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RESUMO 
 

 

Bruno FP. Prevalência, quantificação e viabilidade de Propionibacterium acnes nos 
canais radiculares de dentes com periodontite apical antes e após os procedimentos 
endodônticos de desinfecção: estudo molecular baseado em RNA e DNA 
[dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2018. Versão Corrigida.  

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de detecção, quantidade e atividade 

metabólica de Propionibacterium acnes, antes e após os procedimentos 

endodônticos de desinfecção, utilizando métodos moleculares baseados em rRNA e 

rDNA. Foram selecionados 22 pacientes com necrose pulpar e periodontite apical 

assintomática. Amostras microbiológicas foram coletadas dos canais radiculares 

após a cirurgia de acesso (S1), após o preparo químico-cirúrgico realizado com 

Sistema Reciproc e NaClO- 2,5% (S2) e após medicação intracanal com Ca(OH)2 por 

14 dias (S3). As amostras dos canais radiculares foram submetidas à extração de 

DNA e RNA. O RNA foi submetido à reação de transcrição reversa (RT) para 

confecção de DNA complementar (cDNA). DNA e cDNA foram submetidos a reações 

de qPCR utilizando iniciadores complementares à sequência de 16S rRNA de P. 

acnes. O efeito dos procedimentos endodônticos na redução bacteriana foi 

determinado por qPCR baseada em rDNA. A atividade metabólica bacteriana foi 

calculada pela razão rRNA/rDNA baseados nos dados dos ensaios de qPCR. Os 

dados foram analisados pelo teste de Wilcoxon para análise entre as amostras e 

teste de McNemar para comparação da taxa de detecção dos métodos baseados em 

rDNA e rRNA, com nível de significância de 5%. A taxa de detecção de P. acnes nas 

amostras endodônticas foi maior pelo método baseado em rRNA do que pelo 

método baseado em rDNA (P < 0,0001). P. acnes foi detectado em 36,4% (8/22) e 

90,9% (20/22) das amostras S1 utilizando qPCR baseado em rDNA e rRNA, 

respectivamente. Nas amostras S2, P. acnes foi detectado em 36,4% (8/22) das 

amostras utilizando o método baseado em rDNA e em 86,4% (19/22) pelo método 

baseado em rRNA. Nas amostras S3, P. acnes persistiu em níveis detectáveis em 

todas as amostras positivas em S2. Na análise quantitativa, o nível médio de P. 

acnes foi 1,28 x 103 cópias de rDNA nas amostras S1. Não houve uma alteração 



significante dos níveis bacterianos nas amostras S2 e S3 quando comparadas às 

amostras S1 (P > 0,05). O número de cópias de rRNA foi maior do que o de rDNA 

em todas as amostras (P < 0,0001). Em S1, o valor mediano da razão rRNA/rDNA 

foi 7,93 (intervalo de 2,03 a 2,04 x 102). Essa razão permaneceu positiva em S2 

(mediana 16,40, intervalo de 2,21 a 4,87 x 102) e S3 (mediana 25,34, intervalo de 

0,58 a 1,05 x 103), sem diferença estatística na comparação entre as amostras S1-

S2 e S2-S3 (ambos P > 0,05). Baseados nesses achados, concluiu-se que o ensaio 

de qPCR baseado em rRNA revelou uma alta prevalência de P. acnes nas infecções 

endodônticas primárias e que este permaneceu metabolicamente ativo nos canais 

radiculares após o preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal.  

 
 
Palavras-chave: Periodontite Apical. Propionibacterium acnes. Tratamento 

endodôntico. PCR quantitativo. RT-PCR quantitativo.  



ABSTRACT  
 

 

Bruno FP. Prevalence, quantification and viability of Propionibacterium acnes in root 
canals of teeth with apical periodontitis before and after endodontic disinfection 
procedures: RNA- and DNA-based molecular study [dissertation]. São Paulo: 
Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Corrected Version 
 

 

This study aimed to evaluate the detection rate, quantity and metabolic activity of 

Propionibacterium acnes before and after endodontic disinfection procedures using 

RNA- and DNA-based molecular methods. Twenty-two patients with pulp necrosis 

and asymptomatic apical periodontitis were selected. The microbiological samples 

were collected from the root canals after access cavity (S1), after the chemo-

mechanical preparation performed with the Reciproc System and NaClO- 2.5% (S2) 

and after intracanal medication with Ca(OH)2 for 14 days (S3). The root canal 

samples were submitted to DNA and RNA extraction. Complementary DNA (cDNA) 

was synthetized using the reverse transcription reaction. cDNA and genomic DNA 

were subjected to qPCR with primers complementary for P. acnes 16S rRNA 

sequence. The effect of endodontic procedures on bacterial reduction was 

determined by rDNA-based qPCR. The bacterial metabolic activity was calculate by 

the rRNA / rDNA ratio based on qPCR assays. Data were analysed by the Wilcoxon 

test for analysis between samples and McNemar test for detection rate of RNA- and 

DNA-based molecular methods, with a significance level of 5%. The detection rate of 

P. acnes in endodontic samples was higher by the rRNA-based method than by the 

rDNA-based method (P < 0.0001). P. acnes was detected in 36.4% (8/22) e 90.9% 

(20/22) of the S1 samples using on rDNA- and rRNA- based qPCR, respectively. In 

S2 samples, P. acnes was detected in 36.4% (8/22) of the samples using the rDNA 

based method and 86.4% (19/22) by the rRNA based method. In S3 samples, 

detectable levels of P. acnes persisted in all S2-positive samples. Quantitative 

analysis of S1 samples revealed that the mean level of P. acnes was 1.28 x 103 rDNA 

copies per sample. There was no significant change in bacterial levels in S2 and S3 

samples when compared to S1 samples (P> 0.05). The number of rRNA copies was 

greater than the rDNA ones in all samples (P < 0.0001). In S1, the median value of 

the rRNA / rDNA ratio was 7.93 (range: 2.03 - 2,04 x 102). This ratio remained 



positive in S2 samples (median 16.40, range: 2.21 - 4.87 x 102) and in S3 (median 

25.34, range: 0.58 - 1.05 x 103), with no statistical difference in the comparisons 

between S1-S2 and S2-S3 samples (both P> 0.05). Based on these findings, it was 

concluded that the rRNA-based qPCR assay revealed a high prevalence of P. acnes 

in primary endodontic infections and that it remained metabolically active in the root 

canals after chemical-surgical preparation and intracanal medication. 

 

 

Keywords: Apical Periodontitis. Propionibacterium acnes. Endodontic treatment. 

Quantitative PCR. Quantitative RT-PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O objetivo do tratamento endodôntico de dentes com polpa necrosada é reduzir o 

máximo possível os micro-organismos do sistema de canais radiculares, tendo em 

vista que estes são os agentes etiológicos da periodontite apical (Kakehashi et al., 

1965). As bactérias estão presentes na forma de biofilme aderido às paredes dos 

canais radiculares e no interior dos túbulos dentinários (Ricucci; Siqueira, 2010). 

Portanto, para promover a redução bacteriana é necessário desorganizar essa 

estrutura por meios mecânicos, deixando as bactérias mais vulneráveis à ação 

química dos agentes antimicrobianos utilizados durante os procedimentos 

endodônticos. Estudos clínicos mostram que embora o preparo químico-cirúrgico e a 

medicação intracanal reduza os níveis microbianos dos canais radiculares, muitos 

casos permanecem infectados. A infecção persistente após os procedimentos 

endodônticos pode culminar no insucesso do tratamento se essas bactérias 

alcançarem os tecidos periapicais em concentrações suficientes para induzir o 

processo inflamatório desses tecidos (Siqueira; Rôças, 2008).  

Estudos utilizando métodos dependentes de cultura demonstraram que as 

bactérias Gram-positivas anaeróbias facultativas são as mais prevalentes após os 

procedimentos de modelagem, limpeza e desinfecção dos canais radiculares. 

Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria são os filos bacterianos mais comumente 

encontrados nesses casos, demonstrando que estes são mais resistentes a 

mudanças de ambiente ocasionadas pelo tratamento endodôntico do que os outros 

membros da comunidade microbiana. Especificamente, uma das espécies 

bacterianas mais encontradas após instrumentação e medicação de canais 

radiculares é Propionibacterium acnes (Siqueira; Rôças, 2008).  

Embora o método de identificação bacteriana por cultura tenha como vantagem a 

possibilidade de identificar espécies viáveis, essa técnica possui limitações 

importantes, como a baixa sensibilidade e a impossibilidade de cultivar grande 

número de espécies bacterianas. Conhecendo as limitações do método de cultura, 

métodos moleculares independentes de cultura foram propostos para determinação 

da diversidade microbiana em infecções endodônticas. Esses métodos 

possibilitaram um aumento no número de filos bacterianos reconhecidos nas 
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infecções endodônticas devido a sua maior especificidade, sensibilidade e acurácia 

na identificação microbiana. Além disso, esses métodos permitem a detecção de 

espécies microbianas não cultiváveis, que correspondem a mais de 50% da 

microbiota dos canais radiculares (Siqueira; Rôças, 2009).  

Para identificação bacteriana por métodos moleculares, o gene alvo deve conter 

regiões únicas para cada espécie bacteriana. O alvo mais utilizado para esse fim é o 

gene 16S rRNA (rDNA). Esses  genes codificam moléculas de RNA ribossômico 

(rRNA). Considerando que cada bactéria possui poucas cópias do gene 16S rRNA, 

os dados da sequência desse gene podem ser usados tanto para identificação 

quanto para quantificação bacteriana (Siqueira; Rôças, 2005). Entretanto, vale 

ressaltar, que os estudos moleculares baseados em rDNA também apresentam uma 

limitação, que é a não distinção entre as células vivas e mortas. Esse fato pode 

comprometer a avaliação dos procedimentos de desinfecção, levando a uma 

superestimação da quantidade de bactérias persistentes após o tratamento 

(Siqueira; Rôças, 2005).  

Para solucionar esse problema, métodos moleculares baseados na detecção do 

próprio RNA ribossômico (rRNA) têm sido indicados para o estudo das infecções 

endodônticas, por ser este um indicador de atividade metabólica dos micro-

organismos. Porém, esses métodos não possibilitam a quantificação absoluta das 

bactérias, pois os níveis de rRNA variam fortemente dependendo do estado 

fisiológico da célula. Devido às limitações de cada método, estudos recentes têm 

proposto uma associação dos métodos moleculares baseados em rRNA e rDNA 

(genes rRNA) para uma avaliação simultânea da viabilidade e abundância das 

bactérias em uma comunidade bacteriana (Campbell et al., 2011; Pitkänen et al., 

2013; Pinheiro et al., 2015). Além disso, a razão rRNA/rDNA poderá fornecer dados 

sobre atividade metabólica de diferentes bactérias, que pode variar de dormente a 

altamente metabólica. Até o presente momento, estudos moleculares investigando a 

atividade metabólica da microbiota persistente são escassos na literatura 

endodôntica (Pinheiro et al., 2015). Portanto, o presente estudo visou aprofundar o 

conhecimento da microbiota que persiste após os procedimentos de desinfecção 

utilizando métodos moleculares baseados em rDNA e rRNA.   

