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Resumo

RESUMO

Matoba-Junior, F. Deteccao da microbiota de canais radiculares de dentes deciduos
humanos com necrose pulpar e lesdo periapical pelo método Checkerboard DNA-DNA
Hybridization e pela cultura microbiana, antes e apos preparo biomecanico e uso de
curativo de demora a base de hidréxido de calcio associado a clorexidina. 2006. 95f.

Dissertacdo — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2006.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, por meio da técnica de cultura e do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization, a microbiota de 38 canais radiculares de dentes
deciduos humanos portadores de necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente,
em criangas de 3 a 7 anos de idade, antes e apos preparo biomecanico e uso de curativo de
demora com pasta a base de hidréxido de calcio (pasta Calen®) associada ao digluconato de
clorexidina. Apos a abertura corondria, foi efetuada a 1* colheita microbioldgica de cada canal
radicular, por meio do uso de lima endodontica e cones de papel absorvente. A técnica de
biologia molecular foi efetuada utilizando 35 sondas genomicas de DNA. Apods o preparo
biomecanico e o curativo de demora mantido por 14 dias, este foi removido, ¢ o dente
restaurado com sistema resinoso (canal vazio), por 7 dias, quando foi efetuada a 2* colheita,
de maneira similar a primeira. Os resultados foram submetidos ao teste t de Student pareado.
Pela técnica de cultura, houve diferengas estatisticamente significante entre os momentos pré
e pos com relagdo aos microrganismos anaerobios, aerdbios e estreptococos do grupo mutans.
Ap0s o preparo biomecanico e manutencdo do curativo de demora por 14 dias, houve redugado
do niimero de unidades formadoras de coldnia entre todos os grupos. Pela técnica de biologia
molecular, ndo houve diferencas estatisticamente significante entre os momentos pré e pos
com relacdo aos grupos bacterianos e aos escores. Neisseria mucosa e Fusobacterium
nucleatum sit polymorphum foram as espécies mais prevalentes tanto no instante pré como
po6s na biologia molecular. Assim, pode-se concluir que nos canais radiculares de dentes
deciduos humanos com necrose pulpar e lesdo periapical ocorre a presenga de diversas

espécies e grupos bacterianos, caracterizando uma infec¢do polimicrobiana.

Palavras-chave: Checkerboard DNA-DNA Hybridization, Microbiota, Dentes deciduos,

Curativo de demora, Hidroxido de calcio, Clorexidina.



Abstract

ABSTRACT

Matoba-Junior, F. Detection of microbiota in the root canals of human deciduous teeth with
pulp necrosis and periapical lesion by the Checkerboard DNA-DNA Hybridization method
and by microbial culture, before and after biomechanical preparation and utilization of
calcium hydroxide root canal dressing associated with chlorhexidine. 2006. 95 f. Dissertation

— Ribeirdo Preto Dental School, University of Sao Paulo, 2006.

This study evaluated, in vivo, by the culture technique and the Checkerboard DNA-DNA
Hybridization technique, the microbiota of 38 root canals of human deciduous teeth with pulp
necrosis and radiographically visible periapical lesion in children aged 3 to 7 years, before and
after biomechanical preparation and utilization of calcium hydroxide root canal dressing (Calen®
paste) associated with chlorhexidine digluconate. After coronal opening, the first microbiological
collection of each root canal was performed by utilization of an endodontic file and absorbent
paper points. The molecular biology technique was applied using 35 genomic DNA probes. After
biomechanical preparation and maintenance of the root canal dressing for 14 days, it was
removed and the tooth was restored with resin system (empty root canal) for 7 days, when the
second collection was performed in the same way. The results were submitted to the paired
Student’s t test. According to the culture technique, there were statistically significant differences
between both periods with regard to anaerobic and aerobic microorganisms and mutans
Streptococcus group. After biomechanical preparation and maintenance of the root canal dressing
for 14 days, the number of colony forming units was reduced for all groups. According to the
molecular biology technique, there were no statistically significant differences between periods
with regard to the bacterial groups and scores. Neisseria mucosa and Fusobacterium nucleatum
sit polymorphum were the predominant species at both periods in the molecular biology analysis.
Thus, it was concluded that the root canals of human deciduous teeth with pulp necrosis and
periapical lesion present several species and bacterial groups, thus characterizing a polimicrobial

infection.

Key words: Checkerboard DNA-DNA Hybridization, Microbiota, Deciduous teeth, Root canal
dressing, Calcium hydroxide, Chlorhexidine.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Kakehashi et al. (1965), os microrganismos presentes nos canais
radiculares desempenham um papel de fundamental importincia no desenvolvimento de
lesdes periapicais. Esta microbiota tem sido amplamente avaliada em dentes permanentes com
necrose pulpar (Sundqvist, 1992; Tani-Ishii et al., 1994; Abou-Rass e Bogen, 1998; Jung et
al., 2001; Fouad et al., 2002; Pinheiro et al., 2003; Rocas et al., 2003; Gomes et al., 2004;
Siqueira et al., 2004; Nair et al., 2005; Saito et al., 2006; Sakamoto et al., 2006).

Ainda que mais de 300 espécies microbianas tenham sido isoladas/detectadas nas
infecgdes endodonticas, um grupo mais restrito, composto de 15 a 30 espécies, tem sido
envolvido nas infec¢des endodonticas (Siqueira, 2002; Siqueira e Rogas, 2005). Geralmente,
ocorre a interacdao entre 4 a 7 espécies bacterianas (van Winkelhoff, 1985; Baumgartner e
Falkler Jr., 1991).

Até a década de 1970, a maioria dos microrganismos isolados dos canais radiculares
era composta por aerobios e anaerdbios facultativos (Shovelton, 1964; Seltzer, 1988; Assed et
al., 1996). Quando técnicas de cultura estritamente anaerdbias passaram a ser utilizadas,
decorrentes do avanco da Ciéncia e Tecnologia nos ultimos 20 anos (Sundqvist, 1992),
observou-se que os microrganismos predominantes nas infeccdes do sistema de canais
radiculares dos dentes permanentes com lesdo periapical cronica sdo os anaerobios
obrigatorios (Kantz e Henry, 1974; Sundqvist, 1976; Seltzer, 1988; Haapasalo, 1989;
Bergenholtz e Crawford, 1989; Baumgartner e Falkler Jr., 1991; Tronstad, 1992; Le Goff et
al., 1997; Abou-Rass e Bogen, 1998; Ongag et al., 2003; Socransky et al., 2004; Siqueira et
al., 2004), particularmente os Gram-negativos (Tani-Ishii et al., 1994; Assed et al., 1996).
Estudos longitudinais realizados em animais de laboratério tém demonstrado que, com o
tempo, a propor¢cdo de anaerdbios obrigatorios aumenta, enquanto a de microrganismos
facultativos diminui (Fabricius et al., 1982; Yamasaki et al., 1992; Tani-Ishii et al., 1994).

Além disso, dentes com necrose pulpar e lesdo periapical crénica visivel
radiograficamente apresentam microrganismos disseminados por todo o sistema de canais
radiculares, incluindo a luz do canal radicular, canais acessoOrios, laterais e secundarios,
tubulos dentinarios, ramificagcdes do delta apical, forame apical, areas de reabsor¢do do
cemento e tecidos periapicais (Shovelton, 1964; Hobson, 1970; Bystrom et al., 1987; Nair et
al., 1990; Leonardo et al., 2002; Leonardo, 2005).
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As bactérias Gram-negativas apresentam um extenso arsenal de viruléncia, o qual
inclui produtos e subprodutos do metabolismo como enzimas proteoliticas, citotoxinas e
hemolisinas (Holt e Bramanti, 1991; Socransky e Haffajee, 1991), além de componentes de
sua parede celular como as endotoxinas (lipopolissacarideos - LPS) e proteoglicanas (McGee
et al., 1992; Barthel et al., 1997; Buck et al., 2001; Silva et al., 2004).

O LPS ¢ liberado durante a ocorréncia de estresse celular, multiplicagdo ou morte
bacteriana, estimulando a reabsor¢do ossea in vitro (Hausmann et al., 1970; Nair et al., 1983;
Hong et al., 2004) e in vivo (Umezu et al., 1989; Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002;
Hong et al., 2004) ocasionando, também, uma reacao inflamatéria (Dahlen e Bergenholtz,
1980; Rietschel e Brade, 1992; Silva et al., 2002; Silva et al., 2004). Assim, nos dias atuais a
terap€utica endodontica adotada ndo deve ter como objetivo apenas reduzir e/ou eliminar a
infeccdo do sistema de canais radiculares e prevenir a reinfec¢do, mas também inativar a
endotoxina (Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2004; Leonardo, 2005;
Assed, 2005).

Nos ultimos 10 anos, métodos moleculares tém sido utilizados para detec¢do de
espécies microbianas nao cultivaveis ou que sdao dificeis de identificar por métodos
convencionais de cultura (Conrads et al., 1997; Munson et al., 2002; Siqueira et al., 2002a;
Baumgartner et al., 2003; Siqueira et al., 2004; de Souza et al., 2005; Siqueira e Rocas, 2005;
Saito et al., 2006; Sakamoto et al., 2006). Estes métodos fazem a identificacdo das espécies
bacterianas sem a necessidade de cultiva-las, isola-las ou utilizar testes bioquimicos (Sunde et
al., 2000; Siqueira et al., 2000a), além de evidenciar a ocorréncia de espécies nao cultivaveis
e, até entdo, ndo caracterizadas (Siqueira, 2003; Siqueira e Rogas, 2005; Saito et al., 2006;
Sakamoto et al., 20006).

