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Xavier ACC. Deteccao de microrganismos, quantificacdo de endotoxinas
e avaliacao in vivo do extrato glicélico de prépolis em dentes com necrose
pulpar e leséo periapical [dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2011.

RESUMO

Este estudo avaliou in vivo a acdo do extrato glicélico de propolis 12%,
como substancia quimica auxiliar em tratamentos endodonticos de dentes
com necrose pulpar e lesédo periapical. A avaliagdo foi realizada através
da cultura e deteccdo de microrganismos por Reagcdo em Cadeia
Polimerase (PCR) e da quantificacdo de endotoxinas. Além disso, foi
avaliada a correlacdo entre o tamanho da lesdo periapical e a quantidade
de endotoxinas presente. Foram selecionados 30 dentes, os quais foram
divididos em 3 grupos (n=10), de acordo com a substancia quimica
auxiliar utilizada para a instrumentacédo: NaOCI) Hipoclorito de sodio 1%;
CLX) Clorexidina gel 2%, intercalada com solucdo salina; PRO) Extrato
glicdlico de propolis 12%, intercalado com solucao salina. As radiografias
iniciais foram digitalizadas e as lesdes periapicais foram medidas através
de software especifico. Foram realizadas 3 coletas do contetddo do canal
radicular: apds a abertura coronaria, apés instrumentacdo e apos 14 dias
da medicacao intracanal. A medicacao intracanal utilizada foi o hidroxido
de célcio com propilenoglicol. Em todas as coletas realizou-se: deteccdo
de microrganismos por PCR; avaliacdo do crescimento microbiolégico em
diferentes meios de cultura e quantificacdo de endotoxinas através do
teste cinético cromogénico (LAL). Os resultados foram analisados através
dos testes de Kruskal Wallis, Dunn (nivel de significancia 5%) e
correlacdo linear de Pearson. A quantidade de microrganismos e
endotoxinas, nas 22 e 32 coletas, diminuiu em relagdo a 12 coleta, em
todas as solugcdes avaliadas (p<0,05). Os canais apresentaram
diversidade microbiana, com predominancia de Parvimonas micra,
Tanerella forsythia e Prevotella nigrescens. Concluiu-se que o extrato
glicélico de propolis 12% apresentou atividade antimicrobiana e anti-
endotéxica semelhante aos demais irrigantes e que Parvimonas micra foi
0 microrganismo mais presente. Ha indicios de que quanto maior a lesao
periapical maior a quantidade de endotoxina presente.

Palavras-chave: Substancias quimicas auxiliares. Propolis. Endotoxinas.
Reacao em Cadeia Polimerase. Microrganismos.



Xavier ACC. In vivo evaluation of propolis glycolic extract in teeth with pulp
necrosis and periapical lesion [dissertation]. Sado José dos Campos:
School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2011.

ABSTRACT

The aim of this study was in vivo evaluated of 12% propolis glycolic extract
action in root canal treatments, through the culture of microorganisms,
guantification of endotoxins and detection of microorganisms by molecular
method of polymerase chainreaction (PCR). A total of 30 human teeth
were divided into 3 groups (n=10) according to the auxiliary chemical
solution used for biomechanical preparation: NaOCI) sodium hypoclorite
1%; CLX) 2% chlorhexidine gel; PRO) 12% propolis glycolic extract.
Collections were performed immediately after coronary open, after
instrumentation and after 14 days with intracanal medication. For all
collections were performed the following tests: microorganisms
detection by PCR; assessment of microbiological growth and analyzing
the amount of endotoxi (Limulus amoebocyte lysate). The results showed
a decrease in the amount of microorganisms and endotoxins in the 2" and
3 collections of all irrigation solutions. The canals showed microbial
diversityy, but Parvimonas micra was predominantly. It was concluded thar
all solutions are evaluated antimicrobial and anti-endotoxic similar. The
most common microorganism present in root canals with pulp necrosis
and periapical lesion was Parvimonas microns. There is a evidence that
the higher amount of endotoxins is in the biggest lesions.

Keywords: Root canals Irrigants. Polymerase Chain Reaction, Endotoxins,
Propolis



1 INTRODUCAO

Os microrganismos e seus subprodutos séo considerados
0s agentes etioldgicos do desenvolvimento de lesbes pulpares e
periapicais (Nair et al., 1990; Lin et al., 1992). Uma vez que a persisténcia
destes microrganismos e subprodutos no canal radicular, apés o
tratamento endodéntico, pode induzir uma reacao inflamatéria e o
desenvolvimento de periodontite apical cronica (Kakehashi et al., 1965),
estes agentes séo considerados os grandes responsaveis pelo insucesso
do tratamento (Gomes et al, 1996, 2004).

Atualmente sabe-se que as infec¢bes endoddnticas sao
polimicrobianas, sendo que mais de 200 espécies bacterianas (Gomes et
al.,, 1996 e 2004; Lopes, Siqueira, 1999; Jung et al.,, 2000) e alguns
microrganismos, como leveduras, (Kubo et al., 1997; Nair, 1990) ja foram
isolados de canais radiculares infectados.

Em canais radiculares com necrose pulpar foi observada
uma microbiota complexa, através de estudos moleculares (Siqueira Jr,
Récas, 2004; Subramanian, Mickel, 2009). Nestes estudos, tanto
espécies facilmente identificadas pela cultura de microrganismos, como
Enterococcus faecalis e Peptostreptococcus micros, quanto espécies de
dificil deteccdo, como Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Treponema
denticola, Fusobacterium alocis e Tannerella forsythia; puderam ser
facilmente detectadas através de meétodos moleculares. Uma vez
presentes nos canais radiculares, esses microrganismos podem estar
envolvidos na patogenicidade dos insucessos endodonticos,
especialmente se desenvolverem uma relacdo de sinergismo (Gomes et
al., 2008).



20

Algumas pesquisas realizadas demonstraram que em
canais radiculares portadores de necrose pulpar e lesao periapical cronica
h& predominéncia de microrganismos anaerobios, particularmente os
Gram-negativos (Vafaeie et al., 1999; Leonardo, 2000).

Na parede celular destas bactérias Gram-negativas
encontra-se a endotoxina, a qual é composta de polissacarideos e
lipideos, podendo ser chamada de lipopolissacarideo (LPS). Liberadas
durante multiplicacdo ou morte celular, as endotoxinas tém potente acao
citotoxica, causando diversos efeitos bioldégicos que podem levar a uma
reacdo inflamatdria ou imunolégica e a uma reabsorcdo éssea periapical
(Wang, Stashenko, 1993; Yamasaki et al., 1992).

Estudo realizado em 2006, indicou que o LPS adere-se
nos tecidos mineralizados da regiéo apical e periapical (Schein, Schilder),
agindo como um potente estimulador da reabsor¢do 0ssea. Em 2002,
Nelson Filho et al., avaliaram radiograficamente a regido apical e
periapical de dentes de cées, com aplicacdo de endotoxina bacteriana
intracanal (LPS de Escherichia coli) associada, ou ndo, ao hidroxido de
célcio. Como resultado verificou-se que lesdes periapicais foram
observadas no grupo das endotoxinas, e que a lamina dura continuou
intacta no grupo do hidroxido de calcio com endotoxina. Com isso
concluiu-se que a endotoxina pode causar lesbes periapicais visiveis
radiograficamente. Outros estudos também sugeriram que a endotoxina é
um dos principais fatores etiolégicos envolvidos nas patologias pulpares e
periapicais (Barthel et al., 1997; Jacinto et al., 2005).

Estudos realizados in vivo, avaliaram a correlacao entre o
tamanho da lesdo periapical visivel radiograficamente, tanto em dentes
com necrose pulpar quanto em dentes com necessidade de retratamento
endodéntico, e a quantidade de endotoxina presente nos canais
radiculares (Endo, 2011; Mattison et al., 1987; Martinho, 2007).

Assim, nos dias atuais, o tratamento endoddntico de

dentes com necrose pulpar e reacdo periapical crénica deve ter como
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objetivo, além da eliminacdo dos microrganismos, a inativacdo de
endotoxinas e demais produtos téxicos (Maekawa, 2007). O preparo
biomecénico do canal radicular € uma das principais etapas do tratamento
endodontico e estd diretamente relacionado com esta desinfeccdo dos
canais, uma vez que seu objetivo consiste na limpeza e na modelagem do
canal, através do uso de instrumentos endodénticos, de substancias
quimicas auxiliares e do processo de irrigagao-aspiragao.

O hipoclorito de sddio €, atualmente, uma das substancias
guimicas auxiliares mais utilizadas durante a instrumentacao e a irrigacéo
dos canais radiculares. Dentre as suas principais propriedades
encontram-se: capacidade de dissolver matéria organica, acéo lubrificante
e capacidade de neutralizacdo do conteudo téxico do canal radicular
(Leonardo, 2005; Okino et al., 2004; Tanomaru et al., 2005; Valera et al.,
2001). Apesar destas oOtimas propriedades, o hipoclorito de sddio 2,5%
nao apresenta elevada efetividade sobre as endotoxinas (Maekawa,
2007), e sua utilizagdo em altas concentragbes pode causar irritagdo nos
tecidos periapicais (Oncag et al, 2003).

Devido as suas caracteristicas antimicrobianas, seu efeito
residual e sua biocompatibilidade, a clorexidina 2% é outra importante
substancia quimica auxilixar (Ferreira et al., 2002; Menezes, 2004;
Leonardo, 2005; Tanomaru et al. 2005; D'Arcangelo et al., 2007; Ferraz et
al., 2007). Embora comumente utilizada na pratica endodéntica, a
clorexidina 2% também n&o demonstra alta efetividade sobre as
endotoxinas, durante o preparo biomecanico do canal radicular
(Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005). Assim, pesquisadores tém
avaliado outras solugdes auxiliares, visando uma associacao de atividade
antimicrobiana, capacidade de neutralizacdo de endotoxinas e
biocompatibilidade.

Em diferentes paises, produtos naturais tém sido
utilizados como alternativa na area da saude. Muitos extratos e Oleos

naturais demonstraram certa atividade bioldgica tanto in vitro quanto in
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vivo, 0 que justificou, por parte da medicina tradicional, investigacdes
centradas em suas atividades antimicrobianas (Martinez et al, 1996).

Dentre os extratos naturais utilizados na Odontologia,
destaca-se a prépolis, a qual consiste em uma substancia utilizada pelas
abelhas na preservacao da temperatura de sua colméia e no impedimento
tanto da entrada de agentes estranhos quanto da propagacao de agentes
epidemioldgicos (Burdock, 1998).

O extrato de propolis apresenta atividades
antiinflamatoérias, analgésicas, antimicrobianas e cicatrizantes (Grange,
Davey, 1990; Barbosa et al.,, 2009). Segundo Koo et al. (2000) o
crescimento de diversas bactérias como S. mutans e S. sanguis, é
significativamente reduzido pelo extrato de prépolis 10%. Esta substancia
também seria capaz de afetar o crescimento de bactérias anaerdbias. Em
estudo realizado por Ferreira (2003) verificou-se que a utilizacdo de
extrato de prépolis 10%, clorexidina gel 2% ou hidréxido de célcio como
curativo de demora em dentes de cédes com lesdo periapical induzida
promove reduc¢ao bacteriana de forma semelhante.

Com base no fato de que mesmo apds a utilizacdo de
substancias quimicas auxiliares, com atividade antimicrobiana, durante o
preparo biomecéanico alguns microrganismos e endotoxinas podem
permanecer no sistema de canais radiculares e tubulos dentinarios, é
interessante a utilizacdo de medicagdes intracanais.

Atualmente, o hidroxido de calcio tem sido muito utilizado
como medicacgao intracanal, em associacdo com diferentes substancias,
devido a suas diversas qualidades: capacidade de inducdo de
mineralizacdo (Leonardo, 2005), propriedades antimicrobianas (Leonardo
2000) e efetiva acao sobre LPS (Nelson Filho et al, 2002). Com isso,
pode-se considerar esta medicacdo como uma opc¢do adequada a um
estudo in vivo.

Sabendo-se que 0 sucesso do tratamento endoddéntico

esta diretamente ligado a eliminacdo dos agentes agressores presentes
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em canais radiculares, tanto em infec¢des primarias quanto secundarias,
podemos justificar uma busca constante por substancias capazes de
eliminar estes microrganismos.

Como observado em diversos estudos, bactérias Gram-
negativas séo significantes no aparecimento e na manutencéo das lesdes
periapicais. Estas bactérias geralmente ndo sao identificadas pelos
métodos convencionais de cultura microbioldgica, fazendo-se necessaria
a utilizacdo de métodos moleculares.

O método molecular de avaliagdo pela reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) é uma alternativa que possibilita a deteccédo e
identificagcdo dos microrganismos responsaveis pelo aparecimento e pela
persisténcia das lesdes periapicais endodonticas.

Uma vez que estas bactérias Gram-negativas sao
responsaveis pela liberacdo de endotoxinas, substancia com grande
atividade citotoxica, considera-se de grande importancia a realizacdo de
estudos in vivo sobre substancias quimicas que possam ser utilizadas na
neutralizagdo destas endotoxinas e na eliminagcdo dos microrganismos.

Considerando-se que recentes estudos in vitro obtiveram
resultados promissores quando da utilizagdo da propolis como irrigante do
canal radicular (Valera et al., 2010; Molina, 2008), a avaliagcdo in vivo

podera confirmar a indicacdo desta substancia para a pratica clinica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos em canais radiculares

Até o final do século XIX, quando Miller (1894) realizou
um estudo sobre a associacdo entre bactérias e patologias pulpares, o
papel dos microrganismos no desenvolvimento e na perpetuacao das
alteracdes pulpares era desconhecido. Esta associacao foi demonstrada
através da analise por bacterioscopia do esfregaco das amostras
coletadas de canais radiculares, onde foi observada a presenca de uma
grande variedade de células bacterianas. Também foi observada uma
grande dificuldade no cultivo de algumas dessas bactérias, as quais
puderam ser visualizadas apenas por microscopia. O autor sugeriu que a
microbiota de dentes com canal radicular exposto ao meio bucal é
variada, e que os microrganismos presentes dependem da regido (se na
camara pulpar ou no canal radicular).

Através de um estudo realizado em 1965 por Kakehashi
et al. foi confirmado o importante papel das bactérias na etiopatogenia de
doencas pulpares. Neste estudo, foi realizada a exposi¢do pulpar de
dentes de rato (convencionais e germ-free) ao meio bucal e, através de
analises histologicas observou-se a resposta tecidual. Os resultados
demonstraram inflamagdo severa ou necrose pulpar nas polpas dos
dentes de ratos convencionais, enquanto que em ratos germ-free o
mesmo nao ocorreu. O autor concluiu que 0s microrganismos estao
diretamente ligados a etiologia das alteracfes pulpares e periapicais.

Com a evolucio dos métodos de cultivo de

microrganismos, a microbiota dos canais radiculares foi constantemente
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pesquisada e novas espécies bacterianas foram detectadas. Em diversos
estudos foi observada a presenca de uma grande quantidade de
microrganismos nos canais radiculares, englobando tanto bactérias
anaerobias quanto fungos.

Em estudo realizado por Bergenholtz (1974) foi
investigada a presenca de bactérias em dentes traumaticamente
necrosados, com camara pulpar intacta. Em 64% das amostras coletadas
dos 84 dentes avaliados, foi observada cultura positiva. A microbiota
observada neste estudo era do tipo mista, com uma média de 4,3
espécies por canal radicular. Foi verificado que 78% destas espécies
eram microrganismos anaerobios estritos, pertencentes aos géneros:
Bacteroides, Peptostreptococcus, Fusobacterium e Corynobacterium.

