,5%. Foi coletado amostras de 24 pacientes, e todas as
amostras iniciais tiveram crescimento microbiano e presenca de endotoxinas. O
resultado mostrou que os maiores niveis de LPS foram detectados em dentes com
sintomatologia, e que houve uma reducdo de 59,99% na quantidade de endotoxinas
da amostra e de 99,78% na atividade microbiana apds o PBM, levando a concluséo
de que o PBM é efetivo na remocao de bactérias do canal radicular, mas menos
efetivo na neutralizacdo das endotoxinas, e que had uma associagdo significante
entre altos niveis de endotoxinas e sintomatologia clinica.

Martinho et al. (2010) avaliaram o efeito do PBM com limas de NiTi do
sistema Mtwo e irrigacdo de NaOCI 2,5% e acido etilenodiamino tetra-acético 17%
(EDTA) na remocao de endotoxinas em dentes com infec¢cdo endodontica primaria.

Todas as etapas do tratamento foram realizadas com isolamento absoluto e sem
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contato com o meio bucal. Coletas foram realizadas logo ap6s a abertura coronaria e
apos o PBM. Endotoxinas estavam presentes em 100% dos canais radiculares, e
apos o PBM houve uma diminuicdo significativa desse numero, concluindo que o
PBM é efetivo na reducao de endotoxinas do canal radicular.

Maekawa et al. (2011) avaliaram a eficacia de substancias quimicas
auxiliares e MIC em dentes extraidos e contaminados com E. coli. Foram trés grupos
divididos de acordo com a substancia quimica auxiliar: NaOCI 2,5%; Clorexidina gel
2%; Solucéo apirogénica. Em seguida, os grupos foram subdivididos de acordo com
a MIC: pasta de Ca(OH)2 Calen®; Polimixina B; Pasta de Ca(OH)2 com clorexidina
gel 2%; Solucédo salina. O resultado mostrou que o grupo NaOCI 2,5% e cloredina
2% foram eficazes em remover a E. coli do canal radicular, e de reduzir o nUmero de
endotoxinas quando comparado com a solucdo salina, porém apenas as MIC foram
significantemente efetivas na reducao de endotoxinas do canal radicular.

Em outro estudo, Maekawa et al. (2013) estudaram a efetividade do extrato
de gengibre, propolis glicdlico, Ca(OH): e clorexidina gel como MIC sobre
endotoxinas e trés tipos de micro-organismos, que foram contaminados em dentes
unirradiculares. Os grupos foram: pasta de Ca(OH)2 com solugéo salina fisiologica;
clorexidina gel; pasta de Ca(OH)2 com clorexidina gel; prépolis glicolico; propolis
glicdlico com Ca(OH)2; extrato de gengibre; extrato de gengibre com Ca(OH)z;
solucéo salina fisiolégica. Todos os grupos eliminaram micro-organismos no canal
radicular e diminuiram a quantidade de endotoxinas, mas o Ca(OH)z foi o mais
efetivo na neutralizagcdo de endotoxinas, apesar de ser menos efetivo sobre os
micro-organismos estudados.

Ainda no estudo do extrato de gengibre Valera et al. (2015) o compararam
como substancia quimica auxiliar seguido de diferentes MIC sobre micro-organismos
e endotoxina in vitro. Foram seis grupos (n=12): clorexidina gel; Ca(OH)2 com
clorexidina gel; extrato glicolico de gengibre; Ca(OH)2 com extrato glicolico de
gengibre; Ca(OH)2 com solugdo salina fisiologica; e solucdo salina fisiologica
(controle). Foram feitas 4 coletas do canal radicular: apos a contaminacao (S1), apos
a intrumentacao (S2), 7 dias apos a instrumentacao (S3), apos 14 dias com MIC
(S4) e 7 dias apos a remocao da MIC (S5). Houve uma reducao significativa de
micro-organismos e endotoxinas nas coletas S2 e S3, e nas coletas S4 e S5 houve

eliminacdo completa de micro-organismos e uma significante diminuicdo de
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endotoxinas, mostrando que o extrato glicolico de gengibre como substancia quimica
auxiliar é efetivo contra micro-organismos, assim como as MIC, sendo que ambos
nao foram capazes de eliminar completamente as endotoxinas.

Podemos perceber que as endotoxinas sdo dificeis de neutralizar sem
associacfes com instrumentacdo, substancia quimica auxiliar e medicacao intracal,
mostrando-se mais resistente que micro-organismos e quase sempre sem sua total
remocao do canal radicular.

Uma revisdo sistematica sobre solu¢des quimicas auxiliares foi feita por
Goncalves et al. (2016) que analisaram 5 estudos clinicos comparando o NaOCl e a
clorexidina. Dois estudos apresentaram reducdo similar de micro-organismos nos
dois irrigantes. O NaOCI foi mais efetivo na reducdo de microrganismo do que a
clorexidina em um estudo, e em outro estudo, o resultado encontrado foi ao
contrario. Ambos os irrigantes ndo foram efetivos na remoc¢é&o de endotoxinas em um
estudo. Como concluséo, os resultados sdo escassos e ndo consistentes, e se faz

necessario mais estudos nessa area.

2.3 Sistemas de Instrumentacgéo

Os instrumentos endododnticos foram padronizados por Ingle e Levine em
1958, e aceitos pela Associagdo Americana de Endodontia em 1962. Eram
fabricados em aco carbono e aco inoxidavel, até que em 1988, a Americal Dental
Association (ADA) especificou que o aco inoxidavel seria o0 metal usado para
fabricacdo dos instrumentos usados na endodontia (New American Dental
Association, 1976; Lopes, Siqueira Jr, 2004). Os acos inoxidaveis séo ligas de ferro
com teor de cromo superior a 12%, e a adigcdo de elementos a liga podem alterar
suas caracteristicas, como resisténcia a fratura e corrosdo. Podem ser classificados
de acordo com sua estrutura, podendo ser austeniticos, ferriticos e martensiticos
(Chiaverini, 1979; Lopes, Siqueira Jr, 2004).

A liga de Niquel-titanio foi inserida na endodontia por Walia et al. (1988) com
limas 15 produzidas experimentalmente com fios ortodénticos. Foram denominadas

NIiTiINOL, e quando flexionadas ou torcidas, apresentavam elasticidade duas a trés
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vezes maior que as limas de numero 15 correspondentes de aco inoxidavel. De
acordo com Serene et al. (1995), as ligas NiTi de uso endodoéntico possui grande
elasticidade e alta resisténcia a deformacéao e fratura. Isso permite que o instrumento
acompanhe com facilidade a curvatura do canal radicular, reduzindo o deslocamento
apical e a alteracéo de sua forma original.

Com isso, varios trabalhos foram publicados comparando a qualidade da
limpeza feita por instrumentos de NiTi, e sua capacidade de se manter fiel as
caracteristicas anatbmicas iniciais do canal radicular. Schafer et al. (2006)
compararam o sistema Mtwo, K3 e Race, durante a instrumentagdo de canais
curvos. Foram 60 raizes de molares, com grau de curvatura de 25° a 35°, divididos
em trés grupos com 20 raizes cada. Radiografias foram feitas com o instrumento
inicial inserido no canal, como um controle da anatomia inicial do canal radicular, e
também durante e ap0s a instrumentacao, e analisadas por um programa de analise
de imagens. A quantidade de debris e smear layer foi quantificado por microscopia
eletrbnica de varredura, através de um score. Quanto a remocdo de smear layer,
todos obtiveram resultados similares, mas Mtwo obteve resultados significativamente
melhores quanto a remocao de debris e em manter a anatomia inicial do canal
radicular, além de ser mais rapido que 0s outros instrumentos.

Os instrumentos endodonticos produzidos com a liga de NiTi ganharam
diferentes seccdes transversais, com o objetivo de melhorar o corte, a elasticidade, e
resisténcia a fratura. Xu et al. (2006) compararam 6 limas endoddnticas com sec¢ao
transversal distintas: ProTaper (seccdo transversal convexa), Hero642 (seccéo
transversal tripla hélice), Mtwo (seccdo transversal em S), ProFile (seccédo
transversal em triplo U), Quantec (seccdo transversal tipo Z) e NiTiflex (seccéo
transversal triangular). Modelos matematicos foram feitos, seguindo a conicidade de
0.04 e com o mesmo diametro de 0,4 mm, e foram analisados no software ANSYS
inicialmente sobre o torque de 480 Mpa e ao fim com o torque de 755 Mpa. Os
melhores resultados foram encontrados com a secg¢do convexa e de tripla hélice,
enquanto que os piores resultados foram com a seccdo triangular e tipo Z,
mostrando que a seccdo transversal tem influéncia significativa sobre o
comportamento mecanico de limas de NiTi.

A eficiéncia de corte de instrumentos de liga NiTi também foi estudada por

Schéfer e Oitzinger (2008), quando compararam o sistema Mtwo com limas Alpha-
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File, FlexMaster, ProFile e Race. Os instrumentos comparados foram .06/25 e
.04/35, sendo 12 limas cada grupo. Foi confeccionado amostras plasticas com
canais cilindricos, e a profundidade de penetracdo na luz do canal foi o critério de
eficiéncia de corte. Os instrumentos .06/25 que obtiveram uma penetracdo
significante perante os outros grupos foram as limas do sistema Mtwo e Race, e 0s
instrumentos .04/35 os resultados significativos ficaram com os grupos Mtwo, Race e
FlexMaster, sendo que o pior valor de penetracao foi com a lima ProFile.

Birklein et al. (2011) compararam dois sistemas de instrumentacéo quanto a
limpeza do canal radicular e a capacidade de manter a forma original do mesmo:
Mtwo e EasyShape. A limpeza do canal radicular foi avaliada por score quanto a
guantidade de debris e smear layer, e realizada por microscopia eletrénica de
varredura. Durante a instrumentacao, duas limas EasyShape fraturaram no canal
radicular. Quanto a manter a curvatura original dos canais radiculares, ndo houve
diferenca entre os sistemas; porém quanto a velocidade de trabalho e a limpeza dos
canais radiculares, o Mtwo apresentou significativa superioridade quanto ao
EasyShape. Os sistemas com movimento reciprocante vieram com a proposta de
aumentar a vida util do instrumento, por trabalhar diminuindo a fadiga quando
comparado a instrumentos rotatorios. Lopes et al. (2013) comprovam isso em seu
estudo quando comparam limas Mtwo e Reciproc com teste de flexdo e teste de
fadiga dindmica e em repouso. O Reciproc, por ser composto de uma liga de NiTi M-
Wire, torna-se mais flexivel, e isso pode influenciar para que haja uma maior
resisténcia a fadiga, quando comparado com a liga de NiTi convencional.