Os métodos moleculares, que incluem o Dot-Blot Hybridization (Jung et al., 2000,
2001), a técnica da Reagdo de Polimerase em Cadeia — PCR (Mullis et al., 1986; Munson et
al., 2002; Siqueira et al., 2004), o Nested - PCR (Rogas et al., 2003; Baumgartner et al., 2003;
Siqueira e Rogas, 2003) o Checkerboard DNA-DNA Hybridization (Socransky et al., 1994;
Moraes et al., 2002; Siqueira et al., 2002b), entre outros, podem trazer novas informacdes a
respeito da prevaléncia de microrganismos presentes nas infec¢des de canais radiculares
(Siqueira et al., 2000a), levando a instituicao de terapéuticas direcionadas e, portanto, mais
eficazes. Algumas espécies bacterianas nunca antes isoladas de canais radiculares de dentes
infectados foram detectadas por técnicas moleculares. E o caso da Tannerella forsythia

(Conrads et al., 1997; Gongalves e Mouton, 1999; Rogas et al., 2001; Siqueira et al., 2001b;
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Jacobovitz, 2003), do Treponema denticola (Siqueira et al., 2000b; Rocas et al., 2001),
Treponema socranskii (Siqueira et al., 2001b; Jung et al., 2001), Treponema vincentii (Rogas
et al.,, 2003), Treponema maltophilum (Jung et al., 2001; Siqueira e Rocas, 2003b),
Treponema lecithinolyticum (Siqueira e Rogas, 2003b), Treponema parvum (Rogas e Siqueira,
2005), Prevotella tannerae (Xia et al., 2000), Dialister pneumosintes (Siqueira e Rocas, 2002;
Sakamoto et al., 2006), Dialister invisus (Munson et al., 2002; Siqueira e Rdgas, 2005; Saito
et al., 2006; Sakamoto et al., 2006), Olsenella uli (Munson et al., 2002; Siqueira e Rogas,
2005) e Filifactor alocis (Siqueira e Rocas, 2003a; Saito et al., 2006), além de outras espécies
bacterianas exigentes, como ¢ o caso da Porphyromonas endodontalis (Machado de Oliveira
et al., 2000; Siqueira et al., 2001a), Slackia exigua (Hashimura et al., 2001), Mogibacterium
timidum (Hashimura et al., 2001) e Eubacterium saphenum (Hashimura et al., 2001).

O método Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi introduzido em 1994 por
Socransky et al., e se constitui em um método para hibridagao de multiplas amostras de DNA
contra multiplas sondas de DNA, sobre um unico suporte de membrana. Assim, este método
permite determinar, simultaneamente, a presenca de multiplas espécies bacterianas, em uma
unica ou em varias amostras clinicas (Socransky et al., 1994), mesmo que estas espécies
bacterianas estejam em baixa propor¢cdo. A amplificagdo do DNA ndo ¢ necessaria para
efetuar a identificacdo (Sunde et al., 2000; Gatti et al., 2000). Poucos estudos foram realizados
com o uso deste método para investigar a microbiota de infeccdes endodonticas em dentes
permanentes (Gatti et al., 2000; Siqueira et al., 2000a, 2001b, 2002a, 2002b; Sunde et al.,
2000; Zehnder, 2001; Moraes et al., 2002; de Souza et al., 2005).

Com relagdo aos dentes deciduos, ha poucos trabalhos publicados avaliando a
microbiota de dentes deciduos portadores de necrose pulpar e lesdo periapical cronica
utilizando técnicas de cultura ou microscopia Optica apos coloragdo de Brown & Brenn, e
apenas um trabalho empregando a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization em dentes
deciduos (Ruviére, 2005), relatando que a microbiota ¢ semelhante aquela encontrada em
dentes permanentes (Cohen et al., 1960; Marsh e Largent, 1967; Hobson, 1970; Tomic-
Karovic e Jelinek, 1971; Brook et al., 1981; Toyoshima et al., 1988; Sato et al., 1993; Godoy,
1999; Souza-Gugelmim et al., 2001; Faria, 2001; Ongag et al., 2003; Pazelli et al., 2003), ou
seja, predominantemente anaerobia Gram-negativa, disseminada por todo o sistema de canais
radiculares e areas de rizolise (Godoy, 1999).

No que tange a terapia endodontica, principalmente em casos com necrose pulpar e

lesdo cronica periapical visivel radiograficamente, a literatura mostra que a limpeza e
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modelagem quimico-mecénica reduzem o nimero de bactérias nos canais radiculares
(Bystrom e Sundqvist, 1981; Gomes et al., 1996; Peters et al., 2002; Zerella et al., 2005).
Porém, ¢ impossivel obter a completa desinfec¢do em todos os casos (Bystrom e Sundqvist,
1981; Orstavik et al., 1991; Peters et al., 2002; Chavéz de Paz et al., 2003; Ferrari et al., 2005;
Nair et al., 2005). Devido a isto, bactérias remanescentes tém sido os responsaveis pelo
fracasso endodontico (Sjogren et al., 1990; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998).
Estes microrganismos remanescentes, no entanto, podem ser controlados pela colocaciao de
um curativo de demora entre sessoes (Bystrom et al., 1985; Orstavik et al., 1991; Chong e Pitt
Ford, 1992). A escolha de um agente antimicrobiano como medicacdao intracanal ¢ tao
importante quanto a instrumentagdo e irrigagdo dos canais na remog¢ao de patdgenos (Tang et
al., 2004).

Em relacdo aos diferentes medicamentos endodonticos utilizados, o hidroxido de
calcio, desde sua introdu¢do por Hermann (1920), tem sido a medicagdo mais estudada,
discutida e empregada como curativo de demora entre sessoes devido a propriedades que
incluem acdo antibacteriana (Georgopoulou et al., 1993; Assed, 1994; Leonardo, 2005), a¢ao
anti-exsudativa (Heithersay, 1970; Allard et al., 1987), a¢cdo indutora da formagdo de tecido
mineralizado (Schroder, 1985, Silva et al., 1997), biocompatibilidade (Silva, 1988; Holland e
Souza, 1998; Nelson-Filho et al., 1999; Leonardo, 2005), propriedade de dissolugdao de
tecidos necroticos (Hasselgren et al., 1988) e de hidrolisar o LPS bacteriano in vitro (Safavi e
Nichols, 1994; Barthel et al., 1997; Zuccolotto, 2003) e in vivo (Silva et al., 2002; Nelson-
Filho et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005), entre outros.

Entre os curativos de demora a base de hidroxido de calcio disponiveis, esta a pasta
Calen® (S. S. White - Artigos Dentarios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil). Um produto a
base de hidroxido de célcio associado a um veiculo viscoso, o polietilenoglicol "400", que
mantém o hidréxido de célcio por mais tempo na area desejada, prolongando sua acdo
(Benatti Neto, 1984; Leonardo et al., 1993; Leonardo, 2005). Apresenta pH em torno de 12,4
(Silva, 1988; Nelson-Filho, 1996), diminui a solubilizacdo da pasta (Benatti Neto, 1984) e
aumenta sua penetrabilidade na dentina radicular (Leonardo et al., 1993). Além disso, essa
pasta apresenta elevada atividade antibacteriana (Leonardo, 2005) e ¢é biocompativel
(Leonardo et al., 1993; Nelson-Filho et al., 1999).

No entanto, diferentes substincias tém sido associadas ao hidroxido de calcio, na

tentativa de melhorar algumas de suas propriedades como radiopacidade, viscosidade,
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escoamento, espectro de agdo antimicrobiano, velocidade de dissociagdo idnica e outras
propriedades fisico-quimicas, favorecendo também as condigdes clinicas para seu emprego
(Basrani et al., 2004; Leonardo, 2005).

Entre estas substancias, destaca-se o gluconato de clorexidina (CHX), agente
antimicrobiano do grupo das biguanidas, ¢ que tem sido pesquisado como uma nova
alternativa de associacdo ao hidroxido de calcio no uso para curativo de demora (Delgado,
2002; Rabélo, 2003; Pazelli et al., 2003; Rosenthal et al., 2004; de Rossi et al., 2005; Zerella
et al., 2005), visando aumentar sua acao antibacteriana contra microrganismos resistentes ao
hidroxido de calcio (Heling et al., 1992; White et al., 1997; Siqueira et al., 1998; Waltimo et
al., 1999; Basrani et al., 2002; Almyroudi et al., 2002; Evans et al., 2003; Podbielski et al.,
2003; Basrani et al., 2004; Schifer e Béssmann, 2005). Embora isoladamente nao seja capaz
de inativar o LPS bacteriano (Aibel e Stevens, 1999; Buck et al., 2001; Silva et al., 2004) e
ndo apresentar a capacidade de dissolugdo dos tecidos (Zehnder et al., 2003; Naenni et al.,
2004; Okino et al., 2004), a clorexidina apresenta substantividade (Jenkins et al., 1988; White
et al., 1997; Leonardo et al., 1999; Komorowski et al., 2000; Lenet et al., 2000; Rosenthal et
al., 2004), biocompatibilidade (Southard et al., 1989; Delgado, 2002; Tanomaru-Filho et al.,
2002; Dammaschke et al., 2005), baixa toxicidade (Loe et al., 1970; Cannell, 1981;
Greenstein et al., 1986; Jeansonne e White, 1994; Yesilsoy et al., 1995) e amplo espectro de
acdo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, aerdbios, anaerdbios, leveduras e
fungos (Heling et al., 1992; Vahdaty et al., 1993; Jeansonne e White, 1994; Schifer e
Bossmann, 2001; Vianna et al., 2004). Além disto, a clorexidina apresenta ser eficaz mesmo
em baixas concentragdes contra os microrganismos mais freqiientemente encontrados nas
infecgdes endodonticas (Ohara et al., 1993; D’ Arcangelo et al., 1999; Ferreira et al., 2002; do
Amorim et al., 2004). A associagdo do hidroxido de célcio a CHX resulta em um efeito
antimicrobiano sinérgico maior que o uso isolado do hidroxido de célcio (Waltimo et al.,
1999; Evans et al., 2003; Podbielski et al., 2003; Rabélo, 2003; Zerella et al., 2005). Estudos
in vitro foram realizados utilizando esta associacdo sem observar efeitos adversos sobre a
solubilidade ou atividade de ambas as substancias (Geurtsen e Leyhausen, 1997; Fava e
Saunders, 1999; Rabélo, 2003; Podbielski et al., 2003; Basrani et al., 2004).

Pelo exposto, a andlise da microbiota de dentes deciduos humanos portadores de
necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente por métodos moleculares e cultura

microbiana, pré e pds-tratamento, sdo necessarios.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a microbiota de canais radiculares de dentes
deciduos humanos portadores de necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente
por meio da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization e pela cultura microbiana, antes
e apos preparo biomecanico e uso de curativo de demora com pasta a base de hidroxido de

célcio (pasta Calen®) associada ao digluconato de clorexidina.



r =

B _ 3 Material e




Material e Método 20

3 MATERIAL E METODO

Apods a aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo

(Processo n®2004.1.571.58.5 — Anexo A) iniciou-se a sele¢ao dos casos.

