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RESUMO

Romero Cazares RX. Efeito da ativacao ultrassonica da pasta de hidroxido de calcio
na atividade metabdlica de bactérias em canais radiculares: Estudo clinico
randomizado. S&o Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2018. Versao Corregida.

Protocolos complementares de desinfeccdo estdo sendo investigados com o objetivo
de promover uma maior reducao de bactérias viaveis ap0s o preparo quimico-cirargico
dos canais radiculares. Este estudo clinico randomizado comparou o efeito da
ativacao ultrassénica da pasta de hidréxido de calcio com o da pasta ndo ativada na
reducédo da atividade metabdlica de bactérias nos canais radiculares. Vinte pacientes
com necrose pulpar e periodontite apical assintomatica foram alocados de forma
randomizada em dois grupos de acordo com o protocolo de medicacéo intracanal:
Grupo UA - ativagdo ultrassonica da pasta de hidroxido de célcio (n=10) e Grupo NA
- ndo ativacdo da pasta (n=10). Amostras microbiolégicas dos canais radiculares
foram coletadas apds os procedimentos de: cirurgia de acesso (S1), preparo quimico-
cirdrgico (S2), irrigacao ultrassénica passiva (PUI) (S3) e medicacao intracanal entre
sessbes com pasta de hidroxido de calcio, com ou sem ativacao ultrassoénica (S4). As
amostras endododnticas foram submetidas a extracdo de DNA e RNA. O RNA foi
submetido a reacdo de transcricdo reversa para confeccdo de DNA complementar
(cDNA). O efeito dos procedimentos endodonticos na reducdo bacteriana foi
determinado por gPCR baseada em rDNA, utilizando iniciadores universais para a
regido 16S rRNA do dominio Bacteria. A atividade metabdlica das bactérias foi
calculada pela razdo rRNA/IDNA baseados nos dados dos ensaios de gPCR.
Bactérias foram consideradas metabolicamente ativas quando a razdo era maior ou
igual a 1. A analise intragrupo foi realizada pelos testes de Wilcoxon e Q de Cochran;
enquanto a analise entre os grupos foi realizada pelos testes de Mann-Whitney e
Exato de Fisher (P < 0,05). As amostras S1 apresentaram uma mediana de 2,38 x
10% e 1,60 x 10° copias de rDNA nos grupos UA e NA, respectivamente. Apds 0
preparo quimico-cirargico houve uma reducéo significativa de rDNA bacteriano nos
dois grupos (UA: 2,14 x 10%; NA: 7,48 x 103; P < 0,01 para ambos). Porém, 80% e 90%

dos casos permaneceram com bactérias metabolicamente ativas ap0s o preparo



guimico-cirdrgico nos grupos UA e NA, respectivamente. A PUI contribuiu para a
reducdo do numero de canais com bactérias ativas nos dois grupos (UA: 60%; NA:
50%). No grupo UA, esse numero caiu para 30% apoOs o protocolo da medicagéo
intracanal com ativacéo ultrassénica, com uma diferenca significativa entre S1 e S4
(P < 0,05). Por outro lado, no grupo NA, 60% dos canais continham bactérias
metabolicamente ativas. A analise entre os grupos revelou uma diferenca significativa
entre os protocolos de medicacgéo intracanal quanto ao metabolismo bacteriano em
S4 (P <0,05). Concluiu-se que a ativacao ultrassénica da pasta de hidroxido de célcio

foi mais efetiva do que a pasta n&o ativada em reduzir o metabolismo bacteriano.

Palavras-chave: Periodontite apical. Infeccdo bacteriana. Tratamento endodoéntico.

Ativagdo Ultrassbnica Passiva. Hidréxido de célcio. PCR quantitativo.



ABSTRACT

Romero Cazares RX. Effect of the ultrasonic activation of calcium hydroxide paste on
the metabolic activity of bacteria in root canals: A randomized clinical trial. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Corrected Version.

Complementary disinfection protocols have been investigated with the objective of
promoting a greater reduction of viable bacteria after the chemical-surgical preparation
of the root canals. This randomized clinical study compared the effect of the ultrasonic
activation of the calcium hydroxide paste with an nonactivated paste in reducing the
metabolic activity of bacteria in the root canals. Twenty patients with pulp necrosis and
asymptomatic apical periodontitis were randomized into two groups according to the
intracanal medication protocol: UA group - ultrasonic activation of calcium hydroxide
paste (n = 10) and NA group - no activated paste (n = 10). Microbiological samples of
the root canals were collected following the procedures of: access (S1), chemical-
surgical preparation (S2), passive ultrasonic irrigation (PUI) (S3) and intracanal
medication with calcium hydroxide paste, with or without activation (S4). The
endodontic samples were submitted to DNA and RNA extraction. RNA was subjected
to the reverse transcription reaction to make complementary DNA (cDNA). The effect
of endodontic procedures on bacterial reduction was determined by rDNA-based
gPCR using universal primers for the 16S rRNA region of the Bacteria domain. The
metabolic activity of the bacteria was calculated by the rRNA/rDNA ratio based on
gPCR assay data. Bacteria were considered to be metabolically active when the ratio
was positive (greater than or equal to 1). Intragroup analysis was performed by the
Wilcoxon and Cochran's Q testes; while the analysis between the groups was
performed by the Mann-Whitney test and Fisher's exact test (P <0.05). Samples S1
presented a median of 2.38 x 10° and 1.60 x 10° copies of rDNA in the UA and NA
groups, respectively. After the chemical-surgical preparation, there was a significant
reduction of bacterial rDNA in both groups (UA: 2.14 x 103, NA: 7.48 x 103, P <0.01 for
both). However, 80% and 90% of the cases remained with metabolically active bacteria
after the chemical-surgical preparation in the UA and NA groups, respectively. PUI
contributed to the reduction of the number of canals with active bacteria in both groups
(UA: 60%, NA: 50%). In the UA group, this number dropped to 30%, with a significant



difference between S1 and S4 (P <0.05). Analysis between the groups revealed a
significant difference between intracanal medication protocols for bacterial metabolism
in S4 (P <0.05). It was concluded that the ultrasonic activation of the calcium hydroxide
paste was more effective than the nonactivated paste in reducing the bacterial

metabolism.

Keywords: Apical Periodontitis, Bacterial infection, Root Canal Treatment, Passive

Ultrasonic Activation, Calcium Hydroxide, Quantitative PCR.
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1 INTRODUCAO

Na natureza, as bactérias encontram-se normalmente organizadas em
comunidades microbianas denominadas de biofilmes. Estes sdo compostos de micro-
organismos aderidos a uma superficie e envoltos numa matriz extracelular. A
organizacdo e crescimento microbiano, aliada a producdo da matriz extracelular,
contribui para a formacdo de comunidades com maior resisténcia as defesas do

hospedeiro e aos agentes antimicrobianos.

As bactérias, organizadas na forma de biofilme, sdo os principais agentes
etiologicos das doencas periapicais. A maioria das bactérias e seus subprodutos é
reduzida apdés o preparo quimico-cirdrgico (PQC). Porém, este ndo é capaz de
eliminar totalmente o biofilme bacteriano no interior do sistema de canais radiculares.
As bactérias persistentes ao tratamento endodéntico desenvolvem estratégias de
sobrevivéncia, entrando num estado de baixa atividade metabdlica, provocada pela
escassez de nutrientes. Se as condi¢cfes nutritivas se restabelecerem no interior dos
canais radiculares, as bactérias podem se tornar metabolicamente ativas e atingir
concentraces suficientes para indugcdo de um processo inflamatério dos tecidos

periapicais, levando ao insucesso do tratamento endoddéntico.

A acdo sinérgica da instrumentacdo mecanica auxiliada pelas substancias
quimicas promove uma reducdo dos niveis de bactérias dos canais radiculares;
porém, a maioria dos casos permanece infectada apos a fase do preparo quimico-
cirargico. Esse fato levou a busca de procedimentos complementares para promover
uma melhor antissepsia dos canais radiculares. Uma dessas estratégias consiste na
ativacao das solucgdes irrigadoras, o que potencializa sua a¢ao, levando a um aumento
na limpeza/ desinfeccao de areas que nao foram atingidas pelo preparo quimico-
cirdrgico (istmos, canais ovais ou ramificacbes). Entre o0s procedimentos
complementares de desinfeccdo podemos citar a ativagdo ultrassonica, também
denominada de PUI (do inglés passive ultrasonic activation). Esta consiste na
transmissao da energia acustica por meio de um inserto acoplado ao ultrassom, a qual

origina ondas ultrassénicas que sao dissipadas na solucéo irrigadora no interior dos
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canais radiculares. Estudos mostram que a ativacao da solucao irrigadora contribui

para a desorganizacao do biofilme aderido as paredes dos canais radiculares.

Outra estratégia utilizada para complementar a reducdo bacteriana apés o
preparo quimico-cirirgico é o uso de medicacdo intracanal entre sessfGes do
tratamento endododntico. As propriedades do hidroxido de célcio derivam de sua
dissociacao ibnica em ions célcio e ions hidroxila, sendo que a agéo destes ions sobre
os tecidos e 0s microrganismos explicam as propriedades biolégicas e
antimicrobianas desta substancia. Estudos mostraram que a medicacéo intracanal
com uma pasta de hidroxido de célcio [Ca(OH)z] pode ser necessaria para favorecer
a reducdo das bactérias persistentes e, previsivelmente, tornar a maioria dos canais
radiculares livres de bactérias cultivaveis antes da obturacéo. Porém, outros estudos
relataram que o uso de pastas de Ca(OH)2 ndo foram capazes de promover uma
reducdo maior do que aquela obtida pelo preparo quimico-cirdrgico. Os estudos
clinicos que avaliaram a ac&o antimicrobiana da pasta de Ca(OH)2 como medicacéo
intracanal entre sessfes apresentaram uma grande variacdo quanto: a Composi¢ao
da pasta, a sua forma de insercdo no canal radicular, ao tempo de atuacéo entre as

sessbes do tratamento e ao método de analise microbioldgica utilizada nos estudos.

Recentemente, dois estudos sugeriram o uso do ultrassom para ativagcéo da
pasta de Ca(OH)2 com os objetivos de favorecer um aumento do pH da pasta e
promover uma maior desinfec¢do intracanal. Duarte et al. (2012), em um estudo ex
vivo, analisaram a influéncia da ativacéo ultrassonica de pastas de Ca(OH)2 sobre os
niveis de pH e liberacdo de ions célcio em reabsor¢ces radiculares externas
simuladas. Nos periodos 7, 15 e 30 dias, o nivel de pH foi maior quando a pasta foi
ativada por ultrassom do que a pasta ndo ativada; além disso, a liberacédo de calcio
também foi maior usando ativacao ultrassdnica apos 7 e 30 dias. Por sua vez, Arias
et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana e a penetrabilidade nos tubulos
dentinarios de pastas de Ca(OH)2, com e sem ativacdo ultrassbnica, em dentes
bovinos infectados com Enterococcus faecalis. Apdés 15 dias, a pasta de Ca(OH)2
apresentou melhores resultados quando foi ativada por ultrassom: a viabilidade
bacteriana foi de 30% apdés a ativacdo comparada a 70% quando a pasta nao foi

ativada. Os autores concluiram que a ativagdo ultrass6nica incrementou o efeito
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antimicrobiano da pasta de Ca(OH):z e foi responsavel pela maior penetracdo da
mesma no interior dos tubulos dentinarios.

Os estudos acima citados, realizados in vitro, mostraram que a ativacao
ultrassbnica da pasta de Ca(OH)2 promoveu um maior beneficio como medicacdo
intracanal do que a pasta ndo ativada. Até o presente momento, ndo existem estudos
clinicos que avaliaram o efeito antibacteriano da pasta de Ca(OH): ativada por
ultrassom como medicacdo intracanal. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da ativacao ultrassonica da pasta de Ca(OH)2zna reducéo de bactérias
viaveis dos canais radiculares de dentes com periodontite apical.