Quanto a reducdo de bactérias do canal radicular, Machado et al. (2013)
compararam in vitro sistemas reciprocantes (Reciproc e WaveOne) com sistemas
rotatérios (ProTaper e Mtwo). 60 canais radiculares foram contaminados com
Enterococcus faecalis, divididos em 5 grupos de acordo com o sistema de
instrumentacdo e o grupo controle. As coletas foram feitas imediatamente apos a
instrumentacdo e 7 dias depois. Todos 0s grupos apresentaram diminuicdo de
contagem de bactéria, com posterior aumento das mesmas, na coleta apos 7 dias,
sem diferengca entre os grupos. Burklein também comparou esses mesmos
instrumentos quanto a capacidade de manter a anatomia inicial do canal radicular e
efetividade de limpeza em canais com curvatura acentuada, mostrando que o

sistema Reciproc foi 0 mais rdpido que o0s outros instrumentos, seguido do



34

WaveOne. Quanto a remocédo de debris, Mtwo e Reciproc apresentaram o0s
melhores resultados no terco apical, enquanto que no terco coronal e médio ndo
houve diferenca entre Reciproc, WaveOne e Mtwo, mas o grupo ProTaper mostrou a
maior producdo de debris. Logo, todos os quatro sistemas mantiveram a curvatura
original do canal radicular, e o grupo Mtwo e Reciproc apresentaram melhores
resultados na limpeza do terco apical quando comparados com WaveOne e
ProTaper (Burklein et al., 2012a).

Resultados semelhantes foram encontrados por Marinho et al. (2015), que
avaliaram os sistemas Reciproc, Mtwo, ProTaper Universal e FKG-Race, num
estudo in vitro onde 40 dentes foram contaminados com E. coli por 21 dias, e
divididos em 4 grupos de acordo com o sistema, e coletas foram realizadas antes e
apos a instrumentacdo, para a presenca de bactérias pelo teste de UFC/mL e
quantificacdo de endotoxinas pelo método cinético cromogénico do lisado de
amebdcitos de Limulus. Todos os grupos foram eficazes, mas ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos, mostrando que o Reciproc € tdo efetivo quanto sistemas
rotatérios na remocéao de bactéria e de endotoxinas do canal radicular.

Com a proposta de obter o melhor das duas cinematicas, rotatério e
reciprocante, limas com sistema hibrido passaram a surgir no mercado. Twisted
Files Adaptive (Axis/SybronEndo Orange, CA, USA) usa o0 movimento rotatério no
canal até encontrar resisténcia, e passa a fazer o movimento reciprocante. Num
estudo de Karatas et al. (2015) avaliaram in vitro a remocéo de E. faecalis com
diferentes sistemas de instrumentacdo: ProTaper Next, TF Adaptive, SAF, Wave
one, Reciproc e OneShape. Foi feita analise de Unidade Formadora de Colonia
(UFC/mL) e foi visto que todos os sistemas removeram E faecalis do interior dos
canais radiculares, mas que os sistemas ProTaper Next, TF Adaptive, Wave one,
Reciproc, e OneShape foram mais eficazes que o SAF.

Silva et al. (2015) avaliaram a capacidade de manter a anatomia original do
canal usando o TF Adaptive e ProTaper Universal. Foram usados 30 blocos de
resina simulando canais curvos, e foram usandos o TF Adaptive na funcao rotatoria,
na funcéo adaptive (rotacao e reciprocante quando encontra resisténcia), e ProTaper
Universal. A avaliacdo da transposicéo do canal foi feita na parte retilinea e curva do
canal, avaliada por imagens estereoscépicas. Na parte reta do canal, o TF adaptive

produziu uma menor transposi¢cdo do canal que o ProTaper Universal, na parte
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curva, o TF no movimento rotatério foi 0 que menos transpés o canal radicular,
seguido pelo TF na funcéo adaptive e pelo ProTaper; em geral a transposicdo do
canal ocorreu na porcdo de curvatura. Logo, o sistema ProTaper foi 0 que mostrou
maior transposic¢ao do canal.

Quanto ao poder de corte, Tocci et al. (2015) avaliou o sistema TF adaptive
e 0 sistema reciprocante WaveOne Primary, usando um dispositivo de ensaio de
corte com um suporte de plastico mével e um bloco de Plexiglas, contra o qual os
instrumentos foram testados. O TF Adaptive foi significantemente melhor que o
Wave One, chegando a penetrar até 8,7 mm contra 6,4 mm do WaveOne,
comprovando o melhor desempenho do TF Adaptive quanto o poder de corte.

O sistema Genius é hibrido por possuir uma lima de abertura cervical com
cinematica rotatéria, e limas que trabalham no comprimento de trabalho (CT) com
movimento reciprocante. O sistema Genius é novo no mercado, sendo este um dos
primeiros estudos realizados com esse sistema, portanto, ndo conseguimos fazer

referéncias anteriores.
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3 PROPOSICAO

Os obijetivos deste estudo foram:

a) Quantificar por DNA-DNA checkerboard hybridization a carga microbiana
e, pelo método de LAL, endotoxinas (EU/mL) nas infec¢cdes endoddnticas
primarias;

b) Realizar o monitoramento dos niveis de endotoxinas (EU/mL) e de carga
microbiana antes do tratamento, apdés o preparo biomecanico com
sistemas de instrumentacdo rotatdria, reciprocante e hibrida e apés o uso
da MIC de Ca(OH)z;

¢) Relacionar sinais e sintomas clinicos com niveis de endotoxinas, micro-
organismos e com complexos bacterianos;

d) Relacionar volumetria dos canais radiculares por meio de TCFC com

niveis de endotoxina, micro-organismos e complexos bacterianos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedimentos clinicos

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados em pacientes
encaminhados para a Clinica de Endodontia do Departamento de Odontologia
Restauradora do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos
(UNESP), e este projeto foi submetido a aprovedo pelo Comité de Etica deste
Instituto, por meio da Plataforma Brasil, protocolo n°® 1.824.172 (ANEXO A).

4.1.1 Selecgao de pacientes

Foram pré-selecionados 200 pacientes atendidos na Clinica de Endodontia
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos — UNESP, que
procuraram atendimento para realizacéo de tratamento endodoéntico. Triagens foram
realizadas com anamnese, exame clinico e radiografico, selecionando pacientes que
apresentavam dentes com necrose pulpar, lesdo periapical visivel
radiograficamente, condicbes de salde favoraveis, e que assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE A), aceitando fazer parte do estudo e
cumprir as condicdes estabelecidas para a pesquisa. Destes, foram selecionados 30

dentes para a execucdo da pesquisa.

4.1.2 Selecao dos casos

Critérios de inclusédo e excluséo foram utilizados para a selecdo dos casos.
Foi realizado um exame clinico verificando todas as caracteristicas clinicas referente

ao dente investigado como: presenca de restauracdes, caries, fistulas, dor a
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palpacdo e percussdo, mobilidade e dor prévia (APENDICE B). Foram incluidos na
pesquisa dentes com necrose pulpar e lesdo periapical, com ou sem exposi¢ao da
camara pulpar na cavidade oral. A condicdo pulpar também foi avaliada pela
realizacdo de testes térmicos de sensibilidade pulpar e foram realizadas radiografias
periapicais para constatar a presenca de lesao periapical. Foram selecionados 30
dentes, sendo que 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 0ssea periapical.
Foram excluidos da pesquisa pacientes que apresentavam doenca periodontal,
fratura radicular, presenca de MIC, pacientes que fizeram uso de antifingicos e
antibioticos nos ultimos 3 meses, impossibilidade de isolamento absoluto e de
insercao do cone de papel no canal radicular em seu comprimento aparente (CAD),
dentes com evidéncia radiografica de reabsorcdo interna e dentes submetidos a

tratamento endoddntico prévio.

4.1.3 Intervencgao odontologica

Todos os instrumentais utilizados nesta pesquisa foram submetidos a
esterilizacdo por radiacdo gama com cobalto 60 (dose 20 KGy por 6 horas) pela
CBE (CBE Empresa Brasileira de Radiagcédo, Cotia, SP, Brasil) e todos os passos
subsequentes foram realizados de forma asséptica. Os pacientes foram
anestesiados, em seguida foi realizado o isolamento absoluto, com vedamento da
interface coroa/lencol utilizando resina fotopolimerizavel (Top Dam - FKG Dentaire —
Labordental), seguido de profilaxia com escova Robinson (Microdont — Micro
Usinagem de Precisdo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e pasta profilatica (Vigodent S/A
Industria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Apés, os dentes foram lavados
com solugéo salina fisiolégica (Laboratério Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil). O
campo operatorio foi desinfectado utilizando swabs (Jiangsu Medical Materials Co.
Ltd., Jiangsu, China) estéreis umedecidos em agua oxigenada 30 volumes
(Byoférmula, Sao José dos Campos, SP, Brasil) seguido de NaOCI 2,5%

(Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) e na sequéncia foi realizada
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neutralizacdo do NaOCI utilizando tiossulfato de sédio 5% (Byoférmula, S&o José
dos Campos, SP, Brasil). A abertura coronaria foi realizada com o auxilio de brocas
acionadas em alta rotacdo, sob refrigeracdo de solucdo salina fisiologica
apirogénica. Apds a abertura coronaria foi feita a 12 coleta do conteudo do canal

radicular (Figura 1).

Figura 1 - Inicio da intervencédo endodontica

Legenda: a) isolamento absoluto e colocacao de barreira fotopolimerizavel; b) profilaxia realizada com
escova Robson e pasta profilatica; c) abertura coronéria.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.4 Coletas do Canal Radicular

Foram realizadas coletas do contetdo do canal radicular: 1) imediatamente

apos a abertura coronaria (1 col); 2) apos a instrumentacdo do canal radicular (2
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col); 3) ap6s a remocdo da MIC (3 col). Para cada coleta, 4 cones de papel
absorventes (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil)
apirogénicos foram utilizados, e foram introduzidos, um de cada vez, no interior do
canal radicular no comprimento pré-odontométrico (CPO = comprimento aparente
radiografico subtraido em 3 mm) permanecendo nesta posi¢cao por 60 segundos. O
primeiro cone de papel introduzido no canal radicular foi armazenado em um
microtubo (2 mL) estéril e apirogénico contendo 1 mL de agua apirogénica (Equiplex
Indastria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil), para posterior analise de
endotoxinas. Os outros 3 cones foram armazenados em 1 mL de Viability Medium

Goteborg Anaerobically (VMGA) Ill, para posterior analise microbiologica.

4.1.5 Preparo biomecanico

ApOs a primeira coleta, foi realizada a neutralizacdo do contetdo séptico do
canal radicular e posterior PBM utilizando NaOCI 2,5% como substancia quimica
auxiliar. O comprimento de trabalho (CT) foi estabelecido com o uso do localizador
apical (Root ZX Il — JMorita do Brasil), e confirmado radiograficamente com o uso de
RX digital, 1 mm aquém do comprimento total do dente.

Os dentes foram divididos em trés grupos experimentais (n=10), por meio de
sorteio realizado no dia do atendimento (Quadro 1). O primeiro grupo foi
instrumentado com limas do Sistema Rotat6rio Mtwo (MTWO) (RomiBras LTDA, Rio
de Janeiro, Brasil), utilizando o kit 701 e 702, que sdo limas rotatérias com
conicidades variadas, terminando a instrumentacdo com a lima 40.04. A
instrumentacdo foi realizada com movimentos de bicada até que o instrumento
atingisse o CT, com irrigacdo de 3 mL de NaOCl| 2,5% a cada troca de lima,
totalizando 24 mL de substancia quimica auxiliar. O segundo grupo foi
instrumentado pelo Sistema Reciprocante Reciproc® (REC) (VDW, Munich,
Germany) utilizando o instrumnto R 40 (40.06). A instrumentacao foi realizada por
tercos (cervical, médio e apical) no sentido coroa-apice, associado com irrigacdo de
NaOCI 2,5%, sendo 8 mL para cada terco instrumentado, totalizando 24 mL. O

terceiro grupo foi instrumentado pelo Sistema Hibrido Genius (GEN) (Ultradent,
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South Jordan, Utah, USA); por meio de preparo cervical utilizando um instrumento
rotatorio (30.08) para remocdo de interferéncias cervical, e em seguida, foram
utilizadas limas reciprocantes 25.04 e 40.04 até o CT. A cada troca de lima o canal
foi irrigado com 8 mL de NaOCI 2,5%, totalizando 24 mL.