Em 1987, Yoshida et al analisaram microbiologicamente
36 canais radiculares de dentes com presenca de lesdo periapical,
correlacionando o crescimento de bactérias e sintomas clinicos. Os
autores observaram que a identificacdo de diversas espécies bacterianas
anaeroObias estritas esta relacionada a presenca de sintomatologia
dolorosa. Em casos com sintomatologia aguda, encontrou-se,
principalmente, a presenga de Peptococcus magnus e de espécies do
género Bacteroides; enquanto que nos casos assintomaticos houve
principal presenca de bactérias entéricas e estreptococos orais.

Estudo realizado por Sundgvist et al (1989) analisou a
microbiota de canais radiculares de dentes com presenca de lesdo
perirradicular. Dos 72 dentes avaliados, 22 dentes apresentaram pelo
menos uma espécie de bacilos produtores de pigmentos negros, e 95,4%
dos microrganismos isolados eram de espécies anaerbbias estritas.

Em 2001, Peciuliene et al. analisaram a presenca de
diversos microrganismos em dentes com periodontite apical cronica.
Foram analisados 40 pacientes, 0os quais passaram por tratamento
endodbntico com substancias variadas. Foi verificada a presenca de

fungos e bacilos Gram-negativos facultativos, sempre associados a
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Enterococcus faecalis. Os autores concluiram que houve maior
prevaléncia de bactérias entéricas, sendo o E. faecalis isolado em 21 de
33 culturas positivas.

Estudo realizado por Vianna et al. em 2008 demonstrou a
presenca de Enterococcus faecalis, em 55% dos dentes analisados, onde
havia presenca de necrose pulpar e evidéncia radiografica de periodontite
apical, com auséncia de doenca periodontal conjunta.

Gomes, em 1995, reportou que apesar da identificacéo,
até o momento, de mais de 300 espécies habitando a cavidade bucal,
apenas algumas espécies, sdo capazes de colonizar o canal radicular.

Ao se considerar o fato de que 50% da microbiota
endodontica ndo é cultivavel e, por conseqiéncia deste fato, encontra-se
subestimada, principalmente quanto a presenca de espécies anaerobias
estritas. Surge uma nova era para o diagnéstico em microbiologia, através

da utilizacdo de métodos moleculares de detecgdo microbiana.

2.2 Métodos Moleculares de detec¢do de microrganismos

Através do advento das técnicas moleculares, diversas
pesquisas vém usufruindo seus beneficios, uma vez que estas técnicas
propiciam maior sensibilidade e confiabilidade nos resultados obtidos.

Baumgartner, Falker (1991) identificaram, através de
testes bioquimicos, 50 espécies bacterianas presentes nos 5 milimetros
apicais de 10 canais radiculares com exposicao pulpar e lesao
perirradicular. Destas 50 espécies, 68% eram anaerobias estritas. Entre
as especies bacterianas detectadas verificou-se a presenca de:
Bacteroides intermedius (n=5), Peptostreptococcus anaerobius (n=5),
Veillonella parvula (n=5), Bacteroides buccae (n=5), Enterococcus faecalis

(n=4), Fusobacterium nucleatum (n=3) e Streptococcus mutans (n=3).
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Em 1999, Bogen, Slots utilizaram primers especificos para
a deteccao de Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens, através do método de
reagdo em cadeia polimerase (PCR). Foram utilizados 20 dentes
fechados com lesdes periapicais associadas a infec¢cdes endodoénticas
persistentes. P.endodontalis, P. nigrecens e P. intermedia nao foram
detectados em nenhuma das amostras estudadas. A baixa ocorréncia de
bacilos produtores de pigmentos negros (BPPN) nestas lesbes pode
explicar a estabilidade relativa da doencga.

Jung et al. (2001) identificaram espiroquetas orais e suas
associagcdes com outras através do método de PCR (16S rRNA). Esta
avaliacdo foi realizada em dentes com leséo periapical e os resultados
indicaram a presenca de: Porphyromonas gingivalis (27,4%), Treponema
maltophilum (26%), Bacteroides forsythus (15%) e Treponema socranskKii
(2,7%). Associacbes microbianas significantes foram identificadas entre
as espécies de T. maltophilum, B. forsythus e P. gingivalis. Os autores
sugeriram que a espécie T. maltophilum deve ser incluida em estudos
etiologicos de infec¢des endodonticas.

Siqueira Jr., RO¢as (2003), utilizaram a metodologia de
PCR (16rDNA) na tentativa de correlacionar novas espécies bacterianas,
até entdo ndo identificadas nas infecgcbes endododnticas primarias pelo
método de cultura. Os autores demonstraram que as espécies Flifactor
alocis, Treponema maltophilum,Treponema lecithinolyticum, Treponema
socranskii, Propionibacterium propionicus, Campylobacter gracilis,
Campylobacter rectus, Bacteroides forsythus estavam relacionadas as
diferentes formas de infec¢bes endoddnticas primarias, considerando-os
como potenciais patdégenos endodonticos.

Gomes et al. (2005b) avaliaram através do método de
cultura e nested PCR a presenca de Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermédia e Prevotella

nigrescens em 100 amostras coletadas de canais radiculares de dentes
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com lesao periapical. Enquanto que P. gingivalis foi raramente isolado por
cultura (1%), este microrganismo pode ser detectado em 38% das
amostras atraves do método de PCR. P. endodontalis ndo foi isolado por
cultura, porém foi detectado através de PCR em 25% das amostras. P.
gingivalis, P. endodontalis, P.intermedia, e P. nigrescens foram mais
freqientemente identificadas nos casos de infeccdo endodoéntica primaria.
Tanto o método de cultura quanto o método molecular utilizado,
detectaram grande presenca de microrganismos produtores de pigmentos
negros.

Em 2011, Rogas, Siqueira realizaram um estudo clinico
comparando a atividade de solucdes irrigantes sobre microrganismos de
canais radiculares com necrose pulpar e auséncia de sintomatologia.
Através de andlise por PCR os autores detectaram presenca bacteriana
em todos 0s canais estudados. Algumas das espécies microbianas mais
resistentes as solucdes testadas foram: Streptococcus spp e
Porphyromonas endodontalis.

2.3 Endotoxinas (lipopolissacarideos)

Os resultados de diversos estudos na é&rea de
identificacdo de microrganismos (Gomes et al, 2004b, 2005; Martinho et al
2010), vém possibilitando a correlagcdo da presenca de determinados
microrganismos, em especial anaerobios estritos Gram-negativos (Vafaie
et al, 1999; Leonardo, 2000; Leonardo et al, 2004) com sinais e sintomas
clinicos, fistulas e reabsorgdes 6sseas.

Essas bactérias Gram-negativas contém em sua parede
celular um lipopolissacarideo (LPS), também chamado de endotoxina. A
endotoxina € substancia composta de polissacarideos e lipideos, sendo

liberada pela célula durante a sua duplicacdo ou morte. O LPS é uma
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molécula de alto peso molecular constituida por 3 partes: antigeno O,
formado por repetidas unidades oligossacarideas e Unico para cada cepa
bacteriana; corpo 25, regido do nucleo; e lipideo A, o qual é responsavel
pelo efeito toxico do LPS (Caroff, 2002).

Diversos estudos indicam que as endotoxinas atuam
indiretamente, estimulando macréfagos, neutréfilos e fibroblastos,
desencadeando a liberacdo de mediadores quimicos, os quais podem
gerar uma série de efeitos biolégicos, o que levaria a uma reacao
inflamatoria, imunoldgica ou a uma reabsorcéo 6ssea periapical.

Em 1975, Schein, Schilder realizaram um estudo in vivo
com intuito de quantificar os niveis de endotoxinas em dentes com
necessidade de tratamento endodontico. Os resultados obtidos
demonstraram que os dentes com auséncia de vitalidade pulpar,
presenca de sintomatologia e lesao periapical apresentam as maiores
guantidades de endotoxinas.

Em estudo realizado em 1980, Dhalén, Bergenholtz.
avaliaram a quantidade de endotoxina presente em 13 dentes com
necrose pulpar. Seus resultados indicaram viabilidade bacteriana,
diferentes tipos de exsudato inflamatério e presenca de LPS em todas as
amostras coletadas. Os autores concluiram que a atividade das
endotoxinas esta relacionada com a presenca e 0 numero de bactérias
Gram-negativas presentes nos canais radiculares.

Em estudos realizados através da inoculacdo de
endotoxina de Salmonella Minnesota (Pittis et al, 1983) e de E.coli
(Mattison et al, 1987; Nelson Filho et al, 2002) em céaes, foi verificado que
a endotoxina tem papel importante na inflamacgé&o periapical e reabsorcao
ossea.

Em 1987, Mattison et al. realizaram um estudo avaliando
o efeito do LPS sobre o tecido Osseo. Eles injetaram endotoxinas
provenientes de Escherichia coli e Eikenella corrodens em dentes de

cades. Radiografias e amostras sanguineas foram coletadas durante 12
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semanas quando, entdo, os caes foram sacrificados para a realizacao dos
testes histologicos. Radiograficamente detectou-se lesdes maiores e uma
evolucdo mais rapida da doenca periapical em dentes inoculados com
endotoxina de Eikenella corrodens. Os testes histolégicos demonstraram
significante destruicdo 0ssea periapical e presenca de grande infiltrado de
células inflamatorias. Os autores concluiram que endotoxinas de bactérias
Gram-negativas tém papel importante na iniciacdo e na perpetuacao da
inflamacé&o periapical e da destruicdo éssea.

Wang, Stashenko realizaram um estudo em 1993 com
intuito de identificar o mediador que quando estimulado causa reabsorc¢éo
O0ssea periapical. A pesquisa foi realizada em ratos e indicou que a
reabsorcdo Ossea gerada por infeccdo bacteriana €, primeiramente,
mediada pela IL-1a. Portanto o LPS agiria como um potente estimulador
da reabsor¢éo 0ssea através da sintese e liberacdo de citocinas.

Em 1995, Nissan et al observou que a endotoxina é capaz
de penetrar 0,5mm nos tubulos dentinarios em um curto periodo de tempo
(15min a 4 horas e meia). E em 2005, Oliveira et al. verificaram que a
endotoxina pode se difundir pelos tubulos dentinarios em direcdo ao
cemento, atingindo a regido externa da raiz apos 24 horas.

Estudos realizados por Jacinto et al. (2005), Martinho e
Gomes (2008), verificaram que a endotoxina esta presente em altas
concentracdes no interior de canais radiculares de dentes sintomaticos,
havendo uma relagdo positiva entre a concentragdo de endotoxina no
canal radicular e a presenca de sinais e sintomas. Foi verificado que a
guantidade de endotoxinas em dentes com necrose pulpar esta
diretamente relacionada a presenca e a quantidade de bactérias Gram-
negativas presentes no sistema de canais radiculares (Dhalén,
Bergenholtz., 1980; Yamazaki et al., 1992).

Para a realizacdo da quantificacdo de endotoxinas, tanto
em trabalhos in vitro quanto in vivo, utiliza-se o Lisado de amebdcito de

Limulus (LAL). Este lisado € preparado a partir do amebacito circulante do
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caranguejo ferradura (Limulus polyphemus) e, quando exposto a
endotoxinas, tem sua opacidade e sua viscosidade aumenta, tornando-se
um gel duro (Levin, Bang, 1968).

Bang (1956) foi que, inicialmente, observou o possivel uso
do LAL na deteccdo de endotoxinas. Ao observar uma infecgao por
bactérias Gram-negativas no caranguejo Limulus polyphemus, o autor
verificou a presenga de uma coagulagao intravascular fatal.

Em 1968, Levin, Bang conseguiram demonstrarar que
esta coagulacdo é resultado de uma reagdo enzimatica entre a
endotoxina e uma proteina coaguldvel presente nos amebdcitos
circulantes deste tipo de caranguejo. Com o desenvolvimento de um
anticoagulante adequado para o sangue do Limulus, os autores
prepararam um lisado do amebdcito, o qual se mostrou um indicador
extremamente sensivel a presenca de endotoxina.

Para o célculo da quantidade de endotoxina presente em
uma amostra, compara-se o tempo de reacdo da amostra com om lisado,
ao tempo da reagcao da curva-padrdo, a qual contém quantidades de
endotoxinas conhecidas. Através do software WinKQCL (Cambrex Bio
Ciéncia Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), presente em um computador
acoplado ao leitor cinético, calcula-se, automaticamente, os parametros
da curva-padrao e os valores da quantidade de endotoxinas presente.

Maekawa, em 2007, utilizou o teste cinético cromogénico
(LAL) para avaliar a acdo de medicacdes intracanais com propolis e
gengibre sobre endotoxinas. Os resultados obtidos indicaram que todas
as medicacOes avaliadas foram capazes de diminuir a quantidade de
endotoxinas, sem elimina-las completamente, e que as medicacdes
envolvendo associagdo com hidréxido de calcio foram mais eficazes na
neutralizagdo das endotoxinas.

Estudo realizado por Vianna et al. em 2007 sugeriu que o
principal responsavel pela reducdo de microrganismos (99,96%), durante

o tratamento endodbntico, € o preparo biomecanico. Os autores
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verificaram que mesmo apds a eliminacao bacteriana, a quantidade de
endotoxina apds a instrumentacdo € elevada, diminuindo apenas 44,4%.
Foi observado que apds a utilizacdo da medicacdo intracanal houve
reducdo de apenas 1,4% destas endotoxinas.

Estudo de Cardoso et al (2011), avaliou a atividade do
hipoclotiro de sédio 2,5%, da solucdo de clorexidina 2%, e do hipoclorito
de sbdio acrescido de surfactante, sobre microrganismos e endotoxinas.
A avaliagcdo endotoOxica foi realizada através do teste cinético cromogénico
LAL, e indicou que todas as solu¢cBes avaliadas diminuiram a quantidade
de endotoxinas. Apesar de ndo haver diferenca estatistica significante, a
solucao que apresentou uma melhor efetividade sobre as endotoxinas foi
o hipoclorito de sédio com surfactante. Nenhuma das solu¢des testadas
neutralizou completamente as endotoxinas.

Assim, podemos admitir que ha necessidade de
realizagéo de novos estudos, que avaliem novas substéancias auxiliares e
medicacOes intracanais, as quais possam neutralizar de forma adequada

estas endotoxinas.

2.4 Lesdes Periapicais x Quantidade de Endotoxinas

Diversos estudos indicaram que a endotoxina é capaz de
iniciar e perpetuar uma reabsorcdo 6ssea periapical (Pittis et al, 1983;
Mattison et al, 1987; Wang, Stashenko, 1993; Nelson Filho et al, 2002),
assim sendo, é interessante a verificagdo da existéncia uma correlagéo
positiva entre a quantidade de endotoxina presente no canal radicular e o
tamanho da leséo periapical verificado radiograficamente.

Em estudo realizado por Mattison et al. (1987), onde
endotoxinas provenientes de Escherichia coli e Eikenella corrodens foram

injetadas em dentes de caes. Foram detectadas, radiograficamente,
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lesbes maiores e uma evolucdo mais rapida da doenca periapical em
dentes inoculados com estas endotoxinas. Com isso, 0s autores
concluiram que as endotoxinas de bactérias Gram-negativas tém papel
importante na destrui¢cdo dssea.

A maior presenca de endotoxina em canais com necrose
pulpar e leséo periapical foi verificada em 1991, por Horiba et al. Estes
autores realizaram um estudo onde foram feitas coletas de 30 dentes, e
concluiram que existe uma maior quantidade de endotoxinas em dentes
sintométicos, e em dentes com necrose pulpar e lesao periapical, quando
comparados a dentes sem estas caracteristicas.

Estudo recente realizado por Endo (2011), avaliou a
presenca de microrganismos e endotoxinas em canais radiculares com
necessidade de retratamento endoddntico e detectou uma correlagao
positiva entre elevados niveis de endotoxinas e lesao periapical maior que
5 mm o que, de acordo com o autor, indicaria a participacdo da
endotoxina na reabsorcao 0ssea periapical.

Diante deste resultado, torna-se interessante a avaliacédo
da quantidade de endotoxinas presentes em dentes com necrose pulpar e
les@do periapical primaria, para a verificagdo de uma possivel relacédo

desta quantidade com o tamanho da lesao.