Critérios de Inclusao

Participaram da pesquisa pacientes de ambos os géneros, com idade entre 3 a 7 anos,
com boa saude geral, que compareceram a Clinica de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo para tratamento odontoldgico e
que ndo tinham sido submetidos a antibioticoterapia ha pelo menos 3 meses.

Os responsaveis pelos pacientes foram informados a respeito da pesquisa, incluindo
seus objetivos, riscos e beneficios. Aqueles que concordaram com a participagdo do menor no
estudo, assinaram um Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo B). Em seguida, os
pacientes foram avaliados quanto a sua satde geral por meio de uma anamnese detalhada
(Apéndice A). No momento da realizagdo da pesquisa, os pacientes ndo apresentavam
alteracdes sistémicas que possam interferir no estudo.

Foram selecionados 38 canais radiculares de dentes deciduos (4 incisivos laterais
superiores, 3 molares superiores € 2 molares inferiores) portadores de necrose pulpar e lesdo
periapical visivel radiograficamente na regido de osso da bi ou trifurcacdo e/ou regido
periapical (Figura 1-A).

Os dentes selecionados apresentavam, ao exame clinico e radiografico, lesdes de cérie
de extensdo e profundidade variadas (Figura 1-B), porém com estrutura corondria que
possibilitasse o isolamento do campo operatdrio e posterior restauracdo, além de raizes
integras ou apresentando no maximo um ter¢o de rizolise, auséncia de bolsa periodontal,
necessidade de tratamento endoddntico e sem intervencdo prévia nos canais radiculares.
Foram excluidos os dentes com necessidade de tratamento endoddntico em decorréncia de

traumatismos dentais.
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3.1 PROCEDIMENTOS CLINICOS

Para a realizagdo do exame radiografico foram utilizados filmes periapicais Ultraspeed
(Eastman Kodak Comp. - Rochester - New York - USA) de tamanho 0 ou 2, conforme a
abertura bucal do paciente, aparelho de RX (Dabi Atlante Industrias Médico-Odontoldgicas
Ltda - Ribeirao Preto - SP - Brasil), com 70 KVp e 10mA, com tempo de exposi¢ao de 0,6
segundos. As radiografias foram reveladas pelo método tempo/temperatura e arquivadas em
cartelas de plastico.

Todo o instrumental e material utilizados nos procedimentos operatdrios foram
esterilizados em autoclave a 120°C, durante 20 minutos (Ito et al., 1998).

Ap0s a anti-sepsia da cavidade bucal (Figura 1-C) com 5,0 - 10,0ml de solugdo de
digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate-Palmolive Ind. Brasileira - Osasco -
SP - Brasil), sob a forma de bochecho por 1 minuto, ou sob a forma de embrocac¢do com gaze
em criancas sem coordenagao motora para a realizacdo do bochecho, foi realizada a anestesia
local com Mepivacaina a 2% (DFL Ind. e Comércio Ltda - Rio de Janeiro - RJ - Brasil) e o
isolamento com lencgol de borracha - Figura 1-D - (Madeitex Ind. e Comércio de Artefatos de
Latex Ltda - Sao José dos Campos - SP - Brasil), seguidos de anti-sepsia do campo operatorio
com gaze esterilizada embebida em solu¢do de digluconato de clorexidina a 2% (Farmacia -
Ensino, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto - Ribeirao Preto - Sao Paulo -
Brasil).

Inicialmente, foi removido todo o tecido cariado por meio de escavadores de dentina
afiados (Figura 1-E) e brocas esféricas lisas em baixa rotacao, de didmetro compativel com o
tamanho da cavidade e realizado nova anti-sepsia do campo operatorio com digluconato de
clorexidina a 2%. A cirurgia de acesso aos canais radiculares foi efetuada utilizando pontas
diamantadas esféricas, de didmetro compativel com o tamanho do dente (KG Sorensen - Ind.
e Comércio - Sao Paulo - SP - Brasil) em alta rotagdo e broca Endo - Z (Les Fils d” August -
Maillefer - Suiga) para alta rotagdo, refrigeradas a 4gua e ar. O desgaste compensatorio
(Figuras 1-F e G) foi realizado com pontas diamantadas tronco-conicas com ponta inativa
numero 3080 ou 3082 (KG Sorensen - Ind. e Comércio - Sao Paulo - SP - Brasil), em alta
rotacdo, sob refrigeragdo. Visando eliminar os detritos da camara pulpar, originados durante a
cirurgia de acesso, foi efetuada a irrigacdo/succdo com soro fisiologico esterilizado
(Disciplina de Microbiologia - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
FCFRP - USP). Foi realizada entdo, a primeira colheita para exame microbioldgico (1*

amostra microbiolodgica).
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3.2 PRIMEIRA COLHEITA MICROBIOLOGICA (PRE-TRATAMENTO)

Durante a colheita do material dos canais radiculares, se estes estivessem secos eram
inundados com soro fisioldgico esterilizado, para facilitar a colheita do material. Com base na
radiografia para diagnodstico, uma lima tipo K (Dentsply - Maillefer Instruments S.A. -
Ballaigues - Sui¢a) de calibre compativel com o diametro do canal radicular (Figura 1-H) foi
posicionada cuidadosamente, de forma progressiva no sentido coroa-apice, sem pressao, a
Imm aquém do apice radiografico ou do limite do bisel de rizdlise. Foi realizado um discreto
movimento de limagem sobre as paredes dentinarias, com a finalidade de remover residuos de
dentina contaminados. A parte ativa da lima contendo as raspas de dentina foi seccionada
(Figura 1-I) com alicate de corte (Golgran) esterilizado e colocada em um tubo de
12x125mm contendo 2,5ml de Fluido de Transporte Reduzido - RTF (Syed e Loesche, 1972).
Em seguida, foram introduzidos seqiiencialmente, em cada canal radicular, 2 cones de papel
absorvente (EndoPoints), esterilizados, de niimero compativel com o didmetro do canal
radicular e no mesmo limite alcangado pela lima tipo K (Figura 1-J). Ap6s manutencdo no
canal radicular por 1 minuto, cada cone foi removido e transferido para o mesmo tubo
contendo a lima (Figuras 1-K e L) o qual, em seguida, foi encaminhado para o Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas —
FCFRP-USP para processamento. Esta primeira colheita tem como objetivo avaliar o nivel de
bactérias anaerdbias e aerobios totais, anaerobios pigmentados de negro e Streptococcus do
grupo mutans (SGM).

Ap6s a colheita do material, os dentes foram submetidos ao tratamento endoddntico

que sera descrito a seguir.

Preparo biomecénico dos canais radiculares

Obtida a primeira amostra, foi realizada a neutralizagdo progressiva do conteudo
séptico-toxico de acordo com a técnica classica, preconizada por Leonardo (2005), no sentido
coroa-apice sem pressdo. As limas tipo K, de nimero compativel com o diametro do canal,
foram progressivamente introduzidas no canal radicular, associadas a uma copiosa
irrigacao/aspiragao/inundagdo com solugdo de hipoclorito de sodio titulada a 2,5% (Solugdo
de Labarraque), com pH 12,0 (Farmacia de Manipulagdo DaTerra — Ribeirdo Preto — SP -
Brasil), acondicionada em tubetes de anestésico esterilizados, mantidos em recipiente

fechado, ao abrigo de luz, a temperatura de 4°C durante no maximo 1 més, conforme sugerido
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por Piskin e Turkun (1995). A solucao foi introduzida no canal radicular com seringa Carpule
(S. S. White - Artigos Dentarios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil), provida de agulha
descartavel curta calibre 30G (Gengibras - 27G Ibras CBO - Ind. Brés. - Sdo Paulo - SP -
Brasil).

A seguir, com base na radiografia para diagnostico, e com uma lima tipo K em posi¢ao
situada a 3,0mm aquém do apice radiografico ou do limite do bisel de rizélise, nova tomada
radiografica foi efetuada, para a determinagdo do Comprimento Real do Dente (CRD). Foi
entdo realizada a odontometria, situada a 1,0mm aquém do éapice radiografico ou do limite do
bisel de rizdlise, ou seja, no Comprimento Real de Trabalho (CRT). O conteudo
séptico/toxico do restante do canal foi neutralizado e removido de acordo com o CRD, com
auxilio do Instrumento Apical Foraminal (IAF), que é o primeiro instrumento que penetra no
CRD e fica justo na parede do canal, fazendo o desbridamento foraminal.

O preparo biomecanico foi realizado por meio da técnica Escalonada com Recuo
Progressivo Anatomico, com limas tipo K, utilizadas seqiliencialmente, (a primeira mais trés
limas), iniciando-se com a identificacdo da primeira lima que se prender as paredes
dentindrias ao nivel apical no CRT (Instrumento Apical Inicial - TAI). A instrumentagdo foi
acompanhada de abundante irrigacdo/aspiracdo/inunda¢do com solug¢do de hipoclorito de
sodio a 2,5%, em um volume de 3,6ml a cada troca de instrumento, no minimo até a lima 35.
A seguir, foi utilizado o IAF para a remogao de possiveis raspas de dentina contaminada
compactadas a esse nivel.

Como “toalete final” do canal radicular, foi efetuada a secagem dos canais radiculares
por meio de aspira¢ao e uso de cones de papel absorvente esterilizados, seguida da aplicagdo
de solucdo de acido etilenodiaminotetracético a 14,3%, tamponado em pH 7,4 (EDTA -
Odahcan Herpo Produtos Dentérios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil), acondicionado em
tubetes de anestésico autoclavados, até que todo o canal radicular fosse preenchido. O EDTA
foi agitado com uma lima tipo K por trés minutos no CRT, com movimentos circulares e de
vaivém e, em seguida, neutralizado com nova irrigagdo com 3,6ml de solug¢do de hipoclorito
de sddio a 2,5%. A tltima irrigacdo foi efetuada com 3,6ml de solugdo salina esterilizada, a
fim de evitar a ocorréncia de reacdo entre o hipoclorito de sodio e a clorexidina contida no
curativo de demora, com provavel escurecimento dental. Foi entdo efetuada a secagem dos
canais, por meio de aspiracdo ¢ uso de cones de papel absorvente esterilizados, compativeis

com o ultimo instrumento utilizado (Instrumento Memoria).
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Curativo de demora

Como curativo de demora foi utilizada uma pasta a base de hidréxido de calcio (pasta
Calen® - S. S. White - Artigos Dentarios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil) associada a
solucdo de gluconato de clorexidina (CHX) a 1,0%, preparada na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP. De acordo com o fabricante, a pasta Calen” apresenta

a seguinte composicao por tubete:

Hidroxido de calcio p. @....ooceeeeeeeiceinennnen. 2,5¢
Oxido de ZINCO P. @.eveveveeeeeeeereeeen 0,5g
ColofONIO0....cveeeevieiieeieeiie e 0,05¢g
Polietileno glicol “400”..........ccoeevveeennenns 0,05¢g

Para o preparo da pasta Calen” - CHX a 1,0%, foram pesados 10,0g da pasta Calen®™
em balanca eletronica de precisdo (Modelo AL 500 - Marte balangas, equipamentos e
aparelhos de precisdo Ltda.), e pipetados 0,5ml de solugdo de digluconato de clorexidina a
20,0% (Procedéncia: India; Lote: 3CG099; Validade: 7-2006).