A hipotese de nulidade € que ativacao ultrassonica da pasta de Ca(OH)z néo
influencia na atividade metabdlica de bactérias dos canais radiculares pela analise da
razao rRNA/rDNA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Estudos clinicos e microbioldgicos tém um papel importante na escolha de
protocolos de tratamento que promovam a maxima reducéo de micro-organismos dos
canais radiculares, o que pode contribuir para um aumento dos indices de sucesso do
tratamento endodontico. Os estudos microbiologicos podem ser realizados por
métodos dependentes ou independentes da cultura microbiana. Os métodos
dependentes da cultura proporcionam uma sensibilidade menor na detec¢do de micro-
organismos quando comparados aos métodos independentes da cultura (Siqueira;
Récas, 2005). Por sua vez, o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular
possibilitou um maior conhecimento da microbiota endodontica, por possibilitar a
deteccdo de uma grande proporcdo de bactérias ainda nao cultivaveis ou de dificil
cultivo nos canais radiculares (Siqueira; Rocas, 2009). Portanto, os métodos
moleculares se tornaram os métodos de escolha para o estudo da microbiota
endoddbntica. A partir de meados dos anos 2000, diversos estudos avaliaram os
procedimentos endoddnticos utilizando métodos baseados em rDNA (gene 16S
rRNA), principalmente por estes métodos permitirem uma quantificacdo absoluta das
bactérias pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Porém, é
importante ressaltar que a principal limitacdo dos estudos baseados em rDNA é a ndo
diferenciacéo entre células vivas ou mortas, o que pode ser uma limitacao para analise
das bactérias apos os procedimentos de desinfeccéo. Para solucionar esse problema,
autores tém recomendado o0 uso do RNA ribossdmico (rRNA), o qual permite distinguir
a viabilidade tanto de bactérias cultivaveis quanto das bactérias ainda n&o cultivaveis.
Entretanto, como os niveis de rRNA variam grandemente dependendo do estado
metabalico da célula, a gPCR baseada em rRNA n&o permite a quantificacao absoluta
das bactérias. Diante do exposto, recentemente, uma associacdo dos meétodos
moleculares baseados em rRNA e rDNA tém sido propostos para o estudo da

viabilidade e quantidade de bactérias nos canais radiculares (Pinheiro et al., 2015).
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2.1 Estudos clinicos que avaliaram por métodos moleculares a eficacia do

preparo quimico-cirargico na reducao bacteriana dos canais radiculares

Vianna et al. (2006) avaliaram a reducdo bacteriana ap6s o PQC com
hipoclorito de sédio (NaOCI) 2,5% ou gel de clorexidina (CHX) 2% em 32 canais
radiculares em dentes com necrose pulpar e periodontite apical assintomética. A
reducdo bacteriana foi analisada por meio da cultura e gPCR baseada em rDNA.
Apesar da reducédo da carga microbiana, a reacdo de qPCR detectou uma maior
quantidade de bactérias apés o PQC do que o método da cultura. A reducéo
bacteriana foi significativamente maior no grupo NaOCI 2,5% do que no grupo CHX
2%. Os autores concluiram que NaOCI 2,5% n&o s6 tem capacidade de eliminar micro-

organismos, como a de remover as células bacterianas dos canais radiculares.

Récas e Siqueira (2011a) compararam a eficdcia antimicrobiana do NaOCI
2,5% e CHX 0,12% utilizados como irrigantes durante o tratamento endoddntico de
dentes com necrose pulpar e periodontite apical. Amostras microbiolégicas dos canais
radiculares foram coletadas de 47 dentes unirradiculares antes e apds o PQC. O
método molecular de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) convencional foi
utiizado para avaliar a presenca de bactérias, Archaea e fungos; enquanto a
hibridacdo DNA-DNA de captura reversa foi utilizada para identificacdo bacteriana.
Archaea e fungos ndo foram detectados; no entanto, a presenca de bactérias foi
positiva em todas as amostras iniciais. Apds o PQC, bactérias estavam ausentes em
40% dos casos no grupo do NaOCI 2,5% e em 47% dos casos no grupo da CHX
0,12%. Tanto o NaOCI| 2,5% quanto a CHX 0,12% promoveram uma reducao
significativa no nimero de bactérias nos canais radiculares, sem diferenca entre os

dois grupos.

Récas et al. (2013) compararam a reducao bacteriana promovida por duas
técnicas de instrumentacdo em 45 dentes unirradiculares com periodontite apical. O
PQC foi realizado com limas manuais de niquel titdnio ou instrumentos rotatoérios de
niquel titanio BioRace, utilizando o NaOCI 2,5% como irrigante. Na analise das
amostras dos canais radiculares por qPCR baseado em rDNA, a instrumentacéo

rotatdria resultou em menos casos positivos para bactéria (60%) quando comparada
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a instrumentacdo manual (95%). No grupo da instrumentacdo manual a média de
células bacterianas reduziu de 4,56 x 107 nas coletas iniciais para 8,56 x 10* ap6s o
PQC; enquanto no grupo da instrumentacdo rotatéria, a média de células bacterianas
foi de 6,98 x 10° para 7,85 x 10%. Os autores concluiram que n&o houve diferenca na
reducdo bacteriana apés o PQC realizado com limas manuais ou rotatorias de niquel

titdnio, considerando que os parametros de alargamento e irrigacéo foram similares.

Neves et al. (2014) avaliaram a reducao bacteriana apés o PQC com o sistema
SAF (Self Adjusting File) em comparacado com limas manuais de niquel titdnio. Em
ambos os grupos foi utilizada a mesma quantidade de NaOCI 2,5%; porém, no grupo
SAF, a irrigacdo foi continua. Foram selecionados 50 dentes unirradiculares com
necrose pulpar e periodontite apical. Os parametros foram analisados por meio de
gPCR para determinar a reducdo dos niveis totais de bactérias e Streptococcus spp.
Além disso, foi utilizada a hibridacdo DNA-DNA de captura reversa para identificacdo
bacteriana. Ap6s o PQC, o grupo SAF reduziu significativamente o nivel total de
bactérias, os quais passaram de uma média de 1,6 x 10’ de células bacterianas nas
amostras iniciais para 1,34 x 10* nas amostras apés PQC. No grupo de limas manuais
de niquel titanio, o nivel total de bactérias foi reduzido de 5,67 x 107 células bacterianas
nas coletas iniciais para 1,12 x 10° apés o PQC. O sistema SAF também resultou em
um menor numero de rea¢des qPCR-positivas (45,5%) quando comparado ao grupo
da instrumentacdo manual (95,5%). Os niveis de Streptococcus spp. foram reduzidos
principalmente pelo sistema SAF, mas em quatro casos essa espécie bacteriana ainda
foi detectada. Os autores concluiram que o PQC com o sistema SAF foi altamente
eficaz na reducao da populacéo bacteriana quando comparado a instrumentagdo com

limas manuais de niquel titanio.

Récas et al. (2014) avaliaram a suscetibilidade de bactérias ainda nao
cultivaveis ou de dificil cultivo aos procedimentos endodbénticos em 25 dentes
unirradiculares com periodontite apical. O PQC dos canais radiculares foi realizado
com instrumentos rotatorios de niquel titanio e NaOCI 2,5% como sustancia irrigadora.
As amostras dos canais radiculares foram analisadas por meio de PCR e qPCR. Apés
o PQC, houve uma reducao significativa das bactérias totais e das oito espécies
bacterianas estudadas. Apesar da reducéo significativa do total de bactérias apds o

PQC (2,03 x 107 para 9,7 x 10* células bacterianas), 64% dos casos apresentavam
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reacdes gPCR positivas. Duas das oito espécies bacterianas foram detectadas apos
o PQC: Bacteroidaceae sp. HOT-272 e Fretibacterium fastidiosum HOT-363. Os
achados confirmaram que bactérias ainda ndo cultivaveis ou de dificil cultivo podem
participar da microbiota associada a periodontite apical. O PQC foi altamente eficaz
em eliminar completamente as bactérias estudadas ou, pelo menos, reduzir

substancialmente seus niveis.

Rodrigues et al. (2015) compararam a eficacia de dois sistemas de
instrumentacdo mecanizada, SAF (Self Adjusting File) e TFA (Twisted File Adaptive),
na reducdo de bactérias em canais de dentes com necessidade de retratamento
endodéntico. A contagem total de bactérias, Streptococcus spp. e Enterococccus
faecalis foi avaliado por meio de gPCR. No grupo SAF, a média inicial de células
bacterianas (1,78 x 10%) foi reduzida significativamente apés o PQC (9,43 x 10?);
enquanto no grupo TFA, a média de bactérias passou de 8,24 x 104 para 7,71 x 10
Apds o0 PQC, Streptococcus spp. foram detectados em 43% dos casos no grupo SAF
e em 27% do grupo TFA; enquanto E. faecalis ndo foi detectado nas amostras pos-
tratamento. Em conclusdo, SAF e TFA foram igualmente eficientes na reducao

bacteriana de dentes com tratamento prévio e periodontite apical.

Pinheiro et al. (2015) utilizaram gPCR baseado em rRNA e em rDNA (gene
rRNA) para deteccdo de E. faecalis em 18 dentes com necessidade de retratamento
endoddntico. Esta espécie bacteriana foi detectada em 77,8% e 72,2% das amostras
iniciais utilizando gPCR baseado em rRNA e rDNA, respectivamente. Em contraste,
apos o PQC, E. faecalis foi detectado em apenas 33,3% das amostras usando rDNA
e em 61,1% das amostras analisadas pelo método baseado em rRNA. Nas amostras
positivas para rRNA e rDNA, foi calculada a razdo rRNA/fDNA para analise do
metabolismo bacteriano. Essa analise revelou que o nimero de copias de rRNA era
mais elevado do que o nimero de copias rDNA, indicando que E. faecalis permanecia
metabolicamente ativo nas infec¢des persistentes apds 0 preparo quimico-cirurgico.
Esses resultados demonstraram que gPCR baseado em rRNA foi mais sensivel que
o método baseado em rDNA para deteccdo de E. faecalis em amostras de canais

radiculares.
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Neves et al. (2016) avaliaram a reducao bacteriana promovida por um sistema
de lima Unica e movimento reciprocante (Reciproc) em comparacdo com um sistema
de mdltiplas limas e com rotacdo continua (BioRace) durante o PQC em canais de 60
dentes com periodontite apical primaria. As amostras dos canais radiculares foram
coletadas antes e apés o PQC, que foi realizado com o auxilio de NaOCI 2,5%. A
reducado dos niveis de bactérias totais e de Streptococcus spp. foi avaliada por gPCR.
No sistema de lima Unica, os niveis bacterianos cairam de 7,1 x 10° nas amostras
iniciais para 7,05 x 10% nas amostras ap6s PQC; e no grupo da BioRace, essa reducéo
foi de 1,31 x 10° para 6,03 x 10 células bacterianas. Apdés o PQC, 55% e 50% dos
casos permaneceram positivos para bactérias nos grupos Reciproc e BioRace,
respectivamente. Ambos o0s sistemas de instrumentagcdo promoveram redugao do
nivel de Streptococcus spp. Deste modo, foi demonstrado que tanto o sistema de lima
Unica quanto o sistema de multiplas limas foram efetivos na reducao total de bactérias

e de Streptococcus spp dos canais radiculares.

Récgas et al. (2016) compararam a eficacia antimicrobiana do NaOCI 2,5% e
CHX 2% utilizado como substancias auxiliares durante o PQC de 50 dentes com
periodontite apical priméaria. Os niveis de bactérias totais e Streptococcus spp. foram
avaliados por qPCR. Apds o0 PQC, 44% e 40% dos canais permaneceram infectados
nos grupos do NaOCL 2,5% e CHX 2%, respectivamente. Ambos 0s grupos tiveram
reducdo significativa na média de bactérias quando as amostras iniciais foram
comparadas as amostras ap6s o PQC: reducdo de 3,7 x 10° para 5,49 x 102 células
bacterianas no grupo do NaOCI 2,5%; e de 8,77 x 10% para 2,81 x 10®no grupo da
CHX 2%. Ambos os protocolos de irrigacdo também foram efetivos em reduzir os
niveis de Streptococcus spp dos canais radiculares. Os autores concluiram que nao
houve diferenca na efetividade antimicrobiana do NaOCI 2,5% e da CHX 2% durante

0 PQC dos canais radiculares.

Rodrigues et al. (2017) avaliaram o efeito do tamanho do preparo apical na
reducdo de bactérias dos canais radiculares de 43 dentes com indicacdo de
retratamento endoddntico convencional. O PQC foi realizado com o sistema TFA
(Twisted File Adaptive) e irrigagdo com NaOCI 2,5% ou solugéo salina. As amostras
bacteriologicas dos canais radiculares foram coletadas antes do PQC, ap0s o uso do

primeiro/ terceiro instrumento do sistema TFA, além de uma amostra ap0s a irrigacao
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final com NaOCIl 1% no grupo da solucdo salina. Ap6s o PQC, houve reducéo
bacteriana significativa entre o primeiro e terceiro instrumento do sistema TFA. A
média da carga bacteriana presente no grupo NaOCI 2,5% foi: 8,24 x 10* na amostra
inicial, 1,65 x 102 apds o primeiro instrumento e 7,71 x 10* apés o terceiro instrumento.
No grupo da irrigacdo com solucdo salina, a média de bactérias foi: 1,98 x 10% na
amostra inicial, 2,10 x 10® ap6s o primeiro instrumento, 6,48 x 102 apés o terceiro
instrumento, e 5,14 x 102 apés a irrigagdo final com NaOCI 1%. A incidéncia de casos
positivos para bactéria apés o terceiro instrumento foi de 32% e 67% no grupo NaOCI
2,5% e solugdo salina, respectivamente. No grupo da solugéo salina, esse numero
caiu para 38% apos o a irrigacao final com NaOCI 1%. Os autores concluiram que o
aumento no tamanho do preparo apical melhorou a desinfeccdo dos canais
radiculares independentemente do tipo de irrigante. Além disso, o beneficio da

desinfeccdo com NaOCI 2,5% foi maior quando os preparos apicais foram maiores.