2.5 Substancias quimicas auxiliares

2.5.1 Hipoclorito de Sédio

Introduzido como solucgao irrigadora em Endodontia por

Walker em 1936, o hipoclorito de sédio € hoje uma substancia quimica
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auxiliar amplamente utilizada, estando disponivel comercialmente nas
concentragdes: 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%.

Sua grande utilizacdo como solucao irrigante durante o
preparo biomecénico se deve a uma série de caracteristicas como: acao
lubrificante e desodorizante, capacidade de neutralizacdo do conteudo
séptico-toxico dos canais radiculares, capacidade de dissolucdo de
matéria organica e acdo antimicrobiana (Valera et al., 2001; Leonardo,
2005; Okino et al., 2004; Tanomaru et al., 2005).

A solucéo de hipoclorito de sédio tem sua acdo quando o
hipoclorito de sédio (NaOCI sal) reage com a molécula de agua (H.0),
gerando o NaOH (hidroxido de sddio), que € uma base forte, e o HOCI
(acido hipocloroso), que é um acido fraco. O hidroxido de sodio formado
atua como um solvente organico de gordura, num fendmeno denominado
saponificacdo. Enquanto isso, o acido hipocloroso gera o efeito
antimicrobiano do hipoclorito de sédio, uma vez que libera cloro, o qual se
liga ao grupamento NH dos aminoacidos, interferindo no metabolismo
celular (Vianna, 2002).

Em 1971, Senia et al. verificaram a acao do hipoclorito de
sédio (5,25%) como solvente tecidual de tecidos pulpares de 61 molares.
Apbs irrigacdo com hipoclorito e sédio e solugdo salina (controle) durante
diferentes tempos, foram realizados cortes da regido apical, os quais
foram corados e analisados em microscopio Optico. Concluiu-se que o
Clorox (NaOCI) gera maior dissolugcao de tecido pulpar do que a solugao
salina. Ndo os autores questionam o efeito deste agente irrigante nos
3mm apicais de dentes com canais atrésicos.

Em 1999, Ayhan et al. avaliaram o efeito antimicrobiano
de solugdes irrigadoras (NaOCI 5,25% e 0,5%, clorexidina 2%, &lcool 21%
e paramonoclorofenol) contra diversos microrganismos, através de halos
de inibicdo em 4gar. Os resultados mostraram que o NaOCI foi o mais
efetivo contra todos os microrganismos testados, e que sua efetividade

diminui proporcionalmente a sua concentracdo. O alcool e a clorexidina
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nao apresentaram diferenca estatisticamente significante, e apresentaram
0s menores halos de inibi¢ao.

Em 2003, Beltz et al. verificaram, em dentes bovinos, a
capacidade de dissolugdo de componentes organicos e inorganicos de
diversas solucdes irrigantes: NaOCI (5,25%, 2,6%, 1,3%), EDTA 17% e
MTAD. Os autores observaram que: a solubilizagao pulpar foi semelhante
para NaOCIl 5,35% e 2,6%; o EDTA e o MTAD tiveram efeitos de
solubilizacdo semelhantes, tanto na dentina (cerca de 70%) quanto no
tecido pulpar (51%).

Naenni et al. (2004) avaliaram a capacidade de
dissolucdo de tecido necroético de diferentes solucdes irrigantes: NaOCI
1%, clorexidina 10%, peroxido de hidrogénio 3% e 30%, acido peracético
10% e &cido citrico 10%. Os resultados demonstraram que apenas 0O
NaOCI apresentou capacidade de dissolucdo de tecido necrético. Os
autores concluiram que este fator pode ser determinante na escolha do
agente irrigante a ser utilizado.

Em 2008, Menezes et al. avaliaram a concentracao
fungicida minima (CFM) do NaOCI 5,25% e da clorexidina 2% sobre
cepas de C. albicans. Os autores concluiram que ambas as substancias
apresentam efetiva atividade fungicida sobre C. albicans, sendo que a
CFM da clorexidina foi menor que a do hipoclorito para todas as cepas
avaliadas.

Apesar de suas O6timas propriedades, o hipoclorito de
sédio ndo possui efetividade sobre as endotoxinas (Maekawa, 2007), e
sua utilizacdo em altas concentracdes pode causar irritacdo nos tecidos
periapicais (Oncag et al., 2003).

Em estudo de 2003, Ongcag et al. compararam as
propriedades antimicrobianas e a toxicidade do NaOCl 5,25%, da
clorexidina 2% e 0,2% e da clorexidina 0,2% associada ao cetrimide
(Cetrexidin®). Canais radiculares foram intrumentados com auxilio dos

irrigantes e permaneceram vazios por 48 horas. Os efeitos toxicos foram
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avaliados através da injecdo das substancias no subcutaneo de ratos. Os
resultados indicaram que o Cetrexidin® foi mais efetivo sobre E.faecalis e
bactérias anaerdbias. Ao fim de 2 semanas, a toxicidade do NaOCI 5,25%
foi superior aos outros irrigantes.

Como opcdo ao hipoclorito de sodio, devido a sua

toxicidade, surgiu a clorexidina.

2.5.2 Digluconato de Clorexidina

A clorexidina surgiu como uma opg¢éo ao hipoclorito, por
ser considerada uma substancia biocompativel (Tanomaru et al., 2002;
Semenoff et al., 2008), com atividade antimicrobiana de amplo espectro
de acao (Ferraz et al., 2001; Ferreira et al.,, 2002; Gomes et al., 2009;
Valera et al., 2009) e efeito residual variando de 48 horas a 7 dias
(Leonardo et al., 1999; Weber et al., 2003).

Em 2001, estudo realizado por Ferraz et al. avaliou-se a
clorexidina gel como substancia quimica auxiliar. Os resultados indicaram
que a clorexidina gel apresentou capacidade lubrificante e atividade
antimicrobiana contra a maioria dos microrganismos normalmente
encontrados em canais radiculares infectados. Os autores citam que uma
das vantagens da clorexidina gel sobre a liquida seria uma menor
formacéo de smear layer.

Tanomaru et al. (2002) estudaram a resposta inflamatoéria
gerada por solucdes irrigadoras (hipoclorito de sédio a 0,5% e clorexidina
2%) quando injetadas na cavidade peritoneal de ratos. Concluiu-se que o
hipoclorito de sédio foi capaz de induzir reacdes irritativas nos tecidos e
respostas inflamatérias severas, enquanto que a clorexidina néo induziu

uma resposta inflamatoria significante, sendo biocompativel aos tecidos.
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Vianna et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana
da clorexidina gel e liquida a 0,2%, 1% e 2% e do NaOCI 0,5%, 1%, 2,5%,
4% e 5,25%. De acordo com os resultados, tanto a CLX gel quanto a
liguida a 2% foram eficazes contra S. aureus e C. albicans. Todos os
irrigantes avaliados foram eficazes contra P. gingivalis, P. endodontalis, P.
intermedia. O tempo necessario para a eliminacao de microrganismos foi
semelhante nos grupos: CLX liquida 1% e 2%, NaOCI 5,25%. Concluiu-se
gue a acao antimicrobiana esta relacionada ao tipo, concentracao e forma
de apresentacédo dos irrigantes.

Em 2008 a biocompatibilidade da clorexidina foi avaliada
em por Semenoff et al., atravées de um estudo com ratos. Os autores
verificaram que a clorexidina foi capaz de diminuir a reagdo inflamatoria,
de forma semelhante ao hidroxido de calcio.

Em 2009, Valera et al. avaliaram a acéo da clorexidina e
de medicagdes intracanais sobre E. coli e sua endotoxina. Canais de 48
dentes foram contaminados com E. coli, instrumentados com solucéo de
clorexidina 2% e divididos em grupos: pasta de Ca(OH),, polimixina B,
Ca(OH), + clorexidina gel 2%, solugéo fisiol6gica (grupo controle). A
clorexidina apresentou melhores resultados que a solucado fisiologica.
Observou-se diferenga estatistica do Ca(OH), + clorexidina gel 2% em
relacdo a pasta de Ca(OH); e a polimixina B. Os autores concluiram que
somente as medicagcOes Iintracanails sao capazes de diminuir
significativamente a quantidade de endotoxinas.

Observando-se as limitacdes de cada solugéo irrigadora
atualmente utilizada, deu-se inicio a uma busca de outros agentes
biocompativeis aos tecidos periapicais e com propriedades adequadas a
pratica clinica. Dentre estes novos estudos podemos destacar 0s

realizados com substancias naturais.
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2.5.3 Prépolis

A propolis € uma substancia utilizada pelas abelhas na
preservacdo da temperatura de sua colméia, e no impedimento da
entrada de agentes estranhos e da propagacdo de agentes
epidemioldgicos (Marcucci, 1995). A palavra prépolis tem origem grega,
sendo a combinacéo de Pro (defesa) e polis (cidade), que combinadas
indicam algo que defende a cidade, ou seja, a colméia (Burdock, 1998).

A composicado da prépolis depende da flora da regido
onde é produzida. Sua coloracdo pode variar de amarelo-esverdeado a
marrom-escuro. Apesar desta variagdo, em geral, a propolis € composta
por 50% de resina, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos,
5% de poélen e 5% de outras substancias (Burdock, 1998). Sua
composicdo quimica € complexa, sendo que mais de 200 constituintes ja
foram identificados. Alguns autores atribuem aos flavonoides, aos &cidos
aromaticos e aos ésteres, a capacidade antimicrobiana apresentada por
esta substancia (Grange, Davey, 1990; Burdock, 1998; Bankova et al,
1995; Koo et al., 2000, Grange et al, 2005; Scazzocchio et al, 2005).

De acordo com pesquisas realizadas, o extrato de
prépolis apresenta atividade antiinflamatoria, analgésica e antimicrobiana
(Grange & Davey, 1990; Burdock, 1998; Koo et al., 2000; Lotufo et al.,
2005)

Estudos indicam que o0 mecanismo de atividade
antimicrobiana da prépolis é complexo e provavelmente encontra-se
baseado na inibicdo da RNA-polimerade bacteriana (Bosio, 2000; Uzel et
al, 2005).

Martin, Pileggi (2004) avaliaram o extrato de propolis a
50% e 100% como meio de armazenamento de dentes avulsionados e

concluiram que estes extratos sdo melhores que HBSS (solucédo salina
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balanceada de Hanks), leite ou saliva, na manutencao da viabilidade das
células do ligamento periodontal.

Estudo in vivo, realizado por Santos et al em 2007,
avaliou a eficacia da pomada de prépolis sobre feridas crbnicas, e
constatou a presenca de acao terapéutica, baixo custo e estimulo a
cicatrizagao.

Ferreira (2007) avaliou a acdo antimicrobiana da propolis
sobre bactérias anaerébias comumente isoladas em canais radiculares
com necessidade de tratamento endododntico. Os resultados deste estudo
indicaram eficiente atividade antimicrobiana sobre microrganismos como
Prevotella nigrescens e Fusobacterium nucleatum.

Em 2008, estudo in vitro e ex vivo, realizado por Simdes
et al, avaliou a acdo de diferentes concentracdes de extratos de prépolis
como anti-sépticos bucais, constatando que sua acao farmacoldgica € a
mesma dos anti-sépticos industrializados.

Estudos in vitro realizados recentemente (Molina, 2008;
Maekawa, 2010; Valera et al., 2010) demonstraram grande efetividade,
por parte do extrato glicolico de propolis, sobre microrganismos presentes
em canais radiculares necrosados. De acordo com Swerts et al (2005), a
prépolis teria a vantagem de ser um produto natural, o que reduziria a
possibilidade de reagbes adversas aos tecidos bucais.

Com relacdo a citotoxicidade da propolis, Lotufo (2003)
verificou que a solugcdo de propolis em propilenoglicol é biocompativel,
nado afetando ou impedindo o crescimento e a viabilidade celular dos
fibroblastos da mucosa bucal humana.

Em 2004, Al-Shaher et al compararam a citotoxicidade da
prépolis e do hidréxido de calcio em fibroblastos do ligamento periodontal
e da polpa. Os autores verificaram que, em concentracoes similares, o
hidréxido de calcio foi extremamente toxico, sendo 10 vezes mais

citotoxico que a propolis. Assim, 0s autores sugeriram que a propolis pode
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ser uma alternativa viavel como medicacédo intracanal, por causa da sua
baixa citotoxicidade.

Outro estudo comparando a biocompatibilidade da
prépolis com Casearia sylvestris, Otosporin e solucdo salina, em tecido
subcutaneo de ratos machos da linhagem Wistar, foi realizado por Silva et
al (2004), que verificaram que a prépolis foi a medicacdo que apresentou
menor potencial irritativo e maior efetividade na reducdo do exsudato
inflamatério agudo. Os autores sugerem ainda a aplicacdo destes
produtos naturais como uma alternativa para o tratamento endododntico.
Assim sendo, torna-se importante a avaliacdo deste extrato natural in

Vivo.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como proposta:

a) Avaliacdo da atividade antimicrobiana e anti-
endotoxica da solugdo de hipoclorito de sédio
1,0%, da clorexidina gel 2,0% e do extrato
glicdlico de propolis 12%, através da
quantificagdo de endotoxinas e da andlise do

crescimento microbiolégico;

b) Deteccéo de microrganismos e determinacéo da

microbiota presente;

c) Avaliagdo da correlagdo entre a quantidade de
endotoxina presente no canal radicular e o
tamanho da leséo periapical visivel

radiograficamente.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual Paulista —
Campus de Sdo José dos Campos — Faculdade de Odontologia, sob o
namero 075/2009-PH/CEP (ANEXO A).

4.1 Selec&o de pacientes

A selecdo dos pacientes foi realizada através de
anamnese, exame clinico e exame radiografico de pacientes
encaminhados para a clinica de Endodontia, do departamento de
Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP. Foram selecionados pacientes com dentes que
apresentavam necrose pulpar e lesédo periapical visivel radiograficamente.
Estes pacientes apresentavam boa saude geral e auséncia de
antibioticoterapia nos ultimos 3 meses.

Os pacientes selecionados assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) antes do inicio do

tratamento endodontico.
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4.2 Selecédo de dentes

Neste estudo foram utilizados 30 dentes humanos
(anteriores ou pré-molares), dos pacientes anteriormente selecionados.

Para a selecdo dos elementos dentérios observou-se:

a) integridade do elemento ou presengca de

selamento com material restaurador;

b) auséncia de Dbolsas periodontais com
profundidade maior que 4mm, devido a
possibilidade da lesdo endo-periodontal,

c) auséncia de tratamento endodéntico prévio;

d) possibilidade de realizacdo de adequado

isolamento absoluto.

Foram descartados do estudo dentes com presenca de
edema e dor expontanea, além de dentes onde o0 acesso a toda a

extensdo do canal ndo era possivel.

4.3 Divisdo dos grupos experimentais

Os dentes foram divididos em 3 grupos experimentais
(n=10), de acordo com a substancia quimica auxiliar a ser utilizada

durante o preparo biomecanico:
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a) NaOCI: Irrigacdo com solugdo de Hipoclorito de
Saodio 1% (Byoférmula — Sdo José dos Campos —

Séao Paulo — Brasil);

b) CLX: Clorexidina gel 2% (Byoférmula — Séo José
dos Campos — Séo Paulo — Brasil), intercalada
com solugdo salina fisiologica esterilizada e

apirogénica;

c) PRO: Extrato glicdlico de prépolis 12% (Apisflora
— Ribeirdo Preto — Brasil), intercalado com
solucdo salina fisiologica esterilizada e

apirogénica.

4.4 Anti-sepsia e Abertura coronaria

Na primeira sessédo de atendimento clinico foi preenchido
um questionario abordando o histérico médico e dental do paciente
(APENDICE B). Além disso, foi realizado o exame clinico inicial onde
foram avaliados os sinais e sintomas presentes, tais como: presenca de
fistula/exsudato, alteragéo de cor, dor a percussao vertical e a palpacao,
presenca de carie, extrusdo ou mobilidade.