Baseado na revisão da literatura, observou-se que maioria dos estudos 

moleculares avaliando a microbiota endodôntica foram baseados no gene 16SrRNA 

(rDNA). Nos estudos prévios, P. acnes foi uma das espécies bacterianas mais 
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prevalentes nas infecções endodônticas que persistem após os procedimentos 

endodônticos, além de Streptococcus spp., Enterococcus faecalis, e Fusobacterium 

nucleatum. O presente estudo investigou a participação de P. acnes nas infecções 

endodônticas primárias e sua suscetibilidade aos procedimentos endodônticos de 

desinfecção utilizando métodos baseados em rRNA e rDNA. Esses métodos 

permitiram o estudo de três aspectos importantes na análise das bactérias 

persistentes nos canais radiculares: prevalência, quantidade e atividade metabólica.  

 

 

 

 

 

 





 

 





25 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

Nas últimas duas décadas, métodos moleculares independentes de cultura 

baseados em DNA e RNA bacteriano foram usados para estudo da microbiota que 

persiste aos procedimentos endodônticos de desinfecção. Neste tópico, serão 

revisados estudos clínicos com análise molecular independentes de cultura que 

avaliaram a microbiota dos canais radiculares antes e após os procedimentos 

endodônticos de desinfecção. Nos estudos utilizando métodos independentes de 

cultura, a análise da microbiota foi realizada por métodos moleculares qualitativos 

(PCR - reação de polimerase em cadeia), semi-quantitativos (hibridização DNA-

DNA) ou quantitativos (qPCR - reação de polimerase em cadeia quantitativa). A 

análise da diversidade microbiana também foi realizada por sequenciamento 

genético em alguns estudos moleculares. 

 

 

2.1 Bactérias persistentes após os procedimentos endodônticos de 
desinfecção: estudos clínicos analisados por métodos moleculares baseados 
em rDNA (gene 16S rRNA)  

 

 

Rôças e Siqueira (2011a) compararam a eficácia antimicrobiana do NaClO- 

2,5% e clorexidina 0,12% quando utilizados como irrigantes durante o preparo 

químico-cirúrgico de 47 dentes com necrose pulpar e periodontite apical. Para 

detecção bacteriana foram utilizados PCR de amplo espectro e hibridização DNA-

DNA de captura reversa para identificação bacteriana. Bactérias foram detectadas 

em todas as amostras iniciais dos canais radiculares. Os 2 protocolos de preparo 

químico-cirúrgico estudados promoveram redução significativa de bactérias dos 

canais radiculares. Entretanto, após o preparo químico-cirúrgico, bactérias foram 

detectadas em 60% dos casos no grupo do NaClO- 2,5% e 53% dos casos no grupo 

da clorexidina 0,12%. As espécies mais prevalentes após o preparo químico-

cirúrgico foram: Propionibacterium acnes, Streptococcus spp., Porphyromonas 

endodontalis, Dialister invisus, Prevotella baroniae e Selenomonas sputigena.  
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Rôças e Siqueira (2011b) avaliaram o efeito antimicrobiano do preparo 

químico-cirúrgico utilizando NaClO- 2,5% como irrigante e da medicação intracanal 

com diferentes pastas de Ca(OH)2. Foram selecionados 24 dentes com necrose 

pulpar e periodontite apical, que foram divididos igualmente em 2 grupos de acordo 

com os medicamentos: Ca(OH)2/ glicerina e Ca(OH)2/ paramonoclorofenol 

canforado/ glicerina. Os medicamentos permaneceram no interior dos canais 

radiculares por 7 dias. Para detecção bacteriana foram utilizados PCR de amplo 

espectro e para identificação bacteriana foi utilizada a hibridização DNA-DNA de 

captura reversa. Do total de dentes avaliados, em 54% dos casos houve a 

permanência de infecção nos canais após o preparo químico-cirúrgico e 37,5% após 

o uso da medicação intracanal. Na análise intragrupo, houve redução significativa de 

reações PCR-positivas entre a coleta inicial e as realizadas após os procedimentos 

de desinfecção. Entretanto, não houve diferença entre as coletas realizadas após 

preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal. Da mesma forma, na análise entre 

os grupos, não houve diferença entre as medicações utilizadas. As bactérias mais 

presentes após os procedimentos endodônticos foram P. acnes e Streptococcus 

spp. Os autores concluíram que o número de espécies bacterianas foi 

substancialmente reduzido após o preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal. 

No entanto, a presença de níveis detectáveis de bactérias persistentes em muitos 

casos indica que deve-se buscar estratégias antimicrobianas mais efetivas durante o 

tratamento endodôntico.  

Paiva et al. (2012) avaliaram os efeitos antimicrobianos do preparo químico-

cirúrgico utilizando instrumentos rotatórios de níquel-titânio e desinfecção 

complementar com irrigação ultrassônica passiva (PUI; n= 13) ou uma irrigação final 

com clorexidina 2% (n= 14) em dentes com periodontite apical. Amostras foram 

coletadas antes e após preparo químico-cirúrgico com NaClO- 2,5%, e então foram 

divididos em 2 grupos: grupo da PUI com ativação de NaClO- 2,5% e irrigação com 

solução de clorexidina 2%. Nas coletas iniciais, todas foram positivas nas reações de 

PCR. No grupo da PUI, 9 (69%) casos foram positivos após o preparo químico-

cirúrgico e 7 (54%) após a irrigação complementar. De modo similar, no grupo da 

irrigação com clorexidina, 9 (64%) dos casos foram positivos após o preparo 

químico-cirúrgico apresentaram positivos e 6 (43%) após a irrigação complementar. 

Deste modo, os procedimentos complementares de desinfecção utilizando PUI ou 
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irrigação final com clorexidina reduz o número de casos positivos nas análises 

moleculares. 

Paiva et al. (2013a) avaliaram a redução microbiana após o preparo químico-

cirúrgico, seguido por uma irrigação complementar e uma semana de medicação 

intracanal. Foram selecionados 14 dentes com periodontite apical. Coletas 

microbiológicas dos canais radiculares foram realizadas antes (S1) e após o preparo 

químico-cirúrgico com NaClO- 2,5% e irrigação adicional com EDTA 17% (S2), uma 

irrigação final com clorexidina (S3) e uma semana de medicação intracanal com 

pasta de CaOH2 e clorexidina (S4). O rDNA foi extraído e foram realizadas análises 

de qPCR para redução microbiana e, em 3 casos, foi realizado sequenciamento 

genético para identificação de bactérias persistentes em S2 e S3. Todas amostras 

iniciais foram positivas, 50% dos casos continuaram positivos em S2 e S3 e 42% 

manteve-se positivo após S4. A mediana do número de células bacterianas foi de 

8,16 x 105. Esse número diminuiu em S2 para uma mediana de 2,11 x 103. Em 

porcentagem de redução entre S1 e S2 houve uma redução de 98,8%. A irrigação 

complementar com clorexidina (S3) reduziu para uma mediana de 1,61 x 103, sendo 

essa redução de 70,1%. A medicação intracanal reduziu ainda mais sendo uma 

mediana de 0. Mais de 56% (14/25) das espécies/ filotipos detectados eram 

bactérias ainda não cultiváveis. Streptococcus salivarius foi detectado nas amostras. 

S2 de 2 dentes e Eubacterium minutum nas amostras S2 e S3 de um dente. Todas 

as outras espécies/ taxa foram encontradas em apenas em 1 caso e uma amostra. 

Deste modo, os passos complementares de desinfecção com irrigação final de 

clorexidina seguido de medicação de intracanal de CaOH2 promoveu uma redução 

maior de bactérias do que os alcançados apenas pelos procedimentos químico-

cirúrgico. 

Paiva et al. (2013b) analisaram os efeitos antimicrobianos da PUI após o 

preparo químico-cirúrgico utilizando instrumentação rotatória de NiTi e irrigação de  

NaClO- 2,5%. Amostras foram coletadas de 10 dentes com periodontite apical antes 

do preparo químico-cirúrgico (S1), após o preparo químico-cirúrgico (S2) e após o 

PUI com NaClO- 2,5%. (S3). Então foram realizadas reações de: PCR de amplo 

espectro para detectar a presença de bactérias; qPCR para quantificar a redução 

microbiana; e sequenciamento para identificar a bactérias persistentes em 3 casos. 

Nas amostras iniciais todos os casos apresentaram-se positivos. Entretanto, após 

preparo químico-cirúrgico e PUI, 60% dos casos continuavam positivos. Em relação 
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a redução microbiana a média em S1 era de 2,21 a 106 e esse número diminui 

significativamente neste estudo em S2 para 2,01 x 104. Após o passo complementar 

da PUI essa média reduziu para 1,65 x 104 células bacterianas. Nas amostras S2 e 

S3, 4 taxa foram detectadas em 2 dentes: Fusobacterium nucleatum, Campylobacter 

gracilis, Pseudomonas aeruginosa e uncultured actinobacterium clone. Todas as 

outras espécies/ taxa foram encontradas em apenas em 1 caso e um 1 amostra, 

com exceção de Mogibacterium timidum, que foi identificado em S2 e S3 de 1 dente. 

Deste modo, este estudo mostrou que o preparo químico-cirúrgico foi capaz de 

reduzir o número de casos positivos, o número de células bacterianas e a 

diversidade bacteriana. Em relação a PUI não foi possível observar redução 

microbiana significativa em relação ao preparo químico-cirúrgico. 

Rôças et al. (2013) compararam a redução microbiana promovida por duas 

técnicas de instrumentação em 45 dentes com periodontite apical. O preparo 

químico-cirúrgico foi realizado com limas manuais ou rotatórias de NiTi utilizando 

NaClO- 2,5% ou clorexidina 2% como solução irrigadora. As amostras dos canais 

radiculares, antes e após o preparo químico-cirúrgico incluindo a fase de irrigação 

final de acordo com a substância química auxiliar utilizada, foram analisadas por 

reações de qPCR. A instrumentação rotatória de NiTi resultou em menos casos com 

reações positivas (60%) quando comparada à instrumentação manual (95%). 

Entretanto, a análise quantitativa da redução bacteriana não revelou diferença entre 

as duas técnicas de instrumentação. Houve redução de 6,01 x 106 células 

bacterianas iniciais para 3,01 x 104 após a instrumentação manual dos canais 

radiculares. Da mesma forma, no grupo da instrumentação mecanizada, o número 

de bactérias reduziu de 9,89 x 105 para 5,65 x 103 células bacterianas. O preparo 

químico-cirúrgico realizado com limas manuais ou rotatórias de NiTi promoveram 

uma redução significativa de bactérias dos canais radiculares, considerando que os 

parâmetros de alargamento e irrigação foram similares entre os grupos. 

