CARLOS GOES NOGALES

Efeito da irrigacéo ultrassonica e da medicacgéo intracanal com hidréxido de
calcio na quantidade e no metabolismo de bactérias que persistiram ap0s o

preparo dos canais radiculares de dentes com periodontite apical

Sao Paulo

2019






CARLOS GOES NOGALES

Efeito dairrigacéo ultrassénica e da medicacgéo intracanal com hidroxido de
calcio na quantidade e no metabolismo de bactérias que persistiram ap6s o

preparo dos canais radiculares de dentes com periodontite apical

Versao Original

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao
Paulo, pelo Programa de Pds-Graduacgao
em Odontologia para obter o titulo de
Doutor em Ciéncias.

Area de concentracio: Endodontia

Orientador: Profa. Dra. Ericka Tavares
Pinheiro

Sao Paulo

2019



Autorizo a reprodugéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacao-na-Publicacdo
Servigco de Documentacao Odontologica

Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo

Nogales, Carlos Goes.

Efeito da irrigacdo ultrassonica e da medicacao intracanal com hidroxido de
célcio na quantidade e no metabolismo de bactérias que persistiram apds o
preparo dos canais radiculares de dentes com periodontite apical / Carlos Goes
Nogales ; orientador Ericka Tavares Pinheiro -- Sdo Paulo, 2019.

101 p. : fig., tab. ; 30 cm.

Tese (Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia. Area de
Concentracdo: Endodontia — Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo
Paulo.

Versao original

1. Endodontia. 2. Irrigacdo ultrassbnica passiva. 3. Hidroxido de calcio. 4.
Periodontite periapical. 5. RT-PCR quantitativo. |. Pinheiro, Ericka
Tavares. Il. Titulo.




Nogales CG. Efeito da irrigacdo ultrassonica e da medicacdo intracanal com
hidréxido de céalcio na quantidade e no metabolismo de bactérias que persistiram
apos o preparo dos canais radiculares de dentes com periodontite apical. [tese]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséo
Original.

Aprovadoem: / /2019

Banca Examinadora

Prof(a). Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Julgamento:







Dedico este trabalho

A DEUS,

A minha familia — Marina, Isabela, Augusto e Gabriela

Aos meus pais Nancy e Carlos,

A familia da P6s Graduacio






AGRADECIMENTOS

A Profa Dr2 Ericka Tavares Pinheiro pela orientacdo do trabalho e por me
proporcionar um crescimento e amadurecimento pessoal muito além que eu poderia
imaginar quando entrei na pés-graduacao.

Ao Prof. Dr. José Luiz Lage-Marques, meu Guru na Endodontia. Participou de toda
minha formagdo como endodontista. Com certeza meu maior exemplo de
profissionalismo e competéncia e um grande amigo, que posso recorrer em todas as
horas. Gratidao eterna, grande mestre!!

A Prof® Dr2 Angela Araki pela amizade, parceria e exemplo de vida, foco e como
fazer um milh&o de coisas ao mesmo tempo!!!

Ao Prof. Dr. Eduardo Akisue, amigo que acompanhou parte do meu caminho no
doutorado. Amigo € aquele que ouve e fala na hora necessaria, empurra para a
frente e da animo e félego no caminho.

Aos queridos pacientes que se submeteram conscientemente a um trabalho
experimental, contribuindo para a execucéo deste estudo.

A familia da pds-graduacdo, por compartilhar os sorrisos e angulstias em todo
momento, durante as madrugadas, durante as refeicbes, nos momentos tensos,
leves, nas triagens, nos atendimentos. Alexandre Carvalho, Luiza Paz, Bruna
Gontijo, Laura Nardello, Fernanda Fernandes, Renata Bommarito, Barbara Guedes,
Roberto Romero, esse trabalho ndo sairia se ndo fosse por voceés.

Aos Professores do Departamento de Endodontia, pelo convivio, atencéo e
conhecimentos compartilhados de forma franca e aberta.

A Secretaria do Departamento de Dentistica, David, Selma, Aldo e Leandro, por
salvarem nossas vidas e evitar que noss0s pescogos se perdessem pelos
corredores.



Ao pessoal da Clinica de Graduacao e Pos Graduacgéo — Evelyn, Selma, Flavio, esse
trabalho ndo seria possivel se ndo fosse pela paciéncia e ajuda inestimavel de
vocés. Gratidao eternal!!!

Agradeco a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concesséao da bolsa de Doutorado.

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pela
concessao de auxilio regular, processo FAPESP 2016/15473-0, fundamental para o

desenvolvimento da pesquisa.

A Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo - FOUSP, pelo
acolhimento nesses anos e pela exceléncia de seus professores e funcionarios.

A equipe Ozone Dental Group, Francisco, Sérgio e Magda pela compreenso e
apoio neste momento.

Ao meu querido AMIGO Dr. Fernando Cerbara, pelo apoio, entendimento e suporte
para concluir mais esta etapa.

Aos meus Pais — uma montanha se transforma em um montinho de areia quando se
tem a base forte e apoio incondicional. Definitivamente essa conquista nao seria
possivel sem vocés. AMO VOCES

Aos meus filhos Isabela, Augusto e Gabriela, meus tesouros, que na inocéncia da
crianca me deram forca e me ajudaram a escalar esse Everest.

A minha esposa Marina Beloti Ferreira. O que dizer? Vocé segurou minha méo t&o
forte, me abragou tao apertado, olhou tdo fundo nos meus olhos e no ouvido da



minha alma, disse “Eu estou com vocé. Nao desista, estamos juntos!” e aqui estou
eu... escrevendo essas palavras. TE AMO MAIS QUE TUDO.

DEUS - forca que me rege, orienta e guia. Vocé colocou o0s obstaculos necessarios,
me deu as licdes pertinentes, abriu meus olhos para poder enxergar tudo isso, me
deu a oportunidade de transformacéao e finalmente, permitiu meu triunfo.






RESUMO

Nogales CG. Efeito da irrigacdo ultrassonica e da medicacao intracanal com
hidréxido de calcio na quantidade e no metabolismo de bactérias que persistiram
apos o preparo dos canais radiculares de dentes com periodontite apical [tese]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséo
Original.

Estudos moleculares ressaltam as limitagdes do protocolo endodontico tradicional
em eliminar bactérias dos canais radiculares. Apesar do preparo quimico-cirargico
(PQC) promover uma drastica reducdo bacteriana, muitos canais continuam
infectados apds essa etapa do tratamento. Dessa forma, estudos apontam para a
necessidade de complementacdo técnica para potencializar a desinfeccdo dos
canais radiculares apés o PQC. Assim, o objetivo deste estudo clinico foi avaliar, por
meétodos moleculares baseados em DNA e RNA, o efeito dos meétodos
complementares ao preparo na desinfeccdo dos canais radiculares. Coletas
microbiolégicas dos canais de 20 dentes unirradiculares com periodontite apical
foram feitas em diferentes etapas do tratamento endoddntico: previamente ao
preparo (S1); apés o PQC realizado com sistema Reciproc associado a irrigacao
com NaOCI 2,5% (S2); ap0s a irrigacéo ultrassonica passiva, denominada PUI (S3);
e apdés a medicacdo intracanal a base de hidroxido de calcio (S4). As amostras
foram submetidas a extracdo de DNA e RNA. O RNA foi submetido a reacdo de
transcricdo reversa (RT-PCR) para confeccdo da fita dupla de DNA complementar
(cDNA). DNA e cDNA foram submetidos a reac¢des de gPCR, com iniciadores
universais para a regiao 16S rRNA do dominio Bacteria. A atividade metabdlica das
bactérias foi verificada através da relacdo entre os niveis de rRNA e rDNA
determinados pelos ensaios de gPCR. Os dados foram analisados pelo teste de
Wilcoxon para amostras pareadas (p < 0,05). As amostras S1 dos 20 casos
apresentaram altos niveis de rDNA (mediana: 1,25 x 10°, intervalo 1,83 x 10* — 9,2 x
10%) e rRNA bacteriano (mediana: 5,47 x 10° intervalo 7,8 x 10* — 5,95 x 107).
Dezessete canais (85%) apresentaram reacdes qPCR positivas para rDNA nas
amostras pés-preparo (S2). A reducdo de rDNA apdés o preparo foi estatisticamente
significativa (p = 0,0003), com mediana de 2,5 x 10* (intervalo 2,26 x 10° — 9,52 x



10 copias de rDNA em S2. Por sua vez, os niveis de rRNA (mediana: 7,84 x 10,
intervalo 2,91 x 10° — 1,09 x 10° foram maiores que os niveis de rDNA (p = 0,01),
sugerindo que essas bactérias estavam metabolicamente ativas em S2. Apés a PUI,
0 numero de amostras S3 com resultados positivos para rDNA caiu para 12,
representando uma reducédo significativa em relacdo as amostras S2 (p = 0,008).
Além disso, a PUI promoveu uma reducao significativa dos niveis de rDNA (mediana
2,94 x 10% intervalo 2,70 x 10% — 1,09 x 10°) em relacdo & amostras S2 (p = 0,01). Na
anélise baseada em rRNA, os niveis em S3 (mediana: 03 x 10%, intervalo 1,82 x 10°
— 1,39 x 10°) n&o apresentaram diferenca significativa em comparac&o aos niveis de
rDNA (p = 0,07), sugerindo que houve uma reducé@o do metabolismo bacteriano apds
a PUL. Em S4, o numero de casos positivos para rDNA bacteriano (n = 13) e 0s
niveis de rDNA (mediana: 3,73 x 10% intervalo 1,98 x 10°® — 3,21 x 10°) foram
ligeiramente maiores quando comparados aos valores das amostras S3, porém sem
diferencas significativas. Entretanto, os niveis de rRNA (mediana: 1,08 x 10°
intervalo 3,41 x 10° — 1,60 x 10° foram maiores que os de rDNA (p = 0,02) nas
amostras S4, sugerindo que as bactérias retomaram sua atividade metabdlica
apesar do uso da medicacdo intracanal. Portanto, foi possivel concluir que a
irrigacao ultrassonica passiva contribuiu para a desinfeccdo dos canais radiculares,
promovendo uma reducéo do numero e do metabolismo de bactérias. Por outro lado,
as bactérias persistiram ativas nos canais radiculares apos o uso do hidroxido de

calcio como medicacao intracanal em dentes com periodontite apical.

Palavras-chave: Endodontia. Irrigacdo ultrassbnica passiva. Hidréxido de calcio.

Periodontite apical. RT-PCR quantitativo.



ABSTRACT

Nogales CG. Effect of ultrasonic irrigation and calcium hydroxide intracanal
medication on the levels and metabolism of bacteria that persisted after root canal
preparation of teeth with apical periodontitis [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sé&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Original.

Molecular studies highlight the limitations of the traditional endodontic protocol in
eliminating bacteria from the root canal. Although chemo-mechanical procedures
(CMP) provide a drastic bacterial reduction, many canals remain infected after this
treatment step. Thus, studies point out to the need for technical complementation to
enhance root canal disinfection after CMP. Thus, the aim of this clinical study was to
evaluate, by molecular methods based on DNA and RNA, the effect of
supplementary preparation methods on root canal disinfection. Microbiological
samples from the root canals of 20 single rooted teeth with apical periodontitis were
performed at different steps of endodontic treatment: prior to preparation (S1); after
chemo-mechanical procedures with Reciproc system associated with 2.5% NaOCI
(S2) irrigation; after passive ultrasonic irrigation, or PUI (S3); and after calcium
hydroxide intracanal medication (S4). The samples were submitted to DNA and RNA
extraction. The RNA was submitted to reverse transcription reaction (RT-PCR) to
make the complementary DNA double strand (cDNA). DNA and cDNA were
submitted to gPCR reactions with universal primers for the 16S rRNA region of the
Bacteria domain. The metabolic activity of bacteria was verified by the relation of
rRNA and rDNA levels as determined by qPCR assays. Data were analyzed by
Wilcoxon test for paired samples (p <0.05). S1 samples from the 20 cases had high
levels of bacterial rDNA (median: 1.25 x 10>, range 1.83 x 10* - 9.2 x 10°) and rRNA
(median: 5.47 x 10°, range 7.8 x 10" - 5.95 x 107). Seventeen canals (85%) showed
rDNA positive gPCR reactions in post-preparation samples (S2). The reduction in
rDNA after preparation was statistically significant (p = 0.0003), with a median of 2.5
x 10* (range 2.26 x 10° - 9.52 x 10% copies of rDNA in S2. In turn, rRNA levels
(median: 7.84 x 10*, range 2.91 x 10° - 1.09 x 10°) were higher than rDNA levels (p =
0.01), suggesting that bacteria were metabolically active in S2. After PUI, the number

of rDNA-positive samples dropped to 12, representing a significant reduction



compared to S2 samples (p = 0.008). In addition, PUI significantly reduced rDNA
levels (median 2.94 x 10°, range 2.70 x 10° - 1.09 x 10°) compared to S2 samples (p
= 0.01). In rRNA-based analysis, S3 levels (median: 03 x 10%, 1.82 x 10° - 1.39 x 10°
range) showed no significant difference compared to rDNA levels (p = 0.07),
suggesting that there was a reduction in bacterial metabolism after PUI. In S4, the
number of rDNA positive cases (n = 13) and rDNA levels (median: 3.73 x 10*, range
1.98 x 10° - 3.21 x 10°) were slightly higher when compared to S3 samples, but
without significant differences. However, rRNA levels (median: 1.08 x 10°, range 3.41
x 10% - 1.60 x 10°) were higher than rDNA levels (p = 0.02) in S4 samples, suggesting
that bacteria restored their metabolic activity despite the intracanal medicament use.
Therefore, it was concluded that passive ultrasonic irrigation contributed to root canal
disinfection, promoting a reduction in bacterial number and metabolism. On the other
hand, bacteria remained active in the root canals after calcium hydroxide use as

intracanal medication in teeth with apical periodontitis.

Keywords: Endodontics. Passive ultrasonic irrigation. Calcium hydroxide. Apical
periodontitis. Quantitative RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

7z

A periodontite apical é um processo inflamatério dos tecidos periapicais
decorrente de um quadro infeccioso localizado no sistema de canais radiculares
devido a necrose pulpar. Dessa forma, o principal agente etioldgico da periodontite
apical é a comunidade bacteriana organizada em biofilme, aderida as paredes
dentinarias dos canais radiculares. O objetivo principal do tratamento endodéntico é
tratar e prevenir esta doenca, reduzindo a carga bacteriana 0 maximo possivel e,

assim, dar condicBes ao organismo para que repare o processo patolégico.

Durante o tratamento, sdo utilizados instrumentos endodénticos para excisao
da dentina contaminada, associados a substancias quimicas com amplo espectro de
acao antimicrobiana. Entretanto, essa fase de preparo quimico-cirdrgico (PQC)
apresenta limitagbes devido a inacessibilidade dos instrumentos a complexa
anatomia do sistema de canais radiculares e a acao antimicrobiana reduzida das
solucdes quimicas sobre biofilmes bacterianos alojados nessas areas. Assim sendo,
estudos sugerem a realizacao de técnicas complementares apds o preparo, visando

potencializar a fase de sanificacdo do sistema de canais radiculares.

A irrigacao ultrassonica passiva (PUI, acrénimo do termo em inglés passive
ultrasonic irrigation) tem sido um dos métodos mais estudados na literatura como
terapia imediata para complementar a desinfeccdo apdés o preparo dos canais
radiculares ainda na primeira sessdo do tratamento. Tal fato se justifica pela
potencializacdo da acédo antimicrobiana das solucdes irrigadoras e de limpeza das
paredes dos canais radiculares, além de facilitar a permeabilidade nas areas de
dificil acesso. O ultrassom ira transmitir, por meio dos insertos, uma onda acustica
gue se dissipara na solucdo quimica na forma de cavitacdo e micro-correnteza
acustica. Embora diversos estudos laboratoriais apontem para a potencializacao da
capacidade de limpeza e desinfeccdo da solucéo ativada por ultrassom, existe uma

escassez de estudos clinicos que comprovem a efetividade desse procedimento.

Buscando ainda maximizar a reducdo bacteriana no sistema de canais
radiculares, alguns autores propdem o uso da medicagéo intracanal entre as

sessdes do tratamento endodontico. Devido a dificuldade de eliminagédo da infecgcéo
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bacteriana na primeira consulta do tratamento endodontico, o hidroxido de célcio
(Ca(OH);) tem sido o medicamento mais frequentemente utilizado. A falta de
estudos clinicos de alta qualidade torna a evidéncia clinica fraca para a indicacéo do
tratamento endodontico em 1 ou 2 sessdes; sendo este um dos assuntos mais

controversos na endodontia.

A construgdo do conhecimento acerca do controle da infecgéo endodontica se
deu principalmente por estudos cuja metodologia era baseada em cultura
microbiolégica. Embora este método consiga revelar a viabilidade bacteriana, a
cultura microbioldgica apresenta algumas limitacdes. Entre elas pode-se citar a baixa
sensibilidade e a incapacidade de detectar bactérias ainda nado cultivaveis ou de
dificil cultivo, que representam uma grande proporcéo da microbiota endoddntica.

Por sua vez, a alta sensibilidade dos métodos moleculares tem feito desta
metodologia a mais fiel em trabalhos que investigam o perfil microbiano das
infeccbes endodbOnticas antes e apos o tratamento. Os métodos baseados na
molécula de DNA apresentam como vantagem a maior sensibilidade na deteccéo e
guantificacdo da populacdo bacteriana quando comparados aos métodos
dependentes de cultura, além de possibilitar o estudo de bactérias ainda nao
cultivaveis. A quantificacdo absoluta de bactérias se baseia na quantidade de genes
(geralmente o gene 16S rRNA) determinada pela reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (QPCR). Entretanto, esse método quantifica inclusive DNA de bactérias
mortas, podendo, assim, apresentar uma supervalorizacdo do processo infeccioso,

especialmente em amostras apds os procedimentos endodénticos.