Quadro 1 - Sistemas de instrumentacao utilizados durante preparo biomecanico

Grupo Sistemética Instrumentos Instrumentacéo Irrigacéo
MTWO Rotatério Kit 701 — limas 10.04, Todas as limas 3 mL de
15.05, 20.06, 25.06. no CT NaOCl 2,5% a
Kit 702 — limas 25.07, cada troca de
30.05, 35.04, 40.04 lima.
REC Reciprocante Lima Unica (40.06) Tergo cervical 8 mL de
Terco médio NaOCIl 2,5% a
Terco apical cada terco.
GEN Hibrido Preparo cervical rotatéria Lima inicial no 8 mL de
(30.08) terco cervical, NaOCIl 2,5% a
Reciprocante (25.04) limas restantes | cada troca de
Reciprocante (40.04) no CT. lima.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao final do PBM, foi realizado o desbridamento foraminal no comprimento do
dente, com instrumento LK 30. Os canais foram irrigados com 5 mL de tiossulfato de
sbédio 5% para neutralizacao da solucdo de NaOCI (Moller, 1966). A irrigacédo final foi
feita com 10 mL de solucao salina fisioldgica apirogénica e estéril, e em seguida, foi

realizada a 22 coleta da mesma forma descrita anteriormente (Figura 2).

4.1.6 Medicacgéo Intracanal

Apbs a segunda coleta, os canais foram preenchidos com solucdo de EDTA
17% (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil) por 5 minutos, lavados com 10 mL de
solucéo salina fisiologica apirogénica e estéril para colocacdo de MIC. Os canais

foram secos com cones de papel absorventes estéril e, em seguida, preenchidos
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com pasta de Ca(OH)z (Biodindmica Quimica e Farmacéutica LTDA, Parana, Brasil)
manipulado em associacdo com solucao salina fisiolégica, na concentracédo de 1:1
em volume, que foi inserida no canal com o auxilio de brocas lentulo
(Dentsply/Maillefer Instruments AS, Ballaigues, Swistzerland). Em seguida, os
dentes foram selados com uma camada de coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e restaurados provisoriamente com cimento de iondémero de vidro (S.S. White
Artigos Dentarios Ltda, RJ, Brasil).

Apos 14 dias do atendimento inicial, o paciente foi hovamente submetido a
anestesia, isolamento e antissepsia do campo operatorio, remocao do selamento
coronério, remocdo do MIC com lima Kerr #30 (Dentsply/Maillefer Instruments AS,
Ballaigues, Swistzerland) e irrigacdo com 10 mL de solucdo salina fisiolégica
apirogénica e estéril. Em seguida, foi realizada a 32 coleta do canal radicular como

descrito anteriormente.

Figura 2 - Intervencdo endoddntica

Legenda: a) Instrumentacédo do canal radicular; b) irrigagcdo com NaOCI 2,5% usando pontas NaviTip
(Ultradent, South Jordan, Utah, USA); c) coleta do canal radicular usando pontas de papel
absorvente, ap0s a irrigacao final com solucgao salina fisiolégica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.7 Obturagao dos canais radiculares

Foi realizada nova anamnese e exame clinico para verificar a presenca de
dor ou qualquer outro sinal persistente. Os casos que se apresentaram sem dor,
sem odor e secos, foram obturados pela técnica de cone Unico com cone de guta-
percha (Dentsply Maillefer Ind. Com. Ltda. Petropolis, RJ, Brasil) e cimento
obturador AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz). A confirmacdo do
preenchimento em lateralidade da obturacdo do canal foi realizada por meio de
radiografia periapical digitalizada.

Os passos dos procedimentos clinicos estdo esquematizados na Figura 3.

Figura 3 - Esquema do atendimento clinico

[ Aneﬂesia] — [Isolamento ] — Desinfeccdo — = Abertura
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Quantificagdo de endotoxinas

As amostras coletadas do canal radicular foram submetidas a analise
quantitativa de LPS pelo método cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus (cinético QCL - LAL). Este teste foi realizado em quadruplicata para todas as
coletas do conteudo do canal radicular.

Sempre que um kit do teste cromogénico QCL do LAL foi iniciado, foi
realizada uma curva-padrdo. O controle padrdo de endotoxina (CPE) de E. coli foi
reconstituido com um volume especificado, no Certificado de Qualidade, de agua
apirogénica. Esta suspensao contém 50 EU/mL. Foram realizadas diluicbes a partir
deste padrdo de endotoxina em diferentes concentracdes (50; 5; 0,5; 0,05; 0,005
EU/mI). Para cada amostra, foi realizado um controle positivo (amostra do contetdo
do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos, foram adicionados 100 uL de 4gua
apirogénica (branco da reagdo), os padrdoes de endotoxina, as amostras coletadas
do canal radicular e os controles positivos. A placa foi incubada no leitor cinético
QCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA) a 37+1°C por 10 minutos, o qual estava
acoplado a um microcomputador com software Wink QCL especifico para
gerenciamento, execucdo e emissao de relatérios. Apos, foram adicionados em cada
poco da placa 100 uL do reagente cinético cromogénico do LAL, com uma
micropipeta multicanal e ponteiras apirogénicas. Apds o inicio do ensaio cinético, o
software da leitora de microplacas monitora, de forma continua todo o ensaio, a
absorbéancia a 405 nm em cada poco da microplaca. O leitor determinou o tempo
necessario para aumentar a absorbancia de cada poco a 0.200 unidades de
absorbancia, que foi denominado tempo de reacdo. O software WinkQCL
automaticamente calculou uma correlacao linear log/log do tempo de reacdo de cada
padrdo com a concentracdo de endotoxina correspondente. Os parametros da

curva-padréo foram salvos no relatério de impresséo.
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4.3 Anélise por checkerboard

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization, foi realizado no
Laboratorio 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 tubos eppendorf contendo os 3 cones de papel (amostra matriz)
armazenados em 1 mL de meio de transporte préreduzido VMGA Il foram agitados
até a dessorcao do contetdo para facilitar a dispersédo dos micro-organismos e 300
pul de cada amostra foram transferidos para outro tubo eppendorf. AplGs 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 solucdo tampédo 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 refrigeracéo a
-20 °C até que fossem analisadas.

4.3.1 Cepas bacterianas e condicdes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo das
sondas de DNA estd apresentada no quadro 2. As espécies avaliadas foram
selecionadas devido a sua associagao as infec¢cdes endodbnticas 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, MI, EUA) e cultivado em
Agar-triptose de soja (Difco Laboratories, Detroit, Ml, 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 &gar-triptose de soja com 5% de sangue
desfibrinado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil muramico (NAM) (Sigma
Chemical Co, St. Luois, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um meio
similar, suplementado com 5% de sangue desfibrinado de ovelha, 0,3 pg/mL de
menadiona e 5 pgmL de hemina. As espécies T. denticola e Treponema socranskii
foram cultivadas em caldo para crescimento de Mycoplasma suplementado com 1
mg/mL de glicose (Sigma), 400 pg-mL de niacinamida (Sigma), 150 pg/mL de
espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pug/mL de isobutirato de sédio (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).

4.3.2 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 centrifugacao na
solucéo TE a 3500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas foram
novamente suspensas e lisadas em SDS (dodecilsulfato de sédio, 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 solucao
tampao TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al.
(1989). As sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies
(Quadro 2) pela marcacao de 1 pg 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 2 - Relacao das cepas bacterianas, o metabolismo respiratério e a coloracéo
Gram das bactérias utilizadas para o desenvolvimento da sonda de DNA bacteriano,

divididas por complexos

Espécie Cepas Metabolismo Gram
Complexo vermelho

Porphyromonas gingivalis 33277 Anaerdbbio estrito Gram -
Tannerella forsythia 43037 Anaerobio estrito Gram -
Treponema denticola Bl Anaerbbio estrito Gram -
Complexo roxo

Actinomyces odontolyticus 17929 Anaerdébio facultativo Gram +
Veillonella parvula 10790 Anaerobio estrito Gram -
Complexo verde

Agregatibacter 43718 e 29523 Anaerobio estrito Gram -
actinomycetemcomitans (a+b)

Capnocytophaga gingivalis 33624 Anaerébio estrito Gram -
Capnocytophaga ochracea 33596 Anaerébio estrito Gram -
Capnocytophaga sputigena 33612 Anaerébio estrito Gram -
Eikenella corrodens 23837 Anaerobio facultativo Gram -
Complexo laranja principal

Fusobacterium nucleatum ssp 25586 Anaerdébio estrito Gram -
nucleatum

Fusobacterium nucleatum ssp 10953 Anaerdébio estrito Gram -
polymorphum

Fusobacterium nucleatum ssp 49256 Anaerdébio estrito Gram -
vincentii

Fusobacterium periodonticum 33693 Anaerbbio estrito Gram -
Parvimonas micra 33270 Anaerobio estrito Gram +
Prevotella intermédia 25611 Anaerobio estrito Gram -
Prevotela nigrescens 33563 Anaerbbio estrito Gram -
Streptococcus constellatus 27823 Anaeraébio facultativo Gram +
Complexo laranja periférico

Campylobacter gracilis 33236 Anaerbbio estrito Gram -
Campylobacter rectus 33238 Anaerbbio estrito Gram -
Campylobacter showae 51146 Anaerbbio estrito Gram -
Eubacterium nodatum 33099 Anaerobio estrito Gram +
Complexo Amarelo

Streptococcus gordonii 10558 Anaeraébio facultativo Gram +
Streptococcus intermedius 27335 Anaeraébio facultativo Gram +
Streptococcus mitis 49456 Anaerabbio facultativo Gram +
Streptococcus sanguinis 10556 Anaerabbio facultativo Gram +
QOutras espécies

Actinomyces israelli 12102 Anaerdébio facultativo Gram +
Actinomyces oris 43146 Anaeraébio facultativo Gram +
Enterococcus faecalis 29212 Anaerobio facultativo Gram +
Enterococcus faecium 6569 Anaerobio facultativo Gram +
Eubacterium saburreum 33271 Anaerobio estrito Gram +
Gemella morbillorum 27824 Anaerbbio estrito Gram +
Leptotrichia buccalis 14201 Anaerbbio estrito Gram -
Neisseria mucosa 19696 Anaerobio facultativo Gram -
Porphyromonas endodontalis 35406 Anaerbbio estrito Gram -
Prevotella melaninogenica 25845 Anaerobio estrito Gram -
Propionybacterium acnes (I+ll) 11827 e 11282 Anaerobio aerotoleravel | Gram +
Selemonas noxia 43541 Anaerobio estrito Gram -
Strepctococcus anginosus 33397 Anaerbbio facultativo Gram +
Treponema socranskii S1 Anaerbbio estrito Gram -

Fonte: Elaborado pelo autor.