Neves et al. (2014) avaliaram a redução bacteriana após o preparo dos canais 

radiculares utilizando o sistema SAF (Self Adjusting File) e limas manuais. Foram 

selecionados 50 dentes unirradiculares com necrose pulpar e periodontite apical. A 

análise quantitativa de bactérias foi realizada por qPCR e a identificação bacteriana 

por meio da hibridização DNA-DNA de captura reversa. Todas as amostras iniciais 

mostraram-se positivas para a presença de bactérias. Após o preparo químico-

cirúrgico, 45,5% e 95,5% dos casos foram  positivos no grupo SAF e no grupo de 
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limas manuais, respectivamente. O sistema SAF promoveu redução microbiana 

média de 1,6 x 107 células bacterianas nas coletas iniciais para 1,34 x 104 células 

bacterianas nas coletas após o preparo químico-cirúrgico incluindo a fase da 

irrigação convencional. As limas manuais de NiTi promoveram redução média de 

5,67 x 107 células bacterianas nas coletas iniciais para 1,12 x 105 células bacterianas 

nas coletas após o preparo químico-cirúrgico incluindo a fase da irrigação 

convencional. As bactérias mais prevalentes após o preparo químico-cirúrgico foram 

Bacteroidaceae [G-1] sp. oral taxon 272, D. invisus e Tanerella forsythia. Deste 

modo, a instrumentação com o sistema SAF foi mais efetiva em reduzir o número de 

bactérias quando comparada à instrumentação com limas manuais. No entanto, 

como metade das amostras ainda tinham bactérias detectáveis após a 

instrumentação com SAF, a desinfecção complementar ainda se torna necessária 

para potencializar a redução de carga bacteriana. 

Rôças et al. (2014) avaliaram a susceptibilidade de algumas bactérias ainda 

não cultiváveis ou de difícil cultivo ao preparo químico-cirúrgico dos canais 

radiculares em 25 dentes com periodontite apical. O preparo químico-cirúrgico com 

instrumentos rotatórios de NiTi, NaClO- 2,5% e complementados com irrigação final 

(EDTA 17% e NaClO- 2,5%) promoveu uma redução significativa de bactérias totais: 

9,98 x 105 células bacterianas iniciais para 4,07 x 103 células bacterianas finais. O 

número de amostras qPCR- positivas após o preparo diminuiu de 25 para 16 (64%). 

As bactérias mais prevalentes nas coletas iniciais foram Bacteroidaceae [G-1] sp oral 

taxon 272 (24%; 6,31 x 103) e Fretibacterium fastidiosum (20%; 1,7 x 103 cópias de 

DNA). Essas espécies/ taxa bacterianas também foram detectados após o preparo 

químico-cirúrgico, em menor prevalência e quantidade: Bacteroidaceae [G-1] sp oral 

taxon 272 (4%; 4 x 102 cópias de DNA) e F. fastidiosum (4%; 1 x 102 cópias de DNA). 

Os achados confirmaram que bactérias ainda não cultiváveis ou de difícil cultivo 

podem participar da microbiota associada à periodontite apical. Bacteroidaceae [G-1] 

sp oral taxon 272 e F. fastidiosum foram os mais prevalentes, mas raramente como 

espécies/taxa dominantes da comunidade bacteriana. O preparo químico-cirúrgico 

foi altamente eficaz em eliminar completamente ou, pelo menos, reduzir 

substancialmente os níveis das bactérias estudadas. 

Teles et al. (2014) avaliaram a redução bacteriana após o preparo químico-

cirúrgico com NaClO- 3% incluindo a fase de irrigação final com ácido cítrico 10% e 

NaClO- 3% e após 14 dias de medicação intracanal utilizando CaOH2 ou gel de 
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clorexidina 2% em 69 dentes com necrose pulpar. Após o preparo químico-cirúrgico, 

houve uma redução de 99,1% do número de bactérias na análise por qPCR. 

Entretanto, uma elevada quantidade de bactérias permaneceu nos canais 

radiculares após medicação intracanal nos 2 grupos. Na análise entre os grupos, o 

grupo do CaOH2 apresentou menor número de bactérias (2,2 x 105 cópias de DNA) 

quando comparado ao grupo da clorexidina (9,1 x 106 cópias de DNA). Deste modo, 

os autores concluíram que a medicação intracanal não foi eficaz na redução 

bacteriana, mas a pasta de CaOH2 apresentou uma melhor ação antibacteriana do 

que o gel de clorexidina 2%.  

Ferreira et al. (2015) determinaram, por hibridização DNA-DNA, o perfil 

microbiológico de bactérias persistentes após o uso de CaOH2 ou CaOH2 associado 

à clorexidina como medicação intracanal em 20 dentes com infecções endodônticas 

primárias. As bactérias mais prevalentes foram: C. ochracea (70%) e F. nucleatum 

ssp. vincentii (70%) nas coletas inicias; Enterococcus faecium (60%) nas coletas 

após preparo químico-cirúrgico; F. nucleatum ssp. vincentii (90%) e E. faecium 

(40%) nas coletas após a medicação intracanal. Os dois medicamentos testados 

reduziram o número de espécies bacterianas quando comparados às coletas iniciais 

dos canais radiculares. Porém, o número de espécies bacterianas persistentes foi 

menor no grupo do CaOH2 associado à clorexidina. Os autores concluíram que 

CaOH2 associado à clorexidina mostrou maior espectro de ação antibacteriano, 

porém não teve eficácia sobre Enterococcus, indicando que novas estratégias contra 

Enterococcus devem ser investigadas.  

 Gomes et al. (2015) compararam o perfil microbiano antes e após o preparo 

químico-cirúrgico com clorexidina gel 2% e solução salina em 15 dentes com lesões 

endo-periodontais. Na análise da microbiota por sequenciamento de nova geração, 

as espécies bacterianas mais detectadas após o preparo químico-cirúrgico foram: E. 

faecalis, S. salivarius/vestibularis, Parvimonas micra, Prevotella nigrescens, 

Eubacterium brachy, Filifactor alocis e F. fastidiosum. Os filos mais frequentemente 

encontrados foram: Desulfobulbus sp. oral taxon 041, Stomatobaculum sp oral taxon 

373, Peptostreptococcaceae sp oral taxon 383 e Erysipelothrichaceae sp. oral taxon 

905. Esses resultados revelaram a complexidade da comunidade bacteriana 

persistente após o preparo químico-cirúrgico dos canais radiculares.  

Provenzano et al. (2015) avaliaram a presença de ácidos graxos de cadeia 

curta e de bactérias específicas com potencial de produzir esses ácidos em canais 
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radiculares de 19 dentes com periodontite apical. As bactérias foram identificadas 

por qPCR em amostras coletadas antes e após preparo químico-cirúrgico e após 1 

semana de medicação intracanal a base de CaOH2 com paramonoclorofenol 

canforado e glicerina. Bactérias estavam presentes em 100% das amostras iniciais, 

em 71% dos casos após preparo químico-cirúrgico e em 47% das amostras após a 

medicação intracanal. Streptococcus spp. foram as espécies mais prevalentes após 

preparo químico-cirúrgico (65%) e após medicação intracanal (35%). O filo 

Actinobacteria também estava presente nas infecções endodônticas persistentes 

após o preparo (47%) e medicação intracanal (35%). Bactérias produtoras de ácidos 

graxos de cadeia curta, assim como seus produtos, foram detectadas nas amostras 

após os procedimentos endodônticos de desinfecção.  

Rodrigues et al. (2015) compararam a redução bacteriana após o preparo 

químico-cirúrgico realizado com NaClO- 2,5% e 2 sistemas de instrumentação, SAF 

(Self Adjusting File) ou TFA (Twisted File Adaptive), em 48 dentes com necessidade 

de retratamento endodôntico convencional. As amostras foram analisadas por qPCR 

para bactérias totais, Streptococcus spp. e E. faecalis. No grupo SAF, bactérias 

foram detectadas em 48% dos casos após o preparo químico-cirúrgico, numa média 

de 9,43 x 102 cópias de DNA; enquanto no grupo TFA, bactérias estavam presentes 

em 32% dos casos, em média 7,71 x 101 cópias de DNA. Streptococcus spp. foram 

detectadas em 43% dos casos do grupo SAF e em 27% do grupo TFA; enquanto E. 

faecalis não foi detectado nas amostras pós-tratamento. Portanto, ambos os 

sistemas de instrumentação foram eficientes na redução bacteriana, sem diferença 

significativa entre os 2 sistemas estudados em relação à desinfecção de dentes com 

periodontite apical e necessidade de retratamento endodôntico.  

Neves et al. (2016) avaliaram a redução bacteriana promovida por 2 sistemas 

de preparo dos canais radiculares: um sistema de lima única com movimento 

reciprocante (Reciproc) e um sistema rotatório de múltiplas limas (BioRace) 

utilizando NaClO- 2,5% como substância química auxiliar. Foram selecionados 60 

dentes com periodontite apical assintomática. O DNA das amostras foi extraído e a 

redução dos níveis de bactérias totais e Streptococcus spp. foram avaliados por 

qPCR. Bactérias estavam presentes em níveis elevados em todas as coletas inicias: 

7,1 x 105 cópias de DNA para o grupo Reciproc e 1,31 x 105 para o grupo BioRace. 

Após o preparo químico-cirúrgico incluindo a etapa de irrigação final com EDTA 17% 

e NaClO- 2,5%, permaneceram infectados 55% e 50% dos casos, com valores de 
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7,05 x 102 e 6,03 x 101 cópias de DNA para os grupos Reciproc e BioRace, 

respectivamente. Ambos protocolos mostraram-se efetivos na redução dos níveis de 

Streptococcus spp. O estudo demonstrou após o preparo dos canais radiculares que 

o sistema reciprocante de lima única e o sistema rotatório de múltiplas limas foram 

efetivos na redução de bactérias em dentes com periodontite apical. Independente 

do sistema utilizado, aproximadamente metade dos dentes ainda apresentavam 

bactérias detectáveis por qPCR.  

 Rôças et al. (2016) compararam a atividade antimicrobiana do NaClO- 2,5% e 

clorexidina 2% como substâncias químicas auxiliares durante o preparo químico-

cirúrgico em 50 dentes com periodontite apical. A redução dos níveis de bactérias 

totais e Streptococcus spp. foi avaliada por qPCR. Bactérias foram detectadas em 

todas as amostras iniciais. Após o preparo químico-cirúrgico com NaClO- 2,5% e 

clorexidina 2%, bactérias foram detectadas em 44% e 40% das amostras, 

respectivamente. Na análise quantitativa de bactéria totais, foi detectada uma média 

de 3,7 x 105 células bacterianas nas amostras iniciais e 1,49 x 102 células após o 

preparo químico-cirúrgico com NaClO- 2,5%. No grupo da clorexidina 2%, foi 

detectada uma média de 8,77 x 104 e 2,81 x 103 células bacterianas nas amostras 

iniciais e após o preparo químico-cirúrgico, respectivamente. Na análise quantitativa 

de Streptococcus spp., ambos os protocolos foram efetivos em reduzir os níveis  

dessa espécie bacteriana. Os autores concluíram que não há diferença na 

efetividade antimicrobiana entre o NaClO- 2,5% e clorexidina 2% como substâncias 

auxiliares no preparo químico-cirúrgico dos canais radiculares. 