As substancias foram misturadas e homogeneizadas em placa de vidro esterilizada,
utilizando uma espatula nimero 36, também esterilizada, em camara de fluxo laminar, no
Laboratorio da Disciplina de Microbiologia - FCFRP-USP. A seguir, a pasta resultante foi
acondicionada em tubetes de anestésico de vidro autoclavados, e mantida em geladeira.

Os canais radiculares foram preenchidos com esta pasta por meio de seringa especial
com émbolo rosquedvel (ML - S. S. White - Artigos Dentarios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ -
Brasil), provida de agulha longa calibre 27G, com tope de borracha na medida do CRT
(Figura 1-M e N). Foi realizado um pequeno extravasamento da pasta para os tecidos
periapicais, por meio do posicionamento da agulha ao nivel do forame apical e pela suave
compressao com mecha de algoddo esterilizada na entrada do canal radicular, objetivando
atingir o biofilme bacteriano apical. O completo preenchimento dos canais radiculares com a
pasta, bem como o ligeiro extravasamento, foi confirmado radiograficamente e, em seguida,
colocado uma mecha de algodao esterilizada na entrada dos canais radiculares ¢ uma base de
cimento de iondomero de vidro (Vidrion F - S. S. White - Artigos Dentarios Ltda. - Rio de
Janeiro - RJ - Brasil). O dente foi restaurado com sistema resinoso (Single Bond - 3M ESPE;
Resina composta Z-100 - 3M), utilizando-se a técnica de inser¢do por incremento e tempo de

fotopolimerizagdo de 40 segundos por camada (Figura 1-O e P).
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Decorridos 14 dias da colocagao do curativo de demora, sob nova condi¢ao de
anestesia, isolamento absoluto e anti-sepsia, foi removido o selamento coronario e em seguida
o curativo de demora por meio de abundante irrigagdo/aspiragdo com solucdo salina
esterilizada, coadjuvada com o ultimo instrumento utilizado no preparo biomecanico dos
canais radiculares (Instrumento Memoria), no CRT, e com o IAF, no CRD. Na seqiiéncia, os
canais radiculares foram secos por meio de aspiracao, complementados com o uso de cones de
papel absorvente esterilizados. Os canais radiculares foram mantidos vazios, com a colocagdo
de uma mecha de algoddo esterilizada na camara pulpar efetuando-se, em seguida, uma nova

restauragdo de resina composta, da mesma maneira descrita anteriormente.

3.3 SEGUNDA COLHEITA MICROBIOLOGICA (POS-TRATAMENTO)

Apds 7 dias de manutengdo dos canais radiculares vazios, foram realizados novamente
os procedimentos de anestesia local, isolamento do campo operatorio, anti-sepsia € remog¢ao
da restauracdo, a fim de efetuar a segunda colheita (2* amostra microbioldgica), de maneira
similar a descrita para a primeira. Esta segunda colheita tem como objetivo a identificacdo e
contagem de microrganismos, a fim de avaliar a eficdcia do preparo biomecanico e do
curativo de demora com pasta Calen® associada ao digluconato de clorexidina.

Apos a segunda colheita, foi efetuada a reinstrumentagdo do canal radicular por meio
do ultimo instrumento utilizado no preparo biomecéanico (Instrumento Memoria). O canal
radicular foi entdo submetido a abundante irrigacao/aspiracdo com solugdo de hipoclorito de
sodio a 2,5%, secagem, preenchimento com solu¢do de EDTA agitada por 3 minutos, nova
irrigacdo com hipoclorito de sédio a 2,5%, secagem por meio de aspira¢do, complementadas
com cones de papel absorvente esterilizados, e obturagdo definitiva dos canais radiculares
com pasta Calen® espessada com o p6 do dxido de zinco, de acordo com a técnica descrita por
Silva e Leonardo (1995) e Assed (2005). Ap6s novo exame radiografico, foi colocada uma
camada de cimento de hidroxido de calcio (Dycal - Dentsply Industria e Comércio Ltda. -
Petropolis - RJ - Brasil) sobre a furca e entrada dos canais radiculares, seguida de uma base de
cimento de iondmero de vidro (Vidrion F - S. S. White - Artigos Dentérios Ltda. - Rio de
Janeiro - RJ - Brasil). Os dentes posteriores foram restaurados com amalgama de prata
(Velvalloy - S. S. White - Artigos Dentérios Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil) e os dentes
anteriores restaurados com sistema resinoso (Single Bond - 3M ESPE; Resina composta Z-

100 - 3M).
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3.4 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS DA CULTURA MICROBIANA

Fluido de Transporte Reduzido (RTF)

O RTF ¢ uma solucdo utilizada para o transporte de material bioldgico para o
processamento microbiologico. Preparado de acordo com Syed e Loesche (1972) apresenta a

seguinte composicao:

S0luga0 SaliNa 1.....cccuviieiiiiieieeeeeeee e 75,0ml
S0luGA0 SAIINA 2....eeceiiiieiiiccieeeeeee e 75,0ml
Carbonato de sddio (Merck) solucao a 8,0%.........cccceeveennennn. 5,0ml
Ditiotreitol (Sigma-D/0632) solugdo a 1%.......ccceveeveeenennne 20,0ml
Agua destilada...........cocoouee...... OSPeeenereenreenreenieeereeneees 1000,0ml

Solucio salina 1

Fosfato dipotéssico..........ccccuveenneee. Reagen.......ccccoevvveviieennnn. 0,6g
Agua destilada.............ccooovvernnnn. [0 ) RS 00,0ml

Solucio salina 2

Cloreto de sodio..........cc.ccuee.... MercK.....oooieiiiiiiiieiiee 2,0g
Fosfato monopotassico............ MercK.....oooveviieiieiieiee 0,6g
Sulfato de amoénio.................... Reagen......ccccoevvvveviieiiennne, 2,0g
Sulfato de magnésio................ MercK.....coovveeeiieeiieeieeeenn 0,25¢g
Agua destilada......................... [0 1) o SRR 100,0ml

Volumes suficientes de cada uma das solugdes foram colocados em calices, nos quais
agua destilada foi adicionada até completar 1000ml, homogeneizados e distribuidos em tubos
de ensaio de 12x125mm, em volumes de 2,0ml, e esterilizados em autoclave a 120°C, durante
20 minutos. Apos a esterilizagdo, os tampdes de algoddo foram substituidos por rolhas de
borracha esterilizadas, com as solucdes ainda quentes, evitando assim a reoxidacdo. Estas

solugdes foram conservadas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.
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Meios de cultura

Agar Sangue (As)
Tryptic Soy Agar (Difco) — Tsa

Digesto pancreatico de caseina.........cccoecveveevierieneniieneennennn 15,0g
Digesto enzimatico de SOJa.........cevvveriierieeriireriieeieeiie e 5,0g
Cloreto de SOAI0.....c.uuieeiiieeiieeeiieeeee et 5,0g
ALGAT .t 15,0g
Agua destilada............c.cooveevereeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0ml

Para o preparo deste meio, foram adicionados 500,0ml de 4dgua destilada a 40,0g de
Tryptic Soy Agar (Difco), em baldo de 1000,0ml, autoclavada a 120°C durante 20 minutos.
Ap6s o resfriamento até aproximadamente 50°C, foram adicionados, assepticamente, 5,0% de
sangue desfibrinado de coelho, 5,0ug/ml de hemina (Sigma) e 1,0ug/ml de menadiona
(Sigma). A seguir, o meio foi distribuido assepticamente em placas de Petri de 10x60mm
esterilizadas, em volumes de 5,0ml por placa.

Este meio de cultura foi empregado para o isolamento de microrganismos aerobios

nutricionalmente exigentes, de dificil desenvolvimento.

Agar Sangue enriquecido com Menadiona e Hemina (AsK), de acordo com Tchaou et al.
(1995)
Tryptic Soy Agar (Difco) — Tsa

Digesto pancreatico de caseina..........coceeveevervenerieneennennn 15,0g
Digesto enzimatico de SOja.......c.ceovveeveeruieeieenieeieenieereeene. 5,0g
Cloreto de SOAI0.....ccuuiieiiieiciie et 5,0g
AAT it 15,0g
Agua destilada............oooveeverveieereeeeeeeeeee e 1000,0ml

Para o preparo deste meio, foram adicionados 500,0ml de dgua destilada a 40,0g
de Tryptic Soy Agar (Difco), em baldo de 1000,0ml, autoclavada a 120°C durante 20 minutos.
Ap6s o resfriamento até aproximadamente 50°C, foram adicionados, assepticamente, 5,0% de

sangue desfibrinado de coelho, 5,0pg/ml de hemina (Sigma) e 1,0pg/ml de menadiona
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(Sigma). A seguir, o meio foi distribuido assepticamente em placas de Petri de 10x60mm
esterilizadas, em volumes de 5,0ml por placa.
Este meio de cultura foi empregado para a contagem de unidades formadoras de

colonia (ufc) de microrganismos anaerobios, nutricionalmente exigentes.