2.2 Estudos clinicos que avaliaram por métodos moleculares a eficicia dos
procedimentos complementares de desinfeccdo na reducao bacteriana apos o

preparo dos canais radiculares

Sakamoto et al. (2007) avaliaram a reducéo de bactérias nas diferentes etapas
do tratamento endoddntico. Amostras de canais radiculares de 18 dentes com
periodontite apical foram coletadas em 3 momentos: no inicio do tratamento, apos
PQC com NaOCI 2,5% e ap6s 1 semana de medicac¢do intracanal com Ca(OH)z e
PMCC (paramonoclorofenol canforado). A reducdo da carga bacteriana foi
determinada por meio de qPCR. Apdés PQC e medicacdo intracanal, 67% das
amostras permaneceram positivas. A média de bactérias nos canais radiculares foi:
1,72 x 107 nas amostras iniciais, 5,75 x 10* apés PQC e 2,53 x10* apds a medicacédo
intracanal. O PQC com NaOCI 2,5% foi eficaz em reduzir o niumero total de bactérias
nos canais radiculares. Em contraste, o uso do Ca(OH)2 como medicacéo intracanal
ndo foi capaz de promover uma reducdo significativa de bactérias dos canais

radiculares quando comparada ao PQC.
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Rocgas e Siqueira (2010) identificaram as taxas bacterianas persistentes apos
os procedimentos endodénticos por meio de RT-PCR e hibridacdo DNA-DNA por
captura reversa. Foram incluidos canais radiculares de 15 dentes com periodontite
apical e com necessidade de tratamento ou retratamento endodéntico. As amostras
foram coletadas antes do tratamento, ap6s o0 PQC com NaOCI 2,5% e apGs 7 dias de
Ca(OH)2 como medicagéao intracanal. A presenca de bactérias foi detectada em todas
as amostras iniciais. Bactérias viaveis, detectadas pelo RNA ribossémico, estavam
presentes em 60% e 53% dos casos apos o PQC e medicacdo intracanal,
respectivamente. Os autores concluiram que a maioria das espécies/ taxa bacterianas
foi erradicada ou pelo menos reduzida apos o PQC e a medicacéo intracanal, mas é
necessario implementar novas estratégias, técnicas, instrumentos e substancias para

diminuir o nivel de bactérias persistentes nos canais radiculares.

Récas e Siqueira (2011b) avaliaram o efeito antimicrobiano do PQC utilizando
NaOCIl 2,5% como irrigante e o efeito complementar da medicacao intracanal do
Ca(OH)2 com glicerina (CHG) ou Ca(OH)2 com glicerina e PMCC (CHPG) durante o
tratamento de canais radiculares de 24 dentes com periodontite apical. Os métodos
moleculares usados foram: PCR para determinar a presenca de bactérias, fungos e
Archaea; e hibridacdo DNA-DNA de captura reversa para identificacdo bacteriana.
Todas as amostras foram positivas para bactérias nas coletas inicias e negativas para
fungos e Archaea. Nao houve diferenca significativa na incidéncia de casos positivos
para bactérias apdés PQC e apds a medicacdo intracanal: 54% e 37,5% dos casos,
respectivamente. Da mesma forma, ndo houve diferenca na incidéncia de casos
positivos para bactérias na comparacgao entre os grupos. No grupo CHG, 50% e 42%
dos casos foram positivos apos PQC e medicacdo intracanal, respectivamente;
enquanto no grupo CHPG, os valores correspondentes foram de 58% e 33%. Na
analise da hibridacdo DNA-DNA, a diversidade de espécies bacterianas foi
substancialmente reduzida apés PQC e medicacdo intracanal. As espécies
bacterianas mais presentes apds PQC e medicacdo intracanal foram

Propionibacterium acnes e Streptococcus spp.

Paiva et al. (2012) analisaram o efeito antimicrobiano da irrigacao ultrassénica
passiva (PUI) ou irrigacdo final com clorexidina (CHX) 2% como procedimentos

complementares de desinfeccdo apds o PQC de dentes com necrose pulpar e
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periodontite apical. Amostras microbiologicas foram coletadas no inicio do tratamento
e depois do PQC com instrumentos rotatorios de niquel titanio BioRace e irrigacéo
com NaOCl 2,5%. Entéo, as amostras foram divididas em 2 grupos: grupo PUI com
ativacdo de NaOCI 2,5% ou irrigacdo convencional de CHX 2%. As amostras foram
analisadas por meio de cultura e PCR. No analise das coletas iniciais, todas foram
positivas para bactérias e negativas para fungos. No grupo da PUI, a incidéncia de
casos positivos apos o PQC foi de 38,5% pelo método da cultura e 69% pelo PCR,;
apo0s a desinfeccdo complementar, esses valores cairam para 23% e 54%,
respectivamente. No grupo da CHX, 36% e 64% dos casos foram positivos apés PQC
pelos métodos da cultura e PCR, respectivamente; apos a irrigacao final, os valores
correspondentes aos métodos cairam para 14% e 43%. Na andlise entre 0s grupos,
nao houve diferenca significativa entre os dois protocolos estudados. Ambos os
procedimentos complementares de desinfec¢do reduziram a incidéncia de casos
positivos quando comparados as amostras apds PQC, mas a reducdo néao foi

significativa.

Paiva et al. (2013b) avaliaram o efeito da PUl como procedimento de
desinfeccdo complementar apds o PQC. As amostras foram coletadas de dez dentes
com periodontite apical, antes do PQC, apGs preparo com instrumentos rotatérios de
niquel titnio e NaOCI 2,5% como irrigante, e ap6s a PUlI com NaOCI 2,5%. A reducao
bacteriana foi analisada por qPCR. Todas as amostras iniciais foram positivas para
bactérias, com uma média de 2,21 x 108 células bacterianas por amostra. Apés o PQC,
esse nimero reduziu para 2,01 x 10%. Apés a PUI, a média reduziu para 1,65 x 104
células bacterianas, sem diferenca significativa em relacdo as amostras pés-PQC. Os
autores concluiram que a PUI ndo foi eficaz em reduzir o nivel de bactérias quando

comparada ao PQC.

Paiva et al. (2013a) avaliaram os niveis bacterianos antes e apés o PQC
usando instrumentos rotatorios de niquel titanio com NaOCI 2,5% como substancia
irrigadora, seguido por uma irrigagdo complementar com CHX 2% e uma semana de
medicacdo intracanal com pasta de Ca(OH)2 associado a CHX 2%. A reducao
bacteriana nos canais radiculares de 14 dentes com periodontite apical foi
determinada por qPCR. De todos 0s casos positivos nas amostras iniciais, a

porcentagem de canais infectados diminuiu para 50% apés o PQC e irrigacao final
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com CHX 2%, e para 42% ap0s a medicacao intracanal. Na analise quantitativa, a
média de bactérias passou de 9,8 x 10° nas amostras iniciais para 1,14 x 10° ap6s o
PQC, com diferenca significativa entre as amostras. Porém, ndo houve diferenca
significativa na reducéo bacteriana promovida pela irrigacéo final com CHX 2% (3,14
x 10%) quando comparada as amostras apdés PQC. Por outro lado, houve reducéo
significativa do nivel bacteriano ap6s a medicagdo intracanal (9,13 x 103%) quando
comparadas as amostras apos a irrigagao final. Os autores concluiram que a irrigacao
final com CHX 2% seguida da medicacdo de intracanal a base de Ca(OH)z foram

capazes de promover uma reducao bacteriana adicional quando comparada ao PQC.

Provenzano et al. (2015) avaliaram a presenca de &cidos graxos de cadeia
curta, componentes de bactérias Gram-positivas, em diferentes etapas do tratamento
endoddéntico. Amostras dos canais radiculares de 17 dentes com periodontite apical
foram realizadas apdés o PQC com NaOCI 2% ou CHX 2% como irrigantes, e apés
uma semana de medicacao intracanal com pasta de Ca(OH)2. A analise por qPCR
determinou que 71% das amostras permaneceram positivas para bactérias apos
PQC e 47% apds a medicacao intracanal. No grupo do NaOCI 2%, 67% e 44% dos
casos foram positivos apés PQC e medicacéo intracanal, respectivamente; enquanto
no grupo da CHX 2% os valores correspondentes foram 75% e 50% de casos
positivos. Os autores ndo encontraram diferenca no efeito antimicrobiano das duas
substancias irrigadoras. Apés a medicacao intracanal, houve uma reducdo de casos

infectados; porém aproximadamente 50% dos casos permaneciam infectados.

Zandi et al. (2016) avaliaram, por gPCR, os niveis bacterianos ap6s PQC,
realizado com NaOCI 1% ou CHX 2%, e medicacao intracanal com pasta de Ca(OH)2
em 49 dentes com necessidade de retratamento endoddntico ndo-cirdrgico. No grupo
do NaOCI 1%, houve uma reducdo significativa dos niveis bacterianos na comparacéo
entre as amostras iniciais (7,96 x 10%) e as amostras apés o PQC (2,95 x 102); porém,
apos a medicacao intracanal, observou-se um aumento dos niveis bacterianos (3,51
x 10%) quando comparados aos encontrados apés o PQC. Resultados semelhantes
foram encontrados no grupo da CHX 2%, onde os niveis médios das células
bacterianas foram: 5,37 x 10° nas amostras iniciais, 1,10 x 10 nas amostras apés
PQC e 1,95 x 10° nas amostras ap6s medicacao intracanal. Tanto o NaOCl 1% quanto

a CHX 2% diminuiram a namero total de bactérias, sem diferenca significativa entre
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os irrigantes. Embora o numero de canais radiculares positivos tenha diminuido apés
a medicagéo intracanal com Ca(OH)2, a contagem bacteriana nos casos positivos
aumentou significativamente.

Nakamura et al. (2018) avaliaram o efeito da PUI, comparado a irrigacao
convencional ndo ativada (IC), na reducao de bactérias e endotoxinas de canais
radiculares de 50 dentes com periodontite apical assintomética. Os dentes foram
randomizados em dois grupos de acordo com o protocolo de irrigacdo final apos o
PQC: grupo PUI (n=25) e grupo IC (n=25). As amostras microbiol6gicas foram
coletadas antes e apos o PQC com instrumentos reciprocantes e NaOCI 2,5%, apos
os protocolos de irrigacéo final, e apés a medicacdo intracanal com Ca(OH)z2 . A
deteccédo e o total de bactérias foi determinado por meio de gPCR e a deteccéo e
determinacao do nivel de endotoxina pelo teste turbimétrico LAL (acrénimo de Limulus
Amebocites Lisate). Todas as amostras iniciais foram positivas para bactérias, com
uma mediana de 1,49 x 10° no grupo PUI e 8,55 x 10° no grupo IC. Apds o PQC, a
porcentagem de casos positivos foram de 76% e de 80% para os grupos da PUl e IC,
respectivamente. O numero total de bactérias diminuiu significativamente apos o PQC
em ambos os grupos: 1,41 x 10% no grupo PUI e 3,53 x 10* no grupo IC. Apd6s os
protocolos de irrigacdo final, no grupo PUI, 68% dos casos continuavam positivos,
com uma mediana de 4,29 x 102 células bacterianas; enquanto no grupo IC, 72% dos
casos foram positivos, com uma mediana de 1,08 x 10* células bacterianas. Na analise
entre os grupos, houve diferenca significativa nos niveis de bactérias apos o0s
procedimentos de irrigacdo final. Apdés a medicacao intracanal, 64% e 60% das
amostras foram positivas, com uma mediana de 2,39 x 102 e 4,56 x 10° nos grupos
PUl e IC, respectivamente. Os autores concluiram que a ativacao ultrassénica foi mais
efetiva do que a irrigacdo ndo ativada na reducdo do numero total de bactérias em

canais radiculares de dentes com periodontite apical.

Nardello (2018) avaliou a atividade metabdlica de bactérias persistentes
utiizando métodos moleculares baseados em rDNA e rRNA. Amostras
microbiolégicas dos canais radiculares foram coletadas de 15 dentes com periodontite
apical assintoméatica em diferentes fases do tratamento endoddntico: apds a cirurgia
de acesso; apos 0 PQC realizado com instrumentos de lima unica (Reciproc) e NaOCI

2,5% como substancia irrigadora; e ap6s medicacéo intracanal com Ca(OH)2z por 14
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dias. O efeito dos procedimentos endoddnticos na redugao bacteriana foi determinado
por gPCR baseada em rDNA, utilizando iniciadores universais para a regiao 16S rRNA
do dominio Bacteria e iniciadores espécie-especificos para Bacteroidaceae [G-1] sp
oral taxon 272. A atividade metabdlica de bactérias totais e Bacteroidaceae [G-1] sp
oral taxon 272 foi calculada pela razdo rRNA/fDNA baseados nos dados dos ensaios
de gPCR. Bactérias foram detectadas em todas as amostras iniciais (1,87 x 10° cépias
de rDNA). Ap6s o PQC, houve uma reducao significativa de rDNA de bactérias totais
(7,86 x 10%). Ap6s a medicacéo intracanal, ndo houve reducdo de rDNA bacteriano
(7,97 x 10% quando comparada a fase de preparo. Na andlise do metabolismo
bacteriano, houve uma reducéao significativa apos a PQC (mediana 1) e um aumento
apos a medicacao intracanal (mediana 2). Da mesma forma, o tratamento endodéntico
nao promoveu a reducédo do metabolismo bacteriano da espécie Bacteroidaceae [G-
1] sp oral taxon 272. A autora concluiu que houve uma reducdo no numero de
bactérias totais, assim como do seu metabolismo, apés 0 PQC; entretanto, apds 0 uso
da medicacdo intracanal o metabolismo bacteriano aumentou. Além disso,
Bacteroidaceae [G-1] sp. oral taxon 272 permaneceu metabolicamente ativa apos o
PQC e medicacéo intracanal, o que indica que faz parte da composi¢cao da microbiota

persistente.