Por outro lado, o método baseado na molécula de RNA é capaz de detectar a
viabilidade bacteriana, pelo fato do RNA ser uma molécula mais instavel do que o
DNA apdés a morte bacteriana. Além disso, o0 RNA ribossémico (rRNA) € abundante
em células metabolicamente ativas. Entretanto, como a quantidade de rRNA varia de
acordo com as condi¢cBes fisiologicas da célula, esta molécula ndo permite a
guantificacdo absoluta das bactérias por qPCR. Para suprir essas desvantagens,
tem-se sugerido a associacdo de métodos moleculares baseados em rRNA e seus
respectivos genes (denominado rDNA) para o estudo de comunidades bacterianas.
Desta forma, pelo rDNA é possivel quantificar as bactérias e pela relagdo entre os

niveis de rRNA e rDNA determinar se essas bactérias estdo metabolicamente ativas.
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Até o presente momento, poucos estudos clinicos utilizaram métodos
moleculares baseados em rDNA e rRNA bacteriano para monitorar o nivel de
bactérias viaveis apds os procedimentos endodénticos. A busca de protocolos que
alcancem a maxima reducédo bacteriana pode contribuir para um melhor prognéstico
do tratamento. Portanto, objetivo desse estudo clinico foi investigar, por métodos
moleculares baseados em rDNA e rRNA, o efeito da irrigacdo ultrassonica e da
medicacdo intracanal com hidréxido de célcio nos niveis e no metabolismo das

bactérias que persistiram apds o preparo dos canais radiculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiologia endodéntica: da cultura aos métodos moleculares

Sabe-se que as bactérias sao os principais agentes etiolégicos da periodontite
apical desde 1894, com estudo classico de Miller. Por meio de esfregaco do material
coletado de canais radiculares infectados observou os trés tipos morfol6gicos
basicos de células bacterianas: cocos, espirilos e bacilos. O autor concluiu também
gue havia outras espécies ndo passiveis de cultivo por conta da limitacao de técnica
da época, abrindo precedente para um campo de pesquisa intenso que se desenhou
desde entdo.

Com o avanco das pesquisas e desenvolvimento de técnicas de cultura de
bactérias anaerdbias, o conhecimento do perfil microbioldgico das infeccoes
endodoénticas teve um aprimoramento (Sundqvist, 1976). Este método foi bastante
difundido e utilizado durante mais de um seéculo. Atualmente s&o conhecidas
algumas limitacbes desta metodologia, incluindo: uma baixa sensibilidade de
deteccdo dos micro-organismos envolvidos no processo, identificacdo equivocada de
cepas com fendtipo ambiguo e a inabilidade de cultivar muitas espécies orais em
condicBes laboratoriais. Esses fatos podem contribuir para a subestimacdo da
diversidade da populacdo microbiana que coloniza o sistema de canais radiculares
(Siqueira; Récas, 2005a,b; Rocas; Siqueira, 2011a,b; Paiva et al., 2013a).

Com o advento das técnicas moleculares de mapeamento das infeccdes
endoddénticas um novo cenario se desenhou frente aos procedimentos endoddnticos
(Siqueira; Récas, 2005b). Em um trabalho de revisdo, Siqueira e Rbécas (2009)
apontaram para espécies bacterianas que até entdo eram desconhecidas no
processo de patogénese da periodontite apical. Espécies ainda néo cultivaveis foram
frequentemente identificadas pelos métodos moleculares, sugerindo um papel de
destaque no percurso da infeccdo. Diversos filos foram apontados com alta
prevaléncia na doenga, tais como Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes e Synergistes. A andlise das bactérias

nas infec¢cdes endododnticas por biologia molecular revelou 210 tdxons diferentes de
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bactérias, correspondendo a 45% dos taxons encontrados nas infeccdes
endododnticas, em contraste aos 151 taxons detectados nos estudos baseados em

cultura microbiolégica.

Diversos autores apontaram a maior sensibilidade dos métodos moleculares
guando comparados aos métodos de cultura para identificacdo do perfil
microbioldgico das infec¢cdes endodénticas (Vianna et al., 2006; Siqueira; Récas,
2009; Alves et al., 2012; Récas et al., 2013, Rocgas et al., 2014). Esse fato se torna
ainda mais relevante na analise da microbiota apds os procedimentos endodénticos,
onde um pequeno numero de bactérias é esperado. Paiva et al. (2012) avaliaram em
um estudo clinico, o efeito antimicrobiano do preparo quimico-cirurgico seguido pelo
procedimento suplementar de desinfecgdo. A analise foi feita pelo método de cultura
e reacdo de PCR. Quando a cultura foi utlizada, 37% dos canais ainda
apresentavam contaminacdo apdés o debridamento quimico mecanico. Por outro
lado, quando o método molecular foi empregado, a porcentagem subiu para 67%,
mostrando uma diferenca significativa quanto a sensibilidade dos métodos. J4 Roécas
et al. (2014) avaliaram por método molecular a prevaléncia de espécies de bactérias
selecionadas, porém ainda nao cultivadas e de dificil cultura em canais infectados e
a susceptibilidade destas aos procedimentos do preparo quimico mecanico. Dentes
unirradiculares foram preparados e entdo as coletas microbiolégicas foram feitas
previamente (S1) ao preparo e apos (S2). As amostras foram submetidas a analise
guantitativa por qPCR e os resultados revelaram que diversas espécies ainda nao
cultivadas e dificil de cultivar podem participar no microbioma da periodontite apical.
Porém os procedimentos quimico-mecanicos foram efetivos na eliminacdo destas

taxas ou pelo menos reduzir substancialmente.

No estudo de Teles et al. (2014) duas metodologias foram empregadas para
avaliar a acao antimicrobiana da medicacado intracanal com hidréxido de calcio e
clorexidina, método molecular por gPCR e a cultura. Os resultados apresentaram
reducdo microbiana em ambas anélises, porém uma analise entre as metodologias
nao foi feita e segundo os autores deve ser desencorajada, pois indicam realidades
completamente distintas. Assim a analise direta, amostra a amostra, das duas
técnicas néo reflete acordo ou desacordo, apenas duas entidades diferentes sendo
mensuradas. Importante ressaltar que a aplicacdo por 14 dias da medicacdo

intracanal com hidréxido de calcio aumentou o niumero de culturas negativas quando
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comparado com a clorexidina, porém quando comparada com S2, ndo houve
aumento significativo. Mesmo ndo havendo andlise estatistica entre os métodos,
numericamente o gPCR quantificou uma reducdo microbiana de 99,1% e a cultura

de anaerobios 98,5%.

Dessa forma, como apontado por Siqueira; Roécas (2005a,b) e Roécas;
Siqueira (2011a), para o estudo e determinacdo do perfil da infeccdo endododntica,
as avaliacdes utilizando os métodos moleculares independentes de cultura séo
importantes devido a fidelidade e riqueza de informacdo. Diversos estudos
realizaram a deteccdo e/ou quantificagdo do DNA bacteriano, especificamente do
gene 16S rRNA, que codifica a por¢cdo 16S do RNA ribossémico (rRNA) (Siqueira;
Récas, 2011; Rocgas; Siqueira, 2011b; Paiva et al., 2012; Récas et al., 2013; Paiva et
al., 2013b; Nakamura et al., 2018). Como as bactérias possuem um gene Unico ou
poucas coépias desse gene, a quantificacdo absoluta pela reacdo de PCR
guantitativa (QPCR) se torna possivel através do DNA. Entretanto, um viés desta
metodologia pode ser a supervalorizacdo da infeccdo endodontica, pela deteccdo do
DNA de bactérias mortas. Sendo assim, ndo ha uma distingdo entre células vivas e
mortas, principalmente nas coletas microbiolégicas feitas a partir dos canais
radiculares imediatamente apds os procedimentos endodonticos. Esta questdo é
discutida por diversos autores (Rocas; Siqueira, 2010; Roécas; Siqueira, 2011a; Alves
et al., 2012).

Siqueira Jr e Rbécas (2005b) pontuam que para superar ou pelo menos
minimizar este problema em potencial, podem ser feitos ajustes na metodologia de
deteccdo do DNA ou utilizar uma tecnologia derivada deste método que detecta
RNA bacteriano, pelo PCR de transcriptase reversa (RT-PCR). Como o RNA
apresenta meia vida menor que o DNA, eles sao rapidamente degradados apds a
morte celular. O RNA-mensageiro (MRNA) conta com uma meia vida muito curta e
sua deteccao reflete de maneira fiel a viabilidade. Assim como o RNA-ribossomal

(rRNA) também apresenta sua viabilidade comprometida apés a morte bacteriana.

Portanto, o RT-PCR do rRNA pode oferecer uma sensibilidade aumentada em
muitas vezes quando comparada com o PCR baseado no DNA. Isto ocorre porque a
bactéria apresenta multiplas cépias do rRNA quando comparada com o gene rRNA

(DNA). Portanto o RNA é mais dificil de preservar do que o DNA. Esta dificuldade é
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gracas primeiramente a rapida degradacado das moléculas de RNA pelas RNases,
enzimas que sdo altamente estaveis e onipresentes em ambientes vivos (Siqueira;
Récas, 2005a; Rogas; Siqueira, 2011a; e Alves et al., 2012).

Para tal, como apontado por Siqueira Jr e Rb6cas (2005b) e Alves et al.,
(2012), a utilizacdo do propidium monoazide previamente a extracdo do DNA é uma
alternativa vidvel para que se tenha o RNA bacteriano como foco. Outra
possibilidade é a utilizagdo combinada dos métodos de detec¢do de rRNA/rDNA pois
assim, é possivel determinar a atividade metabdlica bacteriana. Como descrito por
Ro6cas e Siqueira (2010) onde o objetivo do estudo foi identificar a taxa bacteriana
persistente aos procedimentos endodonticos utilizando o meétodo RT-PCR
combinado com método de hibridizacdo DNA-DNA checkerboard por captura
reversa. O estudo foi composto por 15 pacientes diagnosticados com periodontite
apical. Dentre os critérios de inclusdo constavam dentes a serem tratados e
retratados. Os resultados mostraram que apenas 3 coletas das 45 realizadas
apresentaram resultados discrepantes quando da comparacdo dos métodos de
analise por DNA e rRNA. Estas 3 analises foram positivas para o DNA e negativas
para o rRNA. Como a analise do DNA apresenta uma leitura da populacéo
bacteriana mais genérica, ainda precisa ser melhor explorada se a razdo DNA/rRNA
sdo equivalentes na determinacdo da prevaléncia de espécies especificas/filotipos
apos os procedimentos endodoénticos. Dessa forma, maiores estudos comparando
diretamente as duas metodologias na deteccdo de bactérias persistentes sao

necessarios para se formar uma concluséo confiavel.

Em outro estudo, Pinheiro et al. (2015) utilizaram o método qPCR com alvo no
rRNA para identificacdo do E. faecalis nos canais radiculares apds os procedimentos
endodoénticos. Paralelamente, as mesmas coletas foram analisadas pelo método
gPCR utilizando o rDNA como padrao. As coletas foram extraidas de 18 dentes com
periodontite apical persistente/secundaria antes (S1) e ap6s 0 preparo quimico
mecanico (S2). O RNA e DNA foram extraidos e para complementar o estudo, uma
analise por gPCR com primers da sequéncia 16S rRNA para o E. faecalis foi
realizada. Na primeira analise, pré procedimentos endodonticos (S1), a comparacdo
dos ensaios com rRNA e rDNA, o E. faecalis foi detectado 77,8% e 72,2%,
respectivamente. Ja em S2, houve reducdo na atividade metabdlica porém o E.

faecalis ainda foi detectado em 33,3% das amostras do rDNA e 61,1% para o rRNA,
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indicando ainda alta atividade metabdlica. Dessa forma, os autores concluiram que o
E. faecalis permanece ativo ap0s os procedimentos endoddnticos e que esta
metodologia de andlise, avaliando rDNA e rRNA pode ser uma ferramenta util para o

monitoramento das leitura microbianas durante o tratamento endodontico.

Zandi et al. (2018) avaliaram a microbiota presente em casos de periodontite
apical pés tratamento endodoéntico, por meio de coletas microbiolégicas e analisadas
por pirosequenciamento. Amostras de 10 canais ja tratados foram coletadas antes
(S1) e apbs (S2) o preparo quimico mecanico com NaOCI 1% ou CHX 2%. O DNA
foi extraido e o gene 16S rRNA foi amplificado e avaliado por pirosequenciamento
para determinar a composicao bacteriana. Os resultados revelaram uma diversidade

muito grande nas coletas S1 e S2, sem diferenca significativa.

2.2 Controle da infeccdo endoddntica: preparo quimico-ciruargico dos canais

radiculares

Segundo Ng et al. (2011), os postulados do tratamento endodéntico foram
apresentados no inicio do século passado (Hall, 1928) e permanecem consistentes
até os dias atuais, sendo o controle microbiol6gico considerado o principal alvo do
tratamento endodontico. O preparo quimico-cirargico dos canais radiculares constitui
uma fase importante para o controle da infeccdo endodbntica devido ao
debridamento mecéanico dos instrumentos, a acdo hidrodindmica do processo de
irrigacdo-aspiracdo e a acao antibacteriana dos irrigantes. Todo esse arsenal visa a
desorganizacao e desestruturacdo do biofilme bacteriano localizado no interior do
sistema de canais, promovendo, assim, uma reducdo drastica no nivel de

contaminacao bacteriana.

A busca pela otimizacdo da descontaminacdo do sistema de canais
radiculares incentivou o desenvolvimento de novos sistemas de preparo mecanico
do canal radicular. Como descrito por Rbécas et al. (2013), ainda ndo ha uma
evidéncia clara se a instrumentagdo mecanizada é superior a instrumentagcao
manual em termos de desinfeccdo. Como a proposta central do instrumento

endodéntico é debridar e modelar o canal, um possivel beneficio do mecanizado
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sobre o manual seria com relacdo ao efeito de limpeza e desinfeccdo, pois este
agquece e promove uma turbuléncia da solucao irrigante. Entretanto as comparacdes
entre as formas de instrumentacédo, manual ou mecanizada em termos de otimizagéo

da fase de sanificacdo ainda possui baixa evidencia cientifica.

A instrumentacdo mecanizada otimizou e acelerou a fase de modelagem do
canal radicular. O movimento reciprocante aumentou o contato do instrumento com
as paredes do canal, resultando em um preparo mais homogéneo e com interacao
mais intima com o canal principal (Alves et al., 2012). Outra alternativa foi avaliada
por Neves et al. (2014) com o instrumento auto ajustavel (SAF), do inglés Self
Adjusting File. Os autores avaliaram clinicamente a efetividade antimicrobiana
destes instrumentos utilizando os meétodos moleculares e comparando com a
instrumentacdo manual. Foram feitas coletas microbioldgicas antes (S1) e apds o
preparo quimico mecanico (S2) e as informacdes foram analisadas pela metodologia
do qPCR. Da analise quantitativa, foi possivel detectar uma reducdo significativa
promovida pela SAF quando comparada com a instrumentacdo manual, de 99,9% e
95,1%, respectivamente. Da andlise qualitativa, a SAF resultou em
significativamente mais casos com PCR negativo do que a instrumentacdo manual,

54,4% e 4,5%, respectivamente.

Récas et al. (2013) avaliaram clinicamente a efetividade antimicrobiana de
duas técnicas de instrumentacéo dos canais radiculares, técnica manual e rotatéria e
foi feita andlise qualitativa por gPCR pela extracdo de DNA. Foram comparadas as
técnicas manual e rotatéria, utilizando os instrumentos BioRaCe e irrigacdo com
NaOCI 2,5%. Os resultados revelaram que as amostras de S1 detectaram bactérias
em todos os casos. A andlise por cultura mostrou que 45% dos casos da
instrumentacdo manual ainda apresentavam presenca de bactérias. A
instrumentacao rotatoria mostrou 35% de contaminacdo remanescente, porém essa
diferenca nao foi significante. Dessa forma, in termos de incidéncia de resultados
positivos para bactérias, a cultura ndo apresentou significancia entre os grupos. Em
uma andlise mais sensivel, a instrumentacdo rotatéria resultou em mais casos

negativos.

Os sistemas reciprocantes foram propostos para cumprir a tarefa de preparo

do canal radicular apenas com uma Unica lima. Esses instrumentos sdo feitos de
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uma liga padréo de niquel-titanio com tratamento M-wire. O sistema Reciproc (VDW,
Munich, Alemanha) é o mais difundido e esta disponivel com 3 tamanhos distintos
(R25, R40 e R50), onde a selecdo do instrumento ideal € feito de acordo com o
diametro do canal radicular. Apresenta taper variado ao longo da parte ativa do
instrumento, sendo 0,08, 0,06 e 0,05 mm, respectivamente. Esses sistemas séo
operados com movimentos reciprocantes, de tal forma que a cada 3 ciclos, é
completada uma volta de 360°. Estruturalmente, os sistemas reciprocantes
apresentam maior resisténcia a fadiga e maior tempo de vida atil quando
comparados com os instrumentos de rotacdo continua (Neves et al., 2016). Neste
estudo, os autores compararam a efetividade antimicrobiana dos instrumentos
reciprocantes com instrumentos de rotacao continua, durante a fase de preparo de
canais radiculares com periodontite apical. Foram comparados 0s instrumentos
Reciproc (n=29) e BioRaCe (n=30) sob irrigacdo com hipoclorito de sédio 2,5%.
Foram feitas extracbes de DNA das coletas antes e ap0s o preparo para analise
guantitativa do total de bactérias e de streptococci utilizando o qPCR. ApoOs o
preparo com BioRaCe e Reciproc, 50% e 55% dos canais ainda apresentavam
bactérias detectaveis. Os dois sistemas foram efetivos na reducdo microbiana, com
diferenca significante entre as analises pré e pos preparo, porém da analise intra-

sistemas, ambos foram semelhantes.

Ao longo do tempo, diversas solu¢cdes quimicas foram propostas como
eficientes irrigantes para o tratamento endododntico. Dentre elas, a substancia
guimica mais explorada cientificamente é o hipoclorito de sédio, gracas a sua acao
antimicrobiana de amplo espectro e a capacidade de dissolucao tecidual (Siqueira;
Récas, 2011; Ng et al., 2011; Récas; Siqueira, 2011a; 2011b; Alves et al., 2012,
Paiva et al.,, 2012; Paiva et al., 2013a,b; Nardello, 2018; Nakamura et al., 2018;
Carvalho, 2019). As excelentes propriedades de solvente organico do NaOCI

conferem a ele efetividade antimicrobiana como agente irrigante.

Embora a fase de preparo quimico-cirargico seja considerada a principal fase
para o controle da infeccdo endodéntica, ela ndo € suficiente e eficiente para cumprir
esta funcdo com exceléncia (Alves et al., 2012). Estudos revelam que 40 a 60% dos
casos de dentes com periodontite apical permanecem com bactérias detectaveis,

apos a fase de preparo quimico-cirargico (Réc¢as; Siqueira, 2011a; Siqueira; Récas,
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2011b; Paiva et al., 2012; Beus et al., 2012; Paiva et al., 2013a,b; Nakamura et al.,
2018).