Realizou-se uma radiografia inicial com posicionador do
dente a ser tratado endoddnticamente. Os pacientes foram, entéo,
anestesiados e o0 elemento dentario a ser tratado foi isolado
individualmente, com auxilio de grampo de isolamento absoluto e lencgol
de borracha (Figura 1A). Foi realizada profilaxia com escova de Robinson
e pasta profilatica (Figura 1B) e anti-sepsia do campo operatdrio atraves

da aplicacdo, com swab, de 4gua oxigenada 30 volumes, hipoclorito de
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sédio 5,25% e tiossulfato de sédio 5%, para a inativacao do hipoclorito de
sédio (Figura 1C). Todos os passos subseqientes foram realizados de
forma asséptica. Para isso, as limas e todos os demais instrumentais e
materiais utilizados na pesquisa foram submetidos a radiagdo gama

Cobalto 60 (20 Kgy por 6 horas) para esterilizacdo e eliminacdo de

endotoxinas pré-existentes (Oliveira et al, 2005 e 2007; Maekawa, 2007;
Cardoso et al, 2011).

Figura 1 - Etapas do tratamento endodéntico: A - Isolamento do campo operatério; B -
Profilaxia com escova de Robson e pasta profilatica; C - Anti-sepsia com swab.

O inicio da abertura coronéria foi realizado com auxilio de
brocas esféricas diamantadas estéreis acionadas em alta rotacdo, sob
refrigeracdo com solugdo salina fisiologica esterelizada e apirogénica,
removendo-se caries e/ou restauracdes existentes (Figura 2A). Antes da
exposicdo da camara pulpar, o campo operatério foi novamente
desinfetado com agua oxigenada 30 volumes, hipoclorito de sédio 5,25%
e tiossulfato de sodio 5%. Com auxilio de brocas esféricas diamantadas
realizou-se a exposicado da camara pulpar, a completa remocéo do teto e
a localizacdo dos canais radiculares (Figura 2B). Ao fim da abertura
corondéria realizou-se a 12 coleta do contetdo do canal radicular (Figura
20C).
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A B C

Figura 2 - Etapas do tratamento endodontico: A - Remogéo de tecido cariado sob
irrigacdo com solucdo salina estéril e apirogénica; B - Finalizacdo da abertura coronaria;
C - 12 coleta do contetdo do canal radicular.

4.5 Primeira coleta do contetdo do canal radicular

As amostras foram coletadas através da utilizacdo de
cones de papel absorventes estéreis e apirogénicos, introduzidos no
canal radicular até o comprimento pré-odontométrico, permanecendo
neste por 1 minuto. O comprimento pré-odontométrico foi determinado
com base na radiografia inicial (CPO = comprimento aparente do dente na
radiografia inicial subtraido de 3 mm).

Foram utilizados 4 cones de papel absorventes, de
numeragdo compativel com o canal radicular, para cada coleta, sendo
gue o primeiro cone foi utilizado para a quantificagcao de endotoxinas, e 0s
demais foram utilizados para a semeadura das amostras e a identificacao

dos microrganismos por PCR (Figura 3).
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Figura 3 - Coletas do contetdo do canal radicular.

4.5.1 Diluicdo da amostra para quantificacdo de endotoxinas

A amostra coletada do canal radicular com auxilio de um
cone de papel absorvente estéril e apirogénico foi armazenada em tubos
estéreis e apirogénicos de 1,5ml (eppendorfs — Axygen - USA), contendo
1ml de solugéo fisioldgica estéril e apirogénica (matriz). A partir do qual
foram realizadas diluigbes seriadas (-1 e -2), para posterior quantificagao
de endotoxinas.

Para a realizagdo das diluicbes (Figura 4), a matriz foi
agitada em Vortex (Modelo AP-56 - Phoenix — Araraquara — SP — Brasil)
por 1 min. Através da utilizacdo de micropipetas, foram transferidos 100l
da matriz para um novo eppendorf, contendo 900 ul de 4gua apirogénica
(diluicéo -1). O eppendorf (diluicdo -1) foi entdo agitado por 60 segundos
e transferiu-se 100ul deste para outro eppendorf contendo 1000 pl de

agua apirogénica (diluicéo -2).
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Figura 4 - Diluicdo das amostras para quantificacdo de endotoxina.

4.5.2 Diluigdo da amostra para semeadura de microrganismos e analise
em PCR.

A amostra coletada através de 3 cones de papel estéreis
foi armazenada em eppendorf (matriz) contendo 1 ml de meio de
transporte pré-reduzido VMGA Il - Viability Medium Goteberg Agar
(Dahlén et al., 1993; APENDICE C). A partir da qual foram realizadas
diluicbes seriadas (-1, -2, -3 e -4), para posterior semeadura de
microrganismos.

Para a realizagdo das diluicbes (Figura 5), a matriz foi
agitada em Vortex até a sua solubilizacdo. Através da utilizacdo de
micropipetas, foram transferidos 100 pl da matriz para um novo
eppendorf, contendo 1000 pl de caldo BHI (diluicéo -1). O novo eppendorf
(diluicéo -1) foi entdo agitado por 60 segundos e transferiu-se 100 ul deste
para outro eppendorf contendo 900 ul de agua apirogénica (diluicdo -2).
Este procedimento foi repetido até a diluicao -4.

Apoés a diluicdo e a semeadura das amostras em meios

seletivos, as matrizes foram congeladas a -70°C até a sua utilizacao.
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Figura 5 - Diluicdo das amostras para semeadura de microrganismos.

4.6 Preparo biomecéanico

O terco cervical e médio dos canais radiculares foram
preparados através da técnica coroa-apice, com uso de instrumentos
oscilatérios (Endo-Eze — Ultradent Endodontics — USA). As limas do
sistema Endo-Eze foram adaptadas ao contra-angulo Endo-Eze, em um
micro-motor (Kavo do Brasil Ltda, Joinvile, SC, Brasil). O preparo foi
realizado com movimentos de rotacéo alternada de 30 graus para cada
lado. Utilizou-se uma lima Kerr n°15 (Dentsply/Maillefer Instruments SA,
Ballaigues, Swistzerland) entre cada lima do sistema oscilatorio, e
irrigagcéo de acordo com os grupos de solucéo irrigadora (Figura 6C).

Para a realizagdo do preparo (Figura 6), utilizou-se uma
lima tipo Kerr n° 10 (Dentsply/Maillefer Instruments SA, Ballaigues,
Swistzerland) na exploragao inicial para localizagcéo da luz do canal e, em
seguida, foi utilizado o instrumento 13/.060 do sistema Endo-Eze (Figura
6A), com objetivo de remover interferéncias cervicais e neutralizar o
contetdo séptico-toxico do canal radicular, usando os mesmos principios

do “crown down pressureless technique”, sempre tendo como medida
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limitadora o CPO. Em seguida, utilizou-se um instrumento manual (lima
Kerr n®15) para verificacdo da manutencéo da luz do canal (Figura 6B).

Na sequéncia, foi utilizado o instrumento oscilatério
13/.045, sem pressédo apical, com o objetivo de continuar removendo
interferéncias, variando a conicidade do canal e progredindo em direcéo
apical, sempre mantendo como medida limitadora o CPO. Este passo foi
seguido pela utilizagdo da lima manual Kerr n°15 (Dentsply/Maillefer
Instruments SA, Ballaigues, Swistzerland), instrumento oscilatorio 13/.035,
lima manual Kerr n°15 e instrumento oscilatério 10/.025, até a medida
limitadora do CPO.

Ao atingir o CPO, foi inserido no canal radicular um
instrumento manual para a realizagdo da odontometria. Apés a obtencao
do comprimento do dente, foi realizado o desbridamento foraminal e deu-
se inicio ao preparo apical (0,5 a 1 mm aquém do apice radiografico) com
a utilizacdo de 4 limas manuais tipo Kerr (Dentsply/Maillefer Instruments

SA, Ballaigues, Swistzerland).

A B C

Figura 6 - Preparo biomecénico do canal radicular. A - Preparo coroa-apice com Endo-
Eze; B - Verificagdo da luz do canal radicular com lima manual Kerr n°15; C -
Irrigacao/aspiracéo do canal radicular.

A realizacdo da neutralizagdo do conteudo séptico do
canal radicular e o preparo biomecanico deu-se de acordo com 0S grupos
(Quadro 1) de solugdes irrigadoras (n=10): NaOCI: irrigacédo com 5 ml de
solucdo de hipoclorito de sédio 1% a cada troca de lima; CLX:
preenchimento do canal com gel de Clorexidina 2% e irrigacdo com 5 ml

de solucao salina fisioldgica a cada troca de lima; PRO: preenchimento do
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canal com extrato glicélico de prépolis 12% e irrigacdo com 5 ml de

solucéo salina fisiolégica a cada troca de lima.

Quadro 1 - Divisao dos grupos experimentais

Grupo (N=10)

Solucéo irrigante

NaOCI Hipoclorito de sodio a 1%
CLX Clorexidina gel a 2%
PRO Extrato glicolico de prépolis a 12%

Terminado o preparo biomecéanico, os canais radiculares

foram irrigados com 10 ml de solucdo salina fisiol6gica, para remocao da

solucéo irrigadora e, logo em seguida, realizou-se a 22 coleta do conteudo

do canal radicular.

4.7 Segunda coleta do contetdo do canal radicular

As amostras foram coletadas através de cones de papel

absorventes estéreis e apirogénicos, com o mesmo diametro do ultimo

instrumento manual utilizado no preparo biomecéanico, introduzidos no

canal radicular até o comprimento de trabalho e permanecendo neste por

1 minuto. Foram utilizados 4 cones de papel absorventes, os quais foram

processados da mesma forma que na 12 coleta do conteudo do canal

radicular.
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4.8 Medicacéo intracanal por 14 dias

Apés a realizacdo da segunda coleta, os canais foram
preenchidos com solugdo de EDTA 17%(Biodindmica — PR - Brasil)
durante 3 minutos e lavados com 10 ml de solucéo salina fisioldgica, para
posterior colocacdo da medicacao intracanal. O hidréxido de célcio P.A.
(Biodinamica — PR - Brasil) foi associado ao propilenoglicol (Byoférmula —
Sao José dos Campos — SP — Brasil), o qual agiu como veiculo na
preparacdo da medicacao intracanal. A medicacédo foi introduzida nos
canais radiculares com auxilio de lentulo, até o completo preenchimento
do canal.

Com o intuito de evitar a contaminacdo do elemento
dentario por microrganismos da microbiota bucal foi confeccionada uma
“rolha” de hidroxido de célcio P.A. na entrada do canal, e o dente foi
selado com cimento de ionGmero de vidro restaurador. A medicacdo

intracanal foi mantina no canal radicular por 14 dias.

4.9 Terceira coleta do conteddo do canal radicular

Apés 14 dias da colocagdo da medicacao intracanal, o
paciente foi novamente submetido a anestesia, isolamento e antisepsia do
campo operatério (tomando todos os cuidados de forma semelhante a
primeira sessdo de atendimento). Realizou-se a abertura coronaria,
remoc¢ao da medicagao intracanal com lima Kerr n°30 e irrigagdo com 20
ml de solucéo salina fisiologica estéril e apirogénica. Em seguida, foi feita
a 32 coleta de forma semelhante as coletas anteriormente descritas, tanto
para analise em PCR e semeadura dos microrganismos e quanto para a

guantificacéo de endotoxina.
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4.10 Obturacéo dos canais radiculares

Terminada a 32 coleta, os dentes foram obturados pela
técnica do cone unico, complementada por cones secundarios, quando
necessario, com utilizacdo do cimento AH Plus. Foi realizada a radiografia

final para comprovagéo de adequado preenchimento do canal radicular.

4.11 Analise microbiolégica

4.11.1 Semeadura de microrganismos

A atividade antimicrobiana das solucdes irrigadoras foi
avaliada através da contagem de unidades formadoras de colbénias por
mililitro (UFC/ml), obtidas através da semeadura das amostras coletadas
em meios de cultura.

ApOs a diluicdo da matriz obtida em cada coleta (-1, -2, -3
e -4), aliquotas de 50 ul da matriz foram semeadas, em duplicata, em 4
meios seletivos (FIGURA 7), os quais foram preparados de acordo com as

instrucdes do fabricante:

a) Placas de Mitis Salivarius — meio seletivo para
Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius e

Enterococcus spp;

b) Placas de Enterococcosel — meio seletivo para

Enterococcus spp;
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c) Placas de Sabouraud Dextrose — meio seletivo

para de leveduras;

d) Placas de MacConkey — meio seletivo para

espécies de enterobactérias.

Figura 7 — Semeadura da matriz em 4 tipos de meios seletivos

Além disso, a matriz e as diluicbes -2 e -4 foram
semeadas em meios de crescimento nao-seletivos (FIGURA 8):

a) Brain Heart Infusion (BHI) acrescido com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro — com o intuito
de permitir o crescimento de microrganismos
aerdbios ou facultativos (APENDICE D);

b) Fastidious Anaerobe Agar (FAA), acrescidos com
5% de sangue de carneiro, 600uL de Menadiona
Img/L (Vitamin K3; 2-Methyl-1,4-naphthoquinone
— SIGMA M5625) e 600uL de Hemina 1mg/L
(Hemin Bovine Minimum 80% — SIGMA H5533)
(APENDICE E).
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Figura 8 — Semeadura da matrize das dilui¢cdes -2 e -4, nos meios de crescimeto: FAA e
BHI.

As placas de cultura contendo FAA com sangue de
carneiro foram mantidas em jarras de anaerobiose por 14 dias (Probac —
Brasil — Figura 9), enquanto que as demais placas foram mantidas em

estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas.

Figura 9 — Jarra de anaerobiose.
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4.11.2 Deteccdo de microrganismos através da técnica de PCR espécie-

especifico para o gene 16S rRNA.

Esta andlise foi realizada em parceria com o laboratério
de pesquisa da disciplina de Endodontia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP.

Através da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia
Polimerase) realizou-se a detecgdo, nas amostras coletadas, dos
microrganismos: Enterococcus faecalis, Filifactor alocis, Parvimonas
micra, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Tanerella forsythia, Treponema
denticola.

Para esta deteccdo foram empregados primers espécie-
especificos, direcionados a regido do gene 16S rRNA no DNA bacteriano.
As sequéncias dos oligonucleotidios foram obtidas a partir de referéncias

na literatura.

4.11.2.1 Isolamento do DNA bacteriano

Para a realizacdo do isolamento do DNA (Figura 10)
bacteriano foi utilizado o kit QlIAamp DNA (QIAGEN, Chatsworth, CA,
EUA). Os procedimentos para o isolamento do DNA foram realizados de

acordo com as instrucdes do fabricante.



57

C

Figura 10 — A: eppendorfs na centrifuga; B: centrifuga utilizada; C: eppendorf com DNA
ao fundo e sobrenadante a ser removido; D: eppendorfs com filtro utilizados para o
isolamento do DNA.

4.11.2.2 Reacéo de PCR

A reacdo de PCR foi realizada, inicialmente, em todas as
amostras com primer universal e, depois de confirmada a presenca de
DNA bacteriano, com primers espécies-especificos (Quadro 2).

A reacdo de PCR foi realizada através da mistura de 1,5
Ml do DNA isolado da amostra com 25 ul da mistura de reagentes (Master
Mix), contendo as quantidades especificadas no Quadro 3.



58

Quadro 2 — Espécies microbianas, as sequéncias de primers utilizados

para reacdo de PCR e fragmentos dos nucleotideos.