Na revisdo da literatura, verificou-se um aumento do numero de estudos
clinicos que utilizaram métodos moleculares para analise microbiologica dos canais
radiculares nos ultimos 10 anos. Esses estudos avaliaram as novas técnicas utilizadas
para a terapia endodoéntica, que, apesar dos avancos, ainda ndo conseguem eliminar
totalmente a microbiota intracanal. Os estudos clinicos concordam que o PQC ¢ a fase
mais importante para reducao bacteriana dos canais radiculares. Entretanto, nesses
estudos, aproximadamente metade dos casos ainda apresentavam bactérias
detectaveis por métodos moleculares, independente do sistema de instrumentacéo e
da solucéo irrigadora utilizada durante o PQC. Esse fato indica a necessidade de se
procurar estratégias antimicrobianas mais efetivas. Desse modo, 0 uso de
procedimentos complementares de desinfec¢do apds a fase de preparo do canal
radicular vem ganhando forca na procura de se obter resultados mais previsiveis de
reducdo bacteriana. Um dos procedimentos utilizados apés a instrumentacado para se
obter uma maior limpeza e desinfeccdo dos canais radiculares é a ativacao

ultrassénica da solucédo irrigadora. Embora alguns estudos tenham mostrado
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resultados promissores da PUl em termos de reducao bacteriana quando comparada
a irrigacdo convencional, outros autores ndo encontraram uma reducao adicional de
bactérias quando a ativacdo ultrassdnica da solucdo irrigadora foi utilizada poés-
preparo dos canais radiculares. Da mesma forma, ndo ha uma concordancia entre os
autores sobre a efetividade da pasta de Ca(OH)2 em promover reducdo bacteriana
quando utilizada como medicacdo intracanal entre as sessfes do tratamento
endodobntico de dentes com periodontite apical. Com o objetivo de melhorar as
propriedades da pasta de Ca(OH) como medicacdo intracanal, a ativacao
ultrassbénica da pasta foi sugerida recentemente por Duarte et al. (2012) e Arias et al.
(2016). O presente estudo teve o objetivo de avaliar, clinicamente, a eficacia da
ativacao ultrassénica do hidréxido de célcio na reducdo de bactérias viaveis dos
canais radiculares. Para isso, foram utilizados métodos moleculares baseados em
rDNA e rRNA.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

o Avaliar o efeito da ativacao ultrassénica da pasta de hidroxido de calcio na
atividade metabdlica de bactérias em canais radiculares de dentes com

periodontite apical.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a presenca e quantidade de bactérias totais ap0s os procedimentos

endoddnticos pelos métodos moleculares baseados em rDNA.

o Avaliar a presenca de bactérias metabolicamente ativas apds os

procedimentos endoddnticos pela analise da razao rRNA/rDNA.

o Comparar as taxas de deteccdo de bactérias apds os procedimentos

endodonticos pelos ensaios de gPCR baseados em rRNA ou rDNA.
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4  MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado de acordo com as normas CONSORT (Consolidated
Standards of Reporting Trials) para estudos clinicos randomizados. A metodologia
utilizada para as coletas e analises microbiologicas foi baseada em estudos clinicos

prévios (Pinheiro et al., 2015; Nakamura et al., 2018).

4.1 Aspectos éticos

Os procedimentos clinicos foram realizados na Clinica de Pés-Graduacéo da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (FOUSP), mediante a prévia
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa n° 2.201.768 (Anexo A) desta instituico
e apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por cada paciente
(Apéndice A). Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Molecular do Departamento de Dentistica da FOUSP e no Laboratorio
de Microbiologia Oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao

Paulo.

4.2 Procedimento e coletas clinicas

421 Selegéo de pacientes

Os critérios de inclusdo/ exclusao de pacientes foram baseados em estudo
prévio (Nakamura et al.,, 2018). Os critérios de inclusdo foram: pacientes com
diagnostico de necrose pulpar (confirmado pela resposta negativa ao teste de
sensibilidade ao frio com gas refrigerante) e periodontite apical assintomatica. Os
critérios de excluséo foram: pacientes que utilizaram antibiéticos nos ultimos 3 meses;
dentes com perda de tecido dentario que impossibilite o isolamento absoluto; dentes

com camara pulpar aberta/ exposta ao meio bucal, dentes com bolsa periodontal
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superior a4 mm; dentes com evidéncia radiografica de tratamento endoddntico prévio,
apice aberto, fratura, reabsorcdo ou calcificacdo. Além disso, dentes com uma
curvatura maior que 20° (Schneider, 1971), e raizes mais curtas que 15 mm ou
maiores que 25 mm foram excluidos. Também foram excluidos da pesquisa pacientes
com alteragbes sistémicas relevantes, como doengas degenerativas cronicas,
processos infecciosos, doencas autoimunes ou imunodeficiéncias induzidas ou

adquiridas, portadores de marca-passo ou proteses coronarianas.

O periodo de recrutamento foi de mar¢co a maio de 2018, quando foram
selecionados 20 pacientes que atingiram os critérios de inclusédo/ exclusdo. Nesse
periodo, foram examinados 63 pacientes, dos quais 43 foram excluidos pelos
seguintes motivos: dentes birradiculares ou multiradiculares (n=16), auséncia de
periodontite apical (n=21), tratamento endodéntico prévio (n=3), bolsa periodontal

superior a 4 mm (n=2) e pacientes com problemas sistémicos (n=1).

4.2.2 Alocacao dos pacientes

Apoés a selecdo dos 20 pacientes, as radiografias foram digitalizadas e os
diametros das lesbes mensurados. Para permitir que 0s grupos tivessem lesbes
iniciais semelhantes e o numero igual de pacientes, foi realizada uma randomizacao
estratificada baseada no diametro inicial da leséo. Os pacientes foram divididos em 2
grupos de 10 pacientes: Grupo UA (ativacéo ultrassénica da medicacao intracanal) e
NA (n&o ativacéo ultrassdnica da medicagao intracanal), com lesdes periapicais de
diametro médio de 5,7 mm e 5,2 mm, respectivamente. A randomizacéo foi realizada
com um sistema de randomizagdo eletronica online (Research Randomizer,
www.randomizer.org). O processo de randomizacdo e alocacdo dos pacientes foi
realizado por um pesquisador independente ao estudo, de forma que os operadores
eram cegos ao grupo de alocacdo do paciente até o momento da insercdo da

medicacgdo intracanal com pasta de hidroxido de calcio.

A organizacao dos procedimentos clinicos e de coletas microbiolégicas podem

ser visualizados no organograma representado na Figura 4.1.


http://www.randomizer.org/

Figura 4.1 — Organograma dos procedimentos clinicos e de coleta do tratamento endoddntico
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4.2.3 Coletas microbiolégicas e procedimentos clinicos

Os procedimentos clinicos foram realizados na Clinica de Péds-Graduacao da
FOUSP por 2 pos-graduandos alunos do Programa de Odontologia (area de
concentragdo em Endodontia) com experiéncia de mais de 5 anos na especialidade.
As coletas microbiolégicas foram realizadas de acordo com estudos prévios
(Nakamura et al., 2018).

Apds o0 exame clinico e radiografico inicial, os pacientes receberam 10mL de
antisséptico bucal para bochechar por 1 minuto. Apds o antisséptico bucal, os dentes
foram anestesiados e realizado o isolamento absoluto com arco plastico (Maquira
Industria de produtos Odontologicos S.A, Maringa, PR, Brasil), lencol de borracha
(Medeitex, Sdo José dos Campos, SP, Brasil), grampos metalicos adequados
(SSwhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e barreira gengival (Top Dam, FGM, Brasil). A
antissepsia do campo operatorio e da coroa dentaria foram realizadas com swabs
esterilizados (Jiangsu Rongye Technology., Ltda. Yangzhou, China) embebidos em
peréxido de hidrogénio 30% por 30s, seguido por hipoclorito de sodio 2,5% (Formula
e Acdo farméacia de manipulacédo, Sdo Paulo, SP, Brasil), por mais 30s, sendo este
neutralizado por tiossulfato de sodio 5% (Formula e Acéo farmacia de manipulacéo,
Séo Paulo, SP, Brasil) (Anexo B) (Rogas et al., 2004).

A cirurgia de acesso foi realizada em duas etapas, com auxilio de brocas
diamantadas esféricas 1014HL ou 1015HL (Microdont Micro Usinagem de Preciséao
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) em alta-rotacéo refrigeradas com auxilio de seringas de
10mL (Lifelong Meditech Pvt. Ltd., Manesar, Guagaon, India) e soro fisioldgico
esterilizado (Isofarma, Precabura, CE, Brasil), tomando-se o cuidado de ndo acessar
a camara pulpar. Apos este procedimento, o protocolo de antissepsia da coroa dental
e do campo operatorio foi novamente realizado, como ja foi descrito anteriormente;
coletas das coroas do angulo cavo superficial, foram realizadas com cones de papel
estéril, para comprovar a efichcia das manobras de desinfec¢cdo. A auséncia de
bactérias no campo operatério foi comprovada por meio de PCR convencional,
utilizando iniciadores universais para o dominio Bacteria. Apds este procedimento a
cirurgia de acesso foi finalizada com novas brocas diamantadas esterilizadas e

refrigeradas com soro fisiolégico
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Ao término destes procedimentos, a camara pulpar foi aspirada e o canal
radicular preenchido com solu¢do salina. A odontometria foi realizada com um
instrumento tipo K nimero 10 (Dentsply Maillefer, Baillagues, Suiga) com auxilio de
localizador foraminal (Romidan Ltd., Kiryat Ono, Israel). O comprimento real de
trabalho (CRT) foi determinado em 0,5 mm aquém do limite zero observado no
localizador foraminal. Um instrumento tipo H namero 15 foi pressionado contra as
paredes do canal para criar raspas de dentina e suspender bactérias na solugéo.
Quatro cones de papel numero 15 esterilizados foram introduzidos individualmente no
canal para coletar o conteudo inicial de bactérias (S1), sendo mantidos em posicéo
por 1 minuto cada. A parte ativa das limas utilizadas e os cones de papel foram
depositados em microtubos esterilizados contendo 300 pL de solugdo RNA later (Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estado Unidos da América), para analise bacteriana
(Anexo C).

No passo seguinte, a camara pulpar foi preenchida com solucdo de hipoclorito
de sédio (NaOCl) 2,5%, que foi agitada e carreada progressivamente no sentido
coroa-apice com o auxilio de instrumentos tipo K até atingir o CRT. Apds o
esvaziamento inicial do canal, instrumentos manuais do tipo K foram levados sem
pressdo até comprimento real de trabalho, em ordem crescente de diametro, do
instrumento nimero 10 ao numero 40 (Dentsply Maillefer, Baillagues, Suica). O
primeiro instrumento que demonstrasse travamento no CRT foi utilizado como base
para a escolha do instrumento Reciproc (VDW GmbH, Munique, Alemanha) a ser
utilizado no preparo quimico-cirargico. Se o travamento fosse compativel com
instrumentos 10 ou 15, o dente foi excluido da pesquisa, pela dificuldade da realizagédo
da coleta inicial. Se o travamento fosse compativel com as limas 20, 25 ou 30, o
instrumento Reciproc R40 foi escolhido; e quando o instrumento inicial de referéncia

fosse 0 35 ou 40, o preparo foi realizado com o instrumento Reciproc R50.

Os instrumentos reciprocantes foram acionados num motor VDW-silver (VDW
GmbH, Munique, Alemanha) ajustado a cineméatica preconizada para cada
instrumento, sempre na presenca de NaOCl 2,5%. O instrumento Reciproc
selecionado foi levado ao interior do conduto em movimento reciprocante, seguindo
sequéncias de trés ciclos de penetracéo/retrocesso, de maneira a avancar em direcéo

apical a cada ciclo. Ao término de cada sequéncia, o instrumento foi limpo com gaze
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esterilizada e o canal irrigado com NaOCI 2,5%, atingindo-se o CRT apenas no ultimo

ciclo de penetracéo.

Durante o preparo, foram utilizados 40 mL de solucao irrigadora por canal,
sendo 30 mL durante a instrumentacdo e mais 10 mL ao final do preparo, com as
pontas irrigadoras posicionadas a aproximadamente 2 mm aquém do comprimento
real de trabalho, utilizadas em movimentos de vai e vem com pequena amplitude. A
irrigacdo durante o preparo quimico-cirdrgico foi realizada com seringas plasticas
esterilizadas de 10 mL e pontas endodénticas de irrigacdo Endo-EZE (Ultradent
Products Inc., South Jordan, UT, EUA) com didametro de 30G e saida de meia cana
lateral, ao passo que a aspiracdo da substancia irrigadora foi realizada através de
canulas de aspiracdo SurgiTip (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA)
acopladas a bomba a vacuo odontolégica. Ao final, o canal foi aspirado com pontas
endodénticas Capillary Tips 0,014’ e 0,019” (Ultradent Products Inc., South Jordan,
UT, EUA) e novamente irrigada com 5ml de tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto. O
canal foi novamente aspirado, e preenchido com soro fisiolégico. Assim, realizando

uma nova coleta microbiolégica (S2), como descrito anteriormente.