Fatores como diversidade anatémica, falta de adaptacdo do instrumento a
anatomia do canal, limitacdo da ac&do antimicrobiana da solu¢do quimica, resisténcia
bacteriana e organizacdo bacteriana em biofilme podem levar a um consideravel
namero de casos com bactérias detectaveis apds a fase preparo quimico-cirargico
(Siqueira; Rocas, 2005a; 2005b; 2009; 2011; Ng et al., 2011; Rogas; Siqueira,
2011a; 2011b; Alves et al., 2012; Paiva et al., 2012; Beus et al., 2012; Cachovan et
al., 2013; Paiva et al., 2013a; Nardello, 2018; Nakamura et al., 2018; Moreira et al.,
2018; Carvalho, 2019). Outro fator determinante para a efetividade do protocolo
endodontico em termos de otimizagcdo de efeito antimicrobiano € o alargamento

apical, como descrito por Rodrigues et al. (2017).

Régcas e Siqueira (2011a), comparando a eficacia antimicrobiana das
solucdes de hipoclorito de sédio 2,5% e a clorexidina 0,12% quando usadas como
irrigantes durante o preparo quimico mecéanico de dentes com periodontite apical. A
presenca dos filos bacteria, arquea e fungo foram avaliados pelo método molecular
PCR broad-range, enquanto que a identificacdo bacteriana foi feita pela abordagem
hibrida DNA-DNA checkerboard de captura reversa, investigando 28 possiveis
patdgenos. Quarenta e sete dentes que obedeceram aos critérios de inclusédo foram
selecionados. Foram feitas coletas microbioldgicas antes (S1) e apds (S2) os
procedimentos de preparo quimico mecanico. Nos grupos experimentais foram
avaliados o hipoclorito de sédio 2,5% (n=30) e clorexidina 0,12% (n=17). Obtiveram
como resultado que no grupo do hipoclorito de sodio, 60% dos dentes ainda
permaneceram com bactérias detectaveis e no grupo da clorexidina, 53% dos casos
ainda foi detectado. Assim, os autores concluiram que 0s regimes empregados
reduziram significativamente os niveis de canais infectados, porém esta reducdo nao

foi significativa entre as substancias.

Récas e Siqueira (2011b) trabalhando com a mesma metodologia de analise,
PCR por hibridizacdo DNA-DNA, avaliaram o efeito antimicrobiano do preparo
guimico cirdrgico com hipoclorito de sédio 2,5% e a técnica mecéanica de movimento

de rotagdo alternada, suplementado pela medicacdo intracanal. Os autores
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conseguiram como resultado da andlise, uma incidéncia de PCR positivo entre 42 e
50%, quando comparadas as amostras pré e pds preparo quimico cirdrgico.

No estudo de RoOcas et al. (2016), os autores compararam a efetividade
antimicrobiana da solu¢cdo de hipoclorito de soédio 2,5% e clorexidina 2%
empregadas como irrigantes durante a fase de preparo de canais infectados
associados com periodontite apical. Foram estudados 50 pacientes que obedeceram
aos critérios de inclusdo. A andlise microbiolégica foi feita pelo método gPCR. Os
resultados revelaram que o preparo quimico mecanico com instrumentos rotatorios e
as substancias testadas promoveram uma reducdo no numero total de bactérias,
NaOCI 2,5% reducédo de 95,5% e a clorexidina reducao de 95,4%; e na quantidade
de detectaveis e em ambos os grupos, NaOCI apresentou ainda 44% de casos
positivos e clorexidina, 40% de casos positivos. Entretanto estas diferencas em

ambas as analises, ndo foram estatisticamente significantes.

Goncalves et al. (2016) em um trabalho de revisao sistematica, compararam a
efetividade do NaOCI| e da clorexidina na desinfeccdo do canal radicular no
tratamento endodoéntico. Dois estudos relataram efetividade e reducdo similar nos
niveis bacterianos para ambos irrigantes. O NaOCI foi mais efetivo que a clorexidina
em 1 estudo e a clorexidina mais efetiva no outro estudo. Ambos irrigantes nao
foram efetivos na remocdo da endotoxina em 1 estudo. O design do estudo e
informacédo sobre a randomizacdo ndo foram claramente descritos nos ensaios
clinicos. Nenhum estudo comparou os resultados laboratoriais com os clinicos. Os
autores concluiram que a evidéncia disponivel sobre a efetividade dos irrigantes

endodonticos é escassa e 0s achados nao foram consistentes.

Rodrigues et al. (2017) avaliaram os efeitos do alargamento apical e o tipo de
irrigante na reducdo bacteriana em dentes ja tratados endodonticamente em com
periodontite apical. Foram selecionados 43 dentes com tratamento endodéntico
prévio e periodontite apical associada. Dois grupos foram formados, NaOCI 2,5%
com n=22 e salina com n=21. As coletas microbiol6gicas foram realizadas
previamente ao preparo (S1) e imediatamente apds (S2) e uma terceira coleta (S3)
apos o terceiro instrumento do sistema Twisted File Adaptive (SybronEndo, Orange,
CA). Importante ressaltar que no grupo da salina, uma irrigagdo adicional com

hipoclorito de sédio 1% foi feita (S4). O DNA foi extraido das coletas e submetido a
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andlise por qPCR para avaliar os niveis totais de bactérias e streptococci. Os
resultados revelaram que todas as amostras iniciais foram positivas para bactérias.
O nivel de descontaminacao foi significativamente maior no grupo do NaOCI com os
instrumentos mais calibrosos, no caso para unirradiculares, o instrumento 50/.04 e
multi radiculares 35/.04. Portanto, os autores concluiram que independente do tipo
do irrigante, o aumento no alargamento apical melhorou significativamente a

desinfeccédo do canal radicular.

Nakamura et al. (2018) obtiveram uma reducéao de dentes com gPCR positivo
entre 20 e 24% quando se comparou as duas primeiras coletas (S1 e S2), pré e pos
preparo quimico cirargico, utilizando-se como irrigante a solucao de hipoclorito de
sédio 2,5% e instrumentacdo reciprocante. Ja Carvalho (2019), com 0o mesmo
protocolo de preparo quimico cirdrgico, obteve uma reducao de 50% na mesma fase.

Ambos evidenciando as limitacdes de sanificacdo do sistema de canais.

Siqueira e Rdécas (2008) em um trabalho de revisdo, esclareceram que as
bactérias que resistem aos procedimentos endoddnticos e estdo presentes no
momento da obturacdo podem influenciar diretamente o resultado do tratamento
endodoéntico. Isso pode ocorrer devido a alguns fatores, a saber: as bactérias tem a
capacidade de resistir a longos periodos de falta de nutrientes, ou buscam por areas
gue permaneceram contaminadas pos procedimentos intracanal e/ou assumem uma
forma latente e diminuem drasticamente a atividade metabdlica, até 0 momento que
uma fonte de nutriente seja reestabelecida. Outro ponto, as bactérias resistem as
mudancas ecoldgicas induzidas pelo tratamento, nas alteracdes de nutricdo e trocas
genéticas, incluindo a quebra do sistema qudérum-sensing e até a desorganizacdo da
estrutura protetora do biofilme. Neste contexto, € importante ressaltar que a

resisténcia do hospedeiro a infec¢do é também fundamental neste processo.

Siqueira e Rocas (2009) esclarecem que a infec¢do secundaria é causada por
microrganismos que nhao estavam presentes na infeccdo primaria, mas foram
introduzidos no sistema de canais radiculares ap6s a intervencdo profissional. A
infeccdo persistente € causada por microrganismos presentes na infec¢do primaria
ou secundaria e que de alguma forma resistiram aos procedimentos antimicrobianos
intracanal e suportam periodos de privacdo nos canais tratados. A infecgéo

intraradicular persistente ou secundaria é a principal causa de diversos problemas
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clinicos, incluindo a falha no tratamento endododntico que € caracterizada pela
persisténcia ou aparicdo da periodontite apical apds o tratamento.

Diversos autores esclarecem que a contaminacdo residual pode ser
responsavel por colocar em risco o sucesso endodontico (Ricucci; Siqueira, 2010;
Récas; Siqueira, 2011a,b; Beus et al., 2012; Paiva et al., 2013b; Nakamura et al.,
2018). Diante das limitacbes do preparo quimico-cirargico, a literatura aponta a
necessidade da realizacdo de técnicas complementares ao preparo quimico-
cirdrgico para potencializar os efeitos de descontaminacao (Siqueira; Récas, 2011).
Assim sendo, esses procedimentos visam atuar de forma mais efetiva sobre a
organizacao do biofilme bacteriano, além de permitir e aprimorar a penetracdo das
substancias quimicas em areas nao atingidas pelos instrumentos endoddénticos,

reduzindo a carga bacteriana.

2.3 Procedimento de desinfec¢cdo complementar ao preparo quimico-cirurgico:

irrigacao ultrassdnica passiva — estudos in vitro

A literatura cientifica tem dedicado atencao as terapias complementares ao
preparo quimico mecanico do sistema de canais radiculares, gracas a sua limitacéo
na fase de sanificacdo. A PUI € uma das técnicas que vem sendo bastante estuda,
porém ndo ha um consenso na literatura sobre sua efetividade. Diferentes resultados
tem sido apresentados e esse é o foco deste capitulo, trazer uma revisdo sobre os
trabalhos in vitro que pautaram o0s estudos clinicos randomizados que seréo

apresentados na sequencia.

A dindmica da irrigacdo ou dinamica de fluidos é um grande aliado no
processo de sanificacdo do sistema de canais radiculares. Apesar do uso de
diferentes técnicas durante a instrumentacdo e preparo mecanico, muito da
anatomia intracanal permanece intocada e pode perfeitamente abrigar bactérias.
Nesse sentido, a limpeza das superficies tocadas e néo tocadas do canal pode ser

aprimorada com técnicas de preparo quimico usando a irrigacao e principalmente a
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ativacao do irrigante. A agitagdo mecanica da solugéo irrigante pode acontecer com
a ativacao sobnica ou ultrasbnica, como descrito por Beus et al (2012).

Ahmad et al. (1987) esclarecem que a irrigacdo sonica é diferente da irrigacao
ultrassodnica, pois a primeira atua com baixa frequéncia e produz baixa tensdo de
cisalhamento. A energia sbnica também gera movimentos de maior amplitude da
ponta do instrumento quando comparada com o inserto ultrassonico. Uma relagao
positiva entre a velocidade da onda acustica e a frequéncia pode explicar a

efici@éncia superior dos sistemas ultrassonicos.

Gu et al. (2009) pontuam que os instrumentos para utilizacdo da agitacao
ultrassoénica séo fabricados para oscilar em uma frequéncia ultrassénica de 25 a 30
kHz, que esta além do limite da percepcao auditiva humana. Eles operam em uma
vibragcdo transversa formando os nodos e antinodos ao longo de todo comprimento
do instrumento. Dessa forma, 2 tipos de irrigacao ultrassdnica sdo descritas pela
literatura: a combinacdo da instrumentacdo ultrassbnica simultaneamente com a
irrigacdo. A segunda forma descrita € a irrigacao ultrassénica passiva. Esta dltima,
como proposta de ndo-corte a dentina, atua diretamente na solugdo quimica
promovendo dois efeitos primordiais para a potencializacdo do efeito quimico:
cavitacdo, onda acustica. A cavitacao € descrita por diversos trabalhos (Townsend;
Maki, 2009; Castelo-Baz et al., 2012; Beus et al., 2012; Mozo et al 2012; Paiva et al.,
2012; Paiva et al., 2013b; Cachovan et al., 2013; Mancini et al., 2013; Macedo et al.,
2014a,b; Chen et al., 2014; Layton et al., 2015; Castelo-Baz et al., 2016; Moreira et
al., 2018; Nakamura et al., 2018)

Além dos efeitos de potencializacdo das substancias quimicas, van der Sluis
et al. (2007) relataram a efetividade da PUl na maior remocdo de debris nas
adjacéncias do canal principal e bactérias na forma planctonica. Assim sendo,
favoreceu a adesdo do cimento, atuando positivamente na adesividade,

consequentemente aprimorando a obturacéo do sistema de canais.

Estudos apontam para o aprimoramento do preparo quimico-cirargico apos a
PUI, além de sua atuagdo mais efetiva em canais ovais e em areas de reentrancias
anatdomicas dos canais radiculares. Entretanto, ndo ha um consenso entre 0s

autores sobre a superioridade da PUI em relag&o a irrigacdo convencional quanto a
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capacidade de limpeza e desinfeccdo dos canais radiculares. Em um estudo in vitro,
Townsend e Maki (2009) utlizaram canais simulados, contaminados com
Enterococcus faecalis para comparar diferentes sistemas de irrigagdo e ativacao:
irrigacao tradicional com agulhas, PUI, irrigacdo com EndoVac por pressédo negativa,
lima-F (Plastic Endo, Lincolnshire, IL) e ativacdo sénica. Os autores concluiram que
a ativacao ultrassbnica teve o mesmo comportamento do grupo controle e nenhum
sistema utilizado foi capaz de eliminar completamente as bactérias dos canis
radiculares.

Harrison et al. (2010) investigaram a habilidade de um sistema de irrigacéo
ativado ultrassonicamente para eliminar bactérias do sistema de canais radiculares
de dentes humanos extraidos. Cento e trinta dentes foram inoculados com E.
faecalis por 4 semanas e entdo distribuidos aleatoriamente. Dois sub-grupos dos
canais preparados foram entédo expostos a irrigagcao ultrassonica com NaOCI 1% por
1 minuto ou a 1 semana de medicacdo intracanal com hidroxido de calcio. Os
espécimes foram entdo preparados para microscopia eletrénica de varredura e as
imagens avaliadas de acordo com critérios pré definidos. A imagem inicial mostrou
uma penetracdo das bactérias de 151 um. Tanto a irrigacdo ultrassdnica como a
medicacdo intracanal por 1 semana foram efetivos na reducdo bacteriana,
entretanto, nenhum dos grupos foi capaz de eliminar completamente 0os micro

organismos.

Mozo et al. (2012) esclareceram que durante a PUI, energia é transmitida do
instrumento ou inserto para o irrigante por meio de ondas ultrassénicas para induzir
a onda acustica e a cavitacdo. Ja van der Sluis (2007) definiu a onda acustica como
um movimento rapido do fluido na forma circular ou em redemoinho ao redor do
instrumento oscilante e a cavitacdo é definida como a criacdo de bolhas de vapor ou

expansao, contracdo e/ou distor¢do das bolhas pré-existentes em um liquido.

Como apontado por Chen et al. (2014), em um modelo experimental de
dindmica de fluidos computadorizado, a agitacdo ultrassénica é capaz de promover
uma maior velocidade do irrigante e maior forca de cisalhamento contra as paredes
dos canis radiculares quando comparada a irrigacdo convencional sem ativagao.
Devido a essas caracteristicas a PUI tem o potencial de contribuir para a melhoria

dos procedimentos de limpeza e desinfec¢cédo dos canais radiculares. Por outro lado,
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Cachovan et al. (2013) em um estudo dividido em dois momentos distintos,
compararam, inicialmente, o efeito da PUI, irrigagdo a partir de um sistema
hidrodindmico e irrigacdo manual com solucdo fisioldgica 0,9% na reducéo
bacteriana em 250 dentes contaminados com Enterococcus faecalis. O segundo
momento, os dois sistemas foram usados com a solucdo de hipoclorito de sdédio
1,5% sozinha e associada a clorexidina 0,2%, sendo ativados por 1 minuto e 30
segundos respectivamente. O sistema hidrodindmico empregado era um
equipamento aplicado a turbina da cadeira odontoldgica e conectado a uma seringa
contendo a solucao irrigante. Assim, a agulha era posicionada no terco cervical do
canal radicular e a solucao irrigante era aplicada sob pressdo continua e sugada
concomitantemente. No grupo da PUI, foi utilizado o equipamento de ultrassom com
a poténcia de 29.5 kHz e acoplado nele uma lima de NiTi #15 (Mectron, Cologne,
Alemanha). A irrigacdo manual foi realizada com seringa e agulha por um periodo de
1 minuto. Os autores concluiram que ambos sistemas de irrigacdo, quando
combinado com hipoclorito de sodio e clorexidina foram os mais efetivos na remocéao

de bactérias dos canais radiculares.

Ao contrario de Townsend e Maki (2009), que compararam 3 equipamentos
de agitacdo e 2 de irrigacdo na remocdo de bactérias de canais simulados,
instrumentados até 35/.06. Os canais foram inoculados com E. faecalis e as técnicas
de irrigacdo e agitacdo empregadas foram com ultrassom, agulhas de irrigacao,
EndoVac, EndoActivator, F-File (PlasticEndo, Lincolnshire, IL) e ativacdo sbénica.
Agua estéril foi empregada como irrigante. Os resultados revelaram que a ativacéo
ultrassonica foi mais efetiva que a irrigacdo manual e o EndoVac, porém semelhante

aos demais grupos testados.

Em uma sequencia de trabalhos in vitro, 3 sistemas de irrigacdo ultrassénica
foram avaliados com relacéo a penetracéo do hipoclorito de sédio em canais laterais
e acesso ao terco apical de dentes extraidos (Castelo-Baz et al., 2012) e em canais
curvos (Castelo-Baz et al., 2016). Para aproximar o maximo possivel da realidade,
foi criado um sistema fechado em cada dente. Os dentes foram aleatoriamente
distribuidos em 3 grupos experimentais de irrigacdo: Grupo 1 — irrigacdo com
pressdo positiva; Grupo 2 — PUI; grupo 3 — CUIL Os resultados de ambos os
trabalhos foram semelhantes, mostraram uma penetracao significativamente maior

do irrigante no canal lateral no grupo da CUI. PUI e CUI nao diferiram
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estatisticamente na penetracdo do irrigante no terco apical. Dessa forma, foi
concluido que a CUI como irrigagéo final melhorou a penetragédo da solugéo irrigante
nos canais laterais simulados, assim como foi superior no acesso ao terco apical
para ambas situagcdes dos canais simulados (Castelo-Baz et al., 2012) e nos canais
curvos (Castelo-Baz et al., 2016).

Chen et al. (2014) descrevem que a natureza do sistema de irrigacao e o tipo
de agitacao influenciam diretamente o movimento do irrigante na porcao apical do
canal radicular e a interacdo do irrigante com as paredes dentinaria. Nesse sentido,
0s autores conduziram estudo para avaliar qualitativamente a dinamica de irrigacao
com seringas e diferentes tipos de agulhas, irrigacdo com pressao negativa com o
sistema EndoVac e a PUI, utilizando o modelo experimental de dinamica de fluidos
computadorizado. Os resultados revelaram que a PUI mostrou a maior forca de

cisalhamento nas paredes junto com a maior magnitude de velocidade.