Agar Sacarose Bacitracina (SB»y)

CaSitone.......cooveveeenveeienieneeiennene Difco. i, 15,0g
Extrato de levedura...................... DifCo..cuiiiiieieeiee e 5,0g
L-Cisteina.........ccceeevrerieeeveenenne MercK......cooveviieiiiieeiiens 0,2g
Sulfito de sodio........ccceeeeeveeennnen. MercK.....oovvveeeiieeiieeieeee, 0,1g
Acetato de s0dio .......cceevueeennnnne Reagen......ccccoveeniiiicenene 20,0g
Sacarose........ccocveeveerieenneene Acucar cristal..........ccoeeveenennne 200,0g
Agar-4gar .......ococoevveveeeeean DifCo..ciiiiiiiiieiee e 5,0g
Agua destilada ..........ccccovenn... [0 ) S 1000,0ml

Os componentes do meio de cultura, com exce¢do do agar e da sacarose, foram
dissolvidos em um célice em 1000,0ml de 4gua destilada, e homogeneizados com o auxilio de
um bastao de vidro, e divididos em quatro aliquotas iguais. O agar foi pesado e colocado em
baldes de Erlenmeyer, aos quais foi adicionado, aos poucos, o caldo obtido, homogeneizando
por agitacdo e lavando as paredes do baldo. A sacarose foi em seguida adicionada ao meio de
cultura e os baldes foram tamponados com algoddo (bucha), identificados e autoclavados
durante 20 minutos, a 120°C. Apos o resfriamento até cerca de 50°C, foi adicionado ao meio
de cultura 1,0% da solug¢do de Bacitracina-Sigma (0,0033mg~10,0ml de 4gua), seguido de
homogeneizagdo. Por fim, o meio foi distribuido assepticamente em placas de Petri
60x15mm, esterilizadas, em volumes de cerca de 20,0ml por placa. As placas foram utilizadas
até o periodo maximo de 7 dias uma vez que, decorrido este periodo, a bacitracina perde a sua
atividade antimicrobiana.

Este meio de cultura, preparado de acordo com Torres (1991) foi empregado para o

isolamento e determinacdo de ufc de Streptococcus do grupo mutans (SGM).
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Tioglicolato de Sodio sem Indicador e sem Glicose (Tio’s)

Extrato de levedura............oooiiiiiiiiieniieiee e 5,0g
(O 1 1 (0] 1 LT PSSO UUUPORPRURRRUPR 15,0g
(5151510 - T USSP 0,25¢g
Cloreto de SOI0....ccuviieiiieeiieecee et e s 2,5¢
ACIdO HOGICOTICO. . ...vevveveeeeeeeeee e 0,3ml
YN - ) PSPPI 0,75¢g

Para o preparo deste meio foram pesados 24,0g de Thioglycollate medium without
Dextrose or Indicator (Difco), colocados em baldo de Erlenmeyer com um litro de 4gua
destilada. Ap6s homogeneizagdo e fusdo do agar, foram distribuidos em tubos de 15x125mm,
em volumes de cerca de 10,0ml, esterilizados a 120°C por 20 minutos.

Este meio permite detectar a presenca de microrganismos ndo adnumeraveis, ou seja,

presentes em numeros inferiores a 20ufc/ml.

2) Conservacao dos meios de cultura

Ap6s a solidificacdo do meio, as placas foram armazenadas em refrigerador a cerca de

4°C, em posicao invertida, em contéiner de plastico tipo Tupperware.

3) Incubacio dos meios de cultura

As placas com o meio AsK foram incubadas em condi¢des de anaerobiose, obtidas por
meio do emprego do sistema Gaspak (Probac do Brasil), em jarras (Permution), seladas
hermeticamente, durante 7 a 10 dias, a 37°C.

As placas contendo o meio SBj foram incubadas em condi¢des de microaerofilia,
obtidas mediante o sistema de chama de vela, em jarra hermeticamente vedada, por 3 dias, a
37°C.

As placas de As foram incubadas em aerobiose diretamente em estufa a temperatura

de 32 a 37°C, por 24 a 48 horas.

4) Processamento microbiologico

Aos tubos de ensaio contendo as amostras de material (cones de papel e lima), tubo-
mae, foram adicionadas 4 a 6 pérolas de vidro de 1,0mm de didmetro e uma aleta metélica

(Figura 2-A e B), sendo os tubos submetidos a agitagdo por 2 minutos em mixer (Mixtron -



Material e Método 3()

Toptronix - Sao Paulo - SP - Brasil), em velocidade maxima, com a finalidade de dessor¢ao
dos microrganismos (Figura 2-C e D). A seguir, uma aliquota de 1,0ml da suspensao foi
transferida para tubos Eppendorf (Eppendorf AG Barkhausenweg 1 22339 - Hamburg,
Germany) para o teste de Biologia Molecular (Figura 2-E e F). O restante da suspensao foi
submetido a dilui¢des decimais seriadas, até 10, em solugdo salina em fluxo laminar (Figura
2-G). Volumes de 50,0ul da amostra pura e de cada dilui¢do foram depositados em placas
com o auxilio de pipeta automatica, contendo os meios As, AsK e SBy, (Figura 2-H). Aos
tubos-mae foram adicionados cerca de 5,0ml de meio Tio’s, com a finalidade de detectar os
microrganismos presentes em niveis inferiores a 20ufc/ml (Figura 2-1 e J).

Decorrido o periodo de incubagdo, as coldnias foram contadas com o auxilio de
microscopio estereoscopico (Nikon) e os valores anotados em fichas para calculo do ntimero
de ufc de microrganismos por ml da suspensao.

Os SGM foram identificados em nivel de espécie, conforme descrito por Ito et al.

(1993).
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3.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS DO METODO MOLECULAR

Preparo das amostras

Os Eppendorf contendo as amostras foram centrifugados (Figura 3-A) a 4.000rpm
durante 15 minutos a 8°C (Rotina 35R - Hettich - Zentrifugen). Apods a centrifugacdo, o
sobrenadante foi vertido em tubo de ensaio e descartado (Figura 3-B). A seguir, foram
adicionados com pipetador automatico 150uL de tampao Tris e submetidos a agitacdo manual
vigorosa, a fim de suspender o sedimento. Com o auxilio de uma pipeta automatica foram
adicionados 150uL de NaOH a 0,5M, seguido também por agitagdo manual vigorosa
(Figuras 3-C e D).

Os Eppendorf contendo as amostras foram armazenados em geladeira a 4°C (Figuras

3-EeF).

Extracao do DNA

Como anteriormente descrito por Socransky et al. (1994) e modificado por Haffajee et
al. (1997), as suspensdes dos tubos foram fervidas em banho-maria por 10 minutos. Apos a
fervura, as suspensdes foram neutralizadas com a adi¢do de 0,8ml de 5M de acetato de
amonia (77g em 200ml de 4gua destilada esterilizada). Desta forma, as células bacterianas
foram lisadas e o DNA suspenso na solucdo. Na primeira fase de montagem do
“checkerboard”, a placa metalica contendo 30 canaletas, denominada “Minislot 30~
(Immunetics, Cambridge, MA, USA), foi colocada sobre uma membrana de nylon (15x15¢cm)
com carga positiva (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) e o conjunto
aparafusado sobre uma base de acrilico (figuras 4-A e B) Cada suspensdo contendo DNA
livre foi depositada nas fendas do “Minislot 30” e o DNA foi concentrado na membrana de
nylon (Figura 4-C). A seguir, a membrana foi removida do aparato e exposta ao calor
(120°C), durante 20 minutos para a fixagdo do DNA (Figuras 4-D e E). Em cada membrana
foram depositadas 28 amostras, sendo as duas ultimas canaletas reservadas para a colocagao
dos controles, representados por uma suspensdao contendo todas as espécies microbianas

avaliadas em duas concentracdes (10° ¢ 10° células bacterianas).
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Preparo das sondas de DNA

As sondas de DNA foram confeccionadas usando o kit “random primer digoxigenin
labelling” (Roche Molecular Systems, Inc., Alameda, CA), como descrito por Feinberg e
Vogelstein (1983). A tabela 1 apresenta as 35 sondas de DNA empregadas, especificas para as
espécies avaliadas neste estudo, selecionadas de acordo com a sua associagdo com diferentes

tipos de infec¢des endodonticas (Haffajee e Socransky, 1994; Moore e Moore, 1994).

Tabela 1 - Espécies bacterianas utilizadas na confecc¢ao das sondas gendmicas de DNA

Espécies bacterianas Procedéncia da cepa Morfotipo Fisiologia
Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo @  ATCC 43718 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo b  ATCC 29523 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Actinomyces gerencseriae ATCC 23860 Bastonete Gram-positivo Facultativo
Actinomyces israelii ATCC 12102 Bastonete Gram-positivo Facultativo
Actinomyces naeslundii I ATCC 12104 Bastonete Gram-positivo Facultativo
Actinomyces odontolyticus ATCC 17929 Bastonete Gram-positivo Facultativo
Actinomyces viscosus ATCC 43146 Bastonete Gram-positivo Anaerdbio
Campylobacter rectus ATCC 33238 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Capnocytophaga ochracea ATCC 33596 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Capnocytophaga sputigena ATCC 33612 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Eikenella corrodens ATCC 23834 Bastonete Gram-negativo Facultativo
Eubacterium nodatum ATCC 33099 Bastonete Gram-positivo Anaerdbio
Eubacterium saburreum ATCC 33271 Bastonete Gram-positivo Anaerobio
Fusobacterium nucleatum sit nucleatum ATCC 25586 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Fusobacterium nucleatum sit polymorphum ATCC 10953 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Fusobacterium periodonticum ATCC 33693 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Neisseria mucosa ATCC 19696 Coco Gram-negativo Aerdbio

Peptostreptococcus micros ATCC 33270 Coco Gram-positivo Anaerdbio
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Bastonete Gram-negativo Anaerobio
Prevotella intermedia ATCC 25611 Bastonete Gram-negativo Anaerobio
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Prevotella nigrescens ATCC 33563 Bastonete Gram-negativo  Anaerdbio
Propionibacterium acnes ATCC 11827 Bastonete Gram-positivo Anaerobio
Selenomonas noxia ATCC 43541 Bastonete Gram-negativo Anaerobio
Streptococcus anginosus ATCC 33397 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus constellatus ATCC 27823 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus gordonii ATCC 10558 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus intermedius ATCC 27335 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus mitis ATCC 49456 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus oralis ATCC 35037 Coco Gram-positivo Facultativo
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 Coco Gram-positivo Facultativo
Tannerella forsythia ATCC 43037 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Treponema denticola B1 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Veillonella parvula ATCC 10790 Coco Gram-negativo Anaerdbio

Cepa B1, Forsyth Institute, Boston, MA.
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD)

Destas 35 sondas, 17 espécies sao anaerdbias (12 Gram-negativo ¢ 5 Gram-positivo),
outras 17 sondas sdo facultativos (11 Gram-positivo e 6 Gram-negativo) e 1 sonda ¢ aerdbia.