Apos a finalizacdo do PQC, realizava-se irrigacao ultrassénica passiva, PUI, com
o inserto liso Irrisonic de 0,2 mm de diametro e conicidade .01 (Helse, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil), acionado por aparelho de ultrassom (Gnatus, Ribeirdo Preto, Brazil)
ajustado em 10% de poténcia. A ponta do inserto era posicionada 2 mm aquém do
CRT, evitando-se o contato com as paredes do canal. Os canais foram irrigados com
2mL de NaOCI 2,5% e o inserto foi acionado por 30 segundos. A solucado de NaOCI
2,5% era renovada (2mL) e ativada por mais 30s, a irrigacéo final foi realizada com
4mL de NaOCI 2,5% sem ativagéo. Estes procedimentos foram repetidos com 2mL de
EDTA-T 17% e, novamente, uma irrigacao final com 4mL de NaOCI 2,5%, totalizando

2min de ativacgéao.

Apos os dois ciclos, o contetido do canal era aspirado com pontas Capillary tips
0,014” € 0,019” e uma nova irrigagdo com 5mL de tiossulfato de sédio 5% por 1 minuto
era realizada. Os canais eram entdo aspirados, secos novamente, e preenchidos com

soro fisiologico esterilizado para a realizacdo de uma nova coleta (S3).
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ApOs a coleta, os canais radiculares foram secos com cones de papel
esterilizados, e entdo, preenchidos com pasta de hidroxido de calcio [Ca(OH)2]
Ultracal XS (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA), com agulha Navitip de
diametro de 29G e saida frontal (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA)
colocada 1mm aquém do CRT. No Grupo UA, apés o preenchimento dos canais foi
feita a ativacdo do hidroxido de calcio com o inserto liso Irrisonic (Helse, Ribeiréo
Preto, SP, Brasil), acionado por aparelho de ultrassom (Gnatus, Ribeirdo Preto, Brazil)
ajustado em 30% de poténcia e posicionada 2 mm aquém do CRT, foram feitos 3
ciclos de 20 segundos no sentido mesio-distal e vestibulo-lingual, no total de 1 minuto,
apos de cada ativacdo, os canais radiculares foram preenchidos novamente com

hidroxido de célcio (Duarte et al., 2012).

Uma radiografia periapical foi realizada para verificar o completo preenchimento
do canal radicular. Pra finalizar a primeira sessdo, as cavidades de acesso foram
seladas com uma camada de 2 mm de espessura de obturador provisério endodéntico
(Dentalvile, Joinville, SC, Brasil) e uma camada de cimento de iondmero de vidro Riva
Self Cure (SDI Limited, Victoria, Australia).

Os pacientes retornaram a clinica para uma segunda sessao de tratamento
apos um periodo de 14 dias, e os procedimentos de anestesia, isolamento absoluto,
abertura coronaria e desinfeccdo do campo operatorio foram realizados seguindo o
mesmo protocolo utilizado na primeira sessédo clinica. A remo¢do do selamento
provisorio foi feita apdés uma nova coleta para verificacdo da desinfeccéo do campo, a
medicagé&o intracanal foi removida do interior dos canais radiculares utilizando-se 10
mL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 17% e leve agitacdo com limas
manuais tipo K namero 15. E entdo, uma quarta coleta (S4) foi realizada seguindo os

mesmos critérios de procedimentos realizados nas coletas anteriores.

Em seguida, os canais foram irrigados com 10 mL de NaOCI 2,5% e re-
instrumentados com 0 mesmo instrumento utilizado na primeira sessao do tratamento,
procedeu-se, a executar a irrigacao final com 10 mL de NaOCI (2,5%) e 10 mL de
EDTA (17%). Apds a secagem dos condutos por meio de aspiracdo e utilizacdo de
cones de papel esterilizados, os canais foram obturados por meio da técnica de

condensacao lateral com guta-percha e cimento AH Plus (Dentsply Maillefer), e os
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acessos coronarios devidamente selados com restauracdes de resina composta
(2350, 3M Corporation, St. Paul, MN, EUA).

4.3 Andlise microbioldgica

4.3.1 Extracdo de DNA/RNA e sintese do cDNA

Essa fase foi realizada no Laboratorio de Microbiologia Molecular do
Departamento de Dentistica da FOUSP. As amostras endodénticas foram
descongeladas e homogeneizadas por agitacao durante 1 minuto. A extracdo de DNA
e RNA foi realizada com o kit de purificacdo MasterPure Complete DNA and RNA
Purification Kit (Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10
minutos a 4°C, os sobrenadantes foram descartados e os precipitados (também
chamados pellet) foram suspensos em solucdo contendo 300 pL de Tissue and Cell
Lysis Solution e 2 yL de Proteinase K, e incubados por 15 minutos a 65 °C. As
amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e foram adicionados 150 pL da
solucdo MPC Protein Precipitation Reagent para precipitacdo proteica. Apés nova
centrifugacéo, os sobrenadantes foram coletados e submetidos a precipitagdo com
isopropanol. Os acidos nucleicos totais foram suspensos em 35 uL do tampao TE, que
foram divididos em duas partes iguais. A primeira aliquota foi para analise de DNA;
enquanto a segunda aliquota sofreu um processo de purificacdo de RNA de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA).
ApOs esses processos, foram realizados novo tratamento com DNase | (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil) e uma reacdo de PCR para confirmar a auséncia de DNA nas
amostras de RNA. Para isso, foram utilizados iniciadores universais para regiao do
gene 16S rRNA. A quantificacdo dos acidos nucleicos em cada amostra foi realizada
no aparelho do NanoDrop e analisada pelo software ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, EUA). As aliquotas de DNA foram armazenadas em freezer
-20 °C até o momento do uso. Para as amostras de RNA, foi realizada a Reacao de

Transcriptase Reversa (RT) para sintetizar o cDNA (DNA complementar), utilizando o
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kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O cDNA foi armazenado em freezer
—-20°C (Anexo D).

4.3.2 Andlise de qPCR baseado em rDNA e rRNA

Os niveis de rDNA e rRNA de todas as amostras foram quantificados por qPCR.
Para analise do total de bactérias, as reacfes de qPCR foram realizadas com um par
de iniciadores universais para a regidao conservada do gene 16S rRNA do dominio
Bacteria, conforme descrito por (Shelburne et al., 2000): 5’- GAG AGT TTG ATY MTG
GCT CAG — 3’ e 5- GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA- 3'. As reagoes foram
realizadas em placas de 96 pogos com um volume total de 20 pL contendo: 10 pL
Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 100 nM
de cada iniciador, agua e 2 yL do DNA ou cDNA.

Nos controles negativos foram utilizados 2 yL de agua como molde, as reag¢des
de gPCR foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Oral do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&ao Paulo, utilizando o StepOne Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O ciclo de
amplificagéo foi: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
15 s, anelamento a 60°C por 1 min e extensédo a 95°C por 15s. Os resultados foram

analisados pelo software StepOne Plus Software v2.3 (Applied Biosystems).
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4.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o Software BioEstat 5.3 (Mamiraua,
Amazonas, Brasil). O teste exato de Fisher e o teste Q de Cochran foram utilizados
para andalise dos dados qualitativos (presenca/ auséncia de bactérias) entre 0s grupos
e intragrupo, respectivamente. Para os dados quantitativos, a comparagcao entre os
grupos foi realizada pelo teste de Mann- Whitney e a comparagao intragrupo pelo teste
de Wilcoxon. A comparacédo da taxa de deteccédo dos métodos baseados em rDNA e
rRNA foi realizada pelo teste de McNemar. Todos os dados foram analisados com

nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Dos 20 pacientes incluidos no estudo, 9 eram mulheres e 11 homens, com uma
idade média de 44 anos, variando de 25 a 69 anos. As caracteristicas clinicas dos 20

dentes e sua distribuicdo nos grupos de tratamento sdo apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes nos diferentes grupos: UA (ativa¢ao ultrassénica da
medicacao intracanal) e NA (ndo ativacdo da medicacéo intracanal)

Grupos de Tratamento

Ativacdo Ultrassonica Né&o ativacédo
(n=10) (n=10)
Género
Feminino 3 6
Masculino 7 4
Grupo dental
Anterior 4 6
Premolar 6 4
Preparo do canal
radicular
R40 (0.40mm, conicidade0.6) 4 5
R50 (0.50mm, conicidade0.5) 6 5

Fonte: O autor

5.1 Analise das amostras por gPCR baseado em rDNA: presenca e quantificacéo

bacteriana

A Figura 5.1 mostra o numero de canais radiculares com presenca de rDNA
bacteriano em cada etapa do tratamento endodéntico de todos os dentes estudados.
Do total de 20 amostras iniciais (S1) positivas, rDNA bacteriano permaneceu em niveis
detectaveis em 85% (17/20) das amostras S2, 65% (13/20) das amostras S3 e 70%
(14/20) das amostras S4. Uma reducao significativa do nimero de canais com rDNA
bacteriano foi observada entre as amostras S1 — S3 (p= 0,018) e S1 — S4 (p=0,027).
Porém, ndo foi encontrada diferencga significativa entre as amostras S1 e S2 (p=0,067).

Apds o uso da medicacéo intracanal a base de hidroxido de calcio, independente do
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seu modo de insercdo, rDNA bacteriano foi detectado em 14 amostras S4, néo

havendo diferenca significativa entre as amostras S2 - S4 e S3 — S4.

A Tabela 5.2 apresenta a comparacao dos dados qualitativos (presenca/
auséncia de bactérias) entre os dois grupos de tratamento. Uma analise entre as
amostras dentro de cada grupo também foi realizada. Porém, nenhuma diferenca

significativa foi encontrada na comparacao entre 0S grupos ou intragrupo.

A Tabela 5.3 apresenta os dados quantitativos relacionados aos niveis de rDNA
nas amostras dos canais radiculares nas diferentes etapas do tratamento. Na
comparacao entre 0s grupos, nao houve diferenga significativa entre as amostras dos
canais radiculares em nenhuma etapa do tratamento. Por sua vez, na analise
intragrupo, houve uma reducgéo significativa dos niveis de rDNA bacteriano entre as
amostras S1 — S2 nos grupos com e sem ativacado do hidréxido de célcio (p=0,007 e

p=0,009, respectivamente).

Figura 5.1 — Numero de canais com resultados positivos das reacdes de gPCR baseada em rDNA nas
diferentes etapas do tratamento endodontico: antes do preparo quimico-cirdrgico (S1),
apds o preparo quimico-cirdrgico (S2), ap0s irrigacdo ultrassénica passiva (S3) e
medicacdo intracanal (S4)
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Tabela 5.2 — Namero e porcentagem de canais radiculares com resultados positivos das rea¢cdes de
gPCR baseada em rDNA

rDNA
Grupos de Tratamento
Amostras Ativagio Ultrassonica Nio ativagéo
(n=10) (n=10)
S1 10 (100%) aA 10 (100%) aA

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras mindsculas idénticas, nao diferem
entre si no nivel de 5 % pelo Teste Exato de Fisher; enquanto valores em uma mesma
coluna, seguidos por letras maiusculas idénticas, ndo diferem entre si no nivel de 5 %
pelo teste de Q de Cochran.

Fonte: O autor

Tabela 5.3 — Valores da mediana (minimo — maximo) de cépias de rDNA bacteriano nas diferentes
etapas do tratamento endodéntico: antes do preparo quimico-cirdrgico (S1), apos o
preparo quimico-cirargico (S2), ap0s irrigacdo ultrassonica passiva (S3) e medicacao
intracanal (S4)

rDNA
Grupos de Tratamento
Amostras Ativacdo Ultrassonica Né&o ativagéo
(n=10) (n=10)
s1 2,38 x 106 1,60 x 10°
(3,33 x 10%- 2,29 x 107) A (4,41 x 10* - 4,46 x 107) A
52 2,14 x 103 7,48 x 103
(0,00 - 3,51 x 10°) 28 (0,00 - 9,52 x 10%) @8
$3 2,23 x 103 7,59 x 103
(0,00 - 3,67 x 10%) 28 (0,00 - 1,09 x 10°) 28
s4 1,27 x 10 6,15 x 103
(0,00 - 5,40 x 106) 28 (0,00 - 3,21 x 10°) 28

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minusculas idénticas, ndo diferem
entre si no nivel de 5 % pelo teste de Mann—Whitney U-test; enquanto valores em uma
mesma coluna, seguidos por letras mailsculas distintas, diferem entre si no nivel de
5 % pelo teste de Wilcoxon signed rank para amostras relacionadas.

Fonte: O autor
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5.2 Andlise das amostras por gPCR baseado em rRNA: presenca e viabilidade

bacteriana

A Figura 5.2 apresenta o numero total de canais radiculares com presenca de
rRNA bacteriano em cada etapa do tratamento endodontico. Do total de 20 amostras
positivas em S1, rRNA bacteriano permaneceu em niveis detectaveis em todas as

amostras pos-tratamento, com excec¢do de 4 amostras (1 S2 e 3 S4).

A Tabela 5.4 apresenta o niumero e porcentagem de canais radiculares com
resultados positivos das reacdes de gPCR baseada em rRNA nos grupos com e sem
ativacdo do hidroxido de célcio. Ndo houve diferenca significativa na comparagéo

entre 0s grupos ou intragrupo.