48

4.3.3 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 amdnia (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- USA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — USA).

Suspenséo de cada amostra contendo DNA livre foi depositada nas fendas
do Minislot 30® e o DNA permaneceu depositado na membrana de nylon. As duas
Ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas para a colocacao dos controles,
contendo uma mistura das espécies dos micro-organismos que foram investigados
pelas sondas de DNA, em duas concentracfes, 105 e 106 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 solucao 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 sdédio (pH 6,5) (Labsynth) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura
(Sigma). Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45® (Immunetics,
Cambridge, MA — USA) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos
controles perpendiculares as canaletas do aparato.

Cada sonda de DNA contida numa solucao de hibridizagéo (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 uL de uma determinada sonda. As sondas hibridizaram perpendicularmente as
linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato xadrez, uma vez
gue as linhas de DNA horizontais se cruzaram com as verticais correspondente as

canaletas contendo as sondas de DNA. O aparato Miniblotter 45® e a membrana
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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 hibridizacdo ocorresse. A hibridizacdo das membranas com as
sondas ocorreu durante um periodo minimo de 12 horas (overnight).

Apo6s 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 Na2HPO4, a fim de remover
sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas foram
imersas por 1 hora sob agitagdo, em uma solucdo bloqueadora contendo 1% de
acido maleico (Vetec), 3 M NaCl, 0,2 M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec),
0,5% caseina (pH 8,0) e, logo apds, por 30 minutos na mesma solucdo contendo
anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim — Germany) conjugado a fosfatase alcalina (Roche), em uma
concentragdo de 1:10000. As membranas foram, entdo, lavadas 2 vezes, por 20
minutos, em uma solucédo de 0,1 M &cido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3%
Tween 20, pH 8,0, e uma vez, por 5 minutos, em uma solucéo de 0,1 M de Tris HCI,
0,1 M de NaCl (pH 9,5). Para deteccdo dos sinais as membranas foram incubadas
por 45 minutos a 37 °C em uma solugéo detectora contendo substrato para fosfatase
alcalina, CDP-Star Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited,
Buckinghamshire — UK). Em seguida, as membranas foram colocadas em um
cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil) sob um
filme radiografico (Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, S&o 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¢cdes do fabricante (Figura 4).

A leitura dos filmes radiogréficos foi realizada por um uUnico 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 108 células bacterianas. A intensidade de hibridizagéo foi dividida em

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

cerca de 108 células ou mais.

Figura 4 - Teste checkerboard DNA-DNA hybridization

‘1'73'5;“:;.5
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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 radiografico revelado contendo os sinais

produzidos pelas sondas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Volumetria dos canais radiculares

Com as TCFC realizadas antes do tratamento endodoéntico, foi verificada a
volumetria dos canais radiculares (mm3) com infeccédo primaria.

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

O processo de segmentacdo e as medi¢cdes volumétricas foram feitas

usando o longo eixo do dente como referéncia, seguindo as seguintes etapas:

a) De posse da tela de reconstru¢cdo MPR foi realizado o posicionamento
das coordenadas “X”, “Y” e “Z” nos planos axial, coronal e sagital, de

acordo com o dente a ser avaliado: corte axial — perpendicular ao longo
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eixo do dente, corte sagital — paralelo ao longo eixo do dente, alinhado ao
rebordo alveolar, corte coronal — alinhado ao longo eixo do dente;

b) Realizacdo da segmentacdo 2D e medidas dos canais radiculares em
todos os 3 planos (axial, sagital e coronal) para determinar a area
radioltcida que delimita o canal radicular;

c) Apoés a criagdo das medidas nos planos de corte sagital, coronal e axial,
foi determinado uma forma que abranja todo o limite do canal radicular,
com margem de seguranca, para formatacdo da reconstrucdo 3D da
radiolucéncia do canal;

d) Os limites do canal foram inspecionados para verificar se esta
contemplada na forma gerada;

e) Utilizou-se a opgao “detectar volume” do software para automaticamente

calcular os volumes dos canais radiculares (Figura 5).

Figura 5 - Imagem da TCFC da verificacdo pré-operatodria transferidos para o
software Nemotec® apOs criacdo das medidas do canal radicular nos diferentes
planos de corte, formando um poligono que abrangesse todo o limite do canal

Legenda: Volumetria do canal radicular (mm?3): a) plano axial; b) plano sagital; c) plano coronal; d)
reconstrucdo 3D da radiolucéncia do canal radicular.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram montados em planilhas excel e todos os célculos
foram feitos por meio do sistema SAS (SAS Institute Inc. The SAS System, release
9.3. SAS Institute Inc., Cary:NC. 2011). Foi realizado analise descritiva a fim de
possibilitar a visualizacéo e distribuicdo dos dados.

O teste de Qui quadrado foi utilizado para comprovar a ndo casualidade
entre todos os sinais e sintomas, comprovando a significancia dos dados obtidos.
Isoladamente, o teste exato de Fischer foi ulitizado para verificar as associagdes
positivas entre 0s sinais e sintomas com a microbiota encontrada no canal radicular.

Foi realizado o teste de Tukey para avaliar o efeito no preparo biomecéanico
na reducdo da deteccdo de micro-organismos e de endotoxinas ao longo das
diferentes etapas do tratamento endoddntico.

Para associacdo da volumetria do canal radicular, foi usado o teste de
correlacdo de Pearson, que gera um coeficiente que permite quantificar a natureza
(direta ou inversamente proporcional) e a magnitude da associacao (forte ou fraca)
como segue: correlacdo muito forte (>0,80); forte (0,80 — 0,60); intermediario (0,60-
0,40); fraco (<0,40).
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5 RESULTADO

5.1 Quantificacdo e monitoramento do perfil bacteriano e de endotoxinas
durante as diferentes fases do tratamento endoddéntico

Todas as 30 amostras iniciais (30/30) apresentaram presenca de DNA
bacteriano. Na primeira coleta, o numero de espécies bacterianas variou de 1 a 36
espécies por canal, tendo em média 11,3 espécies. Os micro-organismos mais
frenquentementes encontrados foram: C. ochracea (53,33%), F. nucleatum ssp
vicentii (53,33%), L. buccalis (46,67%) e P. gingivalis (46,67%), como demonstrado
na figura 6. O grupo MTWO, foram encontrados de 5 a 36 espécies bacterianas na
coleta inicial, com uma média de 17 espécies; o grupo REC apresentou na coleta
inicial de 1 a 18 espécies bacterianas, com média de 10,2 espécies por canal; o
grupo GEN, foram encontradas de 2 a 10 espécies bacterianas na coleta inicial, com
uma média de 6,7 espécies por canal.

Na segunda coleta, o nimero de espécies bacterianas variou de 1 a 28 por
canal, tendo média de 10,1 espécies. As bactérias mais frenquentes foram a F.
nucleatum ssp vicentii (50%) e L. buccalis (50%), seguido de P. gingivalis (46,7%) e
S. mitis (43,3%), como evidenciado na figura 7. O grupo MTWO, coleta apés o PBM,
foram encontrados de 2 a 28 espécies bacterianas, com média de 12,5 espécies por
canal; o grupo REC, na coleta ap6s o PBM, de 1 a 21 espécies bacterianas foram
encontradas, com média de 8,5; o grupo GEN apresentou 5 a 17 espécies
bacterianas, com uma média de 9,4 espécies por canal.

Na terceira coleta dos canais radiculares, foram encontradas de 1 a 34
espécies bacterianas por canal, com uma média de 11,43 espécies. Os micro-
organismos mais frequentes foram C. gracilis (53,3%), seguido de C. ochracea
(46,7%), L. buccalis (43,3%), S. constellatus (43,3%) e S. intermedius (43,3%),
conforme observado na figura 8. O grupo MTWO, na coleta apés a MIC, foram
encontrados de 1 a 34 espécies, com média de 16,8 espécies; no grupo REC foram
encontradas de 1 a 23 espécies ha coleta apos a MIC, com média de 9,8 espécies; 0
grupo GEN, apos a MIC, 4 a 11 espécies foram encontradas, com uma média de 7,7

espécies bacterianas por canal.
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Figura 6 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano encontradas na primeira coleta de dentes com infeccdo endodéntica
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Legenda: o comprimento total de cada barra indica a porcentagem de amostras positivas, e cores
diferentes indicam a porcentagem dessas amostras contendo diferentes concentracdes de DNA

bacteriano

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano encontradas na segunda coleta de dentes com infeccdo endoddntica
primaria
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Legenda: o comprimento total de cada barra indica a porcentagem de amostras positivas, e cores
diferentes indicam a porcentagem dessas amostras contendo diferentes concentracfes de DNA
bacteriano

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 - Grafico de barras de frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano encontradas na terceira coleta de dentes com infec¢cdo endoddntica

primaria
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Legenda: o comprimento total de cada barra indica a porcentagem de amostras positivas, e cores
diferentes indicam a porcentagem dessas amostras contendo diferentes concentracdes de DNA

bacteriano

Fonte: Elaborado pelo autor.



57

O quadro 3 evidencia a reducdo da frequéncia de deteccdao dos micro-

organismos durante o tratamento endodéntico, antes e apds o PBM com diferentes

sistemas de instrumentacao e apos MIC de Ca(OH)2.

Quadro 3 - Frequéncia em numeros de casos de deteccdo dos micro-organismos
pesquisados durante o tratamento endoddntico

L. Inicial Apés PBM Apbs MIC
Especies Genius Mtwo Reciproc | Genius Mtwo Reciproc
A.actinomycetemcomitans 8 6 3 1 4 5 2
A.israelli 2 0 0 0 0 0 1
A.odontolyticus 3 0 0 1 0 0 0
A.oris 4 0 1 0 0 2 1
C.gracilis 10 4 4 1 6 4 6
C.ochracea 16 2 8 2 2 8 4
C.rectus 8 4 4 3 4 4 3
C.showae 6 0 2 0 0 3 4
C.sputigena 8 2 4 2 2 5 4
E.corrodens 6 2 4 3 3 6 2
E.faecalis 13 2 4 4 3 5 3
E.faecium 8 1 8 0 2 6 1
E.nodatum 8 4 0 1 3 1 1
E.saburreum 7 1 3 0 1 8 0
F.nucleatum sp nucleatum 6 2 0 2 2 1 2
F.nucleatum sp polymorphum 3 2 0 0 0 1 3
F.nucleatum sp vicentii 16 5 5 5 2 9 1
F.periodonticum 6 3 0 3 2 3 4
C.gingivalis 3 0 2 2 1 2 2
G.morbillorum 12 1 5 4 2 6 4
L.buccalis 14 4 5 6 2 6 5
N.mucosa 4 0 0 2 0 2 2
P.acnes 9 3 3 5 3 4 4
P.endodontalis 8 0 3 0 1 4 1
P.gingivalis 14 7 4 3 8 3 1
P.intermedia 9 0 4 4 0 5 4
P.melaninogenica 13 3 3 5 3 5 2
P.micra 8 1 5 0 0 8 0
P.nigrescens 6 0 2 0 0 4 1
S.anginosus 12 6 4 2 3 4 2
S.constellatus 10 8 3 1 7 4 2
S.gordonii 8 2 4 4 0 4 2
S.intermedius 12 2 5 3 1 5 5
S.mitis 12 5 4 4 4 5 4
S.noxia 6 2 3 3 1 4 2
S.sanguinis 7 5 4 3 2 5 4
T.denticola 7 0 2 1 0 4 1
T.forsythia 8 3 1 3 1 2 5
T.socransKii 10 2 1 2 2 3 2
V.parvula 9 0 7 0 0 8 1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observando a figura 9, € possivel verificar a diferenca entre o valor médio da

carga bacteriana balanceado pelo niumero de pacientes para todas as espécies

pesquisadas, nas trés coletas estudadas.