As cepas foram cedidas pelo Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Goes, UFRJ e pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), estando disponiveis no Laboratorio de Microbiologia Oral da

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ.
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Previamente ao uso, as sondas foram testadas com uma mistura controle contendo as
espécies avaliadas, numa concentracio de 10* células bacterianas. Este procedimento foi
efetuado a fim de oferecer a mesma sensibilidade para a detec¢do de cada espécie, isto €, suas
concentragdes foram ajustadas de modo que a intensidade dos sinais de todas as sondas seja
semelhante. Além disso, cada sonda foi testada com uma bateria de cepas bacterianas da
colecdo de isolados do Laboratorio de Microbiologia Oral para a avaliacao da especificidade

de cada uma delas.

Hibridac¢ao das membranas com as sondas de DNA

Apos a fixacdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridadas a 42°C, durante 1
hora, em uma solucdo de 50% de formamida, 5 x SSC (1 SSC = 150mM NaCl, 15mM citrato
de sodio, pH 7.0), 1% de caseina, 25mM de fosfato de sédio (pH 6.5) e 0,5mg/ml de RNA de
levedura. Em seguida, cada membrana foi colocada sob a placa acrilica do aparelho
“Minibloter 45” (Immunetics), de maneira que as linhas contendo o DNA fixado fiquem em
uma posicao perpendicular as canaletas do “Miniblotter 45 (Figura 4-F).

O “Miniblotter 45” contém 45 canaletas onde, em cada uma delas, foi colocada uma
sonda de DNA. Cada canaleta foi preenchida com 130uL de uma determinada sonda (Figura
4-G), contida em uma solucdo de hibridacio (45% formamida, 5xSSC, 20mM de fosfato de
sodio - pH 6.5, 0,2mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% de caseina e
20ng/mg de sonda de DNA). As sondas hibridam perpendicularmente as linhas contendo o
DNA bacteriano, propiciando um formato xadrez, com as amostras de DNA horizontais e as
sondas verticais. O aparato contendo as membranas foi colocado em um saco plastico, para
evitar a desidratacao das mesmas. A hibridacdo das amostras nas membranas com as sondas

foi realizada a 42°C, durante um periodo minimo de 16 horas (Figura 4-H).

Deteccao das espécies bacterianas

Apo6s a hibridagdo com as sondas, a membrana foi removida do “Miniblotter 45 ¢
lavada durante 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas lavagens de 20 minutos
cada a 68°C (Figura 4-I e J ), em uma solucdo contendo 20mM fosfato, ImM EDTA e 1%
SDS, com o objetivo de remover as sondas que nao hibridaram completamente. Apos este
procedimento, as membranas foram imersas durante 1 hora em uma solugdo de bloqueio
(Figura 4-K) contendo 0,1M de acido maléico, 3M de cloreto de sddio, 0,2M de hidroxido de

sodio, 0,3% de Tween 20 e 0,5% de caseina em pH 8.0. A seguir, foram imersas durante 30
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minutos na mesma solugdo, agora contendo também o anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina — Figura 4-L - (Roche Molecular Systems, Inc., Alameda, CA), em uma
dilui¢do de 1/25.000 (Engler-Blum et al., 1993).

Posteriormente, as membranas foram lavadas com uma solugdo de 0,1M de acido
maléico, 3M de cloreto de sodio, 0,2M de hidréxido de sédio e 0,3% de Tween 20, em pH
8.0, 2 vezes durante 15 minutos e uma vez durante 5 minutos em S0mM Tris HCl e S0mM de
cloreto de sodio em pH 9.5 (Figura 4-M). As membranas foram entdo incubadas em uma
solugdo contendo o substrato para a enzima CDP-Star® (Amersham Pharmacia Biotech),
durante 45 minutos (Figura 4-N).

Finalmente, as membranas foram colocadas em um cassete de autoradiografia (Figura
4-0), sob um filme radiografico (Kodak X-OMAT, Rochester-NY - USA) durante
aproximadamente 40 minutos e, a seguir, revelados para a deteccdo dos sinais de
quimioluminescéncia. Ao final, foi obtido um filme radiografico com os sinais detectados
pelas sondas de DNA, onde as linhas horizontais representam as amostras e as verticais as

sondas de DNA, propiciando um formato de “tabuleiro de xadrez” (Figuras 4-P e 5).



Figura 1 — Procedimentos clinicos

A-  Radiografia periapical para diagnostico

B-  Aspecto clinico inicial

C - Anti-sepsia da cavidade bucal com solucao de gluconato de clorexidina a 0,12%

D - Isolamento do campo operatério com dique de borracha e anti-sepsia com
gluconato de clorexidina a 2,0%

E - Remogao do tecido cariado

F-  Abertura coronaria evidenciando o desgaste compensatorio

G — Abertura finalizada, pronto para a realizar a colheita

H- Colheita microbioldgica com lima endodéntica tipo K

I—- Lima sendo seccionada e colocada em tubo de ensaio contendo RTF
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continua¢do

Figura 1 — Procedimentos clinicos

J- Colheita microbiologica com cone de papel
K- Cone de papel sendo colocado no mesmo tubo contendo a lima
L- Tubo de ensaio contendo o material a ser analisado

Me N - Colocagdo do curativo de demora

O e P- Dente restaurado
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Figura 2 — Processamento laboratorial das amostras para a técnica de cultura

A e B-
CeD-
EeF-

G-
H-
IelJ-

Colocagao de pérolas de vidro e aleta de metal no tubo contendo as amostras
Agitagao em mixer durante 2 minutos

Retirada de 1,0mL da suspensdo para o teste de biologia molecular e sua
transferéncia para Eppendorf

Suspensio remanescente sendo submetida a dilui¢des decimais seriadas até 10-*
Volumes de 50uL sendo depositados nos meios de cultura

Tubo-mie sendo adicionado o meio Tio’s
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Figura 3 — Processamento laboratorial das amostras para a técnica de biologia

molecular
A- Centrifugagao das amostras a 4.000rpm durante 15 minutos a 8° C
B- remocao do sobrenadante

C-  Adicdo de 150pL de tampao Tris
D-  Adigdo de 150uL de NaOH a 0,5M

E -F- Estocagem das amostras
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Figura 4 — Etapas da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization

A-

Introducdo da membrana de nylon (15x15¢cm) com carga positiva e cerca de 12 a
15 papéis de filtro no MiniSlot 30

O conjunto aparafusado

Deposicao das amostras nas canaletas do dispositivo, apos a desnaturacdo da
suspensao

Exposi¢ao da membrana ao calor (120°C — 20 minutos) para fixagdo do DNA
Amostras de DNA fixadas na membrana

Introdu¢do da membrana no MiniBlotter 45 evidenciando que as amostras de DNA
estdo dispostas perpendicularmente as canaletas do dispositivo

Preenchimento das canaletas com as 35 sondas

Hibridagado por 16 horas a 42°C
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Continuacdo

Figura 4 — Etapas da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization

TeJ -

Lavagem da membrana com solu¢ao de Tampao fosfato (68°C — 40 minutos)
para remocao das sondas que ndo hibridaram

Imersdo da membrana na solucdo de bloqueio durante 1 hora em um agitador
Acréscimo do anti-corpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase Alcalina (30
minutos)

Lavagem da membrana com solu¢do para remocdo inespecifica do anti-
digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina

Substrato CDP-Star® para a enzima fosfatase alcalina

Cassete de autoradiografia contendo o filme radiografico

Deteccao dos sinais de quimioluminescéncia no filme radiografico
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Figura 5 — Hibridacdo do Checkerboard

A leitura dos resultados foi semi-quantitativa, realizada por meio de comparacao dos

sinais das amostras dos canais radiculares com os sinais das amostras controle. Essa

comparacao foi realizada a partir do DNA de todas as bactérias que estdo sendo pesquisadas,

e colocadas nas duas Gltimas canaletas do “Minislot 30”, que equivalem a 100.000 (10°) e

1.000.000 (10% de células. Desta forma, foi obtido um namero de células bacterianas

aproximado, em cada amostra, para cada uma das espécies bacterianas avaliadas.

Todas as avaliagcdes foram realizadas por um unico examinador calibrado. Os

resultados obtidos foram anotados em fichas especificas.

A fim de facilitar a leitura semi-quantitativa dos sinais, a intensidade da infec¢ao por

diferentes espécies em cada canal radicular foram avaliadas estabelecendo-se os seguintes

€SCOores:

- 0: quando ndo houver detec¢do do sinal de quimioluminescéncia.

- 1: quando apresentar quantidades < 10° células.

- 2: quando apresentar quantidades = 10° células.

- 3: quando apresentar quantidades entre 10° ¢ 10° células (média de 550.000).

- 4: quando apresentar quantidades = 10° células.

- 5: quando apresentar quantidades > 10° células.
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ANALISE ESTATISTICA

Foi efetuada a comparagdo dos resultados obtidos nas colheitas pré e pos tratamento.

Para tal, utilizou-se a analise descritiva dividida de acordo com as variaveis de cultura
e de biologia molecular. Nos dois casos, foi necessario estudar as varidveis na escala
logaritmica (base 10) para que os testes estatisticos pudessem ser utilizados. Em virtude da
existéncia de valores nulos, foi utilizada a transformacdo log (x+1), onde x representa a
variavel original.

Foi utilizado também, o teste t de Student pareado (Snedecor e Cochran, 1976) para
todas as varidveis na escala logaritmica, para isto, utilizou-se a transformagao log (x+1), onde
X representa a variavel original. Para analisar os resultados da biologia molecular utilizou-se a
soma dos escores dos grupos de bactérias (anaerdbios, aerobios, facultativos). A Unica
excecao ocorreu para o escore do exame de biologia molecular das bactérias aerdbias, onde
foi utilizado o teste de Wilcoxon (Sprent, 1993). Em todos os testes o nivel de significancia
adotado foi 0=0,05. Para complementar a analise, todas as variaveis foram categorizadas em
presenca/auséncia de bactérias e depois foi aplicado o teste de McNemar (Agresti, 2002), nos
casos onde era possivel, para comparar os instantes pré e pos.