A Tabela 5.5 apresenta os niveis de rRNA nas amostras dos canais radiculares
nas diferentes etapas do tratamento. Na comparacédo entre 0s grupos, nao houve
diferenca significativa entre as amostras dos canais radiculares em nenhuma etapa
do tratamento. Por outro lado, na andlise intragrupo, houve uma reducao significativa
dos niveis de rRNA bacteriano entre as amostras S1 — S2 nos grupos com e sem

ativacao do hidroxido de célcio (p=0,005 e p=0,046, respectivamente).
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Figura 5.2 — Numero de canais radiculares com resultados positivos das rea¢des de qPCR baseada
em rRNA nas diferentes etapas do tratamento endoddntico: antes do preparo quimico-
cirargico (S1), apés o preparo quimico-cirdrgico (S2), ap0s irrigagéo ultrassdnica passiva

(S3) e medicacéo intracanal (S4)
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Fonte: O autor

Tabela 5.4 — Namero e porcentagem de canais radiculares com resultados positivos das rea¢fes de
gPCR baseada em rRNA

rRNA
Grupos de Tratamento
Amostras Ativacéo Ultrassonica Né&o ativacédo
(n=10) (n=10)

S1 10 (100%) @A 10 (100%) @A
S2 10 (100%) @A 9 (90%) @A
S3 10 (100%) @A 10 (100%) @A
S4 9 (90%) a4 8 (80%) @A

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minusculas idénticas, nao diferem
entre si no nivel de 5 % pelo Teste Exato de Fisher; enquanto valores em uma mesma
coluna, seguidos por letras maiusculas idénticas, nao diferem entre si no nivel de 5 %
pelo teste de Q de Cochran.

Fonte: O autor
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Tabela 5.5 — Valores da mediana (minimo — méaximo) dos niveis de rRNA bacteriano nas diferentes
etapas do tratamento endodéntico: antes do preparo quimico-cirargico (S1), apos o
preparo quimico-cirargico (S2), ap0s irrigacdo ultrassdnica passiva (S3) e medicacao
intracanal (S4)

rRNA
Grupos de Tratamento
Amostras Ativacédo Ultrassonica Né&o ativacédo
(n=10) (n=10)
s1 1.42 x 10° 4,77 x 10°
(5,91 x 10*- 1,10 x 108)2A (5,91 x 10% - 5,61 x 107) a4
$2 1,21 x 10* 4,64 x 10*
(3,55 x 10° - 4,51 x 10°) 28 (0,00 - 1,09 x 106) 28
3 1,10 x 104 3,77 x 10*
(2,94 x 10% - 4,72 x 10°) 28 (2,02 x 10% - 5,37 x 106) a8
s4 7,60 x 103 2,48 x 10*
(0,00 - 1,10 x 10°%) 28 (0,00 - 2,95 x 10°) 28

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minusculas idénticas, nao diferem
entre si no nivel de 5 % pelo teste de Mann—Whitney U-test; enquanto valores em uma
mesma coluna, seguidos por letras mailsculas distintas, diferem entre si no nivel de
5 % pelo teste de Wilcoxon signed rank para amostras relacionadas.

Fonte: O autor

5.3 Atividade metabdlica de bactérias antes e apds o0s procedimentos

endodbnticos

A Figura 5.3 apresenta 0 nimero de canais com presenca de bactérias
metabolicamente ativas (razdo rRNA/rDNA maior ou igual a 1) em cada etapa do
tratamento endodontico. Do total de 20 amostras positivas em S1, bactérias
permaneceram ativas em 85% (17/20) das amostras S2 e 55% (11/20) das amostras
S3; sendo observada uma reducéo significativa do nimero de canais com bactérias
ativas entre as amostras S1-S3 (p=0,0077) e S2-S3 (p=0,0277). Porém, nao foi
encontrada diferenca significativa entre as amostras S1 e S2 (p=0,10). Apos a
medicacdo intracanal, bactérias permaneceram ativas em 45% (9/20) das amostras

S4; ndo havendo diferenca significativa entre as amostras S3-S4 (p= 0,4631).

Particularmente, no grupo da ativacéo ultrassdnica da medicacdo intracanal

(n=10), apenas 3 amostras (30%) S4 continham bactérias ativas; havendo uma
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reducdo significativa do numero de canais com bactérias ativas entre as amostras S1-
S4 (p=0,018) e S2-S4 (p=0,0431). Porém, no grupo sem ativacdo ultrass6nica da
medicacdo intracanal (n=10), a Unica diferenga significativa encontrada foi entre as
amostras S1-S3 (p=0,0431). Nesse grupo, 6 amostras S4 permaneceram com
bactérias ativas, ndo havendo diferenca significativa entre as amostras S1-S4
(p=0,0679). (Tabela 5.6).

A Tabela 5.7 apresenta os valores da razdo rRNA/fDNA nas amostras dos
canais radiculares nas diferentes etapas do tratamento. A andlise entre os grupos
revelou uma diferenga significativa entre os protocolos de medicacdo intracanal
guanto ao metabolismo bacteriano em S4 (p= 0,035). Na analise intragrupo, houve
uma reducéo significativa da razdo rRNA/rDNA entre as amostras S1 — S4 (p=0,0078)

e S3 — S4 (p=0,0149) no grupo da ativagéo ultrassdnica da medicacéo intracanal.

Figura 5.3 — NUumero de canais radiculares com bactérias metabolicamente ativas (razdo rRNA/rDNA
positiva) nas diferentes etapas do tratamento endoddntico: antes do preparo quimico-
cirtrgico (S1), apds o preparo quimico-cirdrgico (S2), apés irrigacdo ultrassdnica passiva
(S3) e medicacdo intracanal (S4).
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Tabela 5.6 — Numero e porcentagem de canais radiculares com bactérias metabolicamente ativas
(razdo rRNA/rDNA positivas)

Razdo rRNA/rDNA
Grupos de Tratamento

Amostras Ativacdo Ultrassonica Né&o ativacédo
(n=10) (n=10)
S1 10 (100%) 24 10 (100%) 24
S2 8 (80%) A 9 (90%) A
S3 6 (60%) 218 5 (50%) 2B
S4 3 (30%) 28 6 (60%) A

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minusculas idénticas, nao diferem
entre si no nivel de 5 % pelo Teste Exato de Fisher; enquanto valores em uma mesma
coluna, seguidos por letras maiusculas distintas, diferem entre si no nivel de 5 % pelo
teste de Q de Cochran e pelo teste de Wilcoxon.

Fonte: O autor

Tabela 5.7 — Valores da mediana (minimo — méaximo) da razdo rRNA/fDNA nas diferentes etapas do
tratamento endododntico: antes do preparo quimico-cirargico (S1), apés o preparo quimico-
cirargico (S2), apds irrigagdo ultrassbnica passiva (S3) e medicacéo intracanal (S4)

Razao rRNA/rDNA
Grupos de Tratamento

Amostras Ativacéo Ultrassbnica Néo ativacéo
(n=10) (n=10)
st 1 _Bé%) an (1 ! ’g) “
S2 03w 1L-26)%
S3 i _3é%) aA (0] ig) aA
S4 © 9 ,g) aB (0- i1) oA

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minusculas distintas, diferem entre
si no nivel de 5 % pelo teste de Mann-Whitney U-test; enquanto valores em uma
mesma coluna, seguidos por letras mailusculas distintas, diferem entre si no nivel de
5 % pelo teste de Mann—-Whitney U-test.

Fonte: O autor
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5.4 Taxa de deteccao de bactérias apds os procedimentos endoddnticos pelos
ensaios de qPCR baseados em rDNA e rRNA

A Tabela 5.8 mostra a taxa de deteccdo de bactérias pelos ensaios baseados
em rDNA e rRNA. A taxa de detecc¢ao bacteriana foi de 100% (20/20) no S1 utilizando
ambos os ensaios de qPCR. Pelo método baseado no rDNA, a deteccao bacteriana
foi de 85% (17/20) nas amostras apos o PQC; enquanto, bactérias foram detectadas
em 95% (19/20) das amostras S2 pelo método baseado em rRNA. Apos a desinfecgéo
complementar com PUI, o método baseado em rDNA detectou bactérias em 65%
(13/20) dos casos; porém, o rRNA foi detectado em 100% (20/20) das amostras S3
(p=0,0156). Além disso, ap6s a medicacao intracanal, rDNA permaneceu detectavel
em 70% (14/20) das amostras S4; enquanto bactérias foram detectadas em 85%

(17/20) dessas amostras utilizando o método baseado em rRNA.

Tabela 5.8 - Taxa de detecgéo de bactérias totais de ensaios baseados em RNA ribossdmico (rRNA) e
seus respectivos genes (rDNA) nas diferentes etapas do tratamento endoddntico de 20
dentes: antes do preparo quimico-cirdrgico (S1), apés o preparo quimico-cirdrgico (S2),
apos irrigacao ultrassbnica passiva (S3) e medicacao intracanal (S4)

DETECCAO BACTERIANA

S1 S2 S3 S4
IDNA p rDNA p rDNA p rDNA p
+ - + - + - + -
+200 1,0 17 2 05 13 7 0,02 13 4 0,37
RNA 0 0 0 1 0 0 1 2

Fonte: O autor
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da ativacdo ultrassbnica da pasta de
hidroxido de calcio, em comparacdo com uma pasta ndo ativada, na atividade
metabdlica de bactérias em canais radiculares de dentes com periodontite apical.
Adicionalmente, os efeitos de cada etapa do tratamento endoddntico nas condicdes
bacteriol6gicas dos canais radiculares também foram avaliados, incluindo a andlise
do numero de canais infectados, além do nivel e do metabolismo de bactérias que
persistiram apos os procedimentos endodénticos. O presente estudo revelou que a
ativacao ultrassonica da pasta de hidroxido de calcio foi mais efetiva do que a pasta
nao ativada em reduzir o metabolismo bacteriano; portanto, a hipétese de nulidade foi
rejeitada. Neste estudo, a atividade metabolica bacteriana ap0s os procedimentos
endodonticos de desinfecgéo foi avaliada utilizando métodos moleculares baseados
em rRNA ribossdmico (rRNA) e rDNA (genes que codificam rRNA). Estudos tém
proposto uma associacao dos métodos moleculares baseados em rRNA e rDNA para
uma avaliagdo simultdnea da viabilidade e quantidade de bactérias em uma
comunidade bacteriana (Matsuda et al., 2007; Campbell et al., 2011; Pitkénen et al.,
2013). Como as bactérias possuem poucos genes que codificam o rRNA, o nivel de
rDNA esta relacionado diretamente a quantidade de bactérias, mas ndo a sua
viabilidade. Por outro lado, devido a abundancia de ribossomos presentes nas células
vivas, a relacdo entre os niveis de rRNA e rDNA sera positiva em casos de células
metabolicamente ativas. Até o presente momento, poucos estudos utilizaram a razdo
rRNA/rDNA para analise da microbiota que permanece metabolicamente ativa apos

os procedimentos endodonticos de desinfeccéo (Pinheiro et al., 2015; Nardello, 2018).

A primeira etapa do tratamento endoddntico, o preparo quimico-cirargico
(PQC), é considerada a etapa de maior importancia para a reducdo de bactérias dos
canais radiculares. O presente estudo evidenciou uma reducdo significativa do
namero de cépias de rDNA bacteriano apos o PQC, confirmando os achados prévios
(Vianna et al., 2006; Sakamoto et al., 2007; Rdcas et al., 2010; Récas et al., 2011a;
Récas et al., 2011b; Paiva et al., 2012; Paiva et al., 2013a; Paiva et al., 2013b; R0¢as
etal., 2013; Neves et al., 2014; Rogas et al., 2014; Rodrigues et al., 2015; Provenzano
et al., 2015; Zandi et al., 2016; Neves et al., 2016; Roécas et al., 2016; Rodrigues et

al., 2017; Nakamura et al., 2018; Nardello, 2018). Esse fato se deve ao contato dos
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instrumentos endoddnticos com as paredes dos canais radiculares, promovendo a
remocdo ou desorganizacdo mecanica do biofilme bacteriano. Neste estudo, a
instrumentacao foi realizada com um sistema de lima Gnica, mediante movimentos
reciprocantes. Os preparos apicais foram realizados com limas de niquel titanio com
um didmetro na ponta de 0,40 mm ou 0,50 mm e conicidade de 0,05 e 0,06,
respectivamente. A escolha do instrumento foi realizada de acordo com as
recomendacdes do fabricante, com um protocolo estabelecido previamente no estudo
de (Nakamura et al., 2018). A renovacao continua e um grande volume da sustancia
irrigadora utilizada neste estudo (um total 40mL de NaOCI 2,5%) mostrou que o
sinergismo da acdo mecanica do instrumento e a acao quimica da solucéo irrigadora
tem o potencial de promover uma reducao significativa dos niveis de bactérias dos

canais radiculares.

Apesar da reducdo dos niveis bacterianos apdés o PQC, uma grande
porcentagem de casos permaneceram positivos (reacbes gPCR-positivas para o
rDNA) nos dois grupos: 80% e 90% dos casos nos grupos UA e NA, respectivamente.
Esses dados concordam com os estudos prévios que utilizaram gPCR baseada em
rDNA (Vianna et al., 2006; Sakamoto et al., 2007; Paiva et al., 2012; Provenzano et
al., 2015; Nakamura et al., 2018; Nardello, 2018). Porém, outros estudos mostraram
uma presenca menor de reac¢des qPCR positivas apds o PQC (Rodrigues et al., 2015;
Récas et al., 2016). As diferencas entre os estudos podem estar relacionadas as
técnicas de instrumentacéo e ao volume/ concentragéo do irrigante. Estudos recentes
mostraram que um aumento no diametro apical, além de instrumentos com desenhos/
cinematicas que promovam um maior contato com as paredes do canal radicular,
podem contribuir para uma maior reducdo do numero de bactérias apos o PQC
(Rodrigues et al., 2017).