Zandi et al. (2016) compararam a eficácia antimicrobiana do NaClO- 1% e do 

Digluconato de clorexidina 2% nos casos de retratamento. Foram selecionados 67 

dentes com necessidade de retratamento. Os dentes foram distribuídos em dois 

grupos randomizados. As amostras foram coletadas antes (S1) e após (S2) o 

preparo químico-cirúrgico fazendo a irrigação com NaClO- ou clorexidina e após o 

uso da medicação intracanal de CaOH2 com solução salina estéril por de 25 dias 

(S3); para avaliar a redução microbiana foi realizado o teste qPCR. No grupo do 

NaClO- nas amostras iniciais uma média de 7,96 x 104 células bacterianas 

apresentavam-se nas amostras. Após o preparo químico-cirúrgico houve redução 

média de 2,95 x 102 e após a medicação intracanal observaram um aumento na 

média de 3,52 x 102 células bacterianas quando comparados ao preparo químico-

cirúrgico.  No grupo clorexidina antes do preparo químico-cirúrgico foram detectadas 
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uma média de 5,37 x 105 células bacterianas, após o preparo químico-cirúrgico 

houve redução média de 1,10 x 103 e após o uso da medicação intracanal, os 

autores observaram um aumento médio de 1,95 x 103 bactérias quando comparados 

ao preparo químico-cirúrgico. O NaClO- e a clorexidina reduziram a quantidade de 

bactérias na infecção intracanal. A medicação intracanal com CaOH2 reduziu o 

número de casos com infecção persistente, porém resultou em carga bacteriana 

maiores nos casos positivos. 

Rodrigues et al. (2017) avaliaram por qPCR a redução bacteriana após o 

preparo químico-cirúrgico com instrumentos rotatórios de NiTi de diferentes 

diâmetros para o preparo apical. Foram selecionados 43 dentes com periodontite 

apical pós-tratamento e com indicação de retratamento endodôntico convencional. 

Os dentes foram divididos em dois grupos de acordo com a solução irrigadora: 

NaClO- 2,5% (n=22) e solução salina (n=21). As amostras bacteriológicas foram 

coletadas após a remoção da obturação endodôntica inicial, após o uso do primeiro 

instrumento do sistema TFA (Twisted File Adaptive) e após o terceiro instrumento do 

sistema TFA. No grupo solução salina, foi realizada irrigação final de NaClO-1%. 

Todas as amostras iniciais foram positivas em ambos os grupos, 67% e 32% dos 

casos continuavam positivos para os grupos da solução salina e do NaClO- (2,5%), 

respectivamente. No grupo solução salina após a irrigação final 38% das amostras 

permaneceram positivas, e a média do número de cópias de DNA nas amostras foi: 

1,98 x 104 nas amostras iniciais, 2,10 x 103 após o primeiro instrumento, 6,4 x 102 

após o terceiro instrumento e 5,4 x 102 após a irrigação final. No grupo do NaClO- 

2,5%, a média do número de cópias de DNA foi: 8,24 x 104 nas amostras iniciais, 

1,65 x 103 após o primeiro instrumento, 7,71 x 101 após o terceiro instrumento. Nos 

dois grupos o alargamento apical até o terceiro instrumento promoveu maior redução 

bacteriana do que o primeiro instrumento. Na análise entre os grupos, o grupo  

NaClO- 2,5% promoveu uma maior redução bacteriana do que a solução salina nos 

preparos apicais maiores. Este estudo demonstrou que o aumento do diâmetro 

apical durante o preparo químico-cirúrgico proporcionou melhor desinfecção dos 

canais radiculares. A eficácia do NaClO- 2,5% foi maior em preparos apicais 

maiores. 

Nakamura et al. (2018) avaliaram por qPCR o efeito da ativação ultrassônica 

na redução da carga bacteriana quando comparada à irrigação convencional. As 

amostras foram coletadas de 50 dentes com periodontite apical assintomática após a 
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cirurgia de acesso, após o preparo químico-cirúrgico com instrumentos reciprocantes 

e NaClO- 2,5%, após os protocolos de irrigação final e após a medicação intracanal 

com Ca(OH)2 com polietileno glicol por 14 dias. Os micro-organismos estavam 

presentes em todas as amostras iniciais: 1,49 x 106 e 8,55 x 105 células bacterianas 

nos grupos da ativação ultrassônica e irrigação convencional, respectivamente.  O 

número de bactérias reduziu após o preparo químico-cirúrgico para o grupo da 

irrigação ultrassônica passiva com 76% de amostras positivas com uma mediana de 

1,41 x 104 cópias de rDNA, após irrigação ultrassônica 68% dos casos continuavam 

positivos com mediana de 4,29 x 103 cópias de rDNA e após a medicação intracanal 

64% das amostras estavam positivas com mediana de 2,39 x 103 cópias de rDNA. 

Redução bacteriana também foi observada no grupo da irrigação convencional: 80% 

dos casos positivos e mediana de 3.53 x 104 cópias de rDNA após o preparo 

químico-cirúrgico, 72% dos casos positivos com mediana de 1.08 x 104 cópias de 

rDNA após a irrigação convencional e 60% dos casos permaneciam positivos com 

mediana de 4.56 x 103 células bacterianas após a medicação intracanal. Na 

comparação dos grupos, a ativação ultrassônica promoveu maior redução de 

bactérias nos canais radiculares. Deste modo a ativação ultrassônica apresentou-se 

mais efetiva que a irrigação convencional quanto a redução de contagem bacteriana 

dos canais radiculares após o preparo químico-cirúrgico. 

 

 

2.2 Métodos moleculares baseados em rRNA (RNA ribossômico) 
 

 

Rôças e Siqueira (2010) identificaram bactérias persistentes após o preparo 

químico-cirúrgico e medicação intracanal com CaOH2 com paramonoclorofenol 

canforado por 7 dias utilizando rRNA. As amostras microbiológicas foram coletadas 

dos canais radiculares de 15 dentes. Após a extração de RNA, foi realizada a reação 

de transcrição reversa (RT) para confecção de cDNA, que foi utilizado na reação de 

hibridização DNA-DNA de captura reversa para identificação bacteriana. 60% dos 

casos apresentaram bactérias viáveis após o preparo químico-cirúrgico e 53% 

permaneciam viáveis após a medicação intracanal. As espécies bacterianas mais 

prevalentes nas amostras iniciais de dentes com periodontite apical foram Olsenella 

uli (10/15, 67%), Pyramidobacter piscolens (9/15, 60%), Streptococcus species 
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(8/15, 53%), Bacteroidetes oral clone X083 (8/15, 53%), T. forsythia (7/15, 47%), A. 

israelii (7/15, 47%) e Eubacterium sulci (7/15, 47%). Após o preparo químico-

cirúrgico foram Streptococcus spp. (7/15, 47%), F. nucleatum (6/15, 40%), O. uli 

(5/15, 33%), P. acnes (4/15, 27%), P. endodontalis (4/15, 27%), e 

Peptostreptococcus stomatis (4/15, 27%) e após medicação intracanal 

Streptococcus spp. (7/15, 47%), P. acnes (4/15, 27%), O. uli (4/15, 27%), e F. 

nucleatum (3/15, 20%). A diversidade bacteriana foi drasticamente reduzida após os 

procedimentos endodônticos de desinfecção. As espécies/táxons bacterianos mais 

frequentemente encontrados nas amostras após tratamento podem ser um fator de 

risco para persistência da doença, no entanto, esse fato ainda precisa ser 

determinado por estudos longitudinais.  

Pinheiro et al. (2015) investigaram a sensibilidade da reação de qPCR 

baseado em rRNA (RT-qPCR), comparado ao método baseado em rDNA (gene 

rRNA), para identificação de E. faecalis de amostras clínicas de 18 dentes com 

necessidade de retratamento endodôntico. E. faecalis foi detectado em 77,8% e 

72,2% das amostras iniciais utilizando qPCR baseado em rRNA e rDNA, 

respectivamente. Em contraste, após o preparo químico-cirúrgico, E. faecalis foi 

detectado em apenas 33,3% das amostras usando rDNA e em 61,1% das amostras 

analisadas pelo método baseado em rRNA. O número de cópias de rRNA de E. 

faecalis foi maior que o número de cópias de rDNA nas amostras antes e após o 

preparo químico-cirúrgico, indicando uma grande sensibilidade no método baseado 

em rRNA. Nas amostras positivas para rRNA e rDNA, foi calculada a razão 

rRNA/rDNA para análise do metabolismo bacteriano. Essa análise revelou que o 

número de cópias de rRNA era mais elevado do que o número de cópias rDNA, 

indicando que E. faecalis permanecia metabolicamente ativo nas infecções 

persistentes após o preparo químico-cirúrgico. Esses resultados demonstraram que 

qPCR baseado em rRNA foi mais sensível que o método baseado em rDNA para 

detecção de E. faecalis em amostras de canais radiculares. Este estudo também 

mostrou que o E. faecalis pode permanecer metabolicamente ativo após o preparo 

químico-cirúrgico dos canais radiculares. 

Baseado na revisão da literatura, observou-se que a maioria dos estudos 

moleculares avaliando a microbiota endodôntica são baseados no gene 16SrRNA 

(rDNA). Nesses estudos, P. acnes foi uma das espécies bacterianas mais 

prevalentes nas infecções endodônticas que persistem após os procedimentos 
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endodônticos, além de Streptococcus spp. E. faecalis, e F. nucleatum. Por outro 

lado, estudos da microbiota endodôntica persistente utilizando métodos moleculares 

baseados em rRNA são escassos. Considerando que o  método baseado em rDNA 

tem a vantagem de possibilitar a quantificação absoluta das bactérias e que o 

método baseado em rRNA tem a vantagem de analisar sua viabilidade, este estudo 

irá utilizar esses 2 métodos para investigar a participação de P. acnes nas infecções 

endodônticas primárias e sua suscetibilidade aos procedimentos endodônticos de 

desinfecção. 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

• Avaliar a taxa de detecção, quantidade e atividade metabólica de P. 

acnes, antes e após os procedimentos endodônticos de desinfecção, 

utilizando métodos moleculares baseados em rRNA e rDNA. 
 

3.2 Objetivos específicos 
 

• Comparar as taxas de detecção de P. acnes em amostras endodônticas 

pelos ensaios de qPCR baseados em rRNA e rDNA.  

• Avaliar a quantidade de P. acnes antes e após preparo químico-cirúrgico 

e medicação intracanal pela reação de qPCR baseada em rDNA. 

• Avaliar a atividade metabólica de P. acnes antes e após preparo químico-

cirúrgico e medicação intracanal pela razão rRNA/ rDNA. 