Outra propriedade positiva da ativacdo ultrassonica € a remocdo de smear
layer das paredes do canal, favorecendo a limpeza. Tal propriedade foi estudada por
Mancini et al. (2013). Os autores avaliaram justamente a efetividade de diferentes
métodos de irrigacdo na remocao do smear layer a 1, 3, 5 e 8 mm da regido apical
de canais radiculares. Sessenta e cinco pré molares foram padronizados e
preparados quimica e mecanicamente e divididos em 5 grupos de acordo com a
técnica de ativacdo do irrigante: irrigacdo sbnica, PUI, irrigacdo apical por pressao
negativa e 2 grupos controle. Os dentes foram clivados e analisados em microscopia
eletrbnica de varredura por emissao de campo. Os resultados revelaram que a PUl e
o EndoVac néo apresentaram diferencas significantes, mas foram superiores aos
grupos controles na limpeza em 5 e 8 mm da regido apical. Dessa forma, os autores
concluiram que nenhum dos sistemas empregados removeu completamente o

smear layer das paredes dos canais radiculares.

Ainda no tema da remocdo do smear layer, uma questdo bastante relevante
€ a limpeza da regido de istmo que € capaz de abrigar restos necréticos e
contaminacao residual. Neste ponto, Thomas et al. (2014) avaliaram a eficacia do
debridamento desta regido por diferentes protocolos de irrigacdo. Para o estudo
foram utilizadas 64 raizes mesiais de molares inferiores. Foram empregados nos

grupos experimentais uma modificacdo do EndoVac, EndoVac, PUl e a Maxi-I-
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Probe, que é uma agulha de irrigacdo. Um protocolo padrdo de irrigacdo foi
empregado com os 4 grupos inseridos como irrigagao final. Foram feitas imagens
antes e apoés a limpeza e modelagem dos canais e a porcentagem de reducdo de
debris na regido de istmo foi calculada por um software de imagem. A analise
intragrupo revelou diferenca estatistica em todos os grupos na reducdo dos debris
apos a limpeza e modelagem dos canais e ap0s a irrigacao final de acordo com os
grupos. A analise intergrupos revelou que a PUl e o EndoVac modificado
apresentaram resultados superiores ao controle, mas sem diferenca entre si. Dessa
forma, foi concluido que o EndoVac modificado foi mais efetivo na limpeza dos

istmos quando comparado com outros sistemas.

Macedo et al. (2014a) buscaram quantificar e visualizar a possivel ocorréncia
da cavitacdo transiente durante a irrigacao ativada ultrassonica e sonicamente. A
guantidade de cavitagcdo gerada ao redor de varios instrumentos endodonticos foi
medida por dosimetria sonoquimioluminescencia no interior de 4 modelos de canal
radicular nas simulando as dimensdes e complexidade dos dentes humanos. Ainda
mais, a distribuicdo espacial da sonoquimioluminescencia na raiz foi visualizada com
uma fotografia de longa exposicdo. Os resultados demonstraram que a frequéncia
da oscilacdo do instrumento, o poder ultrassénico e o taper do instrumento
influenciaram a ocorréncia e quantidade de cavitacdo. Na PUI, a cavitacdo foi
distribuida entre o instrumento e a parede do canal adjacente a todo o instrumento e
no interior dos canais laterais e istmos. Na ativacdo soOnica, a cavitacdo nao foi
detectada. Assim, os autores concluiram que a cavitagdo se mostrou presente na

PUI e aconteceu em ambos canais retos e curvos.

Macedo et al. (2014b) buscaram quantificar e visualizar a ocorréncia da
cavitacdo ao redor do instrumento endodéntico. Para tal, foram utilizados métodos
sensiveis para deteccdo sonoquimica da cavitacdo em diferentes poténcias assim
como a ocorréncia em um espaco confinado, como o canal radicular simulado. O
instrumento endodéntico foi posicionado intracanal para avaliacdo da cavitacdo no
confinamento e na cuveta, para as afericbes pelos métodos sonoluminescéncia e
sonoquimioluminescéncia. A densidade do poder acustico também foi avaliada por
calorometria. Os resultados da dosimetria sonoquimica revelaram que a cavitagdo
aconteceu ao longo de todo instrumento endodéntico, mesmo no modelo de

confinamento. A quantidade de cavitagdo variou entre o tipo de instrumento, mas
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sempre aumentou quando foi ampliada a poténcia do ultrassom. As mensuracdes da
temperatura revelaram aumento de 1 a 15°C quando a solugéo foi ativada por 1
minuto. Dessa forma, os autores concluiram que a producao de cavitacdo em canais
simulados aconteceu mesmo em pequenas poténcias dos equipamentos. A
guantidade de cavitacdo variou de acordo com o instrumento empregado na relacéo
de quanto maior o didmetro do instrumento, maior a quantidade de cavitacao

produzida.

Layton et al. (2015) desenvolveram um modelo experimental padronizado
para avaliacdo em tempo real da dinamica de fluidos/irrigacdo e sua correlagdo com
a eliminacao de biofilme. Um incisivo superior com canal preparado foi escaneado e
reconstruido em impressora 3D. Os canais foram irrigados usando seringas,
irrigacdo ultrassonica intermitente (PUI) e continua (CUI). Em modelo similar, os
canais foram inoculados com E. faecalis maduro, cultivado por 3 semanas. Dessa
forma, a reducado do biofilme com os sistemas de irrigacdo foram comparados com o
controle, onde nao foi feito tratamento algum. Os resultados mostraram que a PUI
gerou a menor forca de cisalhamento. O biofilme foi significativamente reduzido

apenas pela CUL.

Avaliando in vitro o efeito da onda acustica ultrassbnica na desinfeccdo de
canais achatados, associando instrumentos rotatorios e reciprocante, Vasconcelos et
al. (2017) valeram-se do método de cultura microbioldgica para a realizacdo do
estudo. Foram utilizados incisivos inferiores inoculados com E. faecalis por 5 dias.
Em seguida os dentes foram aleatoriamente divididos em 6 grupos: G1 — ProTapes
Universal; G2 — ProTaper Universal com ultrassom; G3 — BioRaCe; G4 — BioRaCe
com ultrassom; G5 — Reciproc; e, G6 — Reciproc com ultrassom. A irrigacao foi feita
com solucéo salina. ApGs o preparo foram feitas coletas e analisadas as UFC. Os
resultados mostraram que a associacao da agitacdo ultrassonica potencializou a
descontaminacdo em todos os grupos testados, inclusive no controle com solucao

salina.
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2.4. Procedimento de desinfec¢cdo complementar ao preparo quimico-cirargico:

irrigacao ultrassdnica passiva — estudos clinicos randomizados

Em uma sequéncia de estudos clinicos randomizados, a falta de consenso
também fica clara. Beus et al. (2012), em um estudo clinico randomizado
prospectivo, compararam o0s resultados microbiolégicos de um protocolo de
tratamento endodontico utilizando irrigacdo com hipoclorito de so6dio 1% sem
ativacdo com um protocolo incluindo irrigacdo com hipoclorito de sédio 1%, EDTA
17% e clorexidina 2% ativados com PUI. Os dois protocolos proporcionaram um alto
percentual de culturas microbiologica negativas:, 84% no grupo da PUI e 80% para a

irrigacdo nao ativada, sem diferenca significativa entre os grupos.

Com resultados semelhantes, Paiva et al. (2012), em estudo clinico,
avaliaram o efeito antimicrobiano do preparo do canal radicular utlizando
instrumentos rotatorios de NiTi e irrigacdo com hipoclorito de sodio 2,5%, seguido
por um passo suplementar de desinfeccdo com a ativacao ultrassbnica passiva ou a
irrigacdo final com clorexidina 2%. Coletas microbiolégicas foram feitas entre os
passos do tratamento endodéntico e a analise foi feita por meio de cultura e PCR
utilizando iniciadores universais para bactérias totais. Foram selecionados para o
estudo 30 pacientes. Os canais radiculares foram preparados de forma uniforme,
com instrumentos rotatorios BioRaCe variando entre 35/.04 e 50/.04 dependendo do
didmetro do canal. O regime de irrigacéo foi feito com hipoclorito de sédio 2,5% e a
remocao do smear layer foi feita com 2 mL de EDTA 17%, por 3 minutos. A irrigacao
final foram utilizados 5 mL de hipoclorito de sédio 2,5%. Na sequéncia, 0s pacientes
foram divididos nos dois grupos experimentais. Treze pacientes foram
suplementados com PUI, sendo o canal irrigado com 2 mL de hipoclorito de sédio
2,5% e ativados por 1 minuto, em seguida nova irrigacdo com mais 3 mL de NaOCI e
1 mL de tiossulfato de sddio 5%. O grupo da clorexidina foi composto por 14
pacientes. Apos o protocolo padrdo de preparo, o canal radicular foi irrigado com 5
mL de clorexidina 2% e em seguida foi neutralizada. As coletas microbiolégicas
foram feitas pré e pds fase de preparo e suplementacdo. Dessa forma, os resultados
apresentaram que todas as coletas S1 foram positivas para bactéria em todos os

métodos. Os procedimentos de preparo do canal radicular reduziram
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significativamente a incidéncia de culturas positivas e resultado do PCR. Embora as
abordagens suplementares apresentaram reducdo bacteriolégica quando
comparadas com as amostras poés instrumentacdo, essa reducdo nao foi
significativa. Assim, o0s autores concluiram que embora o0s procedimentos
suplementares reduziram o niumero de casos com cultura e PCR positivos, muitos

casos permaneceram com bactérias detectaveis.

Em outro ensaio clinico, Paiva et al. (2013a) utilizando o método molecular
gPCR, avaliaram os efeitos da PUI como técnica complementar ao preparo quimico-
cirargico. Amostras de 10 pacientes foram usadas para o estudo. Trés coletas
microbioldgicas foram feitas, antes e depois da instrumentacao rotatoria associando
hipoclorito de sédio 2,5% e apds a ativacdo do hipoclorito de sédio com PUI. Os
autores concluiram que, apesar de uma pequena amostra avaliada, a PUI nao foi
efetiva em promover uma reducdo adicional de bactérias quando comparada ao
preparo quimico-cirargico. Diferentemente de Nakamura et al. (2018) que, em estudo
clinico randomizado, usando técnica molecular de qPCR para avaliar a remoc¢ao de
bactérias e endotoxinas do canal. Cinquenta pacientes com quadro de periodontite
apical foram aleatoriamente distribuidos em 2 grupos variando o protocolo de
irrigacéo final — Grupo Ul: irrigacao ultrassonica e Grupo NI: irrigacdo com agulhas.
Os canais foram medicados com hidroxido de calcio por 14 dias. Foram feitas
coletas microbiolégicas em todos os passos do tratamento endodoéntico. A contagem
total de bactérias foi feita com o método de gPCR e os niveis de endotoxina foram
medidos com o lisado de limulus. Inicialmente, todas as coletas S1 foram positivas
para bactéria. Os valores decairam significativamente em S2 e apds os protocolos
de irrigacédo final (S3) houve também uma queda significativa. A analise intergrupo
revelou diferenca significante entre os métodos de irrigacdo nas amostras S3,
entretanto, essa diferenca ndo foi significante para os niveis de endotoxinas. Dessa
forma, os autores mostraram que a PUI foi mais efetiva na reducdo do numero de
bactérias quando comparada a irrigacdo convencional, mas nao alterou
significativamente os niveis de endotoxina nos canais radiculares com periodontite

apical.

Liang et al. (2013) compararam os resultados do tratamento endodéntico com
e sem a ativacdo ultrassdnica do irrigante. Foram analisados 84 casos de

periodontite apical em dentes uniradiculares. Dois grupos foram designados, sendo
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a irrigacdo convencional empregada em ambos, porém a ativacdo ultrassonica
aconteceu em apenas 1. Apos 10 a 19 meses os pacientes foram chamados para a
avaliacdo que se deu por radiografia periapical e tomografia cone-beam. A area e
voluma das lesfes foram mensuradas e os resultados apresentados em 4 categorias
distintas: auséncia, reducdo ou aumento da radioluscéncia, ou incerto. A taxa de
presenca foi de 82% dos 84 casos. A tomografia detectou mais lesdes do que a
radiografia periapical, com diferenca significante, mas a porcentagem de auséncia
entre as duas andlises foi semelhante. Assim o0s autores concluiram que o0s
tratamentos endodénticos com e sem a ativagcdo ultrassonica contribuiram de forma

semelhante para o reparo apical.

Um estudo recente de revisdo sistematica da literatura e meta analise,
concluiu que o nivel de evidéncia clinica comparando a técnica de irrigacéao
ultrassbénica passiva com irrigacado convencional ainda é fraca (Moreira et al., 2018).
Portanto, mais trabalhos clinicos randomizados devem ser realizados a fim de
fortalecer cientificamente a técnica e ainda aprimorar o conhecimento sobre a real

acao da PUI sobre o irrigante.

2.5 Procedimentos de desinfeccdo complementares ao preparo quimico-
cirdrgico: medicacdao intracanal entre sessdes

Nesse sentido, a medicacéao intracanal a base de hidroxido de calcio tem sido
indicada para combater a microbiota persistente ao protocolo endodoéntico, embora
nao haja consenso com relacdo a sua utilizacdo, como tempo de permanéncia
intracanal. Diversos estudos comprovam a reducdo bacteriana interconsultas
promovida pela medicacdo de hidroxido de célcio (Molander et al., 2007, Paiva et al.,
2013b, Nakamura et al., 2018) a niveis inferiores ao obtido na fase de preparo

guimico cirargico, porém ainda € possivel detectar bactérias e endotoxinas.

Weiger et al. (2000) em um estudo clinico prospectivo, exploraram a influéncia
do hidréxido de céalcio como medicacdo entre consultas no reparo da periodontite
apical de dentes com infeccdo priméaria. Setenta e trés pacientes foram recrutados

apresentando 1 dente com leséo periapical. Trinta e um dentes foram preparados e
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medicados com o hidréxido de calcio por pelo menos 1 semana e 36 dentes foram
tratados em sessdo Unica. Os critérios avaliados para enquadrar no sucesso
terapéutico foram auséncia de sinais e sintomas e ligamento periodontal normal. Em
ambos os grupos analisados a probabilidade de sucesso terapéutico excedeu 90%,
embora ndo foi detectada diferenca estatistica entre eles. Os autores concluiram
entdo que sob a perspectiva microbioldgica, o tratamento realizado em uma Unica
consulta ndo apresentou diferenca em termos de reparo periapical quando o
hidréxido de calcio foi empregado em duas consultas de tratamento.

Em um estudo clinico randomizado, Molander et al. (2007) concluiram que o
tratamento endoddntico em uma Unica sessao ou duas sessdes ndo apresentou
diferenca significante em termos de reparo. Entretanto ndo € possivel afirmar que
mesmo 0S casos que apresentaram reparo estavam livres de bactérias. Em acordo
com Nakamura et al. (2018), que comprovaram a reducao nos niveis bacterianos e
endotoxinas intracanal apds a medicacdo intracanal, porém ainda foi possivel
detectar em muitos casos a presenca de DNA bacteriano e endotoxina. Ja Ricucci et
al. (2011) encontraram superioridade significante no reparo em longo prazo nos
tratamentos endodonticos realizados em mudltiplas consultas, utilizando o hidréxido
de calcio, como medicacao intracanal. Comparando a taxa de sucesso dos dentes
tratados endodonticamente e que utilizaram o hidréxido de célcio como medicacgéo
intracanal com os que ndo usaram nenhum tipo de medicacéo, a porcentagem foi de

89.9% e 76.6%, respectivamente.

Molander et al. (2007) registraram o resultado clinico e radiogréafico de 2 anos
de controle do tratamento endodéntico em 1 ou 2 consultas e estudou relacionou a
significancia das coletas microbiol6gicas no resultado prospectivo. Foram avaliados
53 dentes tratados em sesséo Unica e 48 dentes tratados em 2 consultas. No final
do periodo estudado, 65% dos dentes tratados em sesséo Unica e 75% dos dentes
tratados em 2 consultas estavam curados. Esta diferenca néao foi significante. Oitenta
por cento dos dentes obturados com coleta negativa apresentaram cura e apenas
44% dos dentes obturados com cultura positiva estavam curados. Desta forma, este
estudo concluiu que os tratamentos endodonticos realizados em 1 ou 2 consultas

apresentam resultados semelhantes na relagéo da cura da periodontite apical.



48

Em analise microbiolégica por gPCR, Sakamoto et al. (2007) avaliaram
amostras pré tratamento endodobntico, pos preparo quimico mecéanico e pos
medicacao intracanal & base de hidroxido de calcio, coletadas de 18 dentes com
periodontite apical. Nove amostras foram selecionadas aleatoriamente para anélise
do gene 16S rRNA. ApGs os procedimentos de preparo endodontico, a medicacao
intracanal foi aplicada e permaneceu por 1 semana. Os autores encontraram que 0
protocolo instituido reduziu drasticamente a carga bacteriana, porém quando da
comparacao da coleta pés preparo quimico mecéanico (S2) e a p6és a medicacao
intracanal a base de hidroxido de calcio (S3), esta nao foi capaz em promover uma
reducdo adicional significativa a populacdo microbiana. Tais resultados estdo de
acordo com outros estudos (Teles et al., 2014; Sharma et al., 2018).

Em estudo tipo cohort prospectivo de 5 anos do tratamento endodéntico de
1369 canais radiculares foi conduzido por Ricucci et al. (2011). Assim a proposta foi
analisar o maior numero de casos de tratamento endoddntico conduzido por um
unico operador, acompanhado periodicamente por 5 anos e correlacionar 0s
resultados com o numero de variaveis clinicas. No final do periodo analisado, 470
pacientes com 816 dentes e 1369 canais radiculares tratados foram disponibilizados
para analise. Os resultados mostraram que a taxa de sucesso foi entre 88,6% e
99,3%. Os dentes/canais radiculares com necrose pulpar, mas sem lesdo 0ssea
apresentaram taxa de sucesso de 89,5% a 92,3%. Com a periodontite apical
associada, a taxa de sucesso caiu para 82,7%. Dentes com lesdo periapical
menores que 5 mm, a taxa de sucesso foi de 86,6% e com lesdes periapicais
maiores do que 5 mm, a taxa de sucesso foi de 78,2%. As condicBes mais severas
de doenca periapical afetaram negativamente os resultados. Um étimo comprimento
de trabalho foi identificado. O excesso de material obturador diminuiu 0 sucesso.
Casos de necrose pulpar deveriam ser tratados com medicacdo intracanal e

finalmente a qualidade do selamento coronario ndo afetou o resultado do tratamento.