Figura 9 - Grafico de linhas mostrando a diferenca entre o valor médio da carga
bacteriana balanceado pelo numero de pacientes para todas as espécies
pesquisadas, nas trés coletas realizadas durante o tratamento endodontico
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Embora os tratamentos tenham diminuido o numero de espécies
microbianas, ndo houve diferencas estatisticas entre as diferentes etapas do
tratamento endodontico (Tabela 1 e Figura 10). Entretanto, quando comparamos o
namero de espécies entre os diferentes grupos experimentais, percebe-se que o
grupo MTWO diferencia significativamente do grupo GEN (p=0,03), como

evidenciado na figura 11 e tabela 1.

Tabela 1 - Média do numero de espécies microbianas encontradas em cada grupo
nas diferentes fases do tratamento endodontico

Inicial Apbs PBM Apds MIC

Grupos _ _ _ _ . ,
(média / min-max) (média / min-max) (média / min-max)

17 (5-36 12,4 (2-28 16,8 (1-34

MTWO (5-36) (2-28) (1-34)
Aa Aa Aa

10,2 (1-18 8,5 (1-21 9,8 (1-23

REC (1-18) (1-21) (1-23)
ABa ABa ABa

6,7 (2-10 9,4 (5-17 7,7 (4-11

GEN (2-10) (5-17) (4-11)
Ba Ba Ba

*Letras mailsculas indicam diferenga entre as linhas (inter-grupos) e letras mindsculas indicam
diferenca nas colunas (intra-grupos).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Gréfico de barras mostrando o nimero médio de espécies microbianas
por coleta, em cada grupo estudado

Inicial Apds PBM Apbs MIC

18
16
14

Nimero médio de espécies

[ R AR -]

m Mtwo M Reciproc M Genius

Fonte: Elaborado pelo autor.



60

Figura 11 - Gréafico de barras mostrando o nimero médio de espécies microbianas

por grupo estudado

Numero medio de especies
0o

Mtwo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Reciproc
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Na tabela 2, observa-se a reducéo dos niveis de endotoxinas nos diferentes

grupos experimentais, comparando as coletas entre si e entre 0s grupos, durante as

diferentes etapas do tratamento endoddntico.

Tabela 2 - Média dos niveis de endotoxinas (EU/mL) encontradas em cada grupo,

nas diferentes etapas do tratamento endodontico

GRUPOS
Coletas : :
Mtwo Reciproc Genius
Média (EU/mL) 32,12 390,11 500,61
Min-Max 5,95 -93 1,76-1960 5,24 —-1700
INICIAL ( ) ( ) ( ) ( )
Letras* Aa ABa Ba
Média (EU/mL) 1,58 135,76 40,77
APOS PBM (Min-Max) (0 -3,59) (0,39 — 1143) (0,4-204)
Letras* Ab Ab Ab
Média (EU/mL) 1,18 22,27 5,23
APOS MIC (Min-Max) (0,71-1,92) (0,49 — 146) (0,41-15,5)
Letras* Ab Ab Ab

*Letras mailisculas indicam diferenca entre as linhas (inter-grupos) e letras

diferenca nas colunas (intra-grupos).
Fonte: Elaborado pelo autor.

mindsculas indicam
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Todos os grupos reduziram significativamente o niumero de endotoxinas
apos o PBM, sendo que o grupo MTWO foi o que apresentou os melhores
resultados (95,05%), seguido pelo grupo GEN (91,85%) e REC (64,68%). Quando
comparado a coleta inicial com coleta apés a MIC, o grupo que mais reduziu
endotoxinas foi o GEN (98,95%), seguido pelo MTWO (96,32%) e REC (94,29%).
Quando comparado a coleta apés o PBM com a coleta apds a MIC, o grupo que
mais reduziu foi o GEN (87,17%), seguido pelo REC (83,59%) MTWO (25,31%).

A figura 12 mostra a reducéo dos niveis de endotoxinas para cada amostra,

durante todo o tratamento endodéntico.

Figura 12 - Grafico de linhas evidenciando a reducdo dos niveis de endotoxinas
(EU/mL) durante o tratamento endododntico nos trés grupos pesquisados
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Fonte: Elaborado pelo autor

A figura 13 ilustra a reducdo do nivel de endotoxinas durante as diferentes

fases do tratamento endodontico, nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 13 - Média dos niveis de endotoxinas (EU/mL) para cada coleta, nos
diferentes grupos experimentais
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Associacdo de micro-organismos e endotoxinas com sinais e sintomas
clinicos em dentes com infec¢do endoddéntica primaria

Os dentes tratados foram: incisivos centrais (11/30), incisivos laterais (7/30),

caninos (5/30) e segundos pré-molares (7/30). Durante anamnese 6/30 relataram

dor prévia. Clinicamente, foi observado 23,3% dos pacientes (7/30) apresentavam

dor a percussao, 13,3% (4/30) dor a palpacéo; 16,6% (5/30) apresentaram fistula e a

presenca de exsudato foi observada em 6,6% (2/30) dos pacientes (Tabela 3).

Tabela 3 - Sinais e sintomas clinicos nos diferentes grupos experimentais

Grupo Dor Prévia | Percussao | Palpacéao Fistula Exudato
MTWO 3 (10) 4 (10) 1 (10) 4 (10) 1 (10)
REC 2 (10) 1 (10) 1 (10) 1 (10) 1 (10)
GEN 1 (10) 2 (10) 2 (10) 0 (10) 0 (10)
TOTAL 6 (30) 7 (30) 4 (30) 5 (30) 2 (30)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A analise pelo teste exato de Fischer mostrou que a presenca de dor prévia
foi relacionada com P. nigrescens (p=0,014). A dor a percusséao foi relacionada com
P. gingivalis (p=0,007), V. parvula (p=0,041), C. sputigena (p=0,014), P. nigrescens
(p=0,009) e S. saburreum (p=0,01). A presenca de fistula foi relacionada com as
espécies E. corrodens (p=0,018), P. micra (p=0,007), C. showae (p=0,055) e E.
saburreum (p=0,007).

As associacfes de micro-organismos também foram analisadas, sendo
encontradas relacdes entre a presenca de fistula com micro-organismos Gram-
positivos (p=0,032), anaerdbios facultativos (p=0,027) e com o complexo laranja
(p=0,023).

O quadro 4 mostra as associa¢cfes positivas entre sinais e sintomas clinicos

com espécies microbianas, complexos e suas caracteristicas.

Quadro 4 - Associacdes positivas entre sinais e sintomas

Associacdes positivas
Sinais e
Sintomas Complexos Caracteristicas Espécies de micro-
bacterianos bacterianas organismos
Dor prévia Sem associacdo | Sem associagdo Prevotella nigrescens
Porphyromonas gingivalis
. Veillonella parvula
Dor a o o _
_ Sem associagao | Sem associacao Capnocytophaga sputigena
percusséo _
Prevotella nigrescens
Eubacterium saburreum
Eikenella corrodens
Gram + ) ]
) ) o Parvimona micra
Fistula Laranja Anaerdbio
_ Campylobacter showae
facultativo .
Eubacterium saburreum

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando associado endotoxinas com sinais e sintomas clinicos por meio do

teste exato de Fischer, ndo foram encontradas associa¢des positivas, conforme

observado na tabela 4.
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Tabela 4 - Frequéncia e valor de p para estudo da associacdo entre sinais e
sintomas clinicos e niveis de endotoxinas

Sinais e sintomas Endotoxina (Mediana: 5,60) Teste Exato de Fisher
clinicos <=mediana | > mediana (valor p)

DOR

N&o 4 (16,67) 20 (83,33)

Sim 0 (0.00) 6 (100,00) 0,5569

PERCUSSAO

N&o 4 (17,39) 19 (82,61)

Sim 0 (0.00) 6 (100,00) 05476

PALPACAO

N&o 3 (11,54) 23 (88,46)

Sim 1 (25,00) 3 (75.00) 0,4545

FISTULA

N&o 3 (12,00) 22 (88,00)

Sim 1 (20.00) 4 (80.00) 0,5384

EXUDATO

N&o 3 (10,71) 25 (89,29)

Sim 1 (50.00) 1 (50.00) 0,2529

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3 Relacdo entre volumetria do canal radicular (mm?3 com niveis de
endotoxinas, micro-organismos, complexos bacterianos e caracteristicas
microbianas

Através do teste de correlacdo de Pearson foi possivel relacionar o volume
do canal radicular (mm3) com niveis de endotoxinas (EU/mL), micro-organismos,
bem como suas caracteristicas e complexos microbianos. O volume do canal
radicular foi obtido em cm?, e convertido para mm3, através do software Nemotec®,
como exemplificado na figura 14.

Verificou-se que micro-organismos € seus complexos se mostram
diretamente proporcional ao volume do canal radicular. Na tabela 5 observa-se as
associacbes positivas encontradas entre a volumetria do canal radicular com os

micro-organismos estudados.
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Figura 14 - Imagem da TCFC pré-operatoria transferidos para o software Nemotec®
apos criagcdo das medidas do canal radicular nos diferentes planos de corte,
formando um poligono que abrange todo o limite do canal, sendo possivel o céalculo
do volume do canal radicular em cm?

1

Vias aéreas

Parametros de detecgao
1. Def. Vol. limitrofe
Defini

2. Def. Ponto de partida

Situar Ponto

Houndsfield: 359 HU,

3. Def. Tolerancia

500 = Hu.

| DetectarVolume |

Propiedades

Volume: 0.03 (o5

do: 134217 mm2.

Sessio Axial: | 1.00 | mm2.