 
 

3.3 Hipótese de nulidade 

• Hipótese nula: a taxa de detecção, quantidade e atividade metabólica de 

P. acnes não sofrem redução após os procedimentos endodônticos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 

A metodologia utilizada neste trabalho baseou-se em estudos clínicos e 

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

procedimentos foram realizados de modo cauteloso, seguindo protocolos a fim de 

garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados. 

 

 

4.1 Aspectos éticos  
 
 

Os procedimentos clínicos foram realizados na Clínica de Pós-Graduação da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP), mediante a 

prévia aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa nº 2.201.768 (ANEXO A) desta 

instituição e após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por 

cada paciente (APÊNDICE A). Os procedimentos laboratoriais foram realizados no 

Laboratório de Microbiologia Molecular do Departamento de Dentística da FOUSP e 

no Laboratório de Microbiologia Oral do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo. 

 
 

4.2 Procedimento e coletas clínicas 
 
 
4.2.1  Seleção de pacientes 

 

 

Os critérios de inclusão/ exclusão de pacientes foram baseados em estudo 

prévio (Nakamura et al., 2018). Os critérios de inclusão foram: pacientes com 

diagnóstico de necrose pulpar (confirmado pela resposta negativa ao teste de 

sensibilidade ao frio com gás refrigerante) e periodontite apical assintomática. Os 

critérios de exclusão foram: pacientes que utilizaram antibióticos nos últimos 3 

meses; dentes com perda de tecido dentário que impossibilite o isolamento absoluto; 
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dentes com câmara pulpar aberta/ exposta ao meio bucal; dentes com bolsa 

periodontal superior a 4 mm; dentes com evidência radiográfica de tratamento 

endodôntico prévio, ápice aberto, fratura, reabsorção ou calcificação. Além disso, 

dentes com uma curvatura maior que 20º (Schneider, 1971), e raízes mais curtas 

que 15 mm ou maiores que 25 mm foram excluídos. Também foram excluídos da 

pesquisa pacientes com alterações sistêmicas relevantes, como doenças 

degenerativas crônicas, processos infecciosos, doenças autoimunes ou 

imunodeficiências induzidas ou adquiridas, portadores de marca-passo ou próteses 

coronarianas. 

Após a aplicação dos critérios acima relatados, foram selecionados 22 

pacientes com dentes com infecções endodônticas primárias para tratamento 

endodôntico e coletas microbiológicas. 

 
 

4.2.2 Coletas microbiológicas e procedimentos clínicos 

 

 

Os procedimentos clínicos foram realizados na Clínica de Pós-Graduação da 

FOUSP por 2 pós-graduandos do Programa de Odontologia (área de concentração 

em Endodontia) com experiência de mais de 5 anos na especialidade. As coletas 

microbiológicas foram realizadas de acordo com estudos prévios (Nakamura et al., 

2018) e estão descritos detalhadamente no APÊNDICE B. 

Após o exame clínico e radiográfico inicial, os pacientes receberam 10mL de 

antisséptico bucal para bochechar por 1 minuto. Então, os dentes foram 

anestesiados e realizado o isolamento absoluto com arco plástico (SSwhite, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil), lençol de borracha (SSwhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 

grampos metálicos adequados (SSwhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e barreira 

gengival (Top Dam, FGM, Brasil). A antissepsia do campo operatório e da coroa 

dentária foram realizadas com swabs esterilizados (Berkshire Corporation, North 

Carolina, EUA) embebidos em peróxido de hidrogênio 30% por 30s, seguido por 

hipoclorito de sódio 2,5% (NaClO-, Fórmula e Ação farmácia de manipulação, São 

Paulo, SP, Brasil), por mais 30s, sendo este neutralizado por tiossulfato de sódio 5% 

(Fórmula e Ação farmácia de manipulação, São Paulo, SP, Brasil) (Rôças et al., 

2004).  
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A cirurgia de acesso foi realizada em duas etapas, com auxílio de pontas 

diamantadas esféricas 1014, 1015, 1014HL ou 1015HL (Microdont Micro Usinagem 

de Precisão Ltda, São Paulo, SP, Brasil) em alta-rotação refrigerados com auxílio de 

seringas de 20mL (BD Company, São Paulo, SP, Brasil) e soro fisiológico 

esterilizados (Laboratórios B. Braun, São Gonçalo, RJ, Brasil), tomando-se o 

cuidado de não acessar a câmara pulpar. Após este procedimento, o protocolo de 

antissepsia da coroa dental e o campo operatório foi novamente realizado, como já 

foi descrito anteriormente; e a cirurgia de acesso finalizada com novas pontas 

esterilizadas, refrigeradas com soro fisiológico. Coleta da coroa (ângulo cavo-

superficial da cavidade de acesso) foi realizada com papel absorvente para 

comprovar a eficácia das manobras de desinfecção. A ausência de bactérias na 

coleta da coroa dentária foi comprovada por meio de PCR convencional, utilizando 

iniciadores universais para o domínio Bacteria (APÊNDICE C). 

Ao término destes procedimentos, a câmara pulpar foi aspirada e o canal 

radicular preenchido com solução salina. A odontometria foi realizada com um 

Instrumento tipo K número 10 (DentsplyMaillefer, Baillagues, Suíça) com auxílio de 

localizador foraminal (J. Morita Brasil, São Paulo, SP, Brasil). O comprimento real de 

trabalho (CRT) foi determinado em 0,5 mm aquém do limite zero observado no 

localizador foraminal. Um instrumento tipo H número 15 foi pressionado contra as 

paredes do canal para criar raspas de dentina e suspender bactérias na solução. 

Cinco cones de papel número 15 esterilizados foram introduzidos individualmente no 

canal para coletar o conteúdo inicial de bactérias (S1), sendo mantidos em posição 

por 1 minuto cada. A parte ativa da lima utilizada e os demais cones foram 

depositados em microtubos de 1,5 mL esterilizados contendo 300 µl de solução RNA 

later (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estado Unidos da América).  

No passo seguinte, a câmara pulpar foi preenchida com solução de hipoclorito 

de sódio (NaOCl) 2,5%, que foi agitada e carreada progressivamente no sentido 

coroa-ápice com o auxílio de instrumentos tipo K até atingir o CRT. Após o 

esvaziamento inicial do canal, instrumentos manuais do tipo K foram levados sem 

pressão até comprimento real de trabalho, em ordem crescente de diâmetro, do 

instrumento número 10 ao número 40 (DentsplyMaillefer, Baillagues, Suíça). 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 químico-cirúrgico. Se o travamento fosse compatível com 
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instrumentos 10 ou 15, o dente foi excluído da pesquisa, pela dificuldade da 

realização da coleta inicial. Se o travamento fosse compatível com as limas 20, 25 

ou 30, o instrumento Reciproc R40 foi escolhido; e quando o instrumento inicial de 

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

Os instrumentos reciprocantes foram acionados por motor VDW-silver (VDW 

GmbH, Munique, Alemanha) ajustado à cinemática preconizada para cada 

instrumento, sempre na presença de NaClO- 2,5%. O instrumento Reciproc 

selecionado foi levado ao interior do conduto em movimento reciprocante, seguindo 

sequências de três ciclos de penetração/retrocesso, de maneira a avançar em 

direção apical a cada ciclo. Ao término de cada sequência, o instrumento foi limpo 

com gaze esterilizada e o canal irrigado com NaClO- 2,5%, atingindo-se o CRT 

apenas no último ciclo de penetração.  

Durante o preparo, foram utilizados 40 mL de solução irrigadora por canal, 

sendo 30 mL durante a instrumentação 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 

irrigação durante o preparo químico-cirúrgico foi realizada com seringas plásticas 

esterilizadas e apirogênicas de 10 mL e pontas endodônticas de irrigação Endo-EZE 

(Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) com diâmetro de 30G e saída 

lateral meia canal, ao passo que a aspiração da substância irrigadora foi realizada 

através de cânulas de aspiração SurgiTip (Ultradent Products Inc., South Jordan, 

UT, EUA) acopladas à bomba a vácuo odontológica. Ao final, o canal foi aspirado 

com pontas endodônticas Capillary Tips 0,014’ e 0,019’’ (Ultradent Products Inc., 

South Jordan, UT, EUA) e novamente irrigada com 5mL de tiossulfato de sódio 5% 

por 1 minuto. O canal foi novamente aspirado, seco com cones de papel absorvente, 

e preenchido com soro fisiológico apirogênico. Assim, realizando uma nova coleta 

microbiológica (S2), como descrito anteriormente.  

Após a coleta, foi realizada uma irrigação final com NaClO- 2,5% e EDTA-T 

17% com um protocolo semelhante ao descrito por Nakamura et al. (2018). Os 

canais radiculares foram secos com pontas de papel absorvente, e então, 

preenchidos com a pasta de hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) Ultracal XS (Ultradent 

Products Inc., South Jordan, UT, EUA). Esta pasta apresenta um veículo aquoso à 

base de metil-celulose e vem acondicionada em uma seringa plástica acoplada a 

uma agulha NaviTip (0,33 mm de diâmetro). A agulha foi inserida no comprimento 
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real de trabalho para proporcionar o preenchimento do canal radicular em toda sua 

extensão. Após o preenchimento, essa pasta foi compactada com bolinhas de 

algodão esterilizadas com auxílio de pinças clínicas e calcadores de Paiva. O 

completo preenchimento do canal radicular foi verificado através de radiografia 

periapical. Por fim, as cavidades de acesso foram seladas com uma camada de 2 

mm de espessura de obturador provisório endodôntico (Dentalvile, Joinville, SC, 

Brasil) e uma camada de cimento de ionômero de vidro Riva Self Cure (SDI Limited, 

Victoria, Austrália). 

Os pacientes retornaram à clínica da faculdade para uma segunda sessão de 

tratamento após um período de 14 dias, e os procedimentos de anestesia, 

isolamento absoluto, abertura coronária e desinfecção do campo operatório foram 

realizados seguindo o mesmo protocolo utilizado na primeira sessão clínica. Após a 

remoção do selamento provisório e nova coleta para verificação da desinfecção do 

campo, a medicação intracanal foi removida do interior dos canais radiculares 

utilizando-se 10 mL de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 17% por canal e 

leve agitação com limas manuais tipo K número 15. E então, uma terceira coleta 

(S3) foi realizada em ambos os grupos seguindo os mesmos critérios de 

procedimentos realizados nas coletas anteriores.  

Em seguida, os canais foram irrigados com 10 mL de NaClO- 2,5% e re-

instrumentados com o mesmo instrumento utilizado na primeira sessão de 

tratamento. Então, um novo procedimento de irrigação final com 10 ml de NaClO- 

(2,5%), 10 ml de EDTA (17%), com seringa e pontas de irrigação. 

 Após a secagem dos condutos por meio de aspiração e utilização de cones 

de papel absorvente, os canais foram obturados por meio da técnica de 

condensação lateral de guta-percha e cimento AH Plus (Dentsply Maillefer), e os 

acessos coronários devidamente selados com restaurações de resina composta 

(Z350, 3M Corporation, St. Paul, MN, EUA). 