Récas e Siqueira (2011b) avaliaram o efeito antimicrobiano do preparo
guimico mecanico suplementado pela medicacao intracanal durante o tratamento de
dentes com periodontite apical. Foram feitas coletas de 24 dentes portadores de
necrose pulpar antes (S1) e apés (S2) o preparo com NaOCI 2,5% como irrigante e
apos 7 dias de medicacao intracanal com hidréxido de calcio (S3). A presenca de

bactéria, archaeal e fungo foi avaliada por método molecular PCR e a identificagdo
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bacteriana foi feita pelo PCR checkerboard de captura reversa almejando 28
possiveis candidatos a patégenos endoddnticos. Os resultados revelaram que todas
as amostras S1 foram positivas para bacteria, mas negativa para archaea e fungo.
Os procedimentos terapéuticos foram altamente efetivos na reducdo dos niveis
bacterianos e no numero de taxa. No geral, 46% das amostras S2 e 62,5% das
amostras S3 foram negativadas. Concluindo, 0s niveis bacterianos e nimero de taxa
reduziram substancialmente ap0s o preparo quimico mecanico e medicacado
intracanal. Entretanto, a presenca de niveis detectaveis indica que estratégias

complementares devem ser empregadas.

No estudo de Teles et al. (2014) foi avaliada a acdo antimicrobiana da
medicagdo intracanal com hidroxido de calcio e clorexidina. Um estudo clinico
prospectivo em 69 dentes adultos unirradiculares que foram tratados
endodonticamente e as coletas microbianas foram feitas antes (S1) e depois do
preparo quimico mecanico (S2) e apés 14 dias de medicacdo intracanal (S3). As
coletas foram analisadas por método molecular por gPCR e cultura convencional de
anaerobios. Os resultados apontaram a reducao drastica de S1 para S2 em ambas
analises. No grupo do hidroxido de célcio ndo houve variacdo entre S2 e S3 em

ambas metodologias e no grupo da clorexidina houve aumento do nivel bacteriano.

Teles et al. (2014) quantificaram os niveis bacterianos antes (S1) e depois
(S2) do preparo usando NaOCIl 3% e apds (S3) a medicacdo intracanal com
hidroxido de calcio ou clorexidina em gel 2% em casos de necrose pulpar associado
ou ndo a periodontite apical. Foi realizada uma anélise prospectiva de 69 casos,
sendo 34 no grupo da clorexidina e 35 no grupo do hidréxido de calcio. As coletas
foram feitas antes e apds o preparo quimico mecanico e apos 14 dias da medicacéo
intracanal. Os equivalentes bacterianos foram avaliados por qPCR de amplo
espectro e as bactérias vivas e viaveis foram medidas pelo método de cultura.
Ambos 0s grupos apresentaram gqueda significante de S1 para S2, tanto na analise
em gPCR como cultura. No grupo do hidroxido de calcio nenhuma variacao foi
observada entre S2 e S3 nos dois métodos de andlise. Ja o grupo da clorexidina,
apresentou aumento significante de S2 para S3 em ambas as técnicas. A conclusao
do estudo relata que canais radiculares infectados contando altos niveis de leitura
bacteriana quando submetidos ao preparo quimico mecanico, reduziram a contagem

em 99,1% e a contagem de anaerébios diminuiu 98,5%. As medicacdes empregadas
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ndo foram capazes de reduzir ainda mais essa porcentagem, entretanto o hidroxido

de célcio apresentou melhor desempenho quando comparado com a clorexidina.

Provenzano et al. (2015) avaliaram a ocorréncia dos 4cidos graxos de cadeia
curta, que sdo subprodutos do metabolismo bacteriano, antes e apds o0s
procedimentos endodénticos. Amostras microbiologicas foram feitas de canais
radiculares com periodontite apical antes (S1) e depois (S2) do preparo quimico
mecanico utilizando a solugdo de NaOCI ou a clorexidina como irrigante e entao
apés a medicacdo intracanal com hidréxido de calcio por 1 semana (S3). Os
resultados revelaram que os subprodutos analisados foram encontrados em todas as
coletas. Os autores concluiram que este primeiro relato das toxinas compostas por
acidos graxos de cadeia curta em canais infectados sugerem que estas moléculas
devem ter participacdo na patogénese da periodontite apical. A significancia da
persisténcia apos o tratamento e seus efeitos a longo prazo ainda merece maiores

elucidacoes.

Donyavi et al. (2016) compararam em um estudo clinico randomizado a
contagem bacteriana por UFC de canais radiculares com necrose pulpar. Foram
tratados 30 dentes uniradiculares divididos em 2 grupos: Grupo 1 — irrigagédo com 10
ml NaOCl 6% e em seguida os dentes foram obturados com guta percha. No grupo
2, 0 protocolo de irrigacdo foi semelhante ao empregado no grupo 1, porém a
associacdo do hidroxido de célcio com a clorexidina preencheu o canal como
medicacdo intracanal por 14 dias. No retorno, os dentes foram obturados. Os
resultados revelaram que a reducdo do E. faecalis ndo foi significativa entre os
grupos, mas a contagem dos aerdbios e anaerobios foi significativamente superior
no grupo do hidréxido de calcio. Dessa forma, os autores concluiram que a aplicacéo

da medicacao intracanal em dentes com necrose pulpar € indicada.

O tempo ideal de permanéncia do hidroxido de calcio intracanal, ainda nao é
um consenso. Como apontado por Sharma et al. (2018), em um trabalho de reviséao
sistematica apontou que os estudos comparando a efetividade do hidréxido de calcio

por um periodo de 7 dias ou mais ainda sao escassos.

Com uma proposta semelhante ao presente estudo, Nardello (2018) avaliou a

guantidade e atividade metabdlica de bactérias persistentes ao preparo quimico
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cirurgico e medicagdo intracanal, utilizando métodos moleculares baseados em
rDNA e rRNA. Foram selecionados 15 pacientes com infeccbes endododnticas
primarias assintométicas. Foram feitas coletas microbiolégicas dos canais
radiculares previamente e apés o PQC, S1 e S2, respectivamente e apds a
medicacéao intracanal com Ca(OH), por 14 dias (S3). A autora encontrou resultados
semelhantes ao presente estudo, o PQC promoveu uma queda drastica na
quantidade bacteriana e nas metabolicamente ativas. J4& a medicagéo intracanal

aumentou o metabolismo bacteriano.

Romero Cazares (2018), em estudo clinico randomizado, comparou o efeito
da ativacado ultrassonica da pasta de hidroxido de céalcio com a pasta nao ativada na
reducdo metabodlica de bactérias dos canais radiculares. Foram avaliados 20
pacientes com diagnostico de periodontite apical assintomatica e necrose pulpar que
foram alocados em dois grupos distintos: Grupo UA — ativagao ultrassdnica da pasta
de hidroxido de célcio e grupo NA — ndo ativacdo da pasta. Foram feitas coletas
microbiolégicas dos canais radiculares previamente (S1) ao PQC e posteriormente
(S2), apds a PUI (S3) e também apds a medicacao intracanal com Ca(OH), por 14
dias. Os resultados revelaram que a ativacao ultrassénica da pasta de hidroxido de
célcio foi mais efetiva do que a pasta ndo ativada em reduzir o metabolismo

bacteriano.

Recentemente, Carvalho (2019) avaliou, por métodos moleculares baseados
em rDNA e rRNA, a eficacia dos procedimentos complementares imediatos e
mediatos ao preparo quimico cirargico em dentes com periodontite apical. Foram
selecionados 20 pacientes que obedeceram aos critérios de inclusdo. Amostras
microbiolégicas foram feitas previamente (S1) e apdés o preparo quimico cirdrgico
(S2), apo6s o emprego do instrumento Xp-endo Finisher (S3a), apds a ativacao
ultrassonica (S3b), apds a medicacao intracanal (S4) que permaneceu por 14 dias e
apos o repreparo dos canais na segunda consulta (S5). A atividade metabdlica das
bactérias foi analisada através da relacdo entre rRNA e rDNA das amostras por
gPCR. Os resultados apresentaram todas as amostras S1 positivas para bactérias.
Foi detectada uma reducgao significativa em S2, redugcdo novamente nas amostras
S3a e S3b e aumento no metabolismo bacteriano em S4, entretanto esse aumento
nao foi significante. A amostra de S5 apresentou nova queda com diferenca

significante. O autor concluiu que o repreparo dos canais radiculares apls a
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medicacdo intracanal promoveu a maior desinfeccdo do que os procedimentos

empregados na primeira sessao do tratamento de dentes com periodontite apical.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o0 numero e a viabilidade de bactérias persistentes apos o0s
procedimentos de desinfeccdo complementares ao preparo quimico-cirdrgico

dos canais radiculares.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da irrigacao ultrassdnica, como procedimento de desinfeccéo
complementar ao preparo quimico-cirargico, no nivel e no metabolismo

bacteriano.

e Avaliar o efeito da medicacéo intracanal com hidréxido de célcio no nivel e no
metabolismo bacteriano durante o tratamento endoddntico em 2 sessoes de

dentes com periodontite apical.

3.3 Hipotese nula

e Os procedimentos complementares de desinfeccdo ndo promovem reducéo
dos niveis de rDNA e rRNA bacteriano além dos niveis observados apds o

preparo quimico-cirargico.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada nesta pesquisa teve como base em estudos
prévios (Pinheiro et al., 2015; Nakamura et al., 2018).

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (CEP-FOUSP), e
aprovada sob o n° 2.201.768 (ANEXO A).

A selecdo de pacientes foi iniciada em agosto de 2017 e os procedimentos
clinicos realizados entre setembro de 2017 e novembro de 2018 na Clinica de Pos
Graduacao da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP).
Todos os pacientes participantes a pesquisa assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A). Os procedimentos laboratoriais foram
realizados no Laboratério de Microbiologia Molecular do Departamento de Dentistica

da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo.

4.2 Pacientes

Os pacientes que participaram da pesquisa foram selecionados sob rigidos
critérios de inclusdo e exclusdo. Foram incluidos pacientes portadores de dentes
permanentes unirradiculares com necrose pulpar e periodontite apical assintomatica,
constatada através de exame radiografico que evidenciasse rarefacdo Ossea
periapical e que ndo possuissem tratamento endodéntico prévio. As radiografias
foram realizadas com auxilio de posicionador radiogréafico, a fim de padronizar as

tomadas radiograficas permitindo o controle pds-tratamento endodontico.
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Na fase de recrutamento dos pacientes, ndo puderam participar desta
pesquisa pacientes que apresentavam alteracdes sistémicas relevantes (doencas
degenerativas crbnicas, processos infecciosos, doencas autoimunes ou
imunodeficiéncias induzidas/ adquiridas), além de pacientes que tivessem feito uso
de antibioticos nos 90 dias anteriores ao inicio da pesquisa. Também foram
excluidos dentes que apresentavam perda de tecido dentario impossibilitando o
isolamento absoluto, bolsa periodontal superior a 4 mm, raizes com comprimento
inferior a 15 mm ou superior a 25 mm, curvaturas radiculares superiores a 25°,
apicigénese incompleta, ou alteracbes na luz do canal radicular Vvisiveis
radiograficamente, como calcificagbes ou reabsor¢bes. Durante o tratamento,
pacientes com canais radiculares de diametro inferiores a uma lima K #15, com
amostras do campo operatério positivas nas reacdes de gPCR ou amostras iniciais
dos canais radiculares negativas para rDNA/ rRNA também foram excluidos da
analise microbiologica. ApOs os critérios descritos acima, 20 pacientes foram

avaliados nesse estudo clinico.

4.3 Preparo dos canais radiculares e coletas microbiologicas

A sintese das etapas realizadas durante a pesquisa esta disposta na Figura 1.

4.3.1 Procedimentos clinicos iniciais e desinfeccdo do campo (C1)

Iniciando a primeira sessdo de atendimento clinico, os pacientes receberam
10 mL de antisséptico bucal (Clorexidina 0,12%) para bochechar durante um minuto.
Apods o procedimento de anestesia, foi realizado o isolamento absoluto do dente a
ser tratado com auxilio de arco plastico (SSwhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), lencol
de borracha (Madeitex, Sdo José dos Campos, SP, Brasil), grampos metélicos
apropriados (SSwhite) e barreira gengival (Top Dam, FGM, Sao Paulo, SP, Brasil).
Foi entdo realizada a primeira desinfec¢do da coroa do dente e do campo operatorio

com swabs esterilizados (Berkshire Corporation, North Carolina, EUA) embebidos
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em peroxido de hidrogénio 30% por 30s, seguido por hipoclorito de sodio 2,5%
(NaOCI, Formula e Acdo farmacia de manipulacdo, Sdo Paulo, SP, Brasil) por mais
30s, e tiossulfato de sédio 5% por 30s para a neutralizacdo do hipoclorito .

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas clinicas e coletas microbioldgicas

”~

*  Bochecho com clorexidina 0,12%
*  Anestesia topica e infiltrativa
* Isolamento absoluto
* 12 desinfecgdo do campo

\ 4

[ Cirurgia de acesso (12 etapa)

g

[ 22 desinfecgdo de campo

¥

Cirurgia de acesso (22 etapa)

¥

Odontometria
PQC - 40 ml de NaOCl 2,5% + Reciproc

| S

S ~—
/

\
 —

|
e

"

Procedimento Complementar (PUI) \
NaOcl 2,5% - 2 mL
30 segundos de ativagdo
NaOcl 2,5% - 2 mL
30 segundos de ativacédo
EDTA-T—2 mL
30 segundos de ativagdo
EDTA-T—2 mL
30 segundos de ativag@o
NaOcl 2,5% - 4 mL

\ sem ativacdo

|\ Medicac@o Intracanal ]




58

Com o auxilio de pontas diamantadas esféricas de pescoco longo de didmetro
compativel com a coroa do dente e a cadmara pulpar (Microdont Micro Usinagem de
Precisdo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) utilizadas em alta-rotacéo e refrigeradas com
auxilio de seringas plasticas de 10 mL (BD Company, Sdo Paulo, SP, Brasil)
contendo soro fisioldgico esterilizado e apirogénico (Laboratérios B. Braun, Séo
Gongalo, RJ, Brasil), realizou-se a cirurgia de acesso em duas etapas, tomando-se 0

cuidado de ndo acessar a camara pulpar em um primeiro momento.

Apds a remocédo de tecido cariado e restauracfes prévias, a coroa dental e o
campo operatério foram novamente desinfetados como descrito anteriormente. A
cirurgia de acesso foi entdo finalizada com novas brocas esterilizadas e

apirogénicas, igualmente refrigeradas com seringas contendo soro fisiologico.

Neste momento foram realizadas coletas da coroa dental e das imedia¢cfes da
camara pulpar para comprovar a eficacia das manobras de desinfeccdo (C1). A
auséncia de bactérias no campo operatorio foi comprovada por meio de PCR
convencional utilizando-se iniciadores universais para o dominio Bacteria. Se o
resultado da reacdo de PCR fosse positiva, indicando a presenca de bactérias em
Cl, o dente e as amostras coletadas subsequentemente seriam excluidas da

pesquisa.

4.3.2 Odontometria eletronica e primeira coleta (S1)

Dando prosseguimento aos procedimentos clinicos, os canais radiculares
foram preenchidos com solucdo salina esterilizada e apirogénica. Com auxilio do
localizador foraminal NovApex (Forum Technologies, Israel) e um instrumento
endodoéntico tipo K #10 (Dentsply Maillefer, Baillagues, Suica) de 25 mm a
odontometria foi realizada e o comprimento real de trabalho (CRT) estabelecido a
1,0 mm aquém do forame apical. A parte ativa deste instrumento foi separada do
cabo e depositada no interior de um tubo tipo Eppendorf com 300 puL de RNA later
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).
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Em seguida, um instrumento tipo H #15 foi calibrado no CRT e pressionado
contra as paredes do canal para produzir raspas de dentina e suspender bactérias
na solucdo. Na sequéncia, 0 mesmo procedimento de separar a parte ativa do

instrumento foi repetido.

Para completar a coleta microbiolégica, quatro cones de papel #15
esterilizados foram utilizados para coletar o contetdo inicial de bactérias de cada
canal (S1). Cada cone foi introduzido até o CRT e mantido em posi¢édo por 1 minuto,
centralizados e sem tocar nas paredes do canal radicular e entdo depositados no

mesmo tubo que os instrumentos.

4.3.3 Preparo dos canais radiculares e segunda coleta (S2)

No passo seguinte, a camara pulpar foi preenchida com solucéo de hipoclorito
de sodio (NaOCl) a 2,5%, e com o auxilio de um instrumento tipo K #10 foi agitada e
carreada progressivamente no sentido coroa-apice de maneira a permitir maior
contato da substancia com o conteudo téxico do canal até que se atingisse o

comprimento real de trabalho (CRT) estabelecido durante a odontometria.

A fim de determinar o diametro apical inicial e a consequente selecdo do
instrumento que seria utilizado no preparo, instrumentos manuais tipo K de primeira
série foram levados até o CRT em ordem crescente de calibre, do #20 ao #40
(Dentsply Malillefer, Suica), até que o instrumento se ajustasse a essa medida
demonstrando ligeiro travamento. A escolha do instrumento Reciproc (VDW GmbH,
Munique, Alemanha) a ser utilizado no preparo quimico-cirirgico ocorreu da seguinte
maneira: se o0 primeiro instrumento a se ajustar ao diametro do canal fosse o #20 ou
#25, seria utilizado no preparo, o instrumento Reciproc R40; se o travamento
ocorresse com os instrumentos #30, #35 ou #40, o instrumento Reciproc R50 seria

selecionado.

Com o auxilio de um motor WDW-Silver (VDW GmbH, Munique, Alemanha), o
instrumento Reciproc selecionado foi levado ao interior do conduto em movimento

reciprocante seguindo a sequéncia de trés ciclos de penetracdo/retrocesso, de
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maneira a avancar em direcdo apical a cada ciclo. Ao término de cada sequéncia, 0
instrumento foi limpo com gaze esterilizada para remocao das sujidades de dentina e
o canal irrigado com 10 mL de NaOCI 2,5%, atingindo-se o CRT apenas no ultimo
ciclo de penetragéo.