As variaveis do estudo podem ser divididas de acordo com a técnica de cultura e de

biologia molecular. Todas elas foram medidas em dois momentos (pré e pos):

e Cultura:
o anpre: quantidade de bactérias anaerdbias no pré;
o anpos: quantidade de bactérias anaerdbias no pos;
o bpbpre: quantidade de bactérias BPB no pr¢;
o bpbpos: quantidade de bactérias BPB no pos;
o apre: quantidade de bactérias aerdbias no pré;
o apos: quantidade de bactérias aerobias no pos;
o estpre: quantidade de estreptococos no pre;
o estpos: quantidade de estreptococos no pos;
o totalpre: quantidade total de bactérias no pré¢;

o totalpos: quantidade total de bactérias no pos;
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e Biologia molecular:

o

©)

bmanpre: soma dos escores de sondas de bactérias anaerobias no pré;
bmanpos: soma dos escores de sondas de bactérias anaerobias no pos;
bmfpre: soma dos escores de sondas de bactérias facultativas no pré;
bmfpos: soma dos escores de sondas de bactérias facultativos no pos;
bmapre: soma dos escores de sondas de bactérias aerdbias no pré;

bmapos: soma dos escores de sondas de bactérias aerdbias no pos;
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5 RESULTADOS

1) Cultura

O resultado final deste experimento constou de 19 amostras (38 canais radiculares).
Foram realizadas colheitas pré e pos tratamento.
Os nameros das unidades formadoras de colonia (ufc) das amostras colhidas antes do

inicio do tratamento e 7 dias apds a remog¢do do curativo de demora estdo apresentados na
tabela 1.
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De acordo com a tabela 1, a prevaléncia inicial dos microrganismos anaerobios foi de
94,73%, em numeros variando de 60 a 446.000ufc/ml. Em 10 casos (52,63%) foram
quantificados BPB. Os microrganismos aerobios estavam presentes em 18 canais radiculares
(94,73%), em nimeros variando entre 60 a 202.000ufc/ml. Os SGM estavam presentes em 10
canais radiculares (52,63%), em numeros variando de 20 a 4.800ufc/ml. O meio Tio’s foi
positivo em todos os casos.

Na 2? colheita, obtida apos o preparo biomecanico e aplica¢cdo do curativo de demora

com pasta Calen” CHX-1,0%, nota-se a diminui¢do do numero de ufc. Apesar dos anaerdbios
estarem presentes em 16 canais radiculares (84,21%), variando de 20 a 72.000ufc/ml,
apresenta-se em menor numero que na colheita inicial. Lembrando que a 2* colheita foi
realizada 7 dias ap6s da remog¢do do curativo de demora. Os BPB estavam presentes em 8
canais radiculares (42,10%). Dezesseis canais radiculares (84,21%) foram positivos para
aerobios, em numeros de 20 a 47.000ufc/ml. Os SGM estavam presentes em 5 canais
radiculares (26,31%) com variagdo de 20 a 100ufc/ml. O meio Tio’s foi positivo para 17
canais radiculares (89,47%).

As medidas-resumo das varidveis mensuradas pelo exame de cultura, na escala
original e na escala logaritmica, podem ser vistas no Apéndice B. A necessidade da utilizagao
da transformacao logaritmica fica clara utilizando o Grafico 1 (Apéndice C), onde se observa
um comportamento simétrico das variaveis transformadas. Também neste grafico, observa-se

que s6 ndo ha indicios de diferenga entre os instantes pré e pds para a variavel BPB.

1.1) Variaveis numéricas transformadas

Os resultados do teste t pareado para comparagdo dos instantes pré e pos podem ser
vistos na Tabela 2 e mostram que s6 ndo houve diferenca estatisticamente significante para a
variavel BPB (p=0,126). Nas demais varidveis pode-se afirmar que houve uma queda média

estatisticamente significante.
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Tabela 2 - Resultados do teste t de Student pareado para as variaveis do exame de cultura

Diferenca Intervalo de confianca
Varidveis média Desvio- Erro- 1 (95%)

(pré-pos) padrao  padréo 8 P Limite Limite

pre-pos inferior superior

Anaerdbios 1.4 2.1 0.5 2.9 18  0.011 0.4 2.4
BPB 0.8 2.1 0.5 1.6 18  0.126 -0.2 1.8
Aerdbios 1.1 1.9 0.4 2.5 18 0.020 0.2 2.1
SGM 0.9 1.6 0.4 2.4 18  0.029 0.1 1.6
Total de
bactérias 1.4 2.0 0.5 2.9 18  0.009 0.4 2.3

1.2) Variaveis categorizadas em presenca/auséncia

As tabelas apods a categorizacao estao identificadas abaixo:

e Presenca de bactérias anaerdbias (Tabela 3): apenas 2 canais passaram de
positivo para negativo;

e Presenca de bactérias do tipo BPB (Tabela 4): ndo houve diferenga
estatisticamente significante (p=0,774) entre os instantes pré e pos;

e Presenca de bactérias aerobias (Tabela 5): apenas 2 canais passaram de
positivo para negativo;

e Presenca de estreptococos (Tabela 6): ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,180) entre os instantes pré e pos;

e Presenca de pelo menos um tipo de bactéria (Tabela 7): apenas 2 canais

passaram de positivo para negativo.

Tabela 3 - Distribuigdo conjunta pré vs pds da presenga de bactérias anaerobias utilizando o exame

de cultura
Anaerdbios Pré Apaerobms PO,S, Total
negativo positivo
negativo 1 0 1
positivo 2 16 18

Total 3 16 19
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Tabela 4 - Distribuicdo conjunta pré vs pos da presenca de bactérias do tipo BPB utilizando o exame

de cultura
. BPB pos
BPB Total
Pre Negativo Positivo o
Negativo 4 5 9
Positivo 7 3 10
Total 11 8 19

Teste de Mcnemar p=0,774

Tabela 5 - Distribuicdo conjunta pré vs pds da presenca de bactérias aerdbias utilizando o exame de

cultura
Aerodbios Pré Aeroblos Pos — Total
negativo positivo
negativo 1 0 1
positivo 2 16 18
Total 3 16 19

Tabela 6 - Distribuigdo conjunta pré vs pds da presenca de estreptococos utilizando o exame de cultura

Estreptococos Estreptococos Pds

, - — Total
Pré negativo positivo
negativo 7 2 9
positivo 7 3 10
Total 14 5 19

Teste de McNemar p=0,180

Tabela 7 - Distribuicdo conjunta pré vs pos da presencga de pelo menos um tipo de bactéria utilizando

o exame de cultura

Total de bactérias Pos

Total de bactérias Pré - — Total
negativo positivo

negativo 1 1

positivo 2 16 18

Total 3 16 19

2) Checkerboard DNA-DNA Hybridization

O resultado final deste experimento constou de 14 amostras (28 canais radiculares).
Deste estudo, 5 amostras se perderam quando da realizagdo de procedimentos técnicos. Foram
realizadas colheitas pré e pos tratamento. Os resultados das 35 sondas podem ser observados
no Anexo C e Apéndice D.

Das 35 sondas utilizadas, 31 (88,57%) foram positivas na 1* colheita, sendo
identificadas de 1 a 31 espécies bacterianas por amostra, média de 5,71. Na 2* colheita 13
(37,14%) sondas foram positivas com 1 a 6 espécies bacterianas por amostra, média de 2,64
(Tabela 8 € 9).
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Tabela 8 - Prevaléncia de espécies bacterianas na 1° colheita

Espécies Namero de  Prevaléncia
amostras (%)
positivas

Actinobacillus actinomycetemcomitans a 2 14,28

Actinobacillus actinomycetemcomitans b 2 14,28

Actinomyces gerencseriae 2 14,28

Actinomyces israelii 2 14,28

Actinomyces odontolyticus 2 14,28

Actinomyces naeslundii [ 2 14,28

Actinomyces viscosus - -

Campylobacter rectus 3 21,42

Capnocytophaga gingivalis 3 21,42

Capnocytophaga ochracea 1 7,14

Capnocytophaga sputigena 1 7,14

Eubacterium nodatum 1 7,14

FEikenella corrodens 2 14,28

FEubacterium saburreum 2 14,28

Fusobacterium periodonticum 2 14,28

Fusobacterium nucleatum sit polymorphum 7 50,00

Fusobacterium nucleatum sit nucleatum 1 7,14

Neisseria mucosa 14 100,00

Peptostreptococcus micros - -

Prevotella melaninogenica 5 35,71

Porphyromonas gingivalis 1 7,14

Prevotella intermedia 1 7,14

Prevotella nigrescens - -

Propionibacterium acnes 2 14,28

Selenomonas noxia 2 14,28

Streptococcus anginosus 2 14,28

Streptococcus constellatus - -

Streptococcus mitis 2 14,28

Streptococcus oralis 2 14,28

Streptococcus sanguinis 2 14,28

Streptococcus gordonii 4 28,57

Streptococcus intermedius 2 14,28

Tannerella forsythia 1 7,14

Treponema denticola 3 21,42

Veillonella parvula 2 14,28
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Tabela 9 - Prevaléncia de espécies bacterianas na 2° colheita

Espécies

Numero de
amostras
positivas

Prevaléncia
(%)

Actinobacillus actinomycetemcomitans a
Actinobacillus actinomycetemcomitans b
Actinomyces gerencseriae

Actinomyces israelii

Actinomyces odontolyticus
Actinomyces naeslundii 1

Actinomyces viscosus

Campylobacter rectus

Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
Eubacterium nodatum

Eikenella corrodens

Eubacterium saburreum

Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium nucleatum sit polymorphum
Fusobacterium nucleatum sit nucleatum
Neisseria mucosa

Peptostreptococcus micros

Prevotella melaninogenica
Porphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia

Prevotella nigrescens
Propionibacterium acnes

Selenomonas noxia

Streptococcus anginosus

Streptococcus constellatus
Streptococcus mitis

Streptococcus oralis

Streptococcus sanguinis

Streptococcus gordonii

Streptococcus intermedius

Tannerella forsythia

Treponema denticola

Veillonella parvula

—_—
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Dentre as 31 sondas encontradas na 1* colheita, 16 (94,1%) eram espécies facultativas.
Destas, 6 (100,0%) eram facultativos Gram-negativo e 10 (90,9%) eram facultativos Gram-
positivo. As espécies anaerdbias somaram 14 (82,3%) sondas. Onze (91,6%) espécies
anaerobias Gram-negativa e 3 (60,0%) espécies anaerdbias Gram-positivo. A sonda aerdbia
estava presente em 100,0%.