Todas as amostras foram armazenadas em freezer −20 °C até o momento da 

análise microbiológica. 
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4.3  Análise microbiológica 

 

 

4.3.1 Extração de DNA/RNA e síntese do cDNA 

 

 

Essa fase foi realizada no Laboratório de Microbiologia Molecular do 

Departamento de Dentística da FOUSP. As amostras endodônticas foram 

descongeladas e homogeneizadas por agitação durante 1 minuto. A extração de 

DNA e RNA foi realizada com o kit de purificação MasterPure Complete DNA and 

RNA Purification Kit (Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA), de acordo com as 

recomendações do fabricante, e está descrita detalhadamente no  APÊNDICE C. As 

amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4oC, os sobrenadantes 

foram descartados e os precipitados (também chamados pellet) foram suspensos em 

solução contendo 300 µL de Tissue and Cell Lysis Solution e 2 µL de Proteinase K, e 

incubados por 15 minutos a 65 °C. As amostras foram resfriadas em gelo por 5 

minutos e foram adicionados 150 µL da solução MPC Protein Precipitation Reagent 

para precipitação proteica. Após nova centrifugação, os sobrenadantes foram 

coletados e submetidos a precipitação com isopropanol. Os ácidos nucleicos totais 

foram suspensos em 35 µL do tampão TE, que foram divididos em duas partes 

iguais. A primeira alíquota foi para análise de DNA; enquanto a segunda alíquota 

sofreu um processo de purificação de RNA de acordo com as recomendações do 

fabricante (Epicentre Technologies, Madison, WI, EUA). Após esses processos, 

foram realizados novo tratamento com DNase I (Invitrogen, São Paulo, Brasil) e uma 

reação de PCR para confirmar a ausência de DNA nas amostras de RNA. Para isso, 

foram utilizados iniciadores universais para região do gene 16S rRNA. A 

quantificação dos ácidos nucleicos em cada amostra foi realizada no aparelho do 

NanoDrop e analisada pelo software ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 

DE, EUA). As alíquotas de DNA foram armazenadas em freezer −20 °C até o 

momento do uso. Para as amostras de RNA, foi realizada a Reação de 

Transcriptase Reversa (RT) para sintetizar o cDNA (DNA complementar), utilizando 

o kit SuperScript® III First-Strand Synthesis System (Invitrogen, São Paulo, Brasil) 
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de acordo com as recomendações do fabricante. O cDNA foi armazenado em 

freezer −20 °C. 

 

 

4.3.2 Análise quantitativa e da atividade metabólica de P. acnes 

 

 

Os níveis de DNA e cDNA de P. acnes nas amostras foram avaliados por qPCR, 

utilizando iniciadores específicos para o gene 16S rRNA: 5’- GGG TTG TAA ACC 

GCT TTC- GCTG-3’ e 3’- GGC ACA CCC ATC TCT GAG- CAC -5’ (Rôças et al., 

2010). As reações foram realizadas em placas de 96 poços com um volume total de 

20 μL contendo: 10 μL Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA), 100 nM de cada primer, 2 μL da amostra (DNA ou cDNA) e H2O. 

Nos controles negativos foram utilizados 2 μL de H2O como molde. As reações de 

qPCR foram realizadas no Laboratório de Microbiologia Oral do Instituto de Ciências 

Biomédicas da USP, utilizando o StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). O ciclo de amplificação foi: 95oC por 10 min, seguido por 40 ciclos de 

desnaturação a 95oC por 15 s, anelamento a 50oC por 1 min e extensão a 95oC por 

15s. A curva padrão foi construída utilizando plasmídeos recombinantes contendo 

fragmentos de 1.500 pb do gene16S rRNA de P. acnes. Todas as amostras foram 

corridas em triplicata, utilizando o valor médio para análise do número de cópias de 

rRNA e rDNA por amostra de canal radicular.  

O coeficiente de correlação (r2), eficiência de amplificação (E) e valores de y da 

curva padrão para qPCR utilizando iniciadores específicos para P. acnes foram 

0,995; 104,387% e 35,415, respectivamente. 

 

 

4.4 Análise estatística 
 

 

Os dados foram analisados por testes estatísticos e o nível de significância de 

todos os testes foi 5%. A análise quantitativa dos níveis de rDNA e rRNA bacteriano 

entre as amostras S1, S2 e S3 foi realizada utilizando o teste de Wilcoxon para 

amostras relacionadas. A comparação da taxa de detecção dos métodos baseados 
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em rDNA e rRNA foi realizada utilizando teste de McNemar. As bactérias foram 

consideradas metabolicamente ativas se a razão rRNA/rDNA se apresentasse maior 

ou igual 1 (Campbell et al., 2011). O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar as 

diferenças nas razões rRNA/rDNA das bactérias entre as amostras. 

O número de casos verdadeiros positivos, falsos positivos, verdadeiros 

negativos e falsos negativos pelo método baseado em rDNA foi calculado em 

comparação ao método baseado em rRNA, o qual foi considerado um indicador de 

viabilidade bacteriana (padrão ouro). Baseado nesses dados, foram calculadas as 

taxas de sensibilidade, especificidade e acurácia do método baseado em rDNA para 

detectar células viáveis de P. acnes. 
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5  RESULTADOS 
 

 

Para melhor compreensão e visualização dos resultados obtidos, os dados 

foram organizados em tópicos.  

 

 

5.1 Taxa de detecção de P. acnes antes e após os procedimentos 
endodônticos utilizando ensaios de qPCR baseados em rDNA e rRNA  
 

 

P. acnes foi detectado em 36,4% (8/22) e 90,9% (20/22) das amostras S1 

utilizando qPCR baseado em rDNA e rRNA, respectivamente. Nas amostras S2, P. 

acnes foi detectado em 36,4% (8/22) das amostras utilizando o método baseado em 

rDNA e em 86,4% (19/22) pelo método baseado em rRNA. Nas amostras S3, P. 

acnes persistiu em níveis detectáveis em todas as amostras positivas em S2. A taxa 

de detecção de P. acnes foi maior pelo método baseado em rRNA do que pelo 

método baseado em rDNA em todas as amostras (P < 0,05) (Tabela 5.1).  

 

Tabela 5.1 - Taxa de detecção de P. acnes por ensaios baseados em RNA 
ribossômico (rRNA) e DNA ribossômico (rDNA) 

 

+, amostras com resultados positivos em qPCR; -, amostras com resultados negativos em qPCR; S1, 
amostras coletadas antes do preparo químico cirúrgico; S2, amostras coletadas após do preparo 
químico cirúrgico; S3 amostras coletadas após a medicação intracanal. O teste de McNemar foi 
utilizado para comparar a diferença da taxa de detecção entre os métodos (P<0,05 indica diferença 
estatística significante) 
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No presente estudo, um total de 66 amostras de canais radiculares (amostras 

S1, S2 e S3 de 22 pacientes) foram usadas para avaliar a acurácia do ensaio de 

qPCR baseado em rDNA comparado ao ensaio baseado em rRNA (padrão ouro) 

para detecção de P.acnes. A acurácia do teste foi descrita em termos de 

sensibilidade e especificidade. A sensibilidade do teste de qPCR baseado em rDNA 

foi de 43%, indicando uma baixa habilidade do método em detectar amostras 

verdadeiramente positivas (amostras rRNA-positivas). Especificidade, por sua vez, 

indica a habilidade do teste em indicar corretamente a ausência de P. acnes 

(amostras verdadeiramente negativas). A especificidade dos dois métodos mostrou-

se de igual valor em todas as etapas do tratamento (Tabela 5.2). Na análise do total 

das amostras, a acurácia do método baseado em DNA foi de 50%, ou seja, essa é 

chance do teste em classificar corretamente amostras com presença ou ausência de 

P. acnes viável. 

 

Tabela 5.2 - Valores de sensibilidade, especificidade e acurácia do método baseado 
em rDNA para detectar células viáveis de P. acnes quando comparado 
ao rRNA nos canais radiculares antes (S1), após o preparo químico 
cirúrgico (S2) e após medicação intracanal (S3) 

 
 DNA 

S1 
RNA 
S1 

DNA 
S2 

RNA 
S2 

DNA 
S3 

RNA 
S3 

DNA 
TOTAL 

RNA 
TOTAL 

SENSIBILIDADE 0,40 1 0,42 1 0,47 1 0,43 1 
ESPECIFICIDADE 1 1 1 1 1 1 1 1 
ACURÁCIA 0,45 1 0,5 1 0,54 1 0,5 1 

Fonte: a autora 

 

 

5.2 Níveis de em rDNA e rRNA de P. acnes antes e após os procedimentos 
endodônticos utilizando ensaios de qPCR  
 

 

Os dados quantitativos relacionados ao rDNA e rRNA de P. acnes nas 

amostras dos canais radiculares estão representados na tabela 5.3. Na comparação 

entre as amostras, não houve redução significativa do número de cópias de rDNA 

entre S1 e S2 (P = 0,92), nem entre S2 e S3 (P = 0,58). Da mesma forma, os níveis 
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de rRNA não sofreram mudanças significativas em S2 (P = 0,07) quando 

comparados às amostras S1, nem em S3 (P = 0,41) quando comparados às 

amostras S2. Na comparação entre os métodos, o número de cópias de cDNA foi 

maior que o número de cópias de rDNA em todas as amostras (Tabela 5.3). 

 
 
 
 
 
Tabela 5.3- Valores médios e da mediana (mínima - máxima) do número de cópias 

de 16S rDNA e rRNA de P. acnes em 22 canais radiculares antes (S1) e 
após (S2) o preparo químico cirúrgico e após a medicação intracanal 
(S3) 

 

Amostras 
 Grupos Valor de P 

rDNA rRNA 

S1 

Mediana  

(Mín - Máx) 

0,00  

(0,00 – 1,76 x 104) 

9,03 x 103  

(0,00 – 4,61 x 104) 

<0.0001 
 

Média  

(Desvio Padrão) 

1,28 x 103  

(3,79 x 103) 

1,56 x 104 

(1,49 x 104) 

 

S2 

Mediana  

(Mín - Máx) 

0,00  

(0,00 – 4,14 x 104) 

1,52 x 104  

(0,00 – 2,84 x 105) 

<0.0001 
 

Média  

(Desvio Padrão) 

2,36 x 103  

(8,76 x 103) 

4,14 x 104 

(6,68 x 104) 

 

S3 

Mediana  

(Mín - Máx) 

0,00  

(0,00 – 6,41 x 104) 

7,75 x 103  

(0,00 – 3,29 x 105) 

<0.0001 
 

Média  

(Desvio Padrão) 

4,01 x 103  

(1,38 x 103) 

4,56 x 104 

(7,92 x 104) 

 

 Fonte: a autora.  
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5.3  Atividade metabólica de P. acnes antes e após os procedimentos 
endodônticos 
 
 

Nas amostras positivas para os dois métodos, foi calculada a razão rRNA/rDNA. 