Espécie Sequéncia Fragmento
. F: TCC TAC GGG AGG CAG CAG T
Universal 466 bp
(Viana et al. 3 Ciin micron | R: GGA CTA CCA GGG TAT CTAATC CTG
2006; 44(4):1274-82) TT
E.faecalis
, F: CCG AGT GCT TGC ACT CAATTG G 138 bp
(Sedgly et al, Oral Microb
immun 2005, 20(1):10- | R: CTC TTATGC CAT GCG GCATAA AC
19)
F.alocis F: CAG GTG GTT TAA CAA GTT AGT GG 594 bp
(Siqueira, Rogas, JOE | p. cTA AGT TGT CCT TAG CTG TCT CG
2004, 30(12):851-854)
P.micra F: AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 207 bp
(Conrads etal, ClinInfec | p. ATA TCA TGC GAT TCT GTG GTC TC
Dis 1997, 25(2):94-7)
P.endodontalis | F: GCT GCA GCT CAA CTG TAG TC 672 bp
(Siqueraetal, JOE | p. oG CTT CAT GTC ACC ATG TC
2001, 27(3):164-167)
P.gingivalis F: AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG 404 bp
(Siqueraetal, JOE | p. ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT
2001, 27(3):164-167)
P.ntermedia | F: TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 575 bp
(Siqueraetal, JOE | o . oA ACA TCT CTG TAT CCT GCG T
2001, 27(3):164-167)
P.nigrescens | F: ATG AAA CAA AGG TTT TCC GGT AAG 804 bp
(Siqueraetal, JOF | p. ccCc ACG TCT CTG TGG GCT GCG A
2001, 27(3):164-167)
T.forsythia
_ F: GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 641 bp
(Slots et al, Clin Infect
Dist 1995, 20(2): 304- | R: TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T
307)
T.denticola F: TAATAC CGAATG TGC TCATTT ACAT 16 b
p

(Slots et al, Clin Infect
Dist 1995, 20(2): 304-
307)

R: TCA AAG AAG CAT TCCCTCTTCTTC
TTA
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Quadro 2 - Proporcéo dos reagentes utilizados para confec¢cado do Master
Mix.

Reagentes Quantidade ( 1)

Tampao (10x Reaction buffer) 2,5
dNTPs 0,5
MgCI2 1,25

H20 Milli-Q 17,625
Primer Forward 100 ym 0,75
Primer Reverse 100 pm 0,75

Taq Platinum 0,125

Todos os reagentes utilizados sdo da Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil.

A PlatinumTaq DNA Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo,
SP, Brasil) utilizada neste estudo inicia sua acao apenas em temperatura
adequada, podendo ser acrescentada diretamente no Master Mix, sem
necessidade de pré-aquecimento.

As reacbes de PCR foram realizadas em aparelho
termociclador convencional (MJ96G, Biocycler Termocicladores, Curitiba,
PR, Brasil), onde a mistura foi submetida a varios gradientes de
temperatura. As temperaturas de anelamento utilizadas para cada primer
estao especificadas o Quadro 4.

Utilizou-se como controle positivo o DNA gendmico
purificado dos microrganismos investigados e, como controle negativo

agua Milli-Q esterilizada.
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4.11.2.3 Eletroforese

ApOs a reagcdo de PCR as amostras foram analisadas
guanto a presenca dos microrganismos estudados. Esta andlise foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose (Figura 11). Para
esta, utilizou-se gel de agarose a 1% (Invitrogen, Séo Paulo, SP, Brasil) e
solugcédo tampdo composta por Tris-borato EDTA 10x diluido (pH 8,0) e
corada com brometo de etideo (5 pg/ml — Invitrogen, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

Um marcador de peso molecular de 100bp (DNA ladder,
Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) foi incluido no primeiro espaco de gel
de agarose. Para a realizacdo do processo de eletroforese utilizou-se,
durante 40 minutos, uma carga de 80 volts. Com o auxilio de um
transiluminador de luz ultravioleta pode-se observar, apds o processo, as
bandas obtidas.

A documentacao fotografica do gel de agarose foi obtida
através do sistema Image Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge,
Inglaterra), sendo que captura das imagens foi realizada pelo programa
LISCAP Image Capture software, fornecido pelo mesmo fabricante.
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123

C D

Figura 11 — A: preenchimento do gel agarose com as amostras apds processo de PCR;
B: cuba de eletroforese; C: transiluminador de luz ultravioleta; D: documentacéo
fotografica (1 — ladder, 2 — controle positivo, 3 — amostra com deteccdo do
microrganismo avaliado, 4 — controle negativo).

As reagles positivas foram determinadas através da
presenca de bandas que apresentavam o comprimento apropriado ao
microrganismo testado. Os comprimentos dos fragmentos encontram-se

no Quadro 2.
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Quadro 4 — Espécies microbianas e ciclos de temperatura das reacdes de

PCR.
Espécie Ciclos
) Desnaturacgéo inicial 95°(10min); 40 ciclos: 95°(10s),
Universal ,
60°(10s); extensao final 72°(25s)
_ Desnaturagéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 95°(1min),
E.faecalis _ _ _ _
57°(1min), 72°(1min); extenséao final 72°(7min)
E aloci Desnaturacgéo inicial 95° (2min); 26 ciclos: 95° (30s),
.alocis
58° (1min), 72° (1min); extensao final 72°(2min)
) Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
P.micra

60°(1min), 72°(2min); extens&o final 72°(10min)

P.endodontalis

Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
58°(1min), 72°(2min); extensao final 72°(10min)

P.gingivalis

Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
60°(1min), 72°(2min); extensao final 72°(2min)

P.intermedia

Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
58°(1min), 72°(2min); extensao final 72°(10min)

P.nigrescens

Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
58°(1min), 72°(2min); extenséo final 72°(10min)

T.forsythia

Desnaturacgéo inicial 95°(1min); 36 ciclos: 95°(30s),
60°(1min), 72°(1min); extensao final 72°(2min)

T.denticola

Desnaturacgéo inicial 95°(2min); 36 ciclos: 94°(30s),
60°(1min), 72°(2min); extensao final 72°(10min)
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4.12 Quantificagdo de endotoxinas

Para a verificacdo da neutralizagdo das endotoxinas
presentes nos canais radiculares foi utilizado o teste cromogénico do
lisado de amebdcitos de Limulus (andlise quantitativa). Este teste foi
realizado em duplicata para todas as coletas do conteido do canal
radicular: imediatamente apds abertura do elemento dentario,
imediatamente ap0s instrumentacdo e imediatamente apds a medicacdo

intracanal.

4.12.1 Lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) — Teste cinético

cromogénico (QCL)

As amostras coletadas do canal radicular foram
submetidas a andlise quantitativa de LPS pelo método cinético
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (cinético QCL - LAL) no
mesmo dia em que foram coletadas. Inicialmente foram realizadas
diluicbes da endotoxina padréo de E. coli em diferentes concentracdes
gue representaram os padrbes de comparagao das amostras (curva-
padrdo). Para cada amostra, foi realizado um controle positivo (amostra
do conteudo do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida
de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos (Figura 12), foram
adicionados 100 ul de &4gua apirogénica (branco da reacéo), os padrbes
de endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular (100 ul) e os
controles positivos (10 ul). Os testes foram realizados em duplicata. A
placa foi incubada no leitor cinético QCL a 37+1°C por 10 min, o qual

estava acoplado a um microcomputador com software WinKQCL (Lonza)
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especifico para gerenciamento, execugdo e emissdo 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.

Figura 12 — Esquema de montagem da placa de 96 pocos utilizada no teste cinético
cromogénico LAL.

Apés o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorou, de forma continua, a absorbancia a 405 nm em
cada poco da microplaca. O leitor determinou 0 tempo necessario para
aumentar a absorbancia de cada pog¢o a 0.200 unidades de absorbancia,
gque foi o denominado tempo de reacdo. O software WinKQCL
automaticamente calculou uma correlacdo linear log/log do tempo de
reacdo de <cada padrdo com a concentracdo de endotoxina
correspondente. Os parametros da curva-padrao foram impressos no

relatorio de impressao.
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Figura 13 — Substancias utilizadas como padréo e equipamento utilizado no teste
cinético cromogénico - A: reagente LAL; B: endotoxina padrdo de E.coli; C: agua
apirogénica; D: leitor cinético QCL; E: adi¢cao do reagente LAL.

4.13 Correlacao entre lesao periapical e quantidade de endotoxina

Todos o0s pacientes tiveram suas radiografias iniciais
digitalizadas e processadas no software Image Tools, onde foi realizada a
medicao do tamanho das lesGes periapicais visiveis nas radiografias.

A medicao foi realizada através da verificagdo da medida
(em mm) do maior diametro da lesao.

Para a verificacdo da existéncia da correlacdo entre o
diametro da lesdo periapical e a quantidade de endotoxina presente no
canal radicular foi utilizado o teste estatistico de Correlacdo Linear de

Pearson.
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Figura 14 — Radiografias periapicais iniciais utilizadas para medi¢cdo do maior didmetro
apresentado pela lesdo periapical.

4.14 Anélise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos através do teste
de quantificacdo de endotoxinas e da andlise do crescimento
microbioldgico seré realizada através dos testes de Kruskal Wallis e Dunn,
com nivel de significAncia 5%. Estes testes estatisticos serdo realizados
com base nos percentuais de reducao destes dados.

Os resultados obtidos através do teste de PCR serdo
avaliados de acordo com uma analise descritiva.

Para a avaliacédo da correlagdo entre o tamanho da lesao
periapical e a quantidade de endotoxinas presente, sera utilizado o teste

de Correlagéo Linear de Pearson.



5 RESULTADOS

5.1 Analise de crescimento microbioldgico

A Figura 15 (A, B, C e D) ilustra placas de petri
contendo 0s microrganismos ap6s semeadura referente a primeira coleta

do contelido do canal radicular.

C D

Figura 15 — Placas de petri com crescimento microbiano apresentado na 12 coleta; A —
Enterococcosel; B — Mitis Salivarius; C — FAA; D — BHI.



68

O crescimento microbiano das amostras coletadas foi

determinado através da contagem de unidades formadoras de colénia por
mililitro (UFC/ml) (Tabela 14 e 15 — APENCICE F), sendo que as médias
de UFC/ml de cada solucéo irrigadora e de cada meio seletivo utilizado

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Médias da quantidade de microrganismos (UFC/ml)

Coleta NaOCl CLX PRO
EAA 12C 10722432 1145066 28889864
o 22C 60210 420018 1240056
(Anaerdbios)
3aC 462 3498 1100538
BHI 12C 69686 14800 18224602
(Aerobios elou 22C 22 0 30422
anaeroObios facultativos) 32C 68 56 30600
o o 12C 2488 46 666
Mitis Salivarius
22C 0 0 2
(Estreptococcus®)
32C 4 0 1016
12C 2244 0 210
Sabouraud Dextrose
22C 0 0 62
(Leveduras)
32C 0 0 0
12C 970 10 250
Enterococcosel
22C 0 0
(Enterococos**)
32C 0 0
12C 0 0
MacConkey
_ 22C 0 0
(Enterobactérias***)
32C 0 2 180

*Indicativo de estreptococos.**Indicativo de Enterococos.***Indicativo de Enterobactérias.

Observando-se os dados obtidos, pode-se verificar que

diversas amostras obtidas na 12 coleta ndo geraram crescimento

microbioldgico, principalmente nos meios Sabouraud Dextrose (indicativo
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de leveduras) e MacConkey (indicativo de enterobactérias), o que indica
uma composicao microbiana diferente dentro do canal radicular ou uma
inviabilidade dos microrganismos presentes. De acordo com as médias
apresentadas, podemos observar que em todas as solugbes houve
diminuicdo na quantidade de microrganismos apés o preparo biomecanico
(22 coleta). Este aumento s6 ndo ocorreu no meio seletivo MacConkey, no
grupo irrigado com extrato glicélico de propolis, pois a média da 12 coleta
foi 0.

Pode-se observar um elevado crescimento de
microrganismos anaerobios em todas as amostras, o que indica a
predominancia deste tipo de microrganismo dentro dos canais radiculares
avaliados.

A estatistica deste trabalho foi realizada com base nos
percentuais de reducdo referentes a diminuicdo de UFC/ml dos
microrganismos da 22 coleta em relagdo a 12 coleta, e da 32 coleta em
relacdo a 12 coleta (Tabela 2).

Pode-se observar que em diversas coletas néao foi
possivel o célculo do percentual de reducdo devido ao ndo crescimento
microbiano na 12coleta realizada. Além disso, podemos verificar que em
grande parte das amostras houve consideravel diminuicdo no numero de
microrganismos, sendo que apenas poucos casos apresentaram aumento
na quantidade destes.

Os percentuais de reducao obtidos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis e pelo teste de Dunn (nivel de significancia 5%). A
realizacdo destes testes foi feita juntando-se todos os meios seletivos
utilizados e comparando as solugdes irrigadoras. A Tabela 3 mostra a
estatistica descritiva dos percentuais de reducdo e os resultados dos

testes estatisticos realizados.
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Tabela 2 - Percentual de reducdo (%) de microrganismos (UFC/ml) da
22coleta em relagdo a 12 coleta, e da 32 coleta em relacao a 12 coleta

Aero6bios e
Anaerébios anaerébios | Estreptococos | Leveduras | Enterococo | Enterobactérias
facultativos
2x1 3x1 2x1 | 3x1 2x1 | 3x1 | 2x1 |3x1| 2x1 | 3x1 | 2x1 3x1
96,3 99,99 100 100
100 77 100 100
99,71 100 100 100
93,75 -800 100 -150
NaoCl 99,31 99,99
99,99 99,99 99,95 100 100 75
99,75 100 100 64
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
96,37 100 100 100 100 100 100 100
100 98
-16,67 99,99
99,99 99,99 100 99,95 100 100
93,94 -5051,5 100 100
99,9 99,1
CLX
100 100 100 100
100 100
99,99 63,33 100 46,5 100 -300 100 100 100 100
-60 76 100 100
99,97 99,5 99,49 100 100 100
100 100
-270,37 83,33
PRO
99,99 100 100 100
-2213,1 100 88,75 100
-614,29 100 72,22 100
99,95 100 -1000 100
75,83 100 96,49 100 99,34 100 70,19 100 100 100

Valores em branco indicam impossibilidade de célculo devido ao nédo crescimento de
microrganismos na 12coleta. Valores negativos indicam aumento da quantidade de
microrganismos.
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Tabela 3 — Média, desvio padrdo, mediana e grupos homogéneos dos
dados analisados estatisticamente

23C x 1@C 32C x 18C
Grupo Média e DP* Mediana | GH* Média e DP* Mediana | GH*
NaOCI 99,38 + 1,58 100 A 46,35 + 191,73 100 A
CLX 88,83 + 35,04 100 A -368,59 + 1553,15 99,99 A
PRO - 82,91 + 504,61 99,96 A 78,75 + 80,04 100 A

*DP = Desvio padrdo; GH = grupos homogéneos, onde letras iguais indicam auséncia de
diferenga estatisticamente significante

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis houve diferenca
estatistica entre as solucbes (p=0,042) quando avaliada a 22 coleta em
relacdo a 12 coleta. No entanto, ao se realizar o teste de Dunn, 0 mesmo
nao detecta onde se encontra diferenca, e diz que todos 0s grupos séo
semelhantes entre si. Ja ao avaliarmos a 32 coleta em relagédo a 12 coleta,
o teste de Kruskal-Wallis ndo detecta diferenca estatistica significante
(p=0,39) entre as solucdes avaliadas.

De acordo com os dados da Tabela 3, podemos observar
gue todas as solugdes irrigadoras apresentam medianas semelhantes,
tanto na 22 coleta em relagédo a 12 coleta quanto na 32coleta em relagéo a
13coleta. Sendo assim, de acordo com a analise estatistica apresentada,
podemos observar que as 3 solucbes avalias possuem capacidade

antimicrobiana semelhante.