Durante o preparo foram utilizados 40 mL de solucéo irrigadora por canal,
sendo 10 mL antes de cada ciclo de instrumentacdo e mais 10 mL ao final do
preparo. Foram utilizadas pontas irrigadoras de pequeno calibre posicionadas
aproximadamente 1 mm aquém do CRT, em movimentos de avancgo/retrocesso de
pequena amplitude. A irrigacao durante o PQC foi realizada com seringas plasticas
esterilizadas e apirogénicas de 10 mL e pontas endoddnticas de irrigacdo Endo-EZE
(Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) com diametro de 27G e saida em
meia cana lateral. A aspiracdo da substancia extravasada foi realizada através de
canulas de aspiracao SurgiTip (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA)

acopladas a bomba a vacuo odontoldgica.

Ao término do preparo, o conteudo do canal foi aspirado com pontas
endodénticas Capillary Tips 0,014’ e 0,019” (Ultradent Products Inc., South Jordan,
UT, EUA), e foi realizada nova irrigacdo com 5 mL de tiossulfato de sédio 5% por um
minuto para neutralizar o NaOCI. Nova aspiracdo, secagem com cones de papel
absorvente, e preenchimento do conduto com soro fisiologico esterilizado para

realizacdo de nova coleta microbioldgica (S2).

4.3.4 PUI e terceira coleta (S3)

Apods a finalizacdo do PQC, realizava-se irrigacdo 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
solucao de NaOCI 2,5% era renovada (2mL) e ativada por mais 30s, a irrigacéo final

foi realizada com 4mL de NaOCI 2,5% sem ativacao. Estes procedimentos foram
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repetidos com 2mL de EDTA-T 17% e, novamente, uma irrigacao final com 4mL de
NaOCI 2,5%, totalizando 2min de ativagdo. Apds os dois ciclos, o conteddo do canal
era aspirado com pontas Capillary tips 0,014” e 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 fisiolégico esterilizado para a
realizagcdo de uma nova coleta (S3).

Ap6s a coleta, os canais radiculares foram secos com cones de papel
esterilizados, e entdo, preenchidos com pasta de hidroxido de célcio [Ca(OH),]
Ultracal XS (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA), com agulha Navitip de
didametro de 29G e saida frontal (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA)
colocada 1mm aquém do CRT. 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 provisoério endodéntico (Dentalvile, Joinville, SC, Brasil) e uma camada de

cimento de ionémero de vidro Riva Self Cure (SDI Limited, Victoria, Australia).

Os pacientes retornaram a clinica para uma segunda sessdo de tratamento
apos um periodo de 14 dias, e os procedimentos de anestesia, isolamento absoluto,
abertura coronaria e desinfeccdo do campo operatério foram realizados seguindo o
mesmo protocolo utilizado na primeira sessédo clinica. A remo¢do do selamento
provisorio foi feita apds uma nova coleta para verificacdo da desinfec¢cdo do campo,
a medicacao 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 nimero 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 sessdo do
tratamento, procedeu-se, a executar a irrigacéo 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 condensacdo lateral com guta-percha e cimento AH Plus (Dentsply
Maillefer), e os acessos coronarios devidamente selados com restauracfes de resina
composta (Z350, 3M Corporation, St. Paul, MN, EUA).
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4.3.5 Analise quantitativa de bactérias

Os microtubos contendo as amostras microbioldgicas foram armazenados em

freezer a -80°C até o momento das anélises.

4.3.5.1 Extracdo de DNA/RNA e sintese do cDNA

As extracoes de DNA e RNA foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
Molecular do Departamento de Dentistica da FOUSP, por intermédio do kit de
purificacdo MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre
Technologies, Madison, WI, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante,

e estdo descritas detalhadamente no APENDICE B.

As amostras endodoénticas mantidas em RNA later foram completamente
descongeladas a 37°C durante 10 min, homogeneizadas através de um agitador de
vortex durante 1 min a fim de desprender a maior quantidade possivel de bactérias
na solucdo, e entdo centrifugadas a 4°C e 13000 RPM durante 10 min. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados (pellets) foram suspensos em
solucéo contendo 2 pL de Proteinase K e 300 pL de Tissue and Cell Lysis Solution, e
incubados por 15 minutos a 65 °C. Apds resfriamento das amostras em gelo por 5
minutos, foram adicionados 150 pL de MPC Protein Precipitation Reagent para
precipitacdo proteica. Realizou-se nova homogeinizacdo e centrifugacdo, e 0s
sobrenadantes foram coletados e tratados com isopropanol 100%, e em seguida
com etanol 70%. Foram adicionados 35uL de TE Buffer em cada uma das amostras
e a concentracdo de acidos nucleicos foi analisada no espectrofotdmetro (NanoDrop
1000 - Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

As amostras contendo os acidos nucleicos totais foram entdo divididas em
duas partes iguais. A primeira aliquota foi separada e armazenada em freezer -20 °C
para posterior analise de DNA. A segunda aliquota passou por um processo de
purificagdo de RNA em duas etapas de tratamento com DNase | (Invitrogen, S&o

Paulo, Brasil). Para garantir que todo o DNA fosse extraido das amostras de RNA,
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foi realizada uma reagdo de PCR convencional utilizando iniciadores universais
especificos para o dominio Bacteria. Em seguida, para confeccionar a fita dupla de
cDNA a partir do RNA purificado da amostra, foi realizada a reagéo de Transcriptase
Reversa (RT-PCR) utilizando-se o kit comercial Superscript 11l First-Strand Synthesis
System (Invitrogen, Séao Paulo, Brasil) de acordo com as recomendacdes do

fabricante. O cDNA foi armazenado em freezer —20 °C até o momento das analises.

4.3.5.2 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real

A analise quantitativa dos niveis de rDNA e rRNA foi realizada por gPCR
Laboratério de Microbiologia Oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, utilizando o termociclador StepOne Plus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As reacdes de PCR em tempo
real foram realizadas com iniciadores universais para a regido conservada do gene
16S rRNA especificos do dominio Bacteria. As sequéncias utilizadas para os primers
foram: Forward: 5" - GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG - 3’ e Reverse: 5 - GAA
GGA GGT GWT CCA RCC GCA - 3'. As reacgdes foram realizadas em placas de 96
pocos com um volume total de 20 yL contendo: 10 yL Power SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 100 nM de cada iniciador, 2 uL do

DNA ou cDNA extraido das amostras e H,O.

O ciclo de amplificacéo foi realizado da seguinte maneira: 95°C durante 10
min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 s, anelamento a 60°C por
1 min e extensdo a 95°C por 15 s. Os resultados foram analisados pelo software ABI
PRISM 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Todas as amostras foram
corridas em triplicata, utilizando-se para andlise do nimero de cépias de rRNA e

rDNA o valor médio entre elas.
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Para a realizagdo da curva padrao, conforme descrito por Pinheiro et al.
(2015), foram utilizadas diluicdes de concentracdes conhecidas de plasmideos
recombinantes (10° a 10 cépias de DNA) contendo fragmentos de 1.500 pb do gene
16S rRNA de Enterococcus faecalis, clonados apos reacdo de PCR convencional.
Cada concentracdo foi testada em triplicata para obtencdo da curva com a maior
eficiéncia e coeréncia possivel, e o limite de deteccao foi 102 cépias de DNA.

4.4 Anédlise estatistica

Todos os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica
com o auxilio do software BioEstat 5.3. A analise de aderéncia foi realizada por meio
do teste de Kolmogorov-Smirnov com intervalo de significancia de 5% (a=0,05).
Observaram-se distribuicbes ndo-normais, desta forma, optou-se pela realizacéo de
testes ndo-paramétricos numéricos para analisar as hipoteses experimentais. Todas

as analises foram realizadas com nivel de significancia de 5%.

As andlises entre as amostras S1, S2, S3 e S4 foram realizadas atraves do
teste de Wilcoxon (signed-rank test) para amostras relacionadas, por se tratarem dos
mesmos dentes em diferentes momentos do tratamento endodontico. As
comparacdes entre a taxa de deteccao nas diferentes etapas do tratamento utilizou-

se o teste Q de Cochran.

A comparacédo entre as reacdes de qPCR baseadas em rRNA e rDNA foi realizada
através do teste de McNemar para andlise da taxa de deteccdo bacteriana dos
diferentes métodos. O teste de Wilcoxon (signed-rank test) foi utilizado para
comparar os niveis medianos de rRNA e rDNA das bactérias has amostras com

reacdes de gPCR positivas para os dois métodos.
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5 RESULTADOS

ApOs os critérios de inclusdo e exclusdo, os resultados da analise
microbiologica de 20 pacientes foram avaliados nesse estudo clinico. As

caracteristicas clinicas dos casos estudados estdo descritas na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Distribuicdo de 20 casos segundo idade, género, grupo dental e didmetro final do
preparo do canal

Caracteristicas clinicas N %
Idade 20-40 12 60

> 40 8 40

Género Masculino 7 35
Feminino 13 65

Grupo Dental Anterior 11 55
Pré-molar 9 45

Preparo do canal radicular # R40 (0,40 mm) 9 45

# R50 (0,50 mm) 11 55

Fonte: O autor

5.1 Anélise por gPCR baseada em rDNA: quantificacdo bacteriana

O numero de canais radiculares com reacdes de gPCR positivas para rDNA
em cada etapa do tratamento esta descrito na figura 5.1. O nimero de amostras

positivas em S3 foi menor do que nas amostras S1 (p = 0,0046) e S2 (p = 0,0081).
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Figura 5.1- Numero de casos com reagbes gPCR positivas para rDNA apds os seguintes
procedimentos endoddnticos: cirurgia de acesso (S1), preparo quimico-cirdargico (S2),
PUI (S3) e medicacao intracanal entre sessfes (S4)

rDNA

25

20

15

10

Numero de reag¢des qPCR positivas

S1 S2
H rDNA 20 17 12 13

*Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa no teste de Q de Cochran, seguido
de analise pos-hoc pelo teste de McNemar (p < 0,05).

Fonte: O autor

Os niveis de rDNA bacteriano nos canais radiculares dos 20 dentes
analisados nas diferentes etapas do tratamento endodontico estdo descritos na
tabela 5.2. Houve uma reducédo significativa da carga bacteriana apés o PQC (p =
0,0003). Por sua vez, a PUIl promoveu uma reducédo adicional do nivel de bactérias
guando comparada ao PQC (p = 0,0113). Por outro lado, a medicacao intracanal néo

contribuiu para reducéo dos niveis de rDNA bacteriano dos canais radiculares
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Tabela 5.2 - Valores da mediana (minimo - maximo) dos niveis de rDNA bacteriano em 20 canais
radiculares apds os seguintes procedimentos endoddnticos: cirurgia de acesso (S1),
preparo quimico-cirargico (S2), PUI (S3) e medicacao intracanal entre sessoes (S4)

rDNA
S1 S2 S3 S4

Mediana 1,25x 10° ® 2,5x 10* "~ 2,94x10°¢ 6,49 x 10°"°

Intervalo (1,83x10*-  (0-9,52x10%  (0-1,35x10%  (0-3,21x 10°)

9,20 x 10°%)

*Valores seguidos por letras minlsculas diferentes representam diferenca significativa entre as
amostras pelo teste de Wilcoxon signed rank (p < 0,05).

Fonte: O autor

5.2 Analise por qPCR baseada em rRNA e rDNA: metabolismo bacteriano

A tabela 5.3 mostra a taxa de deteccédo de bactérias por ambos os métodos,
rRNA e rDNA. Estes métodos foram concordantes na maioria das amostras
analisadas. Nas amostras positivas para os 2 meétodos, foi realizada a comparacéao
entre os niveis de rDNA e rRNA (tabela 5.4). Niveis de rRNA maiores do que os de
rDNA foram observados nas amostras S1, S2 e S4, sugerindo que as bactérias
estdo metabolicamente ativas. Por outro lado, o menor nivel de atividade bacteriana
foi encontrado nas amostras S3. A figura 5.2 ilustra a alteracdo nos niveis médios de

rDNA e rRNA durante as etapas do tratamento endodéntico.
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Tabela 5.3 - Taxa de deteccao dos métodos baseados em rDNA e rRNA em 20 canais radiculares
apos os seguintes procedimentos: cirurgia de acesso (S1), preparo quimico-cirdrgico
(S2), PUI (S3), e medicagao intracanal entre sessoes (S4)

Amostras Taxas de Valor de p*
deteccao
rDNA
+
S1 rRNA + 20 0 1,0
- 0 0
+
S2 rRNA + 17 1 1,0
- 0 2
+
S3 rRNA + 11 5 0,22
- 1 3
+
S4 rRNA + 13 5 0,07
- 0 1

- = amostras com reacdes de gPCR negativas; + = amostras com rea¢cdes de qPCR negativas. As
amostras positivas para os 2 métodos estdo destacadas em negrito. * Teste de McNemar foi utilizado
para comparar a diferenca entre as taxas de deteccdo dos métodos baseados em rRNA e rDNA nas
diferentes etapas do tratamento (p < 0,05).

Fonte: O autor

Tabela 5.4 - Valores da mediana (minimo - méaximo) dos niveis de rDNA e rRNA das amostras com
reacdes de gPCR positivas para os 2 métodos nas diferentes etapas do tratamento.

Amostras rDNA rRNA Valor de p
S1 1,25 x 10° 5,47 x 10°
(1,83x10*-9,2x10% (7,8x10*-5,95x 10") 0,002 *
S2 3,70 x 10* 7,84 x 10°
(2,26 x 10° = 9,52 x (2,91 x 10° = 1,09 x 0,01*
10% 10°
S3 7,74 x 10° 3,03 x 10*
(2,70 x 10° - 1,09 x (1,82 x 10° - 1,39 x 0,07
10°) 10°)
S4 3,73 x 10* 1,08 x 10°
(1,98 x 10° - 3,21 x (3,41 x 10° — 1,60 x 0,02*
10°) 10°

O simbolo (*) indica que houve diferencga entre os valores de mediana de rDNA e rRNA (teste de
Wilcoxon signed rank, P < 0,05)

Fonte: O autor
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Figura 5.2 — Niveis médios de rDNA e rRNA em amostras gPCR positivas para ambos os métodos
antes e apo6s os procedimentos clinicos
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou, por métodos moleculares baseados em rDNA e
rRNA, o efeito da irrigacdo ultrassonica passiva (PUI) e medicacao intracanal com
Ca(OH), sobre o nivel e o metabolismo bacteriano em dentes com periodontite
apical. Os resultados mostraram que a PUI promoveu uma reducdo do nimero e do
metabolismo de bactérias quando comparada ao PQC. Por outro lado, bactérias
permaneceram metabolicamente ativas ap0s o0 uso da medicagdo intracanal com
Ca(OH),. Este capitulo sera dividido em sub-topicos referentes a discussdo da
metodologia utilizada e dos resultados obtidos no presente estudo.

6.1 Metodologia

Diversos estudos sugerem que os métodos moleculares sdo os de eleicao
para avaliar o efeito antimicrobiano dos procedimentos endodénticos (Siqueira e
Récas, 2005a; 2005b; Sakamoto et al. 2007; Blome et al. 2008; Rocas e Siqueira,
2010; 2011; Paiva et al. 2013; Rocas et al. 2014; Pinheiro et al. 2015; Zandi et al.
2018). Esses estudos mostraram que os métodos moleculares apresentam uma
sensibilidade maior que o método baseado em cultura microbiolégica para deteccéo
de bactérias nos canais radiculares (Siqueira; Rocas, 2009; Alves et al., 2012; R6¢as
et al., 2013a; Paiva et al., 2013a). Quando se utiliza o rDNA bacteriano para a
analise molecular, € possivel quantificar o numero de bactérias, porém nao é
possivel diferenciar entre bactérias viaveis e ndo viaveis (Siqueira; Récas, 2005a;
Récas et al.,, 2014). Uma forma de vencer essa limitacdo é a utilizacdo do rRNA
bacteriano para essa anadlise (Siqueira; Rdcas 2009). A associacdo dos métodos
moleculares baseados em rRNA e rDNA tem sido sugerida para a avaliacédo
simultanea da quantidade e do metabolismo de bactérias (Pinheiro et al., 2015). A
metodologia empregada no presente estudo foi baseada no estudo de Pinheiro et al.
(2015), que utilizaram a gPCR baseada em rRNA e rDNA para analise da
guantidade e do metabolismo de Enterococcus faecalis antes e apés o PQC de

canais radiculares de dentes com periodontite apical persistente apds o tratamento
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endodontico. Os resultados do presente estudo indicaram que, embora o0 PQC tenha
promovido uma drastica reducdo dos niveis de bactérias, estas persistiram
metabolicamente ativas, corroborando com os achados de Pinheiro et al. (2015).

Os critérios de sele¢éo utilizados no presente estudo, que incluiram apenas
dentes unirradiculares, foram semelhantes a diversos estudos (Vianna et al., 2006;
Sakamoto et al., 2007; Roécas; Siqueira, 2011a; 2011b; Paiva et al., 2012; Neves et
al., 2013; Rogas et al., 2013; Paiva et al., 2013a; Paiva et al., 2013b; Rocas et al.,
2014; Provenzano et al., 2015; Rocas et al.,, 2016). Em estudo piloto com dentes
multirradiculares, foi encontrada uma dificuldade técnica em realizar as coletas de
canais radiculares atrésicos, especialmente em raizes mesiais de molares. Esta
situacao foi descrita por Alves et al. (2012) e Rodrigues et al. (2017), onde o volume
e formato intracanal apresentou importancia fundamental para a avaliacédo
microbiologica dos canais radiculares. Além disso, coletas microbioldgicas de dentes
unirradiculares, com canais Unicos, apresentam a vantagem de limitar a analise a um
unico ambiente, evitando uma possivel contaminacdo advinda de outros canais.
Diante destas prerrogativas, somente dentes unirradiculares, com canal Gnico, foram
incluidos neste estudo.

Uma revisdo recente dos estudos utilizando métodos moleculares em
endodontia revelou que o controle de descontaminacdo do campo operatorio € um
fato negligenciado em alguns estudos. Esses autores ressaltaram a importancia da
realizacdo de um controle para checar a auséncia de DNA ap0s a limpeza do campo
operatorio a fim de evitar contaminacéo da coleta dos canais radiculares. Portanto, o
primeiro passo do presente estudo foi checar a desinfeccdo do campo operatorio por
meio de reacBes de PCR utilizando iniciadores universais para o dominio Bacteria
(C1 e C2). As amostras C1 e C2 dos 20 casos avaliados apresentaram resultados
negativos nas reacfes de PCR baseada em DNA e RNA, indicando a eficacia do
protocolo utilizando peréxido de hidrogénio 30% e hipoclorito de sodio 2,5% para
desinfeccdo do campo operatério. Esse protocolo foi similar ao descrito em estudos
prévios, que também descreveram resultados negativos das amostras de controle do
campo operatorio analisada por PCR (Pinheiro et al., 2015; Nakamura et al., 2018;
Carvalho, 2019).