Legenda: A) plano axial: linha roxa acompanha o longo eixo do dente; B) plano sagital: linha verde
acompanha o longo eixo do dente; C) plano coronal: linha roxa acompanha o longo eixo do dente; D)
reconstrucdo 3D da radiolucéncia do canal radicular.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando associa-se a volumetria do canal radicular com os complexos
microbianos e as caracteristicas de respiracdo celular e coloracdo Gram dos micro-
organismos, encontra-se associacdes positivas entre 0os complexos roxo, verde,
laranja, laranja periférico e amarelo, entre aerdbios e anaerdbios, e entre Gram-

positivos e Gram-negativos, como visto na tabela 6.
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Tabela 5 - Associacdes positivas entre espécies bacterianas e volume do canal
radicular em dentes com infec¢do endodontica priméaria

Espécies de Micro-organismo Coeficiente de  Associacdo Valor p

Correlacéo de

Pearson

Parvimonas micra 0,69 Forte <0,0001
Eubacterium saburreum 0,59 0,0005
Veillonella parvula 0,56 0,0011
Leptotrichia buccalis 0,52 0,0027
Fusobacterium nucleatum ssp vicentii 0,52 0,0032

Neisseria mucosa 0,51 0,004
Eikenella corrodens 0,47 0,0074
Enterococcus faecalis 0,47 0,0079
Enterococcus faecium 0,46 Intermediaria  0,0089
Actinomyces oris 0,46 0,0103
Streptococcus sanguini 0,45 0,0114
Prevotella nigrescens 0,45 0,0125
Campylobacter gracilis 0,44 0,0133
Capnocytophaga ochracea 0,44 0,0134
Prevotella intermedia 0,42 0,0184
Streptococcus gordonii 0,38 0,0373
Fusobacterium periodonticum 0,37 Fraca 0,0440

Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o houve associagcdo positiva entre endotoxinas e volumetria do canal

radicular (p>.05).
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Tabela 6 - Associacfes positivas entre complexos bacterianos e caracteristicas
bacterianas e volume do canal radicular em dentes com infeccdo endoddntica

primaria

Coeficiente de | Associacao | Valor

correlagao de p

Pearson

Laranja 0,61 Forte 0,0003
Verde 0,58 Intermediario 00,0007
Complexos Roxo 0,50 0,0041
bacterianos Amarelo 0,39 Fraco 0,0299
Laranja periférico 0,37 0,0386
Anaerdbio estrito 0,63 Forte 0,0002
Caracteristicas Gram-negativo 0,58 0,0006
bacterianas Gram-positivo 0,57 Intermediario 00,0009
Anaerdbio facultativo 0,52 0,0027

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com o intuito de tragcar um perfil microbiolégico em
dentes com infeccdo endodontica priméria e comparar a agdo antimicrobiana do
PBM utilizando NaOCl e diferentes sistemas de instrumentacdo mecanizada,
seguido de MIC de Ca(OH)2. Para combater a infeccdo presente no interior dos
canais radiculares, € necessario conhecer os patdogenos mais frequentes, mais
agressivos e também o0s mais resistentes ao tratamento endodéntico, a fim de
buscar solucbes para o combate a infeccéo, objetivando maior sucesso da terapia
endodontica.

Com o avango da biologia molecular, a identificagdo de micro-organimos
presentes nas infec¢cbes endodénticas se tornou mais facil, uma vez que o DNA de
células bacterianas é utilizado para a identificacdo de micro-organismo. O método de
checkerboard DNA-DNA hydridization € bastante recomendado com o objetivo de
tracar o perfil bacteriano em infecgbes polimicrobianas, pois permite identificar
simultaneamente, em 28 amostras, 40 bactérias em apenas uma membrana. E um
teste rapido, que identifica micro-organismos nao cultivaveis, e ndo necessita de
ampliacdo ou diluicdo da amostra, sendo que os dados quantitativos apontados pelo
teste sdo fiéis e confiaveis (Socransky et al., 2004). Ele funciona utiliza sondas que
contém fragmentos de DNA de cadeia simples, marcados com uma enzima, que
pode ser um componente quimioluminescente ou um is6topo radioativo, que se
ligam as suas sequéncias complementares de acidos nucléicos, usando genes
especificos, que permite identificar espécies e subespécies (Siqueira, Rocas,
2005a).

O método também apresenta algumas desvantagens, como a possibilidade
de detectar DNA bacteriano de micro-organimos que foram recentemente mortos,
por ainda terem seu DNA integro na amostra. Além disso, o uso de NaOCI e de MIC
com Ca(OH)2 podem degradar ou oxidar o DNA dos micro-organimos,
respectivamente, podendo interferir nos resultados (Sakamoto et al., 2007).

As 40 espécies bacterianas escolhidas para identificacdo foram micro-
organismos anaerdbios facultativos ou estritos, Gram-positivos e Gram-negativos, e

que sado comumente estudados em casos de doecas periodontais e/ou
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endododnticas, que foi confirmado principalmente apds os estudos moleculares feitos
na &rea (Siqueira, Rocgas, 2005b; Ferreira et al., 2015).

No presente estudo, verificou-se que nas coletas iniciais haviam presenca de
pelo menos duas espécies de micro-organismos em todos os canais radiculares, o
que sustenta o fato de que as infec¢Bes endododnticas primarias sdo polimicrobianas
(Siqueira et al., 2002b), com predominio de bactérias Gram-negativas (Nébrega et
al., 2016). Algumas espécies bacterianas ja foram relacionadas a dentes com
infeccdo endodbntica primaria, sendo géneros como Porphyromonas e
Fusobacterium alguns dos mais prevalentes (Siqueira et al., 2002b; Gomes et al.,
2004, Ferreira et al., 2015). No presente estudo, estas bactérias foram encontradas
em 46,67% e 53,33% respectivamente, das coletas iniciais. Os resultados revelaram
que C. ochracea e F. nucleatum foram as espécies mais prevalentes na coleta
inicial, seguida de P. gingivalis e LF. buccalis. Ferreira et al. (2015) também
detectaram maior prevaléncia de C. ochracea e F. nucleatum em dentes com
infeccdo endodontica primaria, corroborando com os resultados encontrados neste
estudo. C. ochracea é uma bactéria Gram-negativa reconhecida por causar sepses
em pacientes imunocomprometidos (Desai et al., 2007), além de ser associada com
a doenca periodontal severa e avancada. Estudos em peridontia relatam a
possibilidade de bactérias envolvidas na doenca periodontal alcancarem a corrente
sanguinea resultando em bacteremia (Ciantar et al., 2005). Entretanto, pouco se
sabe sobre este assunto na endodontia. Capnocytophaga € um patégeno relevante
pois no presente estudo foi detectado em 53,33% dos canais radiculares na coleta
inicial, e mesmo apés a MIC, ainda persistia em 46,7% dos casos, 0 que deve ser
levado em consderacédo em estudos posteriores na endodontia.

F. nucleatum também foi detectado em 53,33% dos casos e se manteve
presente nos canais independente dos tratamentos realizados. Sabe-se que este
micro-organismo possui grande importancia na formagéo de biofilmes, pois é uma
bactéria adesiva e que coagrega varias espécies bacterianas, uma vez que possui
proteinas de adesdo celular em sua membrana externa, favorecendo a interagéo
com outras espécies (Kaplan et al., 2009, 2014). A eliminacdo deste patdgeno pode
ser um importante aspecto para remocao de biofilme intracanal.

P. gingivalis também foi observada como uma das espécies mais

prevalentes na coleta inicial, estando presente em 46,67% dos casos, € € um
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colonizador intracanal que pode interagir com F. nucletaum, que € um facilitador da
colonizacdo do P. gingivalis (Ahn et al., 2016). Esta bactéria € Gram-negativa
anaerobia estrita, que apresenta varios fatores de viruléncia, como a presenca de
fimbrias, que sdo proteinas extracelulares relacionadas com a formacao do biofilme;
além destas, o LPS, proteinases e hemaglutininas, produtos desta bactéria, também
estdo relacionadas a varios estagios da doenca periapical (Holt et al., 1999; Enersen
et al., 2013). Além disto, P. gingivalis ja foi relacionada a doencas sistémicas, como
doengas cardiacas corondrias, diabete mellitus, acidente vascular cerebral e parto
prematuro de bebes com baixo peso (Li et al., 2000) que torna significante
importante a eliminagdo deste patdégeno nas infec¢des endoddnticas.

Outro micro-organismo encontrado em 46,67% dos casos foi L. buccalis,
bactéria anaerobia estrita Gram-negativa, que possui em sua membrana o LPS, e
esta relacionada com casos de febre, septicemia, necrose tumoral, choque e aborto,
principalmente em pacientes com neutropenia, estando relacionada com endocardite
bacteriana (Eribe, Olsen, 2008). Essa bactéria também foi detectada com alta
prevaléncia em outros estudos em casos de infeccdes endodénticas primarias
(Sassone et al., 2008a, 2007).

Uma vez que dentes com infeccdo endoddntica possuem micro-organismo
capazes de causar efeitos tdo destrutivos, durante o tratamento endoddntico é
necessario sanar o canal radicular com objetivo de eliminar esses patégenos que
compdem o biofilme intraradicular, criando condicbes para que o0 organismo cure a
infeccdo e a normalidade perirradicular seja restabelecida, devolvendo funcéo ao
elemento dental acometido pela infec¢do. Para isso, utilizam-se meios mecanicos e
guimicos durante as etapas do PBM. Neste trabalho, foi avaliado a acdo de trés
diferentes sistemas mecanizados que possuem instrumentos com diferentes
conicidades, cineméticas e sequéncia. Quando comparados os resultados, verificou-
se que os trés sistemas se comportaram de forma semelhante na remocéo de micro-
organimos do canal radicular, muito embora nenhum deles tenha conseguido
eliminar a microbiota endodéntica. O grupo MTWO apresentou um namero médio
maior de espécies microbianas que diferenciou estatisticamente do grupo GEN; isso
pode ter ocorrido por ser uma pesquisa realizada em pacientes randomizados, e
como qualquer estudo em humanos, ha variaveis incontrolaveis especificas para

cada paciente (Zehnder, Belibasakis, 2015). Ja o grupo REC nao diferenciou quando
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comparado com 0s outros dois grupos. Foi realizado comparacado de cada grupo,
apos o PBM e ap6s a MIC, com sua respectiva coleta inicial, ndo sendo observado
diferenca entre eles.

O NaOCI como solucdo quimica auxiliar tem sido amplamente utilizado na
endodontia por suas propriedades de dissolucdo de matéria organica, acdo
antimicrobiana, baixa tensdo superficial, entre outras (Baumgartner, Cuenin, 1992).
Estudos mostram que sua acdo sobre micro-organimos e sobre remanescentes
organicos no canal radicular é efetiva (Alves et al., 2015; Ferreira et al., 2015),
porém ndo promove total desinfeccdo do canal, sendo necessario o emprego de
uma MIC para obter resultados satisfatorios (Valera et al., 2009). Além da acéo do
NaOCI, o uso do EDTA 17% como protocolo de irrigacdo final no tratamento
endoddntico também é necessario para a remocdo da smear layer formada nas
paredes do canal radicular durante a agdo mecanica dos instrumentos no PBM. O
EDTA promove a exposi¢do dos tabulos dentinarios, melhorando a limpeza do canal
radicular, permitindo a acdo da MIC nos tdbulos, e um melhor embricamento
mecanico do cimento endodontico na obturacdo do canal radicular (Valera et al.,
2010). Nossos resultados mostraram uma diminuicdo do nimero médio de espécies
bactérias ap6s o PBM, exceto no grupo GEN.

O Ca(OH)2 é a medicacdo mundialmente mais utilizada entre sessdes do
tratamento endodéntico, principalmente por sua acdo antimicrobiana, ao liberar ions
calcio no meio e torna-lo alcalino, deixando-o inGspito para a sobrevivéncia de
algumas espécies microbianas (Mori et al., 2009). Foi utilizado durante 14 dias pois
€ sabido que com esse periodo de tempo tem-se a maior liberacdo de ions calcio,
tornando seu uso prolongado mais efetivo do que por apenas 7 dias (Camargo et al.,
2006). A associacao de MIC de Ca(OH):2 para a desinfecgéo do canal radicular tem
sido amplamente relatada, sendo eficaz na remocado de micro-organimso e seus
produtos (Valera et al., 2009; Ferreira et al., 2015). Apesar disso, o numero médio de
espécies bacterianas aumentou levemente apdés a MIC, exceto no grupo GEN,
guando comparado com a coleta ap6s o PBM.