5.2 Quantificacao de endotoxinas

Os dados obtidos através do teste de quantificacdo de
endotoxinas de todas as amostras coletadas encontram-se na Tabela 13
(APENDICE F). Enquanto que os valores médios da quantidade de
endotoxinas (EU/ml) de todas as coletas dos grupos avaliados estéo

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Médias da quantidade de endotoxina em cada coleta de cada
grupo avaliado

12 coleta 22coleta 32coleta
Média e . Média e . Média e .
Grupo DP* Mediana DP* Mediana DP* Mediana
175,53 + 12,68 + 7,24 +
NaOCI 1145 13,4 3,42
226,96 7,05 11.15
65,62 + 29,61 + 5,84 +
CLX 47,9 19,75 5.36
64,64 24,98 5,25
150,68 + 14,86 + 10,58 +
PRO 58,4 9,97 13,85
266,82 15,10 9,1

*DP = Desvio padréo.

De acordo com as medianas apresentadas, podemos
verificar a presenca de grande quantidade de endotoxina na 12coleta e a
diminuicdo desta na 22coleta, fato provocado pelo preparo biomecanico e
pela acdo da solucdo irrigadora. A 32 coleta também apresenta menor
guantidade de endotoxina em relagcdo a 12coleta, fato provocado pela
jungéo da atividade do preparo biomecanico de da solucéo irrigadora com
a acao da medicagao intracanal.

A estatistica realizada neste estudo foi baseada nos
percentuais de alteracdo referentes a diminuicdo da quantidade de
endotoxina (EU/ml) da 22 coleta em relagdo a primeira coleta e da 32
coleta em relacéo a 12 coleta (Tabela 5).

Através dos percentuais de reducdo podemos verificar
gue na maioria dos casos houve diminuicdo da quantidade de endotoxina
na 22 coleta em relagéo a 12 coleta, mas que em poucos casos pudemos
observar um aumento desta quantidade na 22 coleta. Pode-se verificar,
também que em todos os casos houve diminuicdo na quantidade de
endotoxina ao fim do tratamento endodéntico (32 coleta em relacdo a 12

coleta).
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A andlise descritiva dos percentuais de reducédo obtidos
encontra-se nas Tabelas 6 e 7. Pode-se visualizar estes dados atraves
dos gréficos das Figuras 16 e 17.

Além da analise descritiva, realizou-se o teste estatistico
de Kruskal-Wallis e de Dunn (nivel de significancia 5%).

O teste estatistico de Kruskal-Wallis realizado indicou
auséncia de diferenca estatistica entre as solu¢fes estudadas tanto na 22
coleta em relacéo a 12 coleta (kw = 4,895; gl = 2; p-valor = 0,0865 > 0,05),
guanto na 32 coleta em relacéo a 12 coleta (kw = 0,2218; gl = 2; p-valor =
0,895 > 0,05).



Tabela 5 — Percentual de reducéo (%) da quantidade de endotoxinas

GRUPOS 22C x 13C 32C x 12C
98.57 90.73
81.57 88.42
50.55 42.54
-222.08 48.59
NaOCl 93.8 99.18
-186.78 6

89.1 96.9
-122.73 23.04

98.4 100

92.36 99.6
-2.07 23.45
-168.62 56.66
73.52 93.74
-210.3 81.03
CLX 77.51 82.31
86.23 100
32.79 86.01

82.62 100
-31.97 19.72

18.44 91.3

96.05 100
93.44 99.36
78.27 98.27
92.9 57.09
PRO 32.13 80.25
72.26 85.1
97.24 98.09
94.05 88.31
50.82 83.64
38.02 34.74

Valores negativos indicam aumento na quantidade de endotoxinas.
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Tabela 6 — Analise descritiva dos percentuais de reducdo da 22 coleta em
relacdo a 12 coleta (média, desvio padrdo), e teste de Dunn (grupos
homogéneos)

Grupo N Média | Desvio Padrdo | Mediana GH*
NaOCL 10 7,3 130,2 85,3 A
CLX 10 -4,2 105,7 25,6 A
PRO 10 74,52 25,31 85,59 A

*GH = grupos homogéneos, onde letras iguais indicam auséncia de diferenca

estatisticamente significante.

Figura 16 - Gréfico de pontos (dot-plot) e correspondente diagrama de caixa (box-plot)
dos valores de reducéo, segundo os trés tipos de solugéo irrigadora, da 22 coleta em
relacéo a 12 coleta.

Tabela 7 - Andlise descritiva dos percentuais de reducdo da 3?2 coleta em
relacdo a 12 coleta (média, desvio padrdo), e teste de Dunn (grupos
homogéneos)

Grupo N Média | Desvio Padrdao | Mediana GH
NaOCL 10 69,5 35,9 89,6 A
CLX 10 73,42 30 84,16 A
PRO 10 82,48 21,23 86,71 A

*GH = grupos homogéneos, onde letras iguais indicam auséncia de diferenca

estatisticamente significante.
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Figura 17 - Gréfico de pontos (dot-plot) e correspondente diagrama de caixa (box-plot)
dos valores de reducéo, segundo os trés tipos de solucéo irrigadora, da 32 coleta em
relacdo a 12 coleta.

De acordo com estes resultados, pode-se verificar que a
acdo anti-endotoxica das 3 solucdes avaliadas é semelhante.

5.3 Tamanho das lesfes

A Tabela 8 mostra o maior diametro das lesGes (em
milimetros) presentes nos dentes utilizados para este estudo, assim como
a quantidade de endotoxinas apresentada na 12 coleta, a sintomatologia
apresentada pelo paciente antes do inicio do tratamento e a quantidade
total de microrganismos detectada na coleta inicial de cada elemento
tratado endodonticamente.

Os resultados apresentados indicam que as maiores
guantidades de microrganismos nao se encontram, necessariamente, nas
lesbes de maiores diametros e nem nas com maior quantidade de

endotoxina.
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Tabela 8 — Tamanho das lesbes, quantidade de endotoxinas presentes e
sintomatologia inicial do paciente

Grupo Leséo | Endotoxinas | Percussao | Palpacgéo | Microrganismos
Mm EU/mI
4 394 5400220
2 127 2020
1 3,62 + + 16960
7 2,49 520
NaOoCl 4 102 57600000
4 6,66 28080080
2 154 8500
3 6,51 10400000
8 710 + + 0
4 249 16849600
2 14,5 2000
5 4,43 3600000
8 83,1 6314460
5 29,1 1180
CLX 4 85,4 460
8 146 + 760
10 14,3 + 42000
2 198 0
2 14,7 0
3 66,7 1632000
5 84,4 30574660
10 26,7 7000
2 13,9 1191100
5 32,4 1400000
PRO 3 11,7 336080
6 141 1080
8 889 + 349600000
4 202 + 168560
5 84,4 + 45600000
12 21,3 2688000
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Na Figura 18 pode-se observar o gréfico da quantidade de
endotoxinas conforme o tamanho da lesdo. Pode-se verificar que a maior

guantidade de endotoxina foi encontrada nos canais com lesdes de 8 mm

de diametro.
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Figura 18 — Gréfico de colunas com as médias referentes a quantidade de endotoxina
apresentadas de acordo com o tamanho da leséo verificada no Rx.

Ao se dividir as medidas das lesbes em 3 classes (1 a
3,9mm, 4 a 7,9mm e 8 a 12mm) pode-se observar, com a realizagao do
teste de correlacéo linear de Pearson, diferenca estatistica significante
entre as classes e a presenca de uma correlagdo positiva porém fraca
entre o tamanho da leséo e a quantidade de endotoxinas presentes (p-
valor=0,043<0,05; r=0,372 — Figura 19).
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Figura 19 — Quantidade de endotoxina presente de acordo com a classe referente ao
tamanho da leséo.

Diante dos resultados observados podemos verificar que
a quantidade de endotoxina tende a aumentar de acordo com o0 aumento

no tamanho da lesao.

5.4 PCR

As Tabelas 9, 10 e 11 indicam todas as deteccbes
realizadas através do método de PCR. Todas as amostras coletadas dos
canais radiculares utilizados nesta pesquisa, independentemente da
coleta (13 22 ou 32 coleta), apresentaram DNA bacteriano quando
empregada a deteccdo de DNA através do primer universal, direcionado
ao gene 16S rRNA.

Pode-se verificar que todos 0S microrganismos
investigados neste estudo foram detectados em pelo menos uma das

amostras analisadas.
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Tabela 9 - Microrganismos detectados pelo PCR no grupo NaOCI

Grupo 12 coleta 22 coleta 32 coleta
P. micra P. micra P. micra
P. gingivalis T. denticola P. gingivalis
T. denticola P. nigrescens
P. micra P. nigrescens P. micra

P. nigrescens
P. micra - E. faecalis
E. faecalis
P. gingivalis P. nigrescens -
P. micra - P. nigrescens
P. gingivalis
P. nigrescens
NaOClI
T. denticola T. forsythia P. gingivalis
T. forsythia
P. nigrescens - -
P. nigrescens - -
T. forsythia
P. micra P. nigrescens P. micra
P. nigrescens P. nigrescens
T. forsythia T. forsythia
P. micra P. micra P. micra
P. nigrescens P. nigrescens P. gingivalis
T. forsythia T. forsythia
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Tabela 10 - Microrganismos detectados pelo PCR no grupo CLX

Grupo 12 coleta

22 coleta 32 coleta

P. micra

P. micra
P. endodontalis
P. intermédia

P. micra
T. forsythia
T. denticola

P. micra
P. intermédia

P. micra
P. endodontalis
P. gingivalis
P. nigrescens
T. forsythia
T. denticola

P. micra
P. endodontalis
P. gingivalis
P. nigrescens
T. forsythia
T. denticola
F. alocis

CLX

P. micra
P. gingivalis
T. forsythia

P. micra
P. endodontalis
T. denticola

P. micra
P. nigrescens

P. micra
P. nigrescens
T. forsythia

- P. micra

P. micra -

P. micra
P. nigrescens
T. denticola

P. micra

P. micra P. micra

P. micra -
T. denticola

P. micra -

P. micra T. denticola

P. micra P. micra
P. endodontalis

P. nigrescens

P. micra -

P. micra P. micra

T. forsythia
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Tabela 11 - Microrganismos detectados pelo PCR no grupo PRO

Grupo 12 coleta 22 coleta 32 coleta
P. micra P. micra -
P. endodontalis P. endodontalis
P. nigrescens P. nigrescens
T. forsythia
P. micra P. micra -
T. forsythia
P. micra - P. micra
P. nigrescens P. nigrescens
T. forsythia
T. denticola
T. forsythia P. micra P. micra
T. denticola T. forsythia T. denticola
T. denticola
P. micra P. micra P. micra
P. endodontalis P. endodontalis T. forsythia
P. intermedia P. gingivalis T. denticola
P. nigrescens P. intermedia
T. forsythia P. nigrescens
T. denticola T. forsythia
F. alocis T. denticola
P. micra P. micra P. micra
PRO P. endodontalis P. nigrescens P.endodontalis
T. forsythia
P. micra - -
P. endodontalis
P. nigrescens
T. forsythia
T. denticola
P. micra P. micra P. micra
P. endodontalis P. endodontalis P.endodontalis
P. intermedia P. intermedia T. forsythia
P. nigrescens P. nigrescens T. denticola
T. forsythia T. denticola
T. denticola
F. alocis
P. micra P. gingivalis T. denticola
P. gingivalis T. forsythia
T. forsythia
T. denticola
P. endodontalis P. micra P. micra
E. faecalis P. gingivalis P.endodontalis
P. intermedia P. gingivalis
P. nigrescens
T. forsythia
verificado um total de 245 deteccbes de

microrganismos nos 30 canais analisados neste estudo. Nas diversas
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coletas podemos verificar o seguinte nimero de detecgfes (Tabela 12):
119 (12 coleta), 79 (22 coleta), 77 (32 coleta).

Na 12 coleta foram detectados o0s seguintes
microrganismos: Enterococcus faecalis (2/30), Filifactor alocis (3/30),
Parvimonas micra (24/30), Porphyromonas endodontalis (11/30),
Porphyromonas gingivalis (7/30), Prevotella intermedia (5/30), Prevotella
nigrescens (15/30), Tanerella forsythia (16/30), Treponema denticola
(11/30).

Apés o0 preparo biomecanico (22 coleta) foram
encontradas as mesmas espécies, com excecao de Enterococcus faecalis
e Filifactor alocis. Houve predominancia da detec¢cdo de Parvimonas
micra (18/30), Prevotella nigrescens (9/30) e Tanerella forsythia (8/30).
Pode-se observar uma diminui¢do no niumero de detecgoes.

Apéds o tempo de medicacgdo intracanal (32 coleta), foram
detectadas as mesmas espécies da 22 coleta, com excecdo de Prevotella
intermedia. As espécies predominantes foram: Parvimonas micra (18/30),
Tanerella forsythia (6/30), Treponema denticola (7/30) e Prevotella
nigrescens (6).

Na Tabela 12 pode-se verificar 0o numero de
microrganismos de cada espécie detectado em cada coleta, independente
da solucéao irrigadora utilizada.

E possivel verificar que as espécies mais presentes em
todas as coletas realizadas s&o: Parvimonas micra (presente em 66,7%
das amostras), Tanerella forsythia (33,3%) e Prevotella nigrescens
(33,3%).

Na Figura 20 pode-se observar um grafico de colunas
com a porcentagem de detecgcdo apresentada por cada microrganismo,
no teste de PCR, de acordo com a coleta realizada. Verifica-se que na
maioria dos microrganismos ha uma reducdo no percentual de deteccao

dos mesmos da 12 coleta para a 22 e 32 coleta.
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Tabela 12 — Microrganismos detectados através de PCR nas 3 coletas
realizadas, e suas porcentagens

Microrganismos | 13C (%) | 23C (%) | 3°C (%) | Total (%)
Enterococcus faecalis 2 (6,7) 0 (0) 0 (0) 2(2,2)
Filifactor alocis 3 (10) 0 (0) 0 (0) 3(3,3)
Parvimonas micra 24 (80) 18 (60) 18 (60) 60 (66,7)
Porphyromonas
endodontalis 11 (36,7) 4 (13,3) 4(13,3) 19(21,1)
Porphyromonas
gingivalis 7 (23,3) 4 (13,3) 3 (10) 14 (15,6)
Prevotella intermedia 5 (16,7) 3 (10) 0 (0) 8 (8,9)

Prevotella nigrescens 15 (50) 9 (30) 6 (20) 30 (33,3)
Tanerella forsythia 16 (53,3) 8(26,7) 6 (20) 30 (33,3)
Treponema denticola 11 (36,7) 5(16,7) 7(23,3) 23(25,6)

Figura 20 — Porcentagem de microrganismos detectados nas amostras analisadas por
PCR, de acordo com as coletas.



6 DISCUSSAO

6.1 Sobre o tema da pesquisa

Sabe- se que a necessidade do tratamento endodéntico é
determinada, principalmente, pela presenca de agentes agressores, tanto
microrganismos quanto endotoxinas, nos canais radiculares (Miller, 1894,
Kakehashi, 1965; Mattison et al., 1987),e que a permanéncia destes apos
a realizacdo do tratamento é fator determinante no insucesso (Gomes et
al 1996 e 2004; Siqueira Jr 2001). Com isso, justifica-se uma busca
constante por substancias auxiliares ao tratamento endoddntico capazes
de eliminar os microrganismos e neutralizar seus subprodutos.

Devido a sua capacidade de dissolucdo de matéria
organica (Beltz et al., 2003) e de neutralizacdo do contetdo toxico do
canal radicular (Leonardo, 2005; Okino et al., 2004; Tanomaru et al.,
2005; Valera et al., 2001), o hipoclorito de sodio €, hoje, uma das
solugcbes mais utilizadas durante a irrigacdo do preparo biomecanico. No
entanto esta substancia € considerada toxica aos tecidos periapicais,
principalmente quando utilizado em altas concentracées (Oncag et al.,
2003).

A clorexidina surgiu como uma opc¢ao de agente irrigante
biocompativel com o0s tecidos periapicais (Tanomaru et al., 2002;
Semenoff et al., 2008). Apesar de apresentar atividade antimicrobiana
semelhante ao hipoclorito de sédio (Vianna et al., 2007; Cardoso et al.,
2011) esta substancia demonstra baixo ou nenhum efeito sobre

endotoxinas (Oliveira et al. 2007; Gomes et al., 2009). Com isso, diversas
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substancias vém sendo testadas na busca de uma solucgéo irrigante que
proporcione uma maior chance de sucesso ao tratamento endodontico.