O método da coleta microbiolégica dos canais radiculares apresenta a

desvantagem de representar apenas a condicdo bacteriologica dos canais principais.
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Por outro lado, como o objetivo central do tratamento endodéntico é o retorno do
dente a funcéo e estética, fica impossibilitado o emprego de métodos de coleta mais
invasivos. Portanto, esta € uma limitacdo da técnica inerente a qualquer estudo
clinico e microbioldgico, independente dos métodos utilizados para andlise das
amostras: moleculares ou métodos baseados em cultura bacteriana. E importante
ressaltar que, para uma boa realizacdo de um estudo clinico e microbiolégico,
inicialmente, é necessario executar criteriosamente todas as etapas descritas no
protocolo de coleta microbiolégica dos canais radiculares, o que exige treinamento
prévio do operador. Além disso, torna-se necessario o treinamento nas diversas
etapas que envolvem a analise molecular, incluindo: extragcdo de DNA/ RNA, reagéo
de transcricdo reversa e reacao de gPCR. A falta de observancia de uma das etapas
da coleta ou analise microbiolégica pode levar a resultados falso-negativos nas
coletas iniciais dos canais radiculares. Estes fatos foram observados em estudo

piloto que antecedeu esse estudo clinico.

6.2 Discussao dos resultados

A analise microbioldgica dos canais radiculares foi realizada nas diferentes
fases do tratamento endodéntico de 20 dentes unirradiculares com periodontite
apical. A primeira coleta microbioldgica (S1) foi realizada imediatamente apos a
cirurgia de acesso, representando o ponto de partida para a analise das fases
subsequentes. Nas amostras S1, os niveis de rRNA (5,47 x 10°) foram maiores que
os de rDNA (1,25 x 10°), revelando que as bactérias estavam metabolicamente
ativas. Esses dados foram semelhantes aos de estudos anteriores que utilizaram
métodos baseados em rDNA e rRNA (Pinheiro et al., 2015; Nardello, 2018; Carvalho,
2019).

Em seguida, foi feito o preparo quimico-cirdrgico dos canais radiculares
empregando-se instrumento do sistema Reciproc associado a 40 mL da solugéo de
NaOCIl 2,5%. O presente estudo evidenciou uma reducéo significativa do nimero de
cépias de rDNA bacteriano apés o PQC, partindo de 1,25 x 10°em S1 para 2,5 x 10*

em S2. Uma reducdo bacteriana semelhante foi descrita em diversos estudos
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clinicos que consideram a fase de preparo como a mais importante no tratamento
endodontico, justamente por promover essa diminuicdo na carga bacteriana (Blome
et al.,, 2008; Roécas; Siqueira, 2010; Rbécas; Siqueira, 2011a; 2011b; Paiva et al.,
2012; Régas et al., 2013; Paiva et al., 2013a; 2013b; Neves et al., 2014; Rocas et al.,
2014; Pinheiro et al., 2015; Neves et al., 2016; Roécas et al., 2016; Nakamura et al.,
2018; Carvalho, 2019). Além de bactérias, estudos mostraram reducdo significante
de metabdlitos bacterianos (Provenzano et al., 2015) e de endotoxinas (Nakamura et
al., 2018) nos canais radiculares ap0s a fase de PQC.

Entretanto, apesar da drastica reducdo da carga bacteriana, 85% (17/20) dos
casos permaneceram com reacfes de qPCR positivas para o rDNA apos PQC.
Esses resultados estdo de acordo com estudos moleculares prévios que ressaltaram
a alta incidéncia de canais infectados apés PQC. Porém, o nimero de canais com
resultados positivos para rDNA bacteriano apés o PQC € variavel nos diversos
estudos moleculares analisados. No estudo de Vianna et al. (2006), dos 32 casos
avaliados apos o PQC, apenas 1 ndo apresentou bactérias detectaveis por gPCR,
ou seja, 97% permaneceram contaminados. Por sua vez, Provenzano et al. (2015)
detectaram 71% de casos positivos para rDNA apés o PQC. Ja no estudo de
Sakamoto et al. (2007), rDNA bacteriano foi detectado em 67% dos casos avaliados
apo6s o PQC. Récas et al. (2013), comparando a instrumentacdo manual com a
rotatoria, encontraram 95% e 60% dos casos com reacfes de qPCR positivas,
respectivamente. No estudo de Neves et al. (2014), 55% dos dentes preparados com
um sistema de instrumento Unico com movimento reciproco foram positivos para
rDNA; similar aos resultados encontrados para o grupo de dentes preparados com
um sistema de mdaltiplos instrumentos com rotacdo continua. R6cas et al. (2016)
relataram que 44% dos dentes tratados com NaOCI 2,5% e 40% dos dentes tratados
com a clorexidina 2% permaneceram com bactérias detectaveis apés o PQC. Os
resultados discrepantes entre os estudos podem estar relacionados a fatores
relacionados a técnica de preparo dos canais radiculares (instrumentos, tempo de
preparo, tipo e volume da solucdo irrigadora), a experiéncia dos operadores
(estudantes de graduacéo/ especialistas), a sensibilidade dos métodos moleculares
utilizados para andlise microbiol6gica e ao nimero amostral reduzido dos estudos
analisados. No presente estudo, os procedimentos utilizados para o PQC e para a

reacdo de gPCR foram semelhantes aos de estudos prévios (Nakamura et al., 2018;
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Carvalho, 2019). Esses autores relataram que 60% a 80% dos casos preparados
com o sistema Reciproc e 40 mL de NaOCI 2,5% foram positivos para reacdo de
gPCR baseada em rDNA.

No presente estudo, a comparacao dos niveis de rRNA e rDNA das amostras
S2 mostrou valores superiores de rRNA (7,84 x 10%) em relacdo ao rDNA (3,70 x
10%). Desta forma, é possivel inferir que as bactérias encontram-se metabolicamente
ativas apos o PQC, concordando com estudo anterior utilizando métodos baseados
em rRNA e rDNA (Pinheiro et al., 2015). Os altos niveis de rDNA e rRNA
encontrados nos canais radiculares apds o PQC podem ter resultado de dificuldades
técnicas relacionadas ao preparo, especialmente a limitacdo do instrumento em
tocar as paredes dentinarias durante a instrumentacdo, resultado em areas

intocadas dos canais radiculares (Alves et al., 2012).

Os resultados do presente estudo, assim como os de estudos preévios,
ressaltam a necessidade de potencializar a descontaminag¢do do sistema de canais
radiculares apos o PQC. Os procedimentos complementares realizados apds o
preparo dos canais radiculares tem ganhado cada vez mais espaco (Siqueira et al.,
2011). Nesse sentido, a ativacdo ultrassbnica, mais especificamente a PUI, € um
tema que tem sido bastante discutido pela literatura cientifica, porém ainda
controverso. Moreira et al. (2018), em um trabalho de revisdo sistematica e meta-
analise, discutiram que ainda ha uma distancia grande entre os achados

laboratoriais, in vitro ou ex vivo, e os dados encontrados por estudos clinicos.

No presente estudo clinico, a PUI promoveu uma reducéo significativa dos
niveis de bactérias dos canais radiculares quando comparada a fase de PQC: de 2,5
x 10* em S2 para 2,94 x 10 em S3. Além disso, houve uma diminuicdo no ndmero
de casos com reacfes gPCR positivas para rDNA (60%) apos a ativacao
ultrassénica das solucfes irrigadoras. Estes resultados estdo de acordo com os
achados de Nakamura et al. (2018), que encontraram uma reducdo nos niveis
bacterianos (4,29 x 10% e no nimero de canais infectados (68%) quando a PUI foi
utilizada ap6s o PQC. Por outro lado, estudos clinicos avaliando por gPCR a acéo
suplementar da PUI, concluiram que a ativagdo ultrass6nica ndo foi eficiente em
promover uma melhoria significativa na desinfeccdo dos canais radiculares quando

comparada ao PQC (Paiva et al. 2012, 2013). A diferenca entre os estudos pode
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estar relacionada ao reduzido numero de amostras e ao protocolo de ativacdo
avaliado. O presente estudo avaliou 20 dentes e empregou um protocolo utilizando
8mL de NaOCI 2,5% e 4 mL de EDTA-T, em um tempo de ativacdo total de 2
minutos (4 ciclos de 30 segundos). Um protocolo similar foi avaliado em 25 dentes
por Nakamura et al. (2018). Por outro lado, Paiva et al. (2012) avaliaram 10 dentes e
a metodologia empregada utilizou ativacdo em 3 mL de NaOCI 2,5% por 1 min.
Estes autores relataram que, embora a PUI tenha promovido uma leve diminuigdo no
namero de reacdes positivas, a maioria dos casos ainda apresentava bactérias

detectaveis pelos métodos de cultura e molecular.

Além da reducdo do numero de bactérias observada na gPCR baseada em
rDNA, a analise de rRNA revelou que o metabolismo bacteriano foi refreado apods a
PUI. A reducéo do nivel e do metabolismo bacteriano nos canais radiculares apos a
PUI pode estar relacionada a fenbmenos como a cavitagdo e a onda acustica, além
da potencializacdo da acédo antimicrobiana do hipoclorito de sodio (Ahmad et al.,
1987, van der Sluis et al., 2007). Esses conceitos foram bastante estudados em
trabalhos in vitro. A onda acustica pode ser definida como um rapido movimento do
fluido, gerando forca de cisalhamento que potencializa a limpeza das paredes dos
canais radiculares (van der Sluis et al.,, 2007). Embora o mecanismo de acao da
ativacao ultrassénica nao seja totalmente compreendido, a onda acustica parece ser
a principal forca associada a insertos endodoénticos durante a PUI (Mozo et al., 2012;
Macedo et al., 2014a,b). Consequentemente, a PUI tem o potencial de promover o
desalojamento de biofilmes bacterianos em areas néo alcancadas pelo instrumento
e, assim, contribuir para uma maior desinfeccdo dos canais radiculares (Townsend
et al., 2009; Harrison et al., 2010).

Outro fenbmeno associado a PUl é a cavitacdo transiente, definida como
microbolhas que, colapsando, produzem ondas de choque contra as paredes
dentinarias e o aumento da temperatura da solucdo irrigadora. Porém, esse
fendbmeno pode ser influenciado por diversos fatores dentro do canal radicular: os
peguenos volumes de irrigante (van der Sluis et al., 2007, Macedo et al., 2014a); o
tempo de agitagdo ultrassdnica (Macedo et al., 2014b); a poténcia do equipamento
de ultrassom (Chen et al., 2013); o contato da solugéo ativada com o ar atmosférico
(Chen et al., 2013; Macedo et al., 2014a); o tipo de instrumento ativado (van der
Sluis et al., 2007; Chen et al., 2013; Macedo et al., 2014a,b); a anatomia do canal
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radicular (Castelo-Baz et al., 2012; 2016; Vasconcelos et al., 2017), e as regifes de
istmos (Thomas et al., 2014). Nesse contexto, os resultados dos estudos in vitro sao
conflitantes. No estudo de Chen et al. (2013), a ponta do instrumento ativado por
ultrassom apresentou movimento insignificante e o movimento do irrigante tendeu
sempre a regido coronaria em uma velocidade constante e gerando maior tenséo de
cisalhamento nessa area. Por outro lado, Macedo et al. (2014a) observaram que a
cavitacao foi produzida até 2 mm além da ponta do instrumento. No presente estudo,
o inserto foi inserido a 2 mm do comprimento de trabalho, o que esta de acordo com
0s estudos prévios que recomendam uma distancia de 1 a 2 mm do comprimento de
trabalho em casos de ativacdo ultrassonica em canais retos (Paiva et al., 2012,
2013; Nakamura et al., 2018).

Macedo et al. (2014a) observaram que a cavitagdao aconteceu tanto em canais
retos como em canais curvos, na entrada de canais laterais e istmos. Da mesma
forma, Harrison et al. (2010) e Castelo-Baz et al. (2012) demonstraram a efetividade
da PUI na penetracéo do irrigante no terco apical, gerando energia capaz de superar
as bolhas de vapor no terco apical de canais retos. Por outro lado, em outro estudo
in vitro, Castelo-Baz et al. (2016) relataram que a PUI, quando empregada em
canais curvos, foi eficaz em levar a solucdo de NaOCI até o terco apical em apenas
40% dos casos. Aléem disso, os autores afirmaram que a PUI ndo gerou forca
suficiente para vencer as bolhas de vapor apical apés a curvatura dos canais. Diante
dessas observacdes, podemos sugerir que a anatomia dos dentes unirradiculares
selecionados para o presente estudo pode ter contribuido para os resultados
favoraveis da PUI. Futuros estudos clinicos utilizando outros grupos dentais com
maior complexidade anatbmica devem ser realizados para testar a eficacia da PUI

como procedimento complementar de desinfec¢cdo dos canais radiculares.

No presente estudo clinico, os resultados da analise microbiologica dos
canais radiculares apos o uso da PUI estdo de acordo com estudos laboratoriais
prévios (Harrison et al., 2010; Cachovan et al., 2013). A PUI apresentou os melhores
niveis de desinfeccdo em dentes contaminados com Enterococcus faecalis em
canais com anatomia transversal ovalada (Vasconcelos et al., 2017). Estudo in vitro,
comparando a efetividade antimicrobiana da PUI com sistema de irrigagcdo por
pressao negativa, mostrou que a PUI foi mais efetiva na desinfeccao de canais

simulados do que o sistema EndoVac (Townsend et al. 2009).
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Apés a realizacdo da PUI, os canais foram medicados com Ca(OH), por 14
dias. Os resultados do presente estudo revelaram que, apos o uso da medicagado
intracanal, ndo houve reducdo da quantidade de bactérias nos canais radiculares,
concordando com estudos moleculares prévios baseados em rDNA (Sakamoto et
al., 2007; Blome et al., 2008; Nakamura et al., 2018). Embora, alguns estudos
moleculares tenham mostrado uma diminui¢cdo no nimero de canais infectados apo6s
0 uso da medicacéo intracanal, essa reducao nao foi significativa (Provenzano et al.,
2015, Récas; Siqueira, 2010). Por outro lado, Paiva et al. (2013b) relataram que o
efeito cumulativo da irrigacéo final com clorexidina e a medicagéo intracanal com
Ca(OH), associado a clorexidina foi eficaz em reduzir o nUmero de canais infectados
e a carga bacteriana dos canais radiculares quando comparada ao PQC. A diferenca
entre os estudos pode estar relacionada a fatores como composicdo da pasta de
Ca(OH),, tempo de permanéncia, sensibilidade dos métodos moleculares utilizados
para analise microbiolégica e baixo nimero de amostras dos estudos analisados.
Sharma et al. (2018), em uma revisdo sistematica de literatura, ressaltaram que
ainda ndo ha consenso sobre a efetividade na reducdo bacteriana apdés o uso da

medicacao intracanal e também no seu tempo de permanéncia.

A analise da relacédo entre rRNA e rDNA no presente trabalho revelou que as
bactérias presentes no momento da coleta S4 estavam metabolicamente ativas.
Esses resultados estdo de acordo com os estudos prévios utilizando os mesmos
métodos empregados neste estudo (Nardello, 2018; Romero Cazares, 2018;
Carvalho, 2019). Os resultados obtidos no presente estudo utilizando Ultracal foram
semelhantes aos reportados por outros estudos utilizando pastas de Ca(OH), com
veiculos inertes, como polietilenoglicol 400 (Nakamura et al., 2018) ou agua
destilada (Blome et al., 2008). Estudos clinicos e moleculares avaliando os veiculos
da pasta de Ca(OH), com acéo antimicrobiana tém mostrado resultados conflitantes.
Récas e Siqueira (2011) avaliaram o efeito da pasta de Ca(OH)2, associada ou nao
ao paramonoclorofenol canforado, por métodos moleculares baseados em rDNA.
Esses autores revelaram que ndo houve diferenca entre as medicacdes quanto ao
numero de canais infectados. Da mesma forma, Provenzano et al. (2015) relataram
gue o uso da pasta de hidroxido de calcio, glicerina e paramonoclorofenol canforado
nao foi capaz de promover uma reducéo significativa da carga bacteriana intracanal

na analise de qPCR baseada em rDNA. Por outro lado, Paiva et al. (2013b), também
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utilizando qPCR baseda em rDNA, apresentaram resultados promissores em termos
de reducdo de carga bacteriana quando associaram o hidroxido de célcio com a
clorexidina. Até o presente momento, poucos estudos clinicos avaliaram por
métodos moleculares a a¢do antimicrobiana da pasta de Ca(OH),, associada ou ndo
a veiculos ativo. Além disso, esses estudos incluem um pequeno namero de casos.
A metodologia empregada no presente estudo, associando a analise do rDNA e
rRNA em gPCR mostrou-se eficaz para a avaliacdo da quantidade e do metabolismo
de bactérias ap6s os procedimentos endodonticos. Dessa forma, a associacao
desses métodos pode ser indicada para futuros estudos, incluindo um maior nimero
de amostras, que tenham o objetivo de investigar a agdo antimicrobiana da pasta de
Ca(OH), ou outras futuras medica¢cdes como possiveis alternativas de complemento

da acao antimicrobiana do preparo quimico-cirurgico.

Além de fatores relacionados a composicdo da pasta de Ca(OH),, fatores
relacionados ao preenchimento dos canais radiculares devem ser considerados na
analise da acao antibacteriana da medicacéo intracanal. O presente estudo utilizou o
hidroxido de calcio em seringa e uma ponta aplicadora para preencher o canal, o
gue esta de acordo com estudos prévios (Beus et al., 2012, Nakamura et al., 2018).
Por outro lado, a lentulo foi empregada em outros estudos, o que pode ter
proporcionado um melhor preenchimento dos canais radiculares (Paiva et al., 2013b;
Provenzano et al., 2015). Recentemente, a ativacdo ultrassdnica da pasta de
Ca(OH), foi avaliada por métodos moleculares baseados em rRNA e rDNA (Romero
Cazares, 2018). Esse estudo mostrou que o metabolismo bacteriano foi menor no
grupo da pasta de Ca(OH), ativada com ultrassom do que no grupo da pasta nao
ativada. Os autores sugeriram que a melhor acdo antibacteriana no grupo da
ativacdo ultrassbnica poderia estar relacionada a um maior contato da pasta de
Ca(OH), com as paredes dos canais radiculares (Arias et al., 2016) e ao aumento do

pH da pasta ativada por ultrassom (Duarte et al., 2012).