Em S1, o valor mediano da razão rRNA/rDNA foi 7,93 (intervalo de 2,03 a 2,04 x 

102). Essa razão permaneceu positiva em S2 (mediana 16,40, intervalo de 2,21 a 

4,87 x 102) e S3 (mediana 25,34, intervalo de 0,58 a 1,05 x 103), sem diferença 

estatística na comparação entre as amostras S1-S2 e S2-S3 (ambos P > 0,05). Os 

resultados revelaram que P. acnes permaneceu metabolicamente ativo nos canais 

radiculares após os procedimentos endodônticos de desinfecção. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

O presente estudo avaliou a prevalência, a quantidade e a atividade 

metabólica de P. acnes, utilizando métodos moleculares baseados em rRNA e rDNA, 

antes e após os procedimentos endodônticos de desinfecção. A mesma amostra do 

canal foi utilizada para extração de DNA e RNA, permitindo uma comparação direta 

entre os métodos. Esse estudo mostra-se inovador por utilizar a razão rRNA/rDNA 

para avaliar a atividade metabólica de P. acnes, uma espécie bacteriana comum em 

infecções persistentes após às terapias utilizadas durante o tratamento endodôntico. 

Na análise de qPCR baseada em rRNA e rDNA, os procedimentos endodônticos não 

promoveram redução do número de células bacterianas nem de seu metabolismo; 

portanto, a hipótese de nulidade foi aceita.  

O presente estudo revelou que a reação de qPCR baseada em rRNA (RT-

qPCR) promoveu uma maior taxa de detecção de P. acnes que o ensaio baseado 

em rDNA. Esses achados estão de acordo com estudos prévios que demonstraram 

uma alta sensibilidade dos métodos baseados em rRNA, tendo em vista que o 

número de rRNA em células metabolicamente ativas é maior que o número dos seus 

respectivos genes (rDNA) (Matsuda et al., 2007; Pitkänen et al., 2013; Pinheiro et al., 

2015). Em comparação ao ensaio de RT-qPCR, a qPCR baseada em rDNA 

apresentou uma especificidade equivalente ao método de rRNA, demonstrando que 

o rDNA detectado nos canais radiculares após os procedimentos endodônticos eram 

de células viáveis de P. acnes. Esse dado foi semelhante ao encontrado na análise 

de E. faecalis após o preparo químico-cirúrgico dos canais radiculares (Pinheiro et 

al., 2015), confirmando que essas espécies bacterianas podem persistir viáveis nos 

canais radiculares após os procedimentos de desinfecção. Por outro lado, em estudo 

prévio da análise da viabilidade de Streptococcus spp. (Prado, 2014), a 

especificidade do método baseado em rDNA foi baixa, uma vez que promoveu a 

detecção de rDNA em casos negativos para o rRNA; demonstrando que rDNA de 

Streptococcus spp. mortos havia sido detectado após o tratamento. Esses dados 

sugerem que o método baseado em rRNA se torna uma ferramenta importante para 

monitorar a eficácia dos procedimentos endodônticos sobre as bactérias 

persistentes. Considerando que a condição das espécies bacterianas após o 

tratamento pode variar de células inativas a células com alta atividade metabólica, o 
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uso de métodos moleculares baseados em rRNA podem ser vantajosos para 

elucidar potenciais agentes etiológicos das infecções endodônticas persistentes.  

Apesar das suas vantagens, até o presente momento, apenas 3 estudos 

utilizaram métodos baseados em rRNA para revelar a microbiota persistente após os 

procedimentos endodônticos (Rôças; Siqueira 2010; Pinheiro et al. 2015, Prado, 

2014). Rôças e Siqueira (2010) identificaram bactérias utilizando a reação de 

transcrição reversa (RT) e reação de hibridização DNA-DNA de captura reversa. 

Esses autores identificaram P. acnes como uma das espécies mais prevalentes após 

o preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal, presente em 27% (4/15) das 

amostras dos canais radiculares em ambos os momentos da coleta. Prado (2014), 

utilizando RT e PCR convencional, detectou P. acnes em 10% (2/20) das amostras 

coletadas após o preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal. Os resultados 

do presente estudo corroboram com os achados prévios que revelaram que P. acnes 

é uma espécie bacteriana que persiste após os procedimentos endodônticos. 

Entretanto, os métodos de RT e qPCR utilizados no presente estudo revelaram uma 

prevalência ainda maior dessa espécie bacteriana nos canais radiculares antes e 

após os procedimentos de desinfecção (91%). A diferença entre os estudos deve 

estar relacionada à sensibilidade dos métodos moleculares utilizados. No presente 

estudo, o limite de detecção da reação de qPCR foi de 10 cópias de cDNA ou DNA 

por microlitro, enquanto o limite de detecção do método de hibridização DNA-DNA 

reportado por Rôças e Siqueira (2010) foi de aproximadamente 105 bactérias. 

Nos ensaios de qPCR baseado em rDNA, a prevalência de P. acnes foi de 

36,4% das amostras S1 e S2. Na análise quantitativa, o nível médio de P. acnes foi 

1,28 x 103 cópias de rDNA nas amostras S1, não havendo uma alteração significante 

dos níveis bacterianos nas amostras S2 e S3. Os dados de prevalência e 

quantificação do presente estudo estão de acordo com os achados de Rôças e 

Siqueira (2011a, b), que detectaram P. acnes em 37% e 38% das amostras após o 

preparo químico-cirúrgico dos canais radiculares. De acordo com esses autores, o 

rDNA de P. acnes persistiu em níveis detectáveis após o uso da medicação 

intracanal com Ca(OH)2 em todos os casos positivos em S2. A análise semi-

quantitativa pelo método de hibridização DNA-DNA utilizada nos estudos prévios 

revelou que essas bactérias estavam presente em baixos níveis (< 105) nos canais 

radiculares. 
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Considerando que o número de rRNA transcritos por células é dependente do 

estado metabólico das bactérias (Campbell et al., 2011), a razão entre o número de 

cópias de rRNA sobre o número de cópias de rDNA foi utilizada para analisar o 

metabolismo de P. acnes no presente estudo.  Essa análise revelou que o número 

de cópias de rRNA foi mais elevado do que o número de cópias rDNA, indicando que 

P. acnes permaneceu metabolicamente ativo nas infecções persistentes após o 

preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal. Os dados da razão rRNA/rDNA de 

P. acnes no presente estudo estão de acordo com os resultados prévios da atividade 

metabólica de E. faecalis após os procedimentos endodônticos (Pinheiro et al., 

2015). Esses dados corroboram com estudos prévios que utilizaram métodos 

moleculares baseados em rDNA e métodos dependentes da cultura, confirmando a 

participação de bactérias Gram-positivas nas infecções endodônticas persistentes 

(Siqueira e Rôças 2008). Entretanto, é importante ressaltar que o método RT-qPCR 

apresenta uma maior sensibilidade para a detecção de bactérias que o ensaio de 

qPCR baseado em DNA; que, por sua vez, é mais sensível que método de cultura 

(Fidgor; Sundqvist., 2007; Pinheiro et al., 2015). A grande sensibilidade dos métodos 

moleculares baseados em rRNA pode se tornar importante na análise de amostras 

dos canais radiculares após os procedimentos de desinfecção, pois estes possuem 

um número limitado de bactérias. Além disso, essas bactérias persistentes podem 

estar presentes nos canais radiculares em um estado viável mas não cultivável. 

Esse método pode se tornar ainda mais valioso para análise da suscetibilidade de 

bactérias ainda não cultiváveis ou de difícil cultivo aos procedimentos 

antibacterianos utilizados durante o tratamento endodôntico. 

P. acnes é uma bactéria Gram-positiva, anaeróbia facultativa, frequentemente 

detectada em canais radiculares após os procedimentos endodônticos (Siqueira; 

Rôças, 2008). Essa espécie bacteriana também tem sido detectada em biofilmes 

extra-radiculares na superfície da raiz de dentes com periodontite apical pós-

tratamento (Fujii et al; 2009). Estudos na área médica revelaram que essa espécie 

comensal presente na pele pode se comportar como um patógeno oportunista e 

causar infecções invasivas (Achermann et al., 2014). Niazi et al. (2016) relataram 

que P. acnes foi isolado dos canais radiculares somente em dentes que tinham 

contaminação com a cavidade oral e não em dentes com selamento coronário 

adequado. Esses autores sugeriram que P. acnes, embora não seja o agente 

principal da infecção endodôntica primária, pode agir como patógeno oportunista e 



54 

 

se estabelecer nos canais radiculares por possuir vários fatores de virulência que 

estão relacionados a infecção crônica ou persistente. 

Os fatores de virulência de P. acnes estão relacionados à atividade de 

degradação tecidual do hospedeiro, adesão celular, inflamação e biossíntese de 

cápsula polissacarídea. Dentre esses fatores, o biofilme originado dessa bactéria é 

um fator de virulência importante (Achermann et al., 2014) e pode auxiliar essa 

espécie bacteriana a persistir metabolicamente ativa nos canais radiculares após 

procedimentos endodônticos de desinfecção (Niazi et al., 2016). P. acnes é 

considerado um colonizador secundário do biofilme, que se agrega aos 

colonizadores iniciais, como por exemplo Streptococcus spp., frequentemente 

detectados nas infeções endodônticas persistentes (Provenzano et al., 2015; Neves 

et al., 2016).  

Considerando que a infecção pós-tratamento é de natureza polimicrobiana, a 

composição da microbiota que permanece metabolicamente ativa após os 

procedimentos endodônticos de desinfecção necessita ser desvendada. Bactérias 

apresentam diferenças na suscetibilidade aos métodos de desinfecção; e, somente 

após a identificação dos sobreviventes, seria possível a proposição de estratégias 

destinadas à sua eliminação. Esse estudo revelou que P. acnes é uma dessas 

bactérias persistentes, porém tem a limitação de ter estudado somente uma espécie 

bacteriana, sem associação com outros membros da comunidade. Futuros estudos 

necessitam ser realizados para um maior conhecimento dessa microbiota 

persistente. As espécies bacterianas mais frequentemente encontradas nas 

amostras após tratamento podem ser um fator de risco para persistência da doença; 

no entanto, esse fato ainda precisa ser determinado por estudos longitudinais para 

avaliar seu impacto na taxa de sucesso clínico do tratamento. 

Os achados do presente estudo mostraram que o método baseado em rRNA 

é mais sensível que o método baseado em rDNA para a detecção de P. acnes em 

amostras dos canais radiculares. O uso de rRNA e rDNA neste estudo permitiu 

avaliar a atividade metabólica calculando a razão rRNA/rDNA, que revelou que P. 

acnes se manteve metabolicamente ativo nas amostras de canais radiculares após o 

preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal.  
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7 CONCLUSÃO  
 

 

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

 
 

• A taxa de detecção do ensaio de qPCR baseado em rRNA foi 

maior que a do qPCR baseado em rDNA para análise de P. acnes 

em amostras de canais radiculares coletadas antes e após os 

procedimentos endodônticos.  
 

• O preparo químico-cirúrgico e medicação intracanal não 

promoveram a redução dos níveis de P. acnes dos canais 

radiculares.  
 