Algumas substancias fitoterapicas comecaram a ser
avaliadas com este intuito e, devido a sua capacidade antiinflamatéria,
analgésica e antimicrobiana (Grange , Davey, 1990; Burdock, 1998; Koo
et al., 2000; Lotufo et al., 2005), a propolis comecgou a receber atencéo
especial por parte de alguns autores.

Diversos estudos realizados in vitro demonstraram que a
prépolis atua de forma adequada sobre alguns microrganismos
comumente existentes nos canais radiculares (Molina, 2008; Maekawa,
2010; Valera et al., 2010), com isso fez-se necesséria a avaliacdo desta
substancia in vivo, uma vez que a microbiota apresentada neste tipo de

estudo € complexa, compreendendo mais de 50 espécies bacterianas

(Baumgartner e Falker 1991).

6.2 Sobre o0 método utilizado

Para a realizacdo de um trabalho in vivo, uma das
grandes dificuldades é a padronizagdo dos espécimes, uma vez que 0S
mesmos sdo escassos. Com o intuito de se promover esta padronizagéo
foram selecionados pacientes com necessidade de tratamento
endodontico devido a presenca de necrose pulpar e lesdo periapical
visivel radiograficamente; foram excluidos da pesquisa pacientes que
haviam ingerido antibiético por até 3 meses antes do inicio do tratamento,
de forma que este ndo pudesse interferir na microbiota presente;
pacientes com sintomatologia aguda; pacientes com a camara pulpar
exposta no meio bucal e pacientes com doenca periodontal.

Outra dificuldade a ser observada em um estudo in vivo é

a cooperacdo apresentada pelos pacientes. Diversos casos foram
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perdidos devido ao comparecimento do paciente a primeira sessao e o
nao retorno no tempo adequado para a segunda sessao, o que interferia
no tempo da medicacdo, podendo alterar os resultados da acédo da
mesma.

Com o intuito de verificar a atividade antimicrobiana das
solucdes irrigadoras avaliadas (hipoclorito de sédio 1%, clorexidina gel
2% e extrato glicdlico de prépolis 12%) optou-se pela cultura de
microrganismos, pois, apesar deste tipo de técnica ndo ser capaz de
promover o crescimento de todas as espécies bacterianas presentes
(Rolph et al.,2001), ela nos permite visualizar facilmente a diminuigdo de
microrganismos gerada pelo tratamento endodontico, uma vez que
permite apenas o crescimento de bactérias viaveis.

Esta técnica de cultura é utilizada em diversas pesquisas
para a avaliacdo de substéancias irrigadoras (Cardoso et al., 2011) e
medicacoes intracanais (Maekawa, 2010), sendo que os meios de cultura
utilizados sdo escolhidos de acordo com 0s microrganismos a serem
avaliados.

Com o intuito de permitir o crescimento de
microrganismos aerébios, facultativos e anaerdbios, foram utilizados
diversos meios de cultura, sendo que os meios seletivos e o BHI foram
mantidos em estufa bacteriolégica a 37°C e o FAA permaneceu em jarras
de anaerobiose, simulando um ambiente sem oxigénio e propiciando o
crescimento anaeroébio.

Diversas pesquisas realizadas indicam a predominancia
de microrganismos anaerébios, principalmente Gram-negativos, em
canais com presenca de necrose pulpar e lesdo periapical cronica
(Vafaeie et al., 1999; Leonardo, 2000). Uma vez que as bactérias Gram-
negativas apresentam endotoxinas em suas paredes celulares, e que
estas endotoxinas tém potente acdo citotoxica, podendo gerar reacdes

inflamatdrias, imunoldgicas e reabsorcdes O0sseas (Wang , Stashenko,
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1993; Yamasaki et al.,, 1992), é importante a avaliagdo das solucdes
irrigadoras frente a estas substancias.

Apesar de alguns estudos utilizarem o teste Gel Clot para
a deteccao de endotoxinas (Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2007), por
ser um método mais acessivel e de menor custo, por ndo necessitar do
leitor cinético, optou-se pela utilizacdo do teste cromogénico do lisado do
amebdcito de Limulus, o qual € mais sensivel para a deteccdo de
endotoxinas, proporcionando uma quantificagdo mais precisa. Outros
autores também utilizaram este tipo de teste quando da avaliacdo de
endotoxinas (Schein, Schilder, 1975; Jacinto et al., 2005; Maekawa et al.,
2010; Valera et al., 2010).

Além da avaliagdo das substancias foi proposta a
identificacdo da microbiota presente neste tipo de canal radicular
estudado (com necrose pulpar e lesdo periapical visivel
radiograficamente), através da detec¢cdo de alguns microrganismos
especificos. Para isso optou-se pela técnica de PCR, a qual nos permite
verificar a presenca de determinados microrganismos através de primers
espécie-especifico. Esta técnica ja foi utilizada em diversos estudos onde
foi verificada a presenca de bactérias anaerdbias estritas Gram-negativas
em canais radiculares (Gomes et al., 2005; 2006; 2007). Portanto optou-
se pela investigacdo de microrganismos através de primers de espécies
Gram-negativas e Gram-positivas comumente detectadas, na literatura,
em infecc¢des primarias.

As amostras foram adquiridas através de 3 coletas
realizadas durante o tratamento endodéntico: 12 coleta — apds cirurgia de
acesso (para determinar a quantidade inicial de microrganismos e
endotoxinas, além da microbitota existente); 22 coleta — ap0s preparo
biomecéanico (para avaliar a eliminacdo de microrganismos e a inativacao
de endotoxinas por parte do preparo biomecéanico e da acédo das solucfes
irrigantes); 32 coleta — ap0s os 14 dias da medicacdo intracanal (para

avaliar a reducéo final dos microrganismos e endotoxinas).
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Alguns estudos realizam estas coletas através do
preenchimento do canal radicular, com solucdo salina fisioldgica
apirogénca, e da aspiracdo com seringas descartaveis (Maekawa et al.,
2010; Valera et al., 2010; Cardoso et al., 2011). No entanto, como as
amostras a serem avaliadas por PCR seriam mantidas em meio
especifico (VMGAIII), optou-se pela coleta de todas as amostras através
de cones de papéis estéreis e apirogénicos. Técnica também utilizada por
outros autores (Martinho, 2007; Endo, 2011)

A medicacao intracanal escolhida para o estudo foi o
hidréxido de célcio, devido a suas propriedades antimicrobiana (Bystrom
et al.,, 1985), neutralizadora de ph &cido, indutora de mineralizacédo
(Leonardo et al., 2002) e por sua acéo sobre endotoxinas (Barthel et al.,
1997; Tanomaru et al., 2003 Maekawa et al., 2010; Valera et al., 2010). O
periodo de 14 dias determinado para o tempo de permanéncia da
medicacéao intracanal deu-se pela necessidade deste tempo por parte do
hidréxido de célcio para se difundir nas areas de propagacao microbiana,
gerando uma acéo satisfatéria (Takahashi et al., 1996).

Foram realizadas medidas do maior diametro apresentado
pela leséo periapical na radiografia inicial com o intuito de se realizar uma
correlagdo entre a quantidade de endotoxinas e a reabsor¢cdo Ossea
gerada, uma vez que alguns estudos indicam que a endotoxina tem papel
fundamental na iniciacdo e na perpetuacdo do processo de reabsorcao
Ossea (Mattison et al., 1987; Wang, Stashenko, 1993).

Com o intuito de gerar uma medicdo precisa, as

radiografias foram digitalizadas e utilizou-se o software Image Tools.



90

6.3 Sobre os resultados

De acordo com os resultados apresentados, houve
diminuicdo da quantidade de microrganismos da 22 coleta, em relagéo a
12 coleta, em todas as solugOes irrigadoras. Este fato se deve tanto a
eliminacdo dos microrganismos pela acdo mecanica do preparo
biomecanico quanto pela atividade antimicrobiana das solucdes
irrigadoras avaliadas.

Estudos demonstram que sO o0 preparo biomecanico ja
promove uma grande remoc¢do microbiana (Valera et al., 2009), uma vez
gue diversos tratamentos endodonticos realizados apenas com solugao
salina foram capazes de diminuir a quantidade de microrganismos na 22
coleta (in vitro). No entanto estes mesmos estudos demostram diferenca
estatisticamente significante entre a solucdo salina e o hipoclorito de
soédio ou outras solucdes irrigantes testadas, 0 que comprovaria que a
acdo antimicrobiana destas solugbes € fundamental para se promover
uma eliminacdo bacteriana adequada. O conjunto acdo mecanica + acao
antimicrobiana chega a eliminar 100% dos microrganismos em alguns
casos (Maekawa et al., 2010; Valera et al., 2010; Cardoso et al., 2011).

Algumas amostras analisadas nesta pesquisa hao
promoveram crescimento microbiano na 12 coleta, o que ndo permitiu
avaliar a diminuicdo bacteriana nestes casos. Este fato pode ter origem
na inviabilidade dos microrganismos presentes no canal radicular, na
auséncia destes microrganismos (em caso de trauma, por exemplo), ou
no fato do microrganismo presente nao ser cultivavel. Alguns estudos
indicam que diversos microrganismos que tém sua presenca detectada
pelo método de PCR, ndo sédo identificados quando da cultura da amostra
obtida, pois os mesmo sdo de dificil crescimento em meios de cultura
(Rolph et al., 2001).
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Os resultados estatisticos demonstram auséncia de
diferenca significante em relacdo a atividade antimicrobiana do hipoclorito
1%, da clorexidina gel 2% e do extrato glicélico de propolis. No entanto
pode-se observar que o grupo do hipoclorito de sodio eliminou, durante o
preparo biomecanico, quase que totalmente os microrganismos presentes
em todas as suas amostras, fato que nao ocorreu nos grupos da
clorexidina e da propolis.

Esta maior diminuicho no numero de microrganismos
pode ter origem numa menor tensdo superficial apresentada pelo
hipoclorito de sédio, uma vez que sua solucdo € menos viscosa que as
demais. Este fato pode permitir que o hipoclorito penetre mais
profundamente nos tubulos dentinarios, eliminando microrganismos néo
alcancados pelas outras substancias.

Algumas amotras analisadas demonstraram um aumento
na quantidade de determinados microrganismos da 22 coleta em relacéo a
primeira, fato que pode ter origem numa menor efetividade da solugéao
irrigante sobre este tipo de microrganismo.

A grande maioria dos casos apresentou alta reducéo da
guantidade de microrganismos da 12 coleta para a 32 coleta, o que se
deve a juncdo da acado do preparo biomecanico, da solucdo irrigante e da
medicacdo intracanal utilizada. Em poucos casos pode-se notar um
aumento na quantidade de microrganismos presentes na 32 coleta, o que
pode ter origem na permanéncia de microrganismos em tubulos
dentinarios, que poderiam re-contaminar a luz do canal durante o periodo
da medicacao intracanal.

Em relagdo as endotoxinas, pode-se verificar uma
presenca de quantidade elevada na 12 coleta e grande diminuigdo deste
valor na 22 coleta, o que indica uma boa inativagdo das endotoxinas por
parte das solucfes avaliadas.

Embora nédo tenha havido diferenca estatisticamente

significante quanto a atividade anti-endotdxica das solucbes avaliadas,
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pode-se verificar que o extrato glicélico de propolis foi a solucdo que mais
reduziu a quantidade de endotoxina na 22 coleta, uma vez que ndo houve
aumento nesta quantidade em qualquer um de seus casos. Fato que
ocorreu tanto no grupo do hipoclorito de sodio 1% (3 casos) quanto no
grupo da clorexidina gel 2% (4 casos).

Este aumento na quantidade de endotoxinas pode ter
origem no fato de a morte bacteriana liberar esta substancia, que esta
presente em sua parede celular (Caroff, 2002). Associando-se uma alta
atividade antimicrobiana por parte das solugcdes irrigadoras, com sua
atividade anti-endotoxica baixa, as endotoxinas presentes ndo puderam
ser inativadas e, portanto, tiveram sua quantidade aumentada.

Quando da avaliacdo da quantidade de endotoxina
presente na 32 coleta pode-se observar que em todos os casos houve
diminuicdo de endotoxina, quando comparado a 12 coleta. O que indica
gue a medicacgdo intracanal com hidroxido de célcio conseguiu promover
inativacao de parte das endotoxinas, mesmo nos casos onde as solucdes
irrigadoras (hipoclorito de sodio 1% e clorexidina gel 2%) falharam.

Através da medicdo das lesdes apresentadas nos dentes
utilizados nesta pesquisa, pode-se observar uma quantidade elevada de
endotoxinas em lesdes periapicais maiores de 4 mm, sendo que a maior
guantidade de endotoxina foi encontrada nas lesdes de 8mm.

Estudo realizado por Endo (2011) indicou que lesées com
mais de 5 mm apresentam maiores quantidades de endotoxinas, no
entando, no presente estudo observou-se baixa quantidade de endotoxina
em alguns dentes com lesfes periapicais extensas (10 e 12mm). Este fato
nos leva a crer que possivelmente as lesbes apresentadas eram cistos
(com grande quantidade celular) e ndo abscessos, como 0s demais casos
estudados.

Quando foi realizada a divisdo dos dentes em grupos de
acordo com o tamanho da leséo, foi verificada uma correlacdo fraca,

porém positiva entre quantidade de endotoxina e tamanho da leséo,
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sendo observada uma diferenca estatisticamente significante entre as
guantidades de endotoxina apresentadas de acordo com 0s grupos. Esta
correlacdo também foi detectada por outros autores em estudos
anteriores (Mattison et al., 1987).

A analise de PCR mostrou uma infec¢do polimicrobiana,
sunstentando trabalhos realizados anteriormente (Bergenholtz, 1974;
Sundqvist, 1976; Vianna et al, 2007). O microrganismo que apresentou
maior nimero de detecc¢des foi Parvimonas micra, seguido por Prevotella
nigrescens e Tanerella forsythia. Este resultado difere de alguns estudos
gue nao detectaram estes microrganismos (Bogen, Slots, 1999), porém
concorda com outros onde os mesmos foram detectados (Gomes et al.,
2005; Martinho, 2007).

Foi verificada uma diminuicio na deteccdo de
microrganismos tanto na 22 coleta quanto na 32 coleta, o que indica que
alguns microrganismos foram totalmente removidos do canal radicular
com a realizagdo do tratamento endododntico. Além disso, mesmo o0s
microrganismos detectados nestas podem ter sido mortos com o
tratamento, uma vez que o teste de PCR identifica tanto microrganismos
viaveis como nao vidveis. Portanto estas detec¢cdes ndo devem ser
utilizadas, de forma determinante, para a avaliacdo da atividade das
solucgdes irrigadoras.

Uma vez que foi comprovada a predominancia de uma
microbiota anaerdbia no canal radicular, pode-se observar que esta é
reduzida quando da realizacdo de um tratamento endoddntico adequado.
Para este tratamento pode-se indicar o uso de clorexidina gel ou extrato
glicélico de propolis, com a mesma eficiéncia anti-endotoxica e anti-
microbiana do hipoclorito de sédio, quando da utilizacdo destas
substancias como agentes irrigantes. Apesar da boa atividade dessas
substancias, a medicacdo intracanal com hidréxido de calcio continua

sendo de grande importancia devido a sua atividade anti-endotéxica



7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados pode-se

concluir que:

a)

b)

Todas as solugbes avaliadas (solucdo de
hipoclorito de sédio 1,0%, clorexidina gel 2,0% e
extrato glicélico de propolis 12%) apresentaram
atividade antimicrobiana e anti-endotoxica

semelhantes;

Os canais radiculares avaliados apresentaram
microbiota diversa, sendo que 0s
microrganismos mais presentes  foram:
Parvimonas micr, Tanerella forsythia e Prevotella

nigrescens;

Ha uma correlacdo positiva, porém fraca, entre
guantidade de endotoxina e tamanho da leséo,
sendo que quanto maior o diametro da leséao,
maior a quantidade de endotoxina presente no

canal radicular.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Ana Claudia Carvalho Xavier, aluna de mestrado em Endodontia, no
programa de pos-graduacdo da Odontologia Restauradora, na Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP, portadora do CPF:
316.042.898-21, orientada pelo Prof. Dr. Claudio Antonio Talge Carvalho,
Professor Doutor da Disciplina de Endodontia da Faculdade de Odontologia de
S8o José dos Campos - UNESP, portador do CPF 407.872.573-20, sou
responsével pela pesquisa cujo titulo é “Identificacdo de microrganismos,
guantificacdo de endotoxinas e avaliagdo in vivo do extrato glicélico de
prépolis em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical”.