A andlise da razdo rRNA/'DNA revelou que as bactérias detectadas pelo
método baseado em rDNA permaneceram metabolicamente ativas na maioria dos
casos apos o PQC. Na analise dos 20 casos, 85% das amostras S2 apresentavam
células bacterianas metabolicamente ativas. Apés a PUI, o nimero de canais com
bactérias ativas reduziu significativamente quando comparado as amostras S2 (55%,
p=0,0277). Esse dado ressalta a importancia da PUI, quando utilizada como

procedimento complementar de desinfec¢do, na reducéo da atividade metabdlica das
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bactérias apdés o PQC. Esses dados concordam com estudos clinicos prévios que
mostraram o beneficio dos procedimentos complementares de desinfeccdo em
contribuir para reducao dos niveis de bactérias dos canais radiculares apés PQC
(Paiva et al., 2012; Neves et al., 2014; Nakamura et al., 2018). Esses dados também
concordam com estudos prévios in vitro que mostraram uma maior limpeza do sistema
de canais radiculares apoés a ativacao ultrassonica do NaOCI, promovendo a remocéo
de tecido orgéanico, bactérias plancténicas e biofilme dos canais radiculares (Van der
Sluis et al., 2007; Jiang et al., 2011; Mozo et al., 2012). Porém, outros autores néo
encontraram diferenca na reducdo bacteriana promovida pelo PQC e aquela

promovida pela PUI (Paiva et al., 2013b).

Apoés a PUI, os canais radiculares foram medicados com pasta de Ca(OH)z2,
com ou sem ativacao ultrassonica, por 14 dias. No grupo UA, houve uma reducéo
significativa da porcentagem de casos com bactérias metabolicamente ativas ao
término do tratamento (30%), com diferenca significativa entre S1-S4 e S2-S4 (ambos
p<0,05). Por outro lado, no grupo NA, 60% dos casos permaneceram com bactérias
metabolicamente ativas apds o uso da medicacdo intracanal. Na analise entre os
grupos, o nivel de metabolismo bacteriano nas amostras S4 foi menor no grupo UA
do que no grupo NA. Esses dados revelaram que a ativacéo ultrassénica da pasta de
Ca(OH)2 promoveu uma maior reducdo do metabolismo bacteriano quando
comparada a pasta nao ativada. Esses dados estdo de acordo com um estudo prévio
in vitro que mostrou uma boa atividade da pasta de Ca(OH): ativada por ultrassom
sobre infeccdo intra-tubular. (Arias et al., 2016). Esses autores mostraram que a
ativacao ultrassdnica promoveu um maior contato da pasta de Ca(OH)2 com as
paredes dos canais radiculares, possibilitando o alcance em areas onde as bactérias
podem permanecer viaveis, como no interior dos tibulos dentinarios ou em areas com
variacfes da anatomia interna dos canais radiculares (Arias et al., 2016). Além disso,
(Duarte et al., 2012) mostraram que a ativacao ultrassbnica da pasta de Ca(OH):
poderia ter como consequéncia um aumento do pH no interior dos canais radiculares.
Portanto, a maior reducdo do metabolismo bacteriano encontrada no presente estudo
pode estar relacionada ao preenchimento dos tubulos dentinarios e ao aumento do
pH. A difuséo de ions hidroxila através da dentina depende do periodo da medicacéo,
diametro dos tubulos dentinarios (cervical versus apical) e remo¢cao da camada de

smear layer (paténcia dos tubulos dentinarios). A atividade antimicrobiana do Ca(OH)2
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esta relacionada com a liberacdo de ions hidroxilas altamente reativos em um
ambiente aquoso, que afeta principalmente a membrana citoplasmatica, proteinas e
DNA bacteriano (Siqueira e Lopes, 1999; Estrela et al., 1999; Mohammadi et al.,
2011).

O veiculo para o qual o hidréxido de calcio é adicionado afeta as propriedades
fisicas e quimicas de o composto e, portanto, suas aplicacdes clinicas. Comparado
com agentes sollveis em agua, os veiculos viscosos e oleosos prolongam a acao do
hidroxido de calcio, mas pode ter efeitos colaterais negativos associados.
(Mohammadi et al., 2011)

A queda do metabolismo celular pode estar relacionada a alteragbes no
transporte através da membrana citoplasmatica, nos componentes do citoesqueleto e
dificultar a proliferacao celular (Siqueira et al., 1999; Evans et al., 2002; Appelbe et al.,
2007; Mohammadi et al., 2011).

Por fim, na comparacdo entre 0s métodos, observou-se uma maior
sensibilidade da reacdo de gPCR baseada em rRNA para deteccdo de bactérias nas
amostras de canais radiculares, especialmente nas coletadas apds os procedimentos
complementares de desinfeccdo. Nas amostras pés-PUI, bactérias foram detectadas
em 100% dos casos pelo método de rRNA e em 65% dos casos pelo método baseado
em rDNA. Esses dados concordam com achados prévios que evidenciaram a
sensibilidade do método baseado em rRNA na deteccéo de bactérias viaveis em uma
comunidade bacteriana (Matsuda et al., 2007; Pitkanen et al., 2013; Pinheiro et al.,
2015; Nardello, 2018). Esses dados confirmam os estudos que demonstraram que 0s
métodos baseados em rRNA bacteriano, além de ser um indicador de viabilidade
celular, apresenta uma alta sensibilidade para detecc¢éo de bactérias metabolicamente
ativas devido a abundancia de ribossomos presentes nessas células (Matsuda et al.,
2007; Campbell et al.,, 2011; Pitkdnen et al.,, 2013). A associacdo dos métodos
moleculares baseados em rRNA e rDNA para analise da atividade metabdlica
bacteriana tém sido utilizado em diversas areas da microbiologia (Matsuda et al., 2007,
Campbell et al., 2011; Pitkanen et al., 2013). O presente estudo utilizou a razao
rRNA/rDNA para analise da atividade metabdlica de bactérias em amostras de canais
radiculares, confirmando que esta pode ser uma ferramenta promissora para 0

monitoramento da eficacia antimicrobiana do tratamento endodo6ntico.
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7 CONCLUSOES

Diante das metodologias utilizadas e dos resultados obtidos, concluiu-se que:

e A ativacao ultrassbnica da pasta de hidroxido de calcio promoveu uma maior

reducdo do metabolismo bacteriano do que a pasta n&o ativada.

e O preparo quimico-cirargico promoveu uma reducdo dos niveis de rDNA e
rRNA bacteriano nos canais radiculares; enquanto a irrigacdo ultrassonica
passiva realizada ap0s o preparo quimico-cirargico contribuiu para reducéo do

numero de casos com bactérias metabolicamente ativas.

e A reacdo de gPCR baseada em rRNA foi mais sensivel do que o método
baseado em rDNA para deteccdo de bactérias apdés os procedimentos de

desinfeccédo endodontica.
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Comunidade Bacteriana Metabolicamente Ativa nas Infeccoes
Endodonticas Persistentes apds Diferentes Protocolos Clinicos de
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objetivo avaliar o quanto a agitagao da solugao irrigadora por ultrassom, laser
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de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, e serdo selecionados pacientes
da Clinica de Endodontia da FOUSP ja em tratamento.

O procedimento consiste em, detectada no exame clinico e
radiografico a infeccao do canal, estes pacientes serao convidados a participar
da pesquisa permitindo a coleta do conteiido que esta dentro do canal durante
todo o tratamento para a pesquisa. Os demais serao encaminhados para
outras disciplinas para que possam ser realizados os tratamentos necessarios.

O tratamento consiste em duas sessdes, sendo que a primeira sera
feita o procedimento relacionado com o tratamento de canal, com o uso ou nao
da agitagao da solugao irrigadora e as coletas. Na segunda sessao, sera feito o
fechamento do canal, uma nova coleta e restauragéo do dente, finalizando o
tratamento. O tratamento sera feito com anestesia para conforto do paciente, e
serao realizadas apenas as radiografias necessdarias para a realizagdao do
tratamento. Anualmente o participante da pesquisa retornara a Clinica de
Endodontia para controle do tratamento.
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Os participantes da pesquisa serao divididos em 4 grupos: 1 — Seringa
plastica descartavel e pontas de irrigagdo; 2 — Agitagdo da solugao irrigadora
com ultrassom; 3- Agitagdo com instrumento endodéntico; 4- Agitacdo da
irrigacao a laser.

O risco deste tratamento é uma sensibilidade apds as consultas de
tratamento, que o pesquisador responsavel estara a inteira disposicao para
solucionar. O beneficio ao participante da pesquisa sera o tratamento de canal
garantindo melhor saude bucal.

Aos participantes desta pesquisa sao assegurados:

- Ressarcimento de todos os gastos;

- Assisténcia em virtude dos danos decorrentes da pesquisa;
- Indenizacao em casos de danos decorrentes da pesquisa;
- Acesso aos resultados dos exames radiograficos;

- Os dados fornecidos serao confidenciais;

- Liberdade de retirada do Consentimento sem penalizagao por parte
dos pesquisadores;
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encontrado no telefone (11) 2648-8293, ou na Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo.

CEP-FOUSP - Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo — Avenida Professor Lineu Prestes n2 2227 — 05508-000 —
Sdo Paulo — SP — Telefone (11) 3091.7960 — e-mail cepfo@usp.br. O horario de
atendimento ao publico e pesquisadores é: de segunda a sexta-feira das 9 as 12h e de
14 as 16h (exceto em feriados e recesso universitario). O Comité é um colegiado
interdisciplinar e independente, de relevancia publica, de cardter consultivo,
deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padr&es éticos. (Resolugdo CNS n2 466 de 2012).
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica

FACULDADE DE

@ ODONTOLOGIA USP - SAO € Biavqforma
O~ PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Anélise da Comunidade Bacteriana Metabolicamente Ativa nas Infec¢cdes Endodénticas
Persistentes apds Diferentes Protocolos Clinicos de Desinfecgao: Estudo Molecular
baseado em RNA e DNA

Pesquisador: Ericka Tavares Pinheiro

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 71367517.0.0000.0075

Instituicao Proponente: Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Odontologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.201.768

Apresentacao do Projeto:

Este projeto pretende avaliar o efeito de diferentes métodos de desinfeccdo em dentes com periodontite
apical. Serao selecionados 100 pacientes com necrose pulpar e

periodontite apical. Coletas microbiolégicas dos canais radiculares seréo realizadas no inicio do tratamento
endodontico (S1) e apds o preparo quimico-mecéanico com Sistema Reciproc e NaOCl 2,5% (S2). A seguir,
os pacientes serdo igualmente divididos em grupos de acordo com procedimentos complementares de
desinfeccao realizados ap6s o preparo quimico-mecanico: Grupo XP (XP-endo Finisher), Grupo PIPS
(irrigagao

ativada a laser utilizando as pontas PIPS (Photon-Induced Photoacoustic Streaming), Grupo PUI (irrigagao
ultrassodnica passiva) e Grupo IC (irrigagao convencional com seringas, sem ativagao). Novas coletas
microbiol6gicas dos canais radiculares serao feitas apds os procedimentos complementares de desinfecgao
(S3) e ap6s a medicagao intracanal com hidréxido de calcio por 14 dias (S4) e re-instrumentagdo dos canais
radiculares antes da obturacéo (S5). As amostras dos canais radiculares serdo submetidas a extragao dos
acidos nucleicos totais. O efeito dos protocolos de tratamento sobre a microbiota total sera determinado por
gPCR baseada em rDNA, utilizando iniciadores universais para o Dominio Bacteria.
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FACULDADE DE
ODONTOLOGIA USP - SAO i R
PAULO

Continuagao do Parecer: 2.201.768

Obijetivo da Pesquisa:

O objetivo deste projeto de pesquisa € avaliar a eficacia antimicrobiana de diferentes protocolos clinicos de
desinfecgao endoddntica e também analisar a diversidade e atividade metabdlica de bactérias persistentes
ap6s os procedimentos endoddnticos de desinfecgéo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao os inerentes ao tratamento endoddntico convencional e os beneficios diretos ao pacientes séao

o tratamento de canal realizado e a possivel diminuigao da infecgao do dente, colaborando para uma melhor
saude bucal.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, que pode indicar melhores métodos de tratamento endoddntico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentadas as informagdes basicas do projeto, o projeto detalhado, o TCLE e a folha de rosto,
estando todos conformes.