Avaliando a associacdo da microbiota presente aos sinais e sintomas
clinicos encontrados, os resultados mostram que P. nigrescens, uma bactéria Gram-
negativa e anaerdbia estrita, estava associada a dor espontanea. Resultados

semelhantes foram encontrados por Gomes et al. (2004, 2008) e Jacinto et al.
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(2003), que também relacionaram o género Prevotella e Peptostreptococcus com
dor espontanea (Gomes et al., 1994). P. nigrescens € uma bactéria produtora de
pigmento negro frequentemente associada a dentes com infeccdo endodontica
primaria (Baumgartner et al., 1999; Tomazinho, Avila-Campos, 2007). Essas
bactérias sdo conhecidas por serem patdgenos importantes na doenca periodontal e
estarem relacionadas com processos infecciosos severos (Tsai CY et al., 2016;
Martinho et al., 2014). Sua endotoxina também foi relacionada com destruicdo 6ssea
apical, sendo mais potente do que a endotoxina padrédo da E. coli, podendo estar
relacionada com o precosso de diferenciacdo de osteoclastos (Chung et al., 2006).

Ao analisarmos dor a percussdo, verificou-se que P. gingivalis (Gram-
negativa), P. nigrescens (Gram negativa), V. parvula (Gram negativa), C. sputigena
(Gram-negativa) e E. saburreum (Gram-positiva) foram diretamente relacionadas.
Gomes et al. (2007) também encontraram associacdo entre P. gingivalis e dor a
percussdo, relatando que essa bactéria contém alto fator de viruléncia e
patogenicidade, estando frequentemente associada a etiologia de abscessos
periapicais. Sassone et al. (2008a) também encontrou altos niveis de Prevotela e
Capnocytophaga em dentes sintomaticos

Quando se analisou presenca de fistula, apenas 5 pacientes dos 30
atendidos neste trabalho apresentaram este sinal, havendo relagdo entre presenca
de fistula com bactérias Gram-positivas e anaerodbias facultativas. Sabemos que nas
infeccbes endodonticas primarias ha um predominio de bactérias Gram-negativas
(NO6brega et al., 2016), entretando, bactérias Gram-positivas também foram
relacionadas com casos de infeccao persistente com presenca de fistula em estudos
de Signoretti et al. (2011).

Nosso estudo também mostrou a associacdo de fistula com o complexo
laranja, que tem sido associado a les6es endo-periodontais (Didilescu et al., 2012) e
casos com bolsa periodontal (Socransky et al., 1998). Quando as espécies
bacterianas estdo agrupadas por complexos, ocorrem interagdes que podem
favorecer a sobrevivéncia de outras bactérias e permitir a coexisténcia de espécies
num ambiente onde talvez, ndo fosse possivel a sobrevivéncia de determinada
espécie individualmente. Das espécies bacterianas que compde o complexo laranja,
a P. micra também foi relacionada a presenca de fistula, que concorda com estudos

de Newman e Sims (1979). Sassone et al. (2008a) verificaram que bactérias
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associadas a fistula eram pertencentes ao complexo laranja do género
Fusobacterium. Ainda, os achados de Sassone et al. (2008a), apesar de nao
apresentarem diferenca estatistica entre dentes com e sem presenca de fistula,
mostraram E. saburreum como uma das espécies mais prevalentes nos casos de
fistula. Isto concorda como o presente trabalho, que mostra E. saburreum associada
a presenca de fistula.

Verificou-se ainda que E. corrodens, P. micra e C. showae também foram
relacionados a fistula. E. corrodens, bactéria anaerdbia facultativa, foi encontrada
em 20% das amostras iniciais, e € comumente encontrada em casos de infeccédo
endodontica primaria, sintomatica ou assintomatica (Siqueira et al., 2001; de Souza
et al.,, 2005; Récas, Siqueira, 2006), esta presente na placa subgengival de
pacientes saudaveis e com doenca periodontal e pode estar relacionada com
infec¢des extra-orais, em infecgBes mistas ou como principal patégeno. Sua etiologia
na doeca periodontal e endodéntica ndo é bem compreendido (Chen, Wilson, 1992),
mas relatos de abscessos no figado, pulméo, cabeca e pescoco causados por E.
corrodens ja foram descritos na literatura médica (Morante et al., 2015).

Todos os 30 dentes estudados apresentaram endotoxina em todas as
coletas. Ap6s o PBM, para todos os grupos, houve diminuicdo significativa de
endotoxinas. As endotoxinas sdo lipopolissacarideos presente na membrana celular
de bactérias Gram negativas, e sdo liberadas quando ocorre a lise da membrana
bacteriana (morte ou divisdo bacteriana), levando a inflamacdo periapical e
reabsorcdo 0ssea (Torabinejad et al., 1985; Cardoso et al., 2015). Estudos mostram
que apenas a solucdo quimica auxiliar ndo é capaz de eliminar as endotoxinas do
canal radicular, sendo necessario sempre a associacdo da mesma com 0S meios
mecanicos (Gomes et al., 2009). Quando analisamos os sistemas de instrumentacao
utilizados neste trabalho, o grupo que mais reduziu endotoxinas apés o PBM, foi o
grupo Mtwo (1,58 EU/mL), seguido pelo grupo Genius (40,77 EU/mL) e pelo grupo
Reciproc (135,76 EU/mL). O sistema Mtwo € composto por 8 limas com conicidades
variadas, sendo que a finalizagdo do preparo foi feita com a lima com ponta 0,40 mm
e com uma conicidad 0,04. Marinho et al. (2015), num estudo semelhante
comparando o sistema Mtwo e Reciproc, ndo encontrou diferencas significante entre
esses grupos, entretando, as limas que finalizaram o PBM foram de diametros

menores (30.04 e 25.08). No presente estudo, devido ao maior calibre da ponta ativa
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do instrumento, ocorre remo¢ao de maior quantidade de dentina contaminada. O
sistema Reciproc mostra menor dimunuigao de endotoxinas dos canais radiculares,
possivelmente por ser um sistema com apenas uma lima. O sistema Genius,
composto de trés limas, realiza previamente uma ampliacdo da entrada do canal
com uma lima rotatoria de conicidade 0,08, que facilita a insercdo dos demais
instrumentos, bem como uma melhor penetracdo de solugcdo quimica auxiliar no
terco médio e apical; as limas do PBM fazem um movimento reciprocante,
permitindo que os debris formados pela instrumentacdo sejam removidos mais
facilmente, evitando sua extruséo apical (De-Deus et al., 2015). Este mecanismo de
acao contribui para melhor limpeza do canal radicular com maior penetragédo de
solucéo irrigadora.

Quando analisamos a coleta apés a MIC com Ca(OH)2, o grupo que mais
reduziu endotoxinas foi o sistema Genius, com uma reducdo de 87,17% em relagéo
a segunda coleta. A medicacdo de escolha foi o Ca(OH)2 com solucédo salina
fisiolégica, que, entre outras propriedades, € capaz de neutralizar endotoxinas por
alterar a conformacédo quimica da macromolécula de endotoxina, agindo no lipideo A
(Safavi, Nichols, 1994). O grupo Mtwo, embora desde a coleta inicial apresentou
menor numero de endotoxinas, reduziu 25,31% de endotoxinas em relacdo a
segunda coleta. O grupo Reciproc também reduziu endotoxinas apos a MIC, porém
sem diferenca estatistica em relacéo a coleta apés o PBM.

Os pacientes submetidos ao tratamento endoddntico neste trabalho
realizaram o exame de TCFC com o objetivo de examinar a volumetria (mm?) dos
canais radiculares e correlacionar este dado com micro-organismos investigados,
suas caracteristicas, complexos bacterianos e endotoxinas. A média da volumetria
dos canais radiculares foi de 19,5 mm?3, variando de 5 a 50 mm3. CorrelacGes
positivas foram encontradas com bactérias Gram positivas e negativas, anaerobios
facultativos e estritos, bem como com os complexos roxo, verde, laranja, laranja
periférico e amarelo, sendo que as associa¢cdes mais fortes foram encontradas com
anaerobios estritos e o complexo laranja.

Verificou-se que quanto maior o volume do canal radicular, mais esta
presente a espécie bacteriana relacionada. Siqueira (2003) diz que varios fatores
podem estar relacionados aos sinais e sintomas e a presenca de bactérias na

infeccdo endodontica, dentre elas o nimero de células bacterianas. Também a
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diversidade bacteriana pode estar associada a presenca de lesdo periapical; isto se
deve ao fato de que tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas,
anaerobios estritos ou facultativos possuem fatores de viruléncia. Yang et al. (2016),
utilizando como modelo acido lipoteicdico de E. faecalis verificaram que o &cido
lipoteicoico, fator de viruléncia de micro-organismos Gram-positivos, manteve a
capacidade inflamatéria e fagocitaria de macréfagos, contribuindo para periodontite
apical refrataria. Em contrapartida, o LPS presente em bactérias Gram-negativa
estimula a reabsorcdo Ossea, estando também diretamente ligado a formacao de
lesBes periapicais (Torabinejad et al., 1985; Jiang et al., 2003).

Sendo assim, o volume do canal, a quantidade e a diversidade bacteriana,
podem ser dependentes para a ocorréncia de periodontite apical, sendo necessario
reduzir os micro-organismos bem como fatores de viruléncia dos mesmos para se

obter o sucesso endodontico.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir que:

a)

b)

Dentes com infeccdo endoddntica priméria possuem bacterias presentes
no canal radicular;

O preparo biomecéanico dimunui o numero de espécies bacterianas do
canal radicular, independente do sistema de instrumentacéo utilizado;
Quanto a reducdo de endotoxinas, o preparo biomecanico reduz o
namero de endotoxinas do canal radicular, independente do sistema de
instrumentacéo utilizado;

Sinais e sintomas clinicos estdo relacionados a micro-organismos
especificos;

A volumetria dos canais radiculares foi correlacionada com espécies

microbianas, suas caracteristicas e a alguns complexos microbianos.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Marcia Carneiro Valera, professora Titular da Disciplina de Endodontia do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de S&do José dos Campos - UNESP, portadora do CPF 039.137.548-22,
estabelecido a Avenida Eng. Francisco José Longo, 777, na cidade de S&o José dos Campos-SP,
telefone para contato (12) 3947 9048, sou responsavel pela pesquisa cujo titulo é “Preparo dos
canais radiculares com sistemas rotatdrio, reciprocante e hibrido: deteccdo de micro-
organismos e quantificacdo de endotoxinas e sua relagdo com sinais/sintomas em dentes com
infec¢do endodOntica primaria”.