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia de substancias quimicas
auxiliares (solucdo de hipoclorito de soédio 1%, clorexidina gel 2% e extrato
glicolico de propolis) e a medicagéo intracanal de hidroxido de calcio, utilizadas
durante o tratamento endodbntico (tratamento de canal) para eliminacdo de
microrganismos e neutralizacdo de endotoxinas, responsaveis pelos problemas
endodénticos. Para esta avaliacdo, 0s microrganismos e suas endotoxinas
presentes nos canais radiculares serdo identificados e quantificados antes do
tratamento endodéntico e apds o uso das substancias anteriormente citadas
para, posteriormente, correlaciona-los com os sinais e sintomas apresentados
pelos pacientes.

O projeto ndo acarretara risco algum para o paciente uma vez que sera
realizado dentro das normas de biosseguranca. Além disso, o protocolo de
conduta adotado para o tratamento endoddntico desses pacientes € o0 mesmo ja
utilizado na pratica clinica odontolégica. O uso do extrato glicélico de prépolis,
como substancia quimica auxiliar durante o preparo biomecanico, justifica-se por

estudos prévios que comprovam sua acao antinflamatéria, anestésica,
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antimicrobiana, e sua menor citotoxicidade quando comparado ao hidréxido de
calcio.

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

Também ndo havera custo nem pagamento pela Colaboragao.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

nenhuma despesa.

Nome/Responsavel:

RG: CPF:

Endereco completo:

Assinatura Responsavel Assinatura Pesquisador



APENDICE B — Ficha clinica do paciente

Nome:

111

Data: [/ Telefone: Dente:

Endereco:

HISTORIA MEDICA

Estado de satde geral:

Medicamento em uso:

( )Diabete ( )Hepatite ( )Coracéo | Pressao:

( )RIm ( )Alergia ( )Ulceras | ( )Alcoolismo

( )Doenca mental | ( )Doencas sangue ( )Sinusite | ( )Figado

Problemas com anestesia:

Qutros:

HISTORIA CLINICA

Queixa principal:

TIPO DE ( )Provocada ( )Espontanea ( )Intermitente

DOR: ( )Localizada ( ) Difusa ( )Continua

Tomou analgésico ou outro medicamento?

A dor cessa com analgésico?

Da4i a quanto tempo?

EXAME CLINICO LOCAL

( )Dente cariado ( )Dente restaurado ()Edema | () Mobilidade

()Alteragdo de cor | () Probl. periodontal | ()Oclusédo | ()Fistula

( )Extruséo

TESTES

( )Frio ( )Calor ( )Choque térmico | ( )Percusséao

QOutros:




EXAME RADIOGRAFICO

Camara pulpar:

Canal radicular:

Estruturas adjacentes:

Diagnostico provavel:

Tratamento indicado:

TRATAMENTO RADICAL

Medida aparente do dente no RX inicial:

Canal | Pontode | Comp.real | Diferenca | Comp. | Comprimento
Referencia do até o apice | realdo | de trabalho
instrumento canal C.T.
Diametro do I.A.F. (n° do instrumento):
Diametro do I.A.l. (n° do instrumento):
Diametro cirdrgico do canal:
Escalonamento até:
Irrigacdo:
Curativo de demora:
Obturacéo (técnica e material): Selamento:
DATA TRATAMENTO

OBS. Pés-operatoria:

Terapéutica sistémica:
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CONTROLES RADIOGRAFICOS

Data Observacdes
10
>0
30
20
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APENDICE C — VMGA llI (Viability Medium Géteborg Agar)

Meio de transporte preparado para permitir a
sobrevivéncia de organismos anaerdbios estritos e aerdbios, sem que
haja o crescimento dos mesmos. Utilizado para amostras pequenas,
como as coletas realizadas nesta pesquisa. Se armazenado em recipiente
hermético e protegido da luz, pode ser guardado por longos periodos. O
azul de metileno presente em sua composicdo consome O OXigénio

presente, mantendo o meio reduzido.

Componentes utilizados:

a) Acetato de fenilmercurio (Sigma, St. Louis, EUA);

b) Glicerofosfato de sodio (Merck, Alemanha);

¢) CaCl anidro ou CaCl2.6H20 (Ecibra, Santo Amaro - SP, Brasil);
d) KCI (Synth, Diadema, S&o Paulo - SP, Brasil);

e) MgS04.7H20 (Sigma, St. Louis, EUA);

f) NaOH (Dinamica, Brasil);

g) Agar bacteriolégico (Acumedia, EUA);

h) Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA);

1) Triptose (DIFCO, Detroit, EUA), (Sigma, St. Louis, EUA);
j) Thiotona ou Peptona (BBL, Cockeyville, EUA), (Biobras, MG, Brasil);

k) L-cisteina-dihidroclorito (Sigma, St. Louis, EUA);

) Acido tioglicélico (Sigma, St. Louis, EUA).
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Preparo:

Autoclavar previamente:

a) Eppendorfs com 3 bolinhas de vidro (Glass beads). A quantidade de
Eppendorfs equivale o volume do meio a ser preparado. Para o preparo
de 250 mL de VMGA lll deve-se autoclavar cerca de 130 frascos.

b) 1 proveta de 50 ml e 2 provetas de 200 ml
c) 3 frascos de 500 ml e 2 frascos de 1000 ml
d) 4 funis

e) 4 tubos de ensaio

f) 4 espatulas

g) 1 frasco de Becker pequeno

h) pedacos de papel aluminio

Para o preparo de 250 ml do meio deve-se:

a) Autoclavar frasco com agua bi-destilada nos seguintes volumes:
137,5 ml; 75 ml; 300 ml; 2,5 ml; 250 ml; 25 ml.

b) Preparar Solucdo de Sais de Estoque IV:
- Solugdo 1 - Agua bidestilada estérii 60 ml + Acetato de
fenilmercurio 0,1 g (ndo pesar com espatula de metal). Dissolver
em banho-maria e deixar overnight a 56°C.
- Solucdo 2 — Agua bidestilada estéril 40 ml + Glicerofosfato de
sédio 20 g. Dissolver aquecendo levemente na manta e deixar

overnight.
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- Solugdo 3 — Agua bidestilada estéril 60 ml + CaCl anidro 0,24 g
ou CaCl2.6H20 0,32 g + KCI 0,84 g + MgS04.7H20 0,2 g.

Misturar as 3 solucdes e resfriar em proveta graduada. Adicionar 40 ml de

agua bidestilada estéril até completar 200 ml. Adicionar 0,006 g de azul

de metileno. Acondicionar em geladeira.

c)

d)

Preparar as solugbes do VMGA 11l

- Solugédo A - 137,5 ml de agua bidestilada estéril + 0,125 g de
Triptose + 0,125 g de Triptona e Peptona. Dissolver com agitacao e
aguecimento na manta ou no microondas por 10 s.

- Solucdo B — 75 ml de 4gua bidestilada estéril + 12,5 g de gelatina.
A 4gua bidestilada deve estar pré-aquecida. Aquecer em
microondas por 10 s + 10 s + 10 s (total de 30 s). Deixar em banho-
maria caso ndo derreta tudo.

- Solugéo C — 12,5 ml de agua bidestilada estéril + 0,5 g de Agar.
Autoclavar a 121°C por 20 min, manter em banho-maria.

- Solugédo D - 2,5 ml de &gua bidestilada estéril + 0,125 g de L-
cisteina. Autoclavar a 121°C por 20 min, manter em banho-maria.

- Solugédo E — 25 ml de solucéo salina estéril + 0,125 ml de &cido
tioglicolico.

Misturar as SOLUCOES A + B + C em frasco de 500 ml na manta.
Resfriar a 45-50°C. Adicionar 25 ml da solucéo de sais de estoque
azul IV. Adicionar a Solucéo E. Ferver a solugdo por 5 min até que
a cor azul desapareca (fica amarelo). Resfriar em agua morna sob
fluxo de N2. Levar para a camara de anaerobiose. Adicionar a
Solucgéo D. Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solugédo de NaOH + KOH,
adicionando de 10 em 10 pl. Adicionar aos poucos. A solugéao de
NaOH + KOH vai diminuir o pH.
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e) Colocar 1 ml da solucdo em cada eppendorf e deixar levemente
aberto na cabine de anaerobiose. Passar parafiime para evitar
gualquer tipo de contato com oxigénio e contaminagao. Proteger da

luz com papel aluminio.
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APENDICE D - Brain Heart Infusion Agar (BHI)

Meio inicialmente desenvolvido para o isolamento de
patdgenos. Quando adicionado de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, permite o crescimento da maioria dos microrganismos
fastidiosos.

Preparo:

a) Adicionar 25 g do p6 em 500 ml de agua deionizada,;

b) Manter a suspensdo em repouso por 10 min, agitar;

c) Autoclavagem a 121°C por 15 min;

d) Resfriar a 47°C e acrescentar 5% de sangue desfibrinado de
carneiro;

e) Misturar e distribuir nas placas de Petri.

Armazenagem:

Armazenar as placas de Petri por até 7 dias em

temperatura de 4°C, preferencialmente no escuro.
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APENDICE E - Fastidious Anaerobe Agar (FAA),

Meio de cultura que favorece o crescimento de

microrganismos anaerobios.

Preparo:

a) Adicionar 23 g do p6 em 500 ml de agua deionizada;

b) Manter a suspensdo em repouso por 10 min, agitar;

c) Autoclavagem a 121°C por 15 min;

d) Resfriar a 47°C e acrescentar 5% de sangue desfibrinado de
carneiro;

e) Enriguecimentoo meio com:
- Solucdo de Hemina - Dissolver 0,5 g de Hemina em 10 ml de
hidroxido de sédio. Completar com agua destilada até atingir 100
ml. Autoclavar a 121°C por 15min. Deve-se adicionar 1 pl da
solucao a cada ml de meio produzido.
- Solucéo de Vitamina K1 (1mg/ml) Menadione — Adicionar 0,1 g de
Vitamina K1 em 100 ml de etanol absoluto. Adicionar 1 pl da

solucao a cada ml de meio produzido.

Armazenagem:

Armazenar as placas de Petri por até 7 dias em

temperatura de 4°C, preferencialmente no escuro



APENDICE F — Tabelas

120

Tabela 13 - Valores de microrganismos obtidos em cada coleta (UFC/ml),

nos meios FAA e BHI

FAA BHI
1aC 2aC 3aC 1aC 2aC 3aC
5400000 200000 220 220 0 0
2000 0 460 20 0 0
14000 40 0 2960 0 0
320 20 2880 200 0 500
NaOCl 57600000 400000 340 0 0 0
28000000 2000 720 80000 40 0
8000 20 0 500 0 180
0 0 0 0 0 0
16200000 0 0 608000 0 0
0 20 0 4960 180 0
0 20 0 2000 0 40
3600000 4200000 500 0 0 400
6200000 80 100 114000 0 60
660 40 34000 0 0 60
CLX 42000 40 380 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
1600000 0 0 32000 0 0
8000 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
30000000 240 11000000 572000 0 306000
5000 8000 1200 2000 0 0
800000 200 4000 390000 2000 0
1400000 0 0 0 0 0
PR 1080 4000 180 0 0 0
169600000 120 0 180000000 0 0
8560 198000 0 160000 18000 0
1680000 12000000 0 1008000 280000 0
84800000 44000 0 20 220 0
604000 146000 0 114000 4000 0
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Tabela 14 - Valores de microrganismos obtidos em cada coleta (UFC/ml),

e

Enterococcosel

Saboraud Dextrose,

nos meios Mitis Salivarius,

MacConkey

Mac

Ent

Sab
1aC \2ac\3ac 1ac\2ac\3ac 1ac\2ac\3ac

Mitis
1aC \ 2ac\ 3aC

20

NaOCl

0
0

0 8000 O
0O 1700 O

16800 O

0
0

16800 O

0

5640

0

8000

20

460

CLX

0 1800
0 0

0
0

0O 100 O
0 0 0

0 10160 20 0
0 0 0

0
0
0

2540
0

1100
0

0 80

0

2080 620 0O 2400 O

0

3020 20
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Tabela 15 - Quantidade de endotoxina detectada em cada coleta e

controle correspondente

GRUPO 12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA
U.E PPC U.E PPC U.E PPC
394 4.88 5.61 3.8 36.5 3.47
127 2.39 23.4 3.3 14.7 3.89
3.62 4 1.79 3.3 2.08 3.17
2.49 3.69 8.02 3.76 1.28 3.67
NaOCl 102 3.88 6.32 2.77 0.834 4.73
6.66 6.67 19.1 5.91 6.26 4.5

154 4.84 16.8 2.55 4.76 6
6.51 4.07 14.5 3.35 5.01 4.34
710 2.6 12.3 3.5 0 4.94
249 3.73 19 4.4 0.979 4.77
14.5 6.31 14.8 3.62 111 2.66
4.43 4.69 11.9 1.86 1.92 3.08
83.1 2.29 22 3.65 5.2 2.73
29.1 5.81 90.3 4.95 5.52 5.7
CLX 85.4 4.35 19.2 5.01 15.1 5.12
146 421 20.1 5.25 0 4.58
14.3 3.88 9.61 5.1 2 4.23
198 5.32 34.4 4.37 0 5.16
14.7 4.04 19.4 4.46 11.8 5.98
66.7 4.25 54.4 5.48 5.8 5.15
84.4 2.87 3.33 2.45 0 5.27
26.7 4.37 1.75 4 0.17 2.65
13.9 4.34 3.02 5.15 0.24 2.23
324 4.55 2.3 2.68 13.9 4.73
PRO 11.7 5.19 7.94 2.95 2.31 4.48
141 5.58 39.1 5.09 21 5.14
889 5.11 24.5 7 16.9 4.3
202 4.1 12 4.67 23.6 3.57
84.4 5 41.5 4.17 13.8 4.49
21.3 4.16 13.2 3.84 13.9 3.94




ANEXO — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADRY ESTADUAL PAULISTA
- e _

i ﬂ&bi-’ CAMPLS DE 530 FOSE DOA CAMPOS
FEITI . .- FACTLDADE DT ODOYITH LM A

CERTIFICADO

Camité de Etica em Pesnguisa
Com Seres Humanos

CERTlFIGAMDS, que o protocolo n®  QFS2009-PHICEP,
sobre “Identificagio de wmicrorganismos, guantificagio de
endotoxinas & avaliag':ﬁo in vivo g0 extrato glicolico de prapolis em
dentes com necrose pulpar e leséa periapical”, sob a responsabilidade
de ANA CLAUDIA CARVALHO XAVIER, tendo como orientador g Prof.
Dr. Claudio Antonio Talge Carvalho, esta de acardo ._mm os Principios
Eticos, seguindo diretrizes & normas regulamentadoras de pesquisa, com
seres humanos conforme Resolugdo n® 196/86 do Consethe Macional de
Salde a foi aprovado por este Comité de Efiea em Pasquisa,

5&e José dos Campos, 09 de novembro de 2000,

el s
L .

Profa. Adjunto JANETE DIAS ALME!IDA
Coordenadora
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