Recomendacoes:

Tendo em vista a legislagé@o vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opgao "Enviar Notificagao" (descrita
no Manual "Submeter Notificagao", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteragao no projeto original deve ser apresentada "emenda" a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciagao.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Nao ha pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 888126.pdf 13:33:24
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 17/07/2017 |Ericka Tavares Aceito
Brochura 13:32:33 | Pinheiro
Investigador
Cronograma cronogramadeduracaodapesquisa.docx | 17/07/2017 |Ericka Tavares Aceito

13:32:11 Pinheiro
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TCLE/ Termos de |termodeconsentimentolivreeesclarecido.| 14/06/2017 |Ericka Tavares Aceito

Assentimento / pdf 14:54:21 | Pinheiro

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Ericka_2017.pdf 16/05/2017 |Laura Cristina Leite Aceito
16:25:28 | Nardello

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 04 de Agosto de 2017

Assinado por:
Maria Gabriela Haye Biazevic
(Coordenador)
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ANEXO B - Protocolo de desinfec¢do do campo operatorio

1. Apoés a anestesia do dente, proceder com o isolamento absoluto com grampo
metalico e barreira gengival

2. Com uma broca esférica diamantada, esterilizada, montada em motor de alta-
rotacdo, remover todo o material restaurador (definitivo e temporario), tecido
cariado, e esmalte sem suporte de dentina, evitando trepanar a camara pulpar.
Utilizar apenas irrigacdo com soro fisiolégico esterilizado através de seringa
descartavel

3. Com um swab esterilizado, realizar a desinfeccdo do campo operatdrio com
agua oxigenada 30% de forma excéntrica, iniciando pela coroa dentaria em
direcdo ao arco de isolamento

4. Com outro swab esterilizado, proceder, da mesma forma, com a desinfeccao
com NaOCI 2,5%

5. Concluir a cirurgia de acesso com novas brocas esterilizadas e soro fisioldgico

6. Realizar nova desinfec¢do do campo com swabs esterilizados, 4gua oxigenada

30% e NaOCl 2,5%

7. Neutralizar o NaOCIl com um swab embebido em tiossulfato de sddio 5% por
um minuto
8. Com um cone de papel esterilizado, coletar uma amostra da parede interna da

cirurgia de acesso, atentando para n&o introduzir o cone na camara pulpar

(controle de assepsia do campo operatorio).
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ANEXO C - Procedimentos de coletas de bactérias do canal radicular

1. Com auxilio de seringa descartavel e agulha endodéntica de 30G Endo-EZE
(Ultradent Products Inc), preencher o canal radicular com soro fisiolégico
esterilizado.

2. Aspirar a solucdo da camara pulpar, mantendo somente a solucdo no interior
do canal radicular

3. Introduzir um instrumento tipo H nimero 15 até o CRT e, com movimentos
suaves de limagem contra as paredes, suspender o contetdo microbiano da
dentina na solugao

4. Com auxilio de uma pinca hemostatica, fraturar a lima entre a parte ativa e a
porcao intermediaria

5. Depositar a parte ativa da lima em um microtubo de 1,5mL contendo solucao

de transporte RNA later

6. Introduzir um cone de papel nimero 15 até o CRT, mantendo-o em posi¢ao por
um minuto

7. Depositar este cone no mesmo microtubo no qual foi depositada a parte ativa
da lima

8. Repetir o procedimento de coleta com 4 novos cones de papel, mantendo-os

individualmente no CRT por 1 minuto cada
9. Depositar estes cones no mesmo microtubo no qual foi depositada a parte ativa

da lima
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OBSERVAGCAO: nas coletas realizadas ap6s o uso de alguma substancia quimica,
deve-se neutralizar a substancia e secar o canal antes de se proceder com 0s

procedimentos de coleta.
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ANEXO D - Procedimentos laboratoriais

1) EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

1. Manter os microtubos contendo as amostras no gelo até o completo
descongelamento do meio de transporte

2. Homogeneizar cada amostra em agitador de vortex durante 1min a fim de

desprender a maior quantidade possivel de bactérias na solucao

3. Centrifugar as amostras em centrifuga refrigerada a 4°C e 13.000RPM por
10min
4. Em um tubo tipo Falcon de 15mL estéril, preparar uma mistura de 300uL de

Tissue e Cell Lisys (MasterPure DNA purification kit - Epicentre) e 2uL de
Proteinase K (Life Technologies Corp), em volume necessario para a
guantidade de amostras a ser analisada, com sobra (MIX-1)

5. Remover as amostras da centrifuga e, com auxilio de pipetas de 1000uL,
descartar o sobrenadante mantendo o pellet

6. Adicionar 300uL do MIX-1 a cada amostra

7. Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 10s

8. Aquecer as amostras em banho-Maria a 65°C por 15 min, misturando-as em
agitador de vortex por 10s a cada 5min

9. Esfriar as amostras em gelo por 5min

10. Adicionar 150ul de MPC Protein precipitation reagent (MasterPure DNA
purification kit - Epicentre) a cada amostra

11. Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 10s

12. Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Transferir o sobrenadante para microtubos de 1,5mL, esterilizados e
devidamente identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet
Adicionar mais 25ul de MPC Protein precipitation reagent a cada amostra
Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 10s

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min

Transferir o novo sobrenadante para novos microtubos de 1,5mL, esterilizados
e devidamente identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet
Adicionar 500uL de isopropanol 100% a cada microtubo e inverté-los 30/40
vezes

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min

Descartar o isopropanol, com pipetas e ponteiras de 1000uL, atentando para
nao remover o pellet

Acrescentar 500uL de etanol 70% ao pellet

Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 10s

Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 5min

Retirar parte do etanol 70%, deixando apenas cerca de 50uL no fundo do
microtubo

Centrifugar novamente a 4°C e 13.000RPM por 5min

Remover totalmente o etanol 70% com ponteiras de 200uL

Manter os tubos abertos em temperatura ambiente para evaporar o
remanescente de etanol

Adicionar 35uL de TEBuffer (Life Technologies Corp) em cada amostra
Hidratar as amostras, mantendo-as no gelo ou, preferencialmente, no

termomixer (Eppendorf, Hauppage, NY, EUA) a 4°C por 10 minutos
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30. Analisar a concentracdo de 4cidos nucleicos no espectrofotometro (NanoDrop

1000 — Thermo Fisher Scientific).

2) DIVISAO DAS AMOSTRAS DNA/RNA

1. Hidratar as amostras no termomixer por 10 min a 10°C

2. Dividir as amostras em 2

3. 17,5uL em um microtubo denominado com o numero da amostra + RNA

4, O outro microtubo com os 17,5ulL restantes ficara destinado a portar o DNA
5. Guardar o microtubo DNA

3) PRIMEIRA PURIFICACAO DO RNA COM DNase

1. Em um microtubo limpo, misturar 2uL de DNase |, Amp Grade e 2uL de 10X
DNase | Reaction Buffer para cada amostra.

2. Acrecentar 3,4uL do MIX em cada amostra de RNA

3. Aguardar 30 min em temperatura ambiente para degradar o DNA

4, Adicionar 200uL de 2x T&C Lysis Solution

5. Agitar no vortex por 5s

6. Manter no gelo 5min

7. Adicionar 200uL de MPC
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8. Agitar no Vortex por 10s

9. Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 10min

10. Transferir o sobrenadante para microtubos limpos e devidamente identificados
conforme a amostra

11. Descartar o pellet

12. Adicionar 500uL de isopropanol

13. Inverter as amostras 30-40 vezes

14. Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 10min

15. Retirar o isopropanol sem deslocar o pellet

16. Lavar o pellet com 500uL de etanol 70%

17. Vortexar por 10s

18. Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 5min

19. Retirar o etanol 70% com uma ponteira de 1000uL, mantendo cerca de 50uL
no fundo da microtubo

20. Centrifugar (4°C 13.000RPM) por 5 min

21. Secar o etanol 70% com uma ponteira de 200uL

4) SEGUNDO PROCESSO DE LISE DO DNA DA AMOSTRA DE RNA

Realiza-se este segundo processo de lise para garantir que todo o DNA seja extraido

das amostras de RNA.
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Acrescentar em cada tubo 1uL de DNase I, Amp Grade, 1 U/uL (Invitrogen) ,
1uL10X DNase | Reaction Buffer (Invitrogen) de e 10uL de DEPC - treated
water (Invitrogen)

Encubar as amostras por 15 minutos em temperatura ambiente;

Inativar a DNase com a adicéo de 1uL de EDTA 25mM (Invitrogen);

Levar ao banho-Maria a 65° C por 10 minutos. As amostras estdo prontas para
serem analisadas por PCR convencional, e para o uso em transcriptase
reversa, antes da amplificacao.

Analisar cada amostra no Nano Drop.

OBS: O PCR convencional foi realizado para conferir se as amostras sao puras de

5)

RNA, verificando se ha, na amostra, DNA contendo genes 16s (universal).

QUANTIFICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS EM UMA AMOSTRA COM O

NANODROP

Ligar o aparelho do NanoDrop

Abrir o software ND-1000

Selecionar Acidos Nucleicos

Abrir o leitor do aparelho e limpar a plataforma de leitura e o leitor com agua,
secar bem com um guardanapo macio

Gotejar 1uL de agua Milli-Q sobre o orificio de leitura

Clicar em OK no computador
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10.

6)

Abrir o leitor, secar as superficies de leitura e gotejar 1uL da solucao utilizada
como solvente (no caso deste experimento, € o DPEC water)

Clicar em “Blank”

Abrir novamente o leitor, secar as superficies de leitura, gotejar 1uL da amostra
a ser analisada e clicar em “Measure”

Repetir o passo anterior com todas as amostras.

PCR CONVENCIONAL

A reacgdo descrita a seguir foi padronizada para deteccdo de DNA bacteriano
com uso de primers universais especificos para o dominio Bacteria. O volume
total de cada reacéo € de 50uL, sendo o tamanho do produto de amplificacéo
de 1500pb.

Para evitar contaminacao das amostras de DNA, todos os procedimentos foram
realizados em camaras de fluxo laminar especificos para realizacdo de PCR.
Todos os materiais utilizados, com excec¢ao dos tubos contendo as amostras e
os reagentes, foram abertos dentro da camara e permaneceram em seu interior
durante o processo de desinfec¢éo com luz ultravioleta.

Manter os tubos contendo as amostras em gelo até o completo
descongelamento da solucéo

Homogeneizar as amostras em agitador de vortex por 15s

Centrifugar as amostras por 5 segundos em 1200RPM para coleta-las no fundo

do microtubo
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4. Em uma estante resfriada para PCR, posicionar microtubos de 200uL, em
namero suficiente para a quantidade de amostras, controle positivo e controle
negativo da reacéo, identificando-os devidamente

5. Em um microtubo de 1,5mL realizar uma mistura (MIX-2), com volume
suficiente para todas as amostras, controles positivo e negativo da reacgéo, dos

seguintes reagentes nas respectivas proporgoes:

Para bactérias totais:

e PCR Buffer (Life Technologies Corp) 5uL

e Mg2 para PCR (Life Technologies Corp) 3uL

e dNTP de trabalho (2,5mM,; Life Technologies Corp) 4uL

e Taq polimerase (Life Technologies Corp) 0,4uL
e Ultrapure water 15,6pL

e Primer universal Forward (Exxtend, Paulinia, SP, Brasil) 10pL

e Primer universal Reverse (Exxtend, Paulinia, SP, Brasil) 10puL

6. Depositar 48uL do MIX-2 em cada microtubo de 200uL

7.  Adicionar 2uL de cada amostra no respectivo microtubo

8. Adicionar 2uL da amostra de DNA/RNA correspondente ao controle positivo no
respectivo microtubo

9. Notubo a ser utilizado como controle negativo, adicionar 2uL de Ultrapure water.
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6.1 AMPLIFICACAO DO DNA EM TERMOCICLADOR

- Homogeneizar as solu¢des nos tubos para PCR em mini-centrifuga por 2s
- Posicionar as microtubos no termociclador (T-100 Thermal Cycler, Bio-Rad

Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) e programar a corrida conforme descrito:

Para Streptococcus species: denaturagao inicial a 95°C por 2 min, seguido por 30
ciclos a 94°C por 1 min, 550C por 1 min, 72 °C por 2,5 mim e extensao final a
72°C por 10 min.

Para Enterococcus faecalis: denaturacao inicial a 950C por 5 min, seguido por 30
ciclos a 95°C por 1 min, 68°C por 1 min, 72°C por 1 mim e extensao final a 72°C
por 7 min.

Para Propionibacterium acnes: denaturagéo inicial a 94°C por 2 min, seguido por 45
ciclos a 94°C por 30 s, 54°C por 1 min, 72°C por 1 mim e extenséo final a 72°C

por 7 min.

6.2 ELETROFORE EM GEL DE AGAROSE

- Em um Becker contendo 80mL de tampdo TAE 1X (0,8mL de TAE 50X +
39,2mL de H20), acrescentar 0,569 de agarose
- Levar ao micro-ondas por aproximadamente 45s, misturando a cada 20s sem

levantar fervura
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Aguardar esfriar um pouco e acrescentar 4uL de GelRed (Biotium Inc,
Haiyward, CA, USA)

Despejar o gel de agarose ainda liquido em um suporte para eletroforese
grande e posicionar o pente com o tamanho de casas apropriado

Aguardar o liquido geleificar (aproximadamente 15 minutos)

Remover o pente, e posiciona o suporte na cuba de eletroforese (BioRad
Laboratories Inc.), com as casas voltada para o pélo negativo (fio preto)
Encher a bandeja, cobrindo totalmente a placa de gel, com a solugcéo de corrida
(TAE 1X)

Em um papel plastificado, depositar gotas de 2L de tampéo de corrifa (Loading
buffer), em quantidade igual ao nimero de amostras, incluindo os controles
positivo e negativo, mais um, que serd utilizado como marcador da eletroforese
Misturar 5uL de marcador Mass Ladder 1kb (Life Technologies) a uma gota de
corante e, com a mesma ponteira, levar a solugdo misturada a primeira casa
da placa de gel de agarose

Repetir 0 passo anterior para cada amostra, substituindo o marcador por 5uL
de amostra

Fechar a bandeja e conecta-la ao aparelho;

Ligar o aparelho, ajustando a voltagem em 80V e 200mA e o timer em 40
minutos. Apds a corrida, proceder com a leitura e documentacéo fotogréafica do

gel em luz ultravioleta.
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