O objetivo deste estudo é avaliar a eficicia de diferentes métodos de preparo que serédo
utilizados durante o tratamento de canal com a finalidade de eliminar micro-organismos e produtos
destes micro-organismos, responsaveis pelas falhas no tratamento de canal. Para esta avaliacéo,
sera coletado material do interior do canal dos dentes a serem tratados e, em seguida, em
laboratério, o material coletado sera submetido a analise, avaliando os micro-organismos e seus
produtos presentes nos canais radiculares; estes serdo identificados e quantificados durante o
tratamento. Além dessas coletas, o tratamento de canal serd realizado de forma convencional,
utilizando equipamentos de Ultima geragcdo para otimizar o tratamento, buscando um resultado
adequado e satisfatorio.

O projeto proposto podera acarretar em riscos minimos ao paciente por se tratar de um
procedimento invasivo; podem ocorrer imprevistos durante o atendimento em funcdo do préprio
tratamento. No caso de algum imprevisto, 0 paciente sera amparado e recebera todos os cuidados
necessarios para controlar quaisquer eventualidades. Os medicamentos a serem utilizados possuem
comprovacdo cientifica de auséncia de efeitos tdxicos para o organismo. Além disso, 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 ira gerar avangos cientificos com melhoras no tratamento de canal realizado na
atualidade. Serdo necessarios de 2 a 4 atendimentos (3 horas cada atendimento) até a conclusédo do
tratamento. O responsavel pelo tratamento € a Cirurgia Dentista e aluna de P6s Graduacdo Daiana
Cavalli, (celular: 981639926 email: daiana.cavalli@gmail.com), e em caso de duvida ou necessidade
de intervencdo, deve-se entrar em contato com ela, ou com outros participantes da pesquisa. Os
pacientes serdo chamados para acompanhamento radiografico apds 1 ano do tratamento finalizado.

Se houver alguma consideragdo ou dulvida sobre a ética da pesquisa, 0 participante podera

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do ICT-UNESP, Av.
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Francisco José Longo, 777 — Sdo Dimas — CEP: 12.245-000 — Sao 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 nao

havera custo nem pagamento pela colaboracéao.

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informagbes que leram para mim,
descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em receber atendimento em consultério
odontoldgico. Declaro conhecer os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha participacdo nao
implicard em nenhuma despesa.

NOME
RG CPF
ENDERECO COMPLETO

Assinatura Paciente Assinatura Pesquisador

Termo de Assentimento para Menores de Idade

Devido a sinais e sintomas identificados pelo Cirurgido Dentista e confirmados com
radiografia, ha a necessidade de realizar um tratamento de canal no dente envolvido. Esse
tratamento é realizado em isolamento absoluto (uso de um lencol de borracha que evita que materiais
e liquidos utilizados no dente caiam na boca), e o dente sera aberto e limpo, colocado um
medicamento no interior do dente, e em outra sessdo, o dente sera obturado e restaurado, impedindo
gue mais micro-organismos entrem no dente envolvido, restaurando a sadde do paciente.

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

nenhuma despesa.



NOME DO PACIENTE
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RESPONSAVEL

RG CPF

ENDERECO COMPLETO

Assinatura Responsavel

Assinatura Pesquisador

Assinatura do paciente



APENDICE B - Ficha Clinica

Nome:
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Data: / /

HISTORIA MEDICA

DENTE

Estado de salde geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete ( )Hepatite ( )Coracao Presséo: ( )Sinusite
( )RIim ( )Alergia ( )Ulceras ( )Alcoolismo ( )Figado
( )Doenga mental ( )Doengas sangue ( )Outras
Problemas com anestesia:
Outros:
HISTORIA CLINICA
Queixa principal:
TIPO DE DOR: ( )Provocada ( )Esponténea ( )Intermitente ( )Continua
( )Localizada ( )Difusa
Tomou analgésico ou outro medicamento?
A dor cessa com analgésico?
Daéi a quanto tempo?
EXAME CLINICO LOCAL
( )Dente cariado ( )Dente ( )Edema ( )Alteragédo de cor ( )Mobilidade
restaurado
( )Fistula ( )Extruséo ( )Ocluséo ( )Problema periodontal
TESTES
( )Frio ( )Calor ( )Palpacéo ( )Percusséo

EXAME RADIOGRAFICO

Céamara pulpar:

Canal radicular:

Estruturas adjacentes:

Diagnostico provavel:

Tratamento indicado:

TRATAMENTO RADICAL

Medida aparente do dente no RX inicial:
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Canal Ponto de Comprimento real do Diferenca entre
Referencia instrumento ao ser ponta do instrumento
retirado do canal: ao apice radicular:

Comprimento
Real do canal
(LAF):

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

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

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

Diametro cirdrgico do canal:

Escalonamento até:

Irrigacao:

Curativo de demora:

Obturacgéo (técnica e material):

Selamento:

DATA TRATAMENTO

Visto Professor

OBS. Pd4s-operatoria:

Terapéutica sistémica:

CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data Observacdes

10

20




ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - W"‘“
CAMPUS DE SA0 JOSE DOS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCE D FROJETD DE FEEQUIZA

Thulo da Pecquica: I:IEH'I'IFE."I.I;.I;.EI DE MICRORGZAN E-I'.lDE:EﬂLthHqMI;.:.GEE ERCEOTONCINAS E
A F!ELl'l.l;qli.El COM SINAIS ISINTOMAS APCE PREFARD DOE CANAIZ COM
DIFERENTES SISTEMAS: ANALIZE POR TCFC AFGS 1 AND DE TRATAMENTO

Pocguicador: Mada Camein Walemn

Area Temnitioa:

Warclo: 3

CAAE: 54713416.1.0000.007T

inciitulgdo Proponande: Instiuto de Cléncla & Temoiogla de 340 Jose dos Campos - UNEES
Patrocinador Prinsipal: FUNDACAD DE AMPARD & FEZQUIZA DD EETADD DE SAD PALLD

DADCE D FARECER

Homars do Parssssr: 1,822,172

Aprecentagdo do Projato:
idenitticapko de microrganismos & gquantfcapdo de endotoxinas e sua relapio com sinals fsintomas apds
prepam dos canals com dferemies sistemas: analise por TGRS apds 1 ano de ra@mento.

Dbjstivo da Pacgulea:

O projefo wisa avallar os efelios do preparo oom oS nowos sistemas de Insh'umenl:.i;-i:- N SUCESSO do
ratamenio sndoddntion por melo da :ll'nlna;h-:l-:hs micrerganismos presenies no iInberior do canal radicular
de forma eficlens, relscionando a voumetria da kesdo periapdcal mo Inlclo do atsmenio & apsis um ano, & a
volumeiris do canal radoular anies. = apds O atarrenio emccddnion.

Awallagdn dos FieeDn & Benafiolon:

& pesquis=s envolve uma sdre de procedimenios invashos, 0o, exisiem risoos Que poder CODMeT =m
tunciio de tals procedimenios. For autro lado., & pesquiss poderd proparcionar beneficlos indinetos A oulrs
pessoas, araves dos avanpos centificns que 3 Bl pesquisa poderd gerar

Em comparagio com a versio anterlor do projeto de pesgulsa, a atual versdo awallaicont=mpla
sdequadamentes tals riscos & beneficias.

Erxdamse:  Aving” Faasosos Joss Losgo S 77

Balirra: Jardm Sio Ciras CEP: 24500
urE- P Nenicpioc  SAD JOSE G085 CARPOE
Talfona- [ 2p8GEr.o0rs Fax: (1506010 Emall: cechffnec uneez b

g U1 e T

95



96

LINESP - INSTITUTO DE

CIENCIA E TECNOLOGIA - W ma

CAMPUS DE SAQ JOSE DOS

Contirumgia Jo Ferscsr 1834 175

Comandarios & Conclderagdes cobre 2 Pecgulca:

Trata-se de um projeio de pesguisa de mesirado que serd realzado RO programa de pos-graduacio em
ocdontologia, no Instiuls de ClEncla = Tecmologls da UNMESF, no campus de 280 José dos Campos. A

wersio anberior deste projeio, avalado por =si= comii® d= &tica em oulubro ano, am‘:s:n‘l:-.‘nlnad:qua-;-!-ﬁ
com reiaglo a0 projets & a0 TCLE. Tais insdequaples foram devidamente verficadss = a verslo ahil do
projeto ndo apresenis malores probiles.

Conclderagbec cobra of Temmoe de m“ﬂrhq-!n:- abrigabdria:

Sem maiores consideragles.

Rezomandagiec:

A pesguisadors deverd apresentar relaitnic parclial®inal, para rdo Ircomer ra penaldade de mdo e fulures
submizsl=s analsasdas por este CEPRL

Conolucdes 0w Penddnolac o Licia de Insdequagbec:
Todas as pendénciss aponbdas sobee & versio anisdor do projedc formam samesdss. O projesio =m sus forma
ahual abende aos quesios SHcos nEcessirioes.

Concldsrepdet Finalc a orttéric do CEP:
O Colsglado confira o parscer do relator,

Exts parscar fol Mlaborado bacasdo noe dosumanios abales relaclonados:

Tipo DoDurmenic Amuba Fostagemi Aufor Ell:l.n-;!-u-
Infnrr*ﬂ-;-!l:ﬂ Bisicas FEI_IHFCIFF.I-.'I.-".;I:EG_E-.‘!.EIG.'LG_D*}_F' ZEMoEe Areihn
gz Prodein ROJETS B16T41.pdl 5314
Owrtros b lereTormm ulkacho o ZEMOED1E | March CamEino Areihn
s -t | Vsl era

Owrtros prof etoredormuiadod. door ZEMOED1E | March CamEino Areihn
OS2  IValers

outos projetoreormudo. pdf RIS | Mach Gamein Arefho
181727 | Valera

Owrtros bl Toirmm ko e Z[REN1s | Mach CameEino Areihn
je-ie-aT  |Waler

Foiha de Rosio folhademsio pad Z[EEE | Mach CameEino Areihn
152152915 | Valera

TCLE ! Temos de | Termo_oorseEnbmentn_projeln_Calanad ZFMO0Z015 | March Cameno Areihn

Assendimendo ! oC 162525 Valera

Jusificathva de

AusAncla

Projein Debdtmdo Prodein_mesirado_Dalana. docy ZTHMOEES | March Camesin Aot

Endearepe: Ay Lng" Framosos Joss Losgo 777

Balire: Jardm Sio Deres CEP: 2245000
- 5 Nunicpio: EAD JOSE 005 SRR PDE
Tallona [|2pgyT-IOTE Fax: (1200000 E-mail: cschiffosc uness b
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LINESP - INSTITUTO DE

CIENCIA E TECHOLOGIA -
CAMPUS DE 5A0 JOSE DOS

Cmntinngi-d d ek B34 173
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i Broschuma
Invesigador

Progetn_mesirado_Dalna.docs

1801857 |Valers

Apeiin

Huagdo do Parsoer:
Arrmado

Heosccha Apreolagio da COMER:

Hio

SAD JOEE DOE GAFOE,

17 de Mowvembro de 2016

Agcinado por
Dandcs Micodamd
(Coordenador)

Erdarsps: Ay ling” Famosoc Joss Losgo 75T

Balmre:  Jardm S Dimas
- =50 Runici
Talfora: 270G T-007E

CEP: 1224505

plr  BAD JOSE DOS CAMPOS
Fax: (1ZOST-0010
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