• P. acnes permaneceu metabolicamente ativo após os 

procedimentos endodônticos de desinfecção. 
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 APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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APÊNDICE B – Coletas Microbiológicas dos Canais Radiculares 

 

Para realização das coletas microbiológicas dos canais radiculares, é necessário 

realizar inicialmente um protocolo de desinfecção do campo operatório, seguindo os passos 

descritos abaixo: 

 

1. Após a anestesia do dente, realizar o isolamento absoluto com lençol de borracha, grampo 

metálico e barreira gengival. 

2. Com uma broca esférica diamantada, montada em motor de alta-rotação, remover todo o 

material restaurador (definitivo e temporário), tecido cariado e esmalte sem suporte de 

dentina, evitando trepanar a câmara pulpar. Utilizar apenas irrigação com soro fisiológico 

estéril através de seringa descartável. 

3. Com um swab estéril, realizar a desinfecção do campo operatório com água oxigenada 

30% de forma excêntrica, iniciando pela coroa dentária em direção ao arco de isolamento. 

4. Com outro swab estéril, proceder da mesma forma com a solução de NaOCl 2,5%. 

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

6. Realizar nova desinfecção do campo com água oxigenada 30% e NaOCl 2,5%. 

7. Neutralizar o NaOCl 2,5% com um swab embebido em tiossulfato de sódio 5% por 1 

minuto. 

8. Com um cone de papel estéril, coletar uma amostra do ângulo cavo-superficial da 

cavidade de acesso (controle de assepsia do campo operatório). 
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 Após o protocolo de desinfecção do campo operatório, realiza-se a coleta 

microbiológica dos canais radiculares com os procedimentos descritos a seguir: 

 

1. Com auxílio de seringa descartável e agulha endodôntica de 30G Endo-EZE (Ultradent 

Products Inc), preencher o canal radicular com soro fisiológico estéril. 

2. Aspirar a solução da câmara pulpar, mantendo somente a solução no interior do canal 

radicular. 

3. Introduzir uma lima10 tipo K e realizar a odontometria com o localizador foraminal 

eletrônico. Introduzir uma lima 15 tipo H até o comprimento real de trabalho (CRT) e, 

com movimentos suaves de limagem contra as paredes, suspender o conteúdo microbiano 

da dentina na solução. 

4. Com auxílio de uma pinça hemostática, fraturar as limas K e H (entre a parte ativa e a 

porção intermediária) e depositar a parte ativa da lima em um microtubo de 1,5mL 

contendo solução de transporte RNA later. 

5. Introduzir um cone de papel número 15 até o CRT, mantendo-o em posição por 1 minuto. 

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

individualmente no CRT por 1 minuto cada. 

6. Depositar estes cones no mesmo microtubo no qual foi depositada a parte ativa da lima. 

7. Congelar as amostras em freezer -20oC até o término do tratamento endodôntico do 

dente, quando será realizada a extração de DNA/RNA de todas as amostras do dente em 

estudo. 

 

OBSERVAÇÃO: Nas coletas realizadas após o uso de alguma substância química, 

deve-se neutralizar a substância e secar o canal antes de se proceder com os procedimentos de 

coleta.  
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APÊNDICE C – Procedimentos Laboratoriais  

 

1)  EXTRAÇÃO DOS ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

A extração dos ácidos nucleicos das amostras dos canais radiculares foi realizada com o 

kit comercial MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre 

Technologies, Madison, WI, EUA), de acordo com os passos descritos a seguir: 

 

1. Manter os microtubos contendo as amostras dos canais radiculares no gelo até o completo 

descongelamento do meio de transporte. 

2. Homogeneizar cada amostra em agitador de tubos (vortex) durante 1min. 

3. Centrifugar as amostras em centrífuga refrigerada a 4ºC e 13.000 RPM por 10min. 

4. Em um tubo tipo Falcon de 15mL estéril, preparar uma mistura de 300µL de Tissue and 

Cell Lisys Solution e 2µL de Proteinase K (MasterPure Complete DNA and RNA 

Purification Kit), em volume necessário para a quantidade de amostras a serem analisadas 

(MIX-1). 

5. Remover as amostras da centrífuga e descartar o sobrenadante mantendo o pellet. 

6. Adicionar 300µL do MIX-1 aos tubos contendo as amostras. 

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

8. Aquecer as amostras em banho-maria a 65°C por 15 min, misturando-as em agitador de 

tubos (10s) a cada 5min. 

9. Esfriar as amostras em gelo por 5min. 

10. Adicionar 150µl de MPC Protein precipitation reagent (MasterPure Complete DNA and 

RNA Purification Kit) aos tubos contendo as amostras. 

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

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

13. Transferir o sobrenadante para microtubos de 1,5mL, esterilizados e devidamente 

identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet. 

14. Adicionar mais 25µl de MPC Protein precipitation reagent a cada amostra. 

15. Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s. 

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

17. Transferir o novo sobrenadante para novos microtubos de 1,5mL, esterilizados e 

devidamente identificados, e descartar o microtubo contendo o pellet. 

18. Adicionar 500µL de isopropanol 100% a cada microtubo e invertê-los 30/40 vezes. 
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19. Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 10min. 

20. Descartar o isopropanol, com pipetas e ponteiras de 1000µL, com o cuidado de não 

remover o pellet. 

21. Acrescentar 500µL de etanol 70% ao pellet. 

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

23. Centrifugar a 4°C e 13.000RPM por 5min. 

24. Retirar parte do etanol 70%, deixando apenas cerca de 50µL no fundo do microtubo. 

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

26. Remover totalmente o etanol 70% com ponteiras de 200µL. 

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

etanol. 

28. Adicionar 35µL de TE Buffer (MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit) em 

cada amostra. 

29. Hidratar as amostras por 10 minutos, mantendo-as no gelo ou no Thermomixer 

(Eppendorf, Hauppage, NY, EUA) a 4ºC. 

30. Analisar a concentração de ácidos nucleicos no espectrofotômetro (NanoDrop 1000 – 

Thermo Fisher Scientific). 

 

2)  DIVISÃO DAS AMOSTRAS DE DNA E RNA 

 

1. Dividir as amostras em 2 microtubos:  

a. 17,5µL em um microtubo denominado com o número da amostra + RNA 

b. 17,5µL em um microtubo que ficará destinado a portar o DNA. 

2. Guardar o microtubo do DNA no freezer -20oC e prosseguir com a purificação do RNA. 

 

3) PURIFICAÇÃO DO RNA 

 

1. Em um microtubo limpo, misturar 2µL de DNase I e 2µL de 10X DNase I Reaction 

Buffer (MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit) para cada amostra 

de RNA. 

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

3. Adicionar 200µL de 2x T&C Lysis Solution (MasterPure Complete DNA and RNA 

Purification Kit) e colocar no agitador de tubos por 5s. 

4. Manter no gelo 5min. 
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5. Adicionar 200µL de MPC Protein precipitation reagent (MasterPure Complete 

DNA and RNA Purification Kit) aos tubos contendo as amostras. 

6. Homogeneizar as amostras em agitador de tubos por 10s. 

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

8.  Transferir o sobrenadante para microtubos limpos e devidamente identificados 

conforme a amostra e descartar o pellet. 

9.  Adicionar 500µL de isopropanol e inverter as amostras 30-40 vezes. 

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

11.  Retirar o isopropanol sem deslocar o pellet. 

12.  Lavar o pellet com 500µL de etanol 70%.  

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

14.  Retirar o etanol 70% mantendo cerca de 50uL no fundo da microtubo. 

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

16.  Secar o etanol 70% com uma ponteira de 200µL. 

 

4)  SEGUNDO PROCESSO DE LISE DO DNA  

 

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

das amostras de RNA. 

 

1. Acrescentar em cada tubo 1uL de DNase I, Amp Grade, 1 U/µL (Invitrogen) , 

1uL10X DNase I Reaction Buffer (Invitrogen) e 10uL de DEPC – treated water 

(Invitrogen) . 

2. Encubar as amostras por 15 min em temperatura ambiente. 

3. Inativar a DNase com a adição de 1µL de EDTA 25mM (Invitrogen). 

4. Levar ao banho-maria a 65º C por 10 minutos. As amostras estão prontas para 

serem utilizadas na reação de transcrição reversa. Antes da confecção do cDNA,  

foi realizado a reação de PCR convencional utilizando iniciadores universais para 

o domínio Bacteria para conferir se todo o DNA das amostras foi removido após o 

tratamento das amostras com DNase I. 

5. Analisar a concentração de ácidos nucleicos no espectrofotômetro (NanoDrop 1000 

– Thermo Fisher Scientific). 
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5) PCR CONVENCIONAL 

 

A reação descrita a seguir foi padronizada para detecção de DNA bacteriano com uso de 

iniciadores universais específicos para o domínio Bacteria: forward, 5’-GAG AGT TTG 

ATY MTG GCT CAG-3’; reverse: 5’- GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA-3’ (Paster et 

al. 2001). O volume total de cada reação foi de 50µL, contendo: 1 µL de cada primer, 5µL de 

tampão para PCR (PCR Buffer, Life Technologies Corp), 1,5 µL de Mg2 (Life Technologies 

Corp), 4µL de 2,5mM dNTP (Life Technologies Corp), 0,5µL de Taq DNA polimerase (Life 

Technologies Corp), 36 µL de água ultrapura (Ultrapure water,  Life Technologies Corp) e 1 

µL de DNA/RNA. A reação de PCR foi realizada no termociclador GeneAmp 2720 

(Thermofisher), com o aquecimento inicial a  94oC por 4 min; seguidos de 30 ciclos de 94oC 

por 45 s, 60oC por 45 s e 72oC por 1,5 min; finalizados com 72oC por 15 min. 

 

6) PCR DE TRANSCRIÇÃO REVERSA (RT-PCR)  

 

A reação de RT-PCR foi realizada com o kit comercial Superscript III First-Strand 

para confeccionar a fita dupla de cDNA a partir do RNA purificado da amostra. As reações 

foram realizadas de acordo com as instruções do fabricante, que serão descritas a seguir: 

 

1. Misturar os seguintes reagentes, para cada amostra: 7 µL de RNA, 1µL de Random 

Hexamer, 1µL de dNTP e 1µL de água DPEC. 

2. Incubar no banho-maria a 65ºC por 5 min. 

3. Incluir no gelo por 1 min.  

4. Misturar os seguintes reagentes para preparar um MIX: 2µL de Buffer, 4µL de MgCl, 

2µL de DTT, 1µL de RNase OUT e 1µL de SuperScript III.  

5. Distribuir 10 µL do MIX nos microtubos contendo as amostras e agitar levemente. 

6. Colocar as amostras no termociclador GeneAmp 2720 (Thermofisher), utilizando o 

ciclo:  25o por 10 min, 50o por 50 min e 85o por 5 min. 

7. Adicionar 1uL de RNaseH e incubar por 20 minutos na estufa a 37ºC 
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ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética 
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