Em uma revisdo sistematica recente (Manfredi et al., 2016), os autores
concluiram que ndo h& evidéncia de que o tratamento endoddéntico em sessao Unica
€ melhor que o tratamento em mdultiplas-sessfes, e vice-versa. Nenhum deles é
capaz de prevenir complicacbes em curto ou longo prazo. Os autores ainda
ressaltaram a escassez de estudos clinicos de qualidade. Entre os estudos

microbioldgicos avaliando o uso da medicagéo intracanal na reducao bacteriana em
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casos de periodontite apical, apenas 2 estudos foram considerados de qualidade
(Molander et al.,, 2007; Weiger et al., 2000); e esses estudos apresentaram
resultados conflitantes. Enquanto Molander et al. (2007) associaram 0 sucesso do
tratamento da periodontite apical ao uso da medicacao intracanal; Weiger et al.
(2000) propuseram o tratamento endododntico de casos com periodontite apical em
uma Unica consulta. Portanto, torna-se clara a necessidade de novos estudos

prospectivos de qualidade para avaliar ambas as modalidades de tratamento.

Este estudo comprovou que a irrigacéo ultrassdnica promoveu uma reducao
do nimero e do metabolismo bacteriano apds o preparo quimico-cirdrgico. Além
disso, apés o uso da medicacédo intracanal a base de Ca(OH),, as bactérias
persistiram ativas. Porém, é imperativo estabelecer uma relagédo direta dos achados
microbioldgicos obtidos pelos métodos moleculares com as analises prospectivas de
reparo, buscando identificar o numero minimo de carga bacteriana residual

compativel com a cura da periodontite apical.
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7 CONCLUSOES

Diante da metodologia empregada para avaliacdo microbiolégica do protocolo
endodontico, concluiu-se que:

e A irrigacao ultrassonica passiva contribuiu para uma melhor desinfeccdo do
canal radicular, promovendo uma redu¢do do nimero e do metabolismo de

bactérias quando utilizada ap6s o preparo quimico-cirargico.

e Bactérias persistiram ativas nos canais radiculares apés o uso de Ca(OH),

como medicagéo intracanal em dentes com periodontite apical.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo do estudo: Analise da Comunidade Bacteriana Metabolicamente Ativa
nas Infeccdes Endoddnticas Persistentes apds Diferentes Protocolos Clinicos
de Desinfeccao: Estudo Molecular baseado em RNA e DNA

Pesquisador responsavel: Ericka Tavares Pinheiro

Equipe de pesquisa: Prof. Dr. Giulio Gavini, Profa. Dra. Marcia Pinto Alves
Mayer, Alexandre Pinheiro Lima de Carvalho, Carlos Goes Nogales, Laura
Cristina Leite Nardello, Fernanda Pinheiro Bruno, Luiza Riomar Paz, Roberto
Xavier Romero Cazares, Barbara Guedes Alves.

Instituicao/Departamento: Faculdade de Odontologia da Universidade Sao
Paulo — Departamento de Dentistica

Telefone para contato: (11) 3091-7839 / (11) 2648-8293
Local da coleta de dados: Clinica da Pés-Graduacdo da FOUSP

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “Analise da
Comunidade Bacteriana Metabolicamente Ativa nas Infecgoes
Endodonticas Persistentes apods Diferentes Protocolos Clinicos de
Desinfeccao: Estudo Molecular baseado em RNA e DNA” que tem como
objetivo avaliar o quanto a agitacao da solugao irrigadora por ultrassom, laser
ou instrumento endoddntico consegue diminuir o numero de bactérias
encontradas no canal radicular.

A pesquisa sera realizada na Clinica da Pés Graduagao da Faculdade
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 infecgdo do canal, estes pacientes serdo convidados a participar
da pesquisa permitindo a coleta do conteudo que esta dentro do canal durante
todo o tratamento para a pesquisa. Os demais serdo encaminhados para
outras disciplinas para que possam ser realizados os tratamentos necessarios.

O tratamento consiste em duas sessfes, sendo que a primeira sera
feita o procedimento relacionado com o tratamento de canal, com o0 uso ou néo
da agitagdo da solugéo irrigadora e as coletas. Na segunda sessao, sera feito o
fechamento do canal, uma nova coleta e restauragdo do dente, finalizando o
tratamento. O tratamento sera feito com anestesia para conforto do paciente, e
serdo realizadas apenas as radiografias necessarias para a realizagdo do
tratamento. Anualmente o participante da pesquisa retornara a Clinica de
Endodontia para controle do tratamento.

Rubrica Participante da Pesquisa

Rubrica do Pesquisador Responsavel 13



Os participantes da pesquisa serao divididos em 4 grupos: 1 — Seringa
plastica descartavel e pontas de irrigagcdo; 2 — Agitacdo da solugao irrigadora
com ultrassom; 3- Agitagcdo com instrumento endodéntico; 4- Agitacdo da
irrigacao a laser.

O risco deste tratamento € uma sensibilidade apods as consultas de
tratamento, que o pesquisador responsavel estara a inteira disposi¢cdo para
solucionar. O beneficio ao participante da pesquisa sera o tratamento de canal
garantindo melhor saude bucal.

Aos participantes desta pesquisa sdo assegurados:

- Ressarcimento de todos os gastos;

- Assisténcia em virtude dos danos decorrentes da pesquisa;
- Indenizagao 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;

- Liberdade de recusar em participar do estudo sem penalizagdo por
parte dos pesquisadores responsaveis;

- Em caso de interrupcao do estudo recebera assisténcia adequada
de forma gratuita pelo tempo que for necessario;

O pesquisador responsavel, Ericka Tavares Pinheiro, podera ser
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 horério 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 carater 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 padrdes éticos. (Resolugdo CNS n2 466 de 2012).

Rubrica Participante da Pesquisa

Rubrica do Pesquisador Responsavel 2/3
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Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo uma do
participante da pesquisa e outra do pesquisador responsavel.

Apos ler estas informagbes e de ter minhas duvidas suficientemente
esclarecidas pelo pesquisador concordo em participar de forma voluntaria
neste estudo.

Sao Paulo, de de

Nome do participante da pesquisa:

Endereco:

Telefone: ( )

Assinatura do Participante da pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel

3/3
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APENDICE B - Protocolo laboratorial

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA/RNA E CONFECCAO DE cDNA

Kits Comerciais

e MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit — Epicentre
Biotechnologies

e Proteinase K — Invitrogen

e DNase | Amplification Grade — Invitrogen

e Kit Superscript Ill Frist-Strande — Invitrogen

Equipamentos

e Fluxo laminar
e Centrifuga refrigerada 4°C
e Banho-maria 65°C

Preparacao para os procedimentos de extracdo de acidos nucléicos

e Ligar os equipamentos supracitados
e Retirar as amostras do freezer e coloca-las no gelo
e Realizar antissepsia das bancadas, sendo:

i) Bancada de DNA com alcool 70%

i) Bancada de RNA com RNase Away

1- PURIFICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS

Estes procedimentos devem ser realizados no fluxo exclusivo para bactérias,
podendo utilizar ponteiras sem filtro e luvas sem talco.

Material
e Proteinase K e Microtubos 1,5mL
e Tissue and Cell Lysis Solution e Ponteiras sem filtro de 10uL,
e MPC Protein Precipitation 200uL e 1000uL

e Tubo Falcon estéril de 50mL

e |sopropanol e Etanol 70%

Estes procedimentos devem ser realizados no fluxo exclusivo para bactérias,
podendo utilizar ponteiras sem filtro e luvas sem talco.
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1.1-

o O O O O O

Lise das células bacterianas
Agitar as amostras no Vortex — 1 min
Centrifugar — 10 min, 4°C, 13.000 rpm
Em um tubo eppendorf (2mL) ou tubo Falcon estéril (50mL) fazer um
MIX dos seguintes reagentes, levando em conta o nUmero de amostras
+ 1.
= Tissue and Cell Lysis — 300uL
= Proteinase K — 2uL
Descartar o sobrenadante mantendo o pellet
Adicionar 300uL do MIX em cada amostra
Agitar no Vortex — 10s
Banho-maria 65°C — 15 min
Agitar no Vortex a cada 5 min por 10 seg
Manter as amostras em gelo — 5min

1.2- Precipitac&o dos acidos nucléicos totais

o

@)

o 0O o o 0O 0O 0o o o o o o o o

Adicionar 150uL de MPC Protein Precipitation Reagent em cada
amostra

Agitar Vortex — 10 seg

Centrifugar — 10 min, 4°C, 13.000 rpm

Se o0 pellet ndo ficar aderido ao tubo ou estiver misturado com o
sobrenadante, acrescentar 25uL de MPC e centrifugar novamente
Nomear novos eppendorfs de acordo com as amostras

Transferir o sobrenadante para o novo microtubo

Descartar o pellet

Adicionar 500uL de isopropanol

Inverter os microtubos 30/40 vezes

Centrifugar — 10 min, 4°C, 13.000 rpm

Descartar o isopropanol com cuidado para néo deslocar o pellet

Lavar o pellet com 50uL de etanol 70%

Centrifugar — 5 min, 4°C, 13.000 rpm

Descartar o etanol 70%

Lavar o pellet com 50uL de etanol 70%

Centrifugar — 5 min, 4°C, 13.000 rpm

Remover todo o etsnol 70% com ponteiras de 200uL

Adicionar 36uL de TE Buffer em cada amostra

1.3- Divisao das amostras DNA e RNA

o

Hidratar as amostras no termomixer por 10 minutos a 10°C.
Alternativamente, colocar as amostras em gelo sobre uma mesa
agitadora (22rpm) por 10 minutos.
Dividir as amostras em dois tubos, sendo:
= 18uL em um microtubo denomidado com o n° da amostra +
RNA, que seguira para a ETAPA 2.
= 18uL restantes ficardo no microtubo contendo o DNA, que sera
imediatamente armazenado a -20°C.
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2- REMOQAO DO DNA DAS AMOSTRAS DE ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS
Estes procedimentos devem ser realizados na bancada de RNA, utilizando
ponteiras com filtro e luvas sem talco (trocar a luva utilizada para o DNA).

o

o O O O O O O O

o 0 O o O 0O 0O 0o o o o o

Fazer um MIX dos seguintes reagentes de acordo com o numero de
amostras +1.

= DNase |l —-2uL

= DNase | Reaction Buffer — 2uL
Adicionar 4uL do MIX em cada amostra dos microtubos que foram
identificados com 0 n° da amostra + RNA.
Incubar por 15 min, 37°C
Adicionar 200uL de 2X T&C Lysis Solution
Agitar no vortex por 5 seg
Adicionar 200uL de MPC
Agitar no vortex por 10 seg
Manter no gelo por 5 min
Centrifugar — 10 min, 4°C, 13.000 rpm
Transferir 0o sobrenadante para microtubos limpos e devidamente
identificados
Descartar o pellet
Adicionar 500uL de isopropanol
Inverter os microtubos 30/40 vezes
Centrifugar — 10 min, 4°C, 13.000 rpm
Retirar o isopropanol com cuidado para nao deslocar o pellet
Lavar o pellet com 50uL de etanol 70%
Centrifugar — 5 min, 4°C, 13.000 rpm
Descartar o etanol 70%
Lavar o pellet com 50uL de etanol 70%
Centrifugar — 5 min, 4°C, 13.000 rpm
Remover todo etanol 70% com ponteiras de 200uL
Submeter o pellet ao segundo tratamento com DNase |

3- TRATAMENTO COM A DNASE | AMPLIFICATION GRADE (INVITROGEN):
SEGUNDO PROCESSO DE LISE DO DNA

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

o

e}

e}

Fazer um MIX dos seguintes reagentes de acordo com o numero de
amostras +1.

= DNase |- 1uL

= 10x DNase | Reaction Buffer — 1uL

= DEPC - treated water — 8uL

Acrescentar 10uL do MIX em cada amostra

Fazer um SPIN para homogeneizar as amostras
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Incubar por 15 min em temperatura ambiente

Inativar a DNase com a adi¢édo de 1uL de EDTA 25mM (Invitrogen)
Banho-maria a 65°C por 10 min

As amostras estdo prontas para serem analisadas por PCR
convencional, para posterior reacéo de transcri¢cao reversa.

o O PCR convencional deve ser realizado com primers universais para a
regido do gene 16S rRNA para conferir se as amostras de RNA estéo
livres de DNA

O O O O

4- PREPARO PARA PCR CONVENCIONAL (gene 16S rRNA - primer
universal)

Todas as misturas a seguir devem ser realizadas dentro do fluxo laminas
proprio para realizacdo de preparo para PCR convencional, com ponteiras
sem filtro e microtubos novos, abertos dentro do fluxo.

Reacao padréo de 25uL — produto de 1500pb

o Fazer um MIX dos seguintes reagentes de acordo com o numero de
amostras +3 pois agora devemos considerar os controles positivo e

negativo
= Buffer — 2,5uL
= Mg-0,75uL

= dNTP de trabalho — 2uL
= Primer universal forward — 0,5uL
= Primer universal reverse — 0,5uL
= Tagq polimerase — 0,25uL
=  H,O Milli-Q — 18uL
o Adicionar 1uL de cada amostra no respectivo microtubo devidamente
identificado, cada um contendo 24uL do MIX
o Adicionar 1uL do controle positivo (DNA de E. Faecalis) no respectivo
microtubo
Adicionar 1uL de H,O Milli-Q no tubo do controle negativo
o Homogeneizar as amostras com o mixer de microtubos de 200uL, por 2
segundos
o Levar as amostras para o Termociclador
= 94°C por 4 min
= 30 ciclos:
= 94°C por 45 seg
= 60°C por 45 seg
= 72°C por 1,5 min
= 72°C por 15 min
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5- ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

5.1- Preparo do Gel de Agarose

o O O O

(@)

0,60g de agarose

60mL de TAE 1X (0,8mL de TAE 50X + 39,2 de H,0)

Misturar o p6 de agarose com TAE 1X

Levar ao micro-ondas por aproximadamente 40 seg, mexendo a cada
10 segq, para nao deixar ferver

Aguardar esfriar

Adicionar 2uL de gel Red Nucleic Acid com ponteira de 10uL

5.2- Preparo da Cuba de Eletroforese

O O O O O O

Despejar o gel de agarose ainda liquido na cuba previamente
preparada
Aguardar o liquido gelificar
Remover a placa denada, desprender a cuba da prensa e posiciona-la
na bandeja de eletroforese, com as casas voltadas para o polo positivo
(fio preto)
Encher a bandeja, cobrindo totalmente a placa de gel, com TAE 1X
Em um papel plastificado, depositar 2uL de corante Load, em
guantidade igual ao numero de amostras + 3.
Misturar 5uL de marcador Mass Ladder de 1kb a uma gota de corante
e, com a mesma ponteira, levar a mistura 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 e ajustar:

= Voltagem 80V

= 30 minutos

= Current 400
Depois de terminada a corrida, ligar o aparelho de luz UV
Posicionar a placa de gel no centro da gaveta da camara UV
Ligar a luz UV
No computador, abrir o software
Selecionar luz UV
Alterar as definicbes de velocidade, exposicdo e contraste até
conseguir a imagem desejada
Fechar o programa, retirar a placa de gel e desligar o aparelho
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6- PCR DE TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR)

Utilizando o Kit Superscript 1ll First-Strand; Realiza-se a RT-PCR para
confeccionar a fita dupla de cDNA a partir do RNA da amostra

o O O O

o O O O

o O O O

Nomear novos microtubos de acordo com cada amostra
Fazer um MIX dos seguintes reagentes de acordo com o numero de
amostras +1

= RNA das amostras — 7uL

= Random Hexamer — 1uL

= dNTP do kit —1uL

» Agua DPEC - 1uL

Adicionar 10uL do MIX em cada amostra
Banho-maria a 65°C por 5 minutos
Manter em gelo por 1 minuto
Fazer um MIX dos seguintes reagentes de acordo com o numero de
amostras+1
= Buffer — 2uL
= MgCl - 4uL
= DTT-2uL
= RNase OUT — 1uL
= SuperScript Il — 1uL

Adicionar 10uL do MIX em cada amostra
Homogeneizar
Incubar no termociclador 2720 (Applied Biosystem)
Utilizar programa RT-PCR 20uL

= 25°C por 10 minutos

= 50°C por 50 minutos

= 85°C por 5 minutos
Aguardar o término do programa
Adicionar 1uL de RNaseH
Incubar por 20 minutos na estufa a 37°C
Armazenar as amostras a -20°C
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise da Comunidade Bacteriana Metabolicamente Ativa nas Infecgdes Endododnticas
Persistentes apo6s Diferentes Protocolos Clinicos de Desinfecgao: Estudo Molecular
baseado em RNA e DNA

Pesquisador: Ericka Tavares Pinheiro

Area Tematica:
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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 desinfecgdo em dentes com periodontite
apical. Serao selecionados 100 pacientes com necrose pulpar e

periodontite apical. Coletas microbiologicas dos canais radiculares serdo realizadas no inicio do tratamento
endoddntico (S1) e apds o preparo quimico-mecanico com Sistema Reciproc e NaOCl 2,5% (S2). A seguir,
os pacientes serao igualmente divididos em grupos de acordo com procedimentos complementares de
desinfecgao 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
ultrassdnica passiva) e Grupo IC (irrigagdo convencional com seringas, sem ativacao). Novas coletas
microbiolégicas dos canais radiculares serao feitas apos os procedimentos complementares de desinfec¢ao
(S3) e apos a medicagao intracanal com hidroxido de célcio por 14 dias (S4) e re-instrumentagao dos canais
radiculares antes da obturagao (S5). As amostras dos canais radiculares serao 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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Continuacao do Parecer: 2.201.768

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste projeto de pesquisa é avaliar a eficacia antimicrobiana de diferentes protocolos clinicos de
desinfecgdo endodontica e também analisar a diversidade e atividade metabolica de bactérias persistentes
apos os procedimentos endodénticos de desinfecgao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao os inerentes ao tratamento endodéntico convencional e os beneficios diretos ao pacientes sao
o tratamento de canal realizado e a possivel diminui¢ao da infecg@o do dente, colaborando para uma melhor
saude bucal.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, que pode indicar melhores métodos de tratamento endodéntico.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Foram apresentadas as informagoes basicas do projeto, o projeto detalhado, o TCLE e a folha de rosto,
estando todos conformes.

Recomendacoées:

Tendo em vista a legislagcao vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da op¢ao "Enviar Notificacao" (descrita
no Manual "Submeter Notificagdo", 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 Inadequacoes:
Nao ha pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas | 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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“ Plataforma

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

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 04 de Agosto de 2017
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Maria Gabriela Haye Biazevic
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