J& para a 2? colheita, das 13 sondas encontradas, 8 (47,0%) espécies eram anaerobias.
Destas, 6 (50,0%) eram anaerdbios Gram-negativo e 2 (40,0%) anaerdbios Gram-positivo. Os
facultativos somaram 4 (23,5%). Destes, 3 (27,2%) eram facultativos Gram-positivo e 1
(16,6%) eram facultativos Gram-negativo. A sonda aerdbia estava presente em 100,0%.

Ainda de acordo com a tabela 8 € 9, na 1? colheita as espécies mais prevalentes foram:
Neisseria mucosa (100,0%), Fusobacterium nucleatum sit polymorphum (50,0%), Prevotella
melaninogenica (35,7%) e Streptococcus gordonii (28,5%). Na 2* colheita foram as seguintes
espécies mais prevalentes: Neisseria mucosa (100,0%), Fusobacterium nucleatum sit
polymorphum (42,8%), Streptococcus gordonii (28,5%), Prevotella melaninogenica (14,2%)
e Porphyromonas gingivalis (14,2%).

Duas sondas, Peptostreptococcus micros e Prevotella nigrescens nao foram
detectadas em nenhuma das duas colheitas.

Com relacdo a avaliacdo semi-quantitativa do numero de células bacterianas, a
infeccdo variou do escore 0 ao escore 5. Os resultados do escore para a 1* e 2* colheita, podem

ser observados nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Escore 12 colheita Tabela 11 — Escore 22 colheita
V)
Escore Total /o Escore Total %
0 130 61,9
0 173 82,3
1 24 11,4
1 19 9,0
2 4 1,9
2 6 2.8
3 12 5,7
3 2 0,9
4 23 10,9 4 10 47
5 17 8,0 5 ’
Total 210 100,0

Total 210 100,0
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As medidas-resumo das variaveis originais e transformadas podem ser vistas no
Apéndice E. Pelo Grafico 2 (Apéndice F) ¢ possivel verificar que quase nao ocorre mudanga
para o escore das bactérias aerobias, também nao ¢é possivel dizer que hé indicios de que as
médias dos momentos pré e poés sdo diferentes, basta observar que o intervalo de confianga

aproximado (média + 2 EP) passa pelo valor nulo em todos os casos.

2.1) Variaveis numéricas transformadas
Os resultados do teste t de Student pareado podem ser vistos na Tabela 12 e mostram
que ndo houve diferenca estatisticamente significante, sendo que os valores da populacdo em
questao para a diferenca do escore sdo:
e anaerobias: a diferenca média esta entre os valores de —0,18 e 0,50 na escala
logaritmica (base 10) com 95% de confianca;
e facultativas: a diferenca média esta entre os valores de —0,19 ¢ 0,58 na escala

logaritmica (base 10) com 95% de confianca.

Tabela 12 - Resultados do teste t de Student pareado para as variaveis do método de biologia

molecular
Diferenca Intervalo de confianca
Varidveis média Desvio-  Erro- ¢ ol P (95%)
padrdo  padrdo Limite Limite
pré-pos inferior superior
Anaerobios 0.16 0.59 0.16 1.02 13 0.325 -0.18 0.50
Facultativos 0.20 0.66 0.18 1.11 13 0285 -0.19 0.58

2.2) Variaveis categorizadas em presenc¢a/auséncia
As tabelas aqui foram construidas apenas para as bactérias anaerobias e para as
facultativas, pois nenhum canal apresentou escore nulo para as bactérias aerobias. As tabelas
sdo:
e anaerdbias (Tabela 13): 2 canais passaram de positivo para negativo ¢ 1 passou
de negativo para positivo;
e facultativas (Tabela 14): 4 canais passaram de positivo para negativo e 4 de

negativo para positivo, o resultado do teste foi ndo significante, p=1,00.
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Tabela 13 - Distribuicdo conjunta pré vs pos da presenca de bactérias anaerobias pelo método de

biologia molecular

Anaerobias BM Pré Ana.eroblas BM ?98 Total
negativo positivo

negativo 4 1 5

positivo 2 7 9

Total 6 8 14

Tabela 14 - Distribui¢do conjunta pré vs pds da presenga de bactérias facultativas pelo método de

biologia molecular

Facultativas Pos

Facultativas Pré - — Total
negativo positivo

negativo 5 4 9

positivo 4 1 5

Total 9 5 14

Teste de McNemar p=1,00

2.3) Escore das bactérias aerobias

Neste caso foi utilizado o teste de Wilcoxon, os resultados podem ser vistos na Tabela

15 e demonstram que ndo ocorreu diferenca estatisticamente significante.

Tabela 15 - Teste de Wilcoxon da quantidade do escore de bactérias aerdbias pelo método de biologia

molecular
Pares N
pos<pre 3
pos>pre 3
empates 8
Total 14

Teste de Wilcoxon p=1
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5 DISCUSSAO

Na terapia endodontica, o desenvolvimento de estratégias efetivas estd na dependéncia
da compreensdo da microbiota patogénica no sistema de canais radiculares. A identificagdo
desta microbiota tem sido tradicionalmente realizada por meio de técnicas microbiologicas e
testes bioquimicos, considerados por muitos até pouco tempo, como sendo o padrdo ouro na
identificacdo de bactérias em amostras clinicas. A importancia de técnicas como a cultura
microbioldgica estd no fato de identificar e quantificar os microrganismos metabolicamente
ativos.

Sendo assim, nossos resultados empregando a técnica de cultura foram encontrados
microrganismos anaerdbios, aerobios, BPB e SGM, o que esta de acordo com outros trabalhos
que mostram que em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente
ocorre a presen¢a de uma infec¢do polimicrobiana (Toyoshima et al., 1988; Sato et al., 1993;
Faria, 2001; Pazelli et al., 2003; Ruviére, 2005). A literatura mostra que 0 mesmo ocorre em
dentes permanentes (Haapasalo, 1989; Sundqvist et al., 1989; Baumgartner e Falkler Jr.,
1991; Siqueira et al., 2003).

Em relagdo aos instantes pré (1* colheita) e pos (2* colheita) houve diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos, exce¢ao feita aos BPB.

Na 1? colheita, os anaerdbios estavam presentes em 18 canais (94,7%) o que esta
préximo de valores encontrados em outros trabalhos. Sato et al. (1993) encontraram (91,0%),
Faria (2001) encontrou 100,0% e Pazelli et al. (2003) encontraram 96,8%. Na denti¢do
permanente, Assed et al. (1996), Sundqvist et al. (1989) e Peters et al. (2002) detectaram
96,0; 91,4 e 87,0%, respectivamente.

Os aerdbios estavam presentes também em 94,7%. Esta proporcdo elevada foi
encontrada por Pazelli et al. (2003) com 93,5% e em menor proporcao por Sato et al. (1993) e
Faria (2001).

Os SGM foram encontrados em 52,6%. Faria (2001) encontrou 30,0% e Pazelli et al.
(2003) encontraram 48,4%. Destes 52,6%, pode-se identificar a presenca de Streptococcus
sobrinus em 10,52% das amostras. Faria (2001) encontrou 5,0%, Pazelli et al. (2003), no
entanto, ndo encontraram este microrganismo. Em dentes permanentes, outros autores
também encontraram estreptococos do grupo mutans: Baumgartner e Falkler Jr. (1991)
33,4%; Pinheiro (1991) 72,0% e Assed et al., (1996) em 52,0% dos casos.

Quanto aos BPB, estdo implicados no desenvolvimento de abscessos apicais e sao

essenciais na inflamacdo purulenta (Griffee et al., 1980; van Winkelhoff et al., 1985;
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Sundqvist et al., 1989). Sua alta atividade proteolitica ¢ um fator de viruléncia devido a suas
proteinases que afetam as proteinas do plasma envolvidas nos processos de defesa (Sundqvist
et al., 1989). Tem sido associados ao aparecimento de sinais e sintomas nas doencas
periapicais (Gomes et al., 1996). Neste estudo foi encontrado 52,6% de BPB. Estes resultados
diferem dos encontrados por Tomic-Karovic e Jelinek (1971), Faria (2001) e Pazelli et al.
(2003) que detectaram, respectivamente, 36,0; 30,0 e 35,5%. Porém, se assemelham aos
encontrados em dentes permanentes por Baumgartner e Falkler Jr. (1991), Pantera Jr. et al.
(1988) e Assed et al. (1996) que verificaram que estes microrganismos estavam presentes em
50,0; 49,0 e 60,0% dos casos, respectivamente. Ruviére (2005) pelo método de biologia
molecular encontrou 51,0%.

O meio Tio’s, que detecta microrganismos presentes em numeros inferiores a
20ufc/ml, foi positivo em todos os casos.

E importante ressaltar, que ao término dos procedimentos de endodontia, o dente em
questdo era restaurado com sistema resinoso apos a colocagdo de uma mecha de algodao
esterilizada na entrada dos canais radiculares, seguido por uma base de cimento de iondmero
de vidro. Isto se faz necessario, uma vez que a literatura mostra que um selamento inadequado
podera levar a infiltragdes bacterianas ao longo das margens das restauracdes com
conseqiiente falha do tratamento endoddntico (Barkhordar e Stark, 1990; Kazemi et al., 1994;
Siqueira et al., 2001; Zaia et al., 2002; Ricucci e Bergenholtz, 2003).

O emprego de técnicas endodonticas em dentes portadores de necrose pulpar e
periapicopatias cronicas adequadas eliminam um grande numero de bactérias, permitindo
obter-se consideravel porcentagem de sucesso no tratamento endodontico, em torno de 84 a
93% (Bystrom et al., 1987; Sjogren et al., 1997). Porém, algumas éareas dos canais radiculares
ndo sdo atingidas pelos instrumentos endoddnticos e tampouco por solugdes irrigadoras
(Zamany et al., 2003). Estas bactérias remanescentes, ndo atingidas pelo preparo quimico-
mecanico podem manter o processo inflamatorio, mesmo ap6s o tratamento endodontico (Lin
et al., 1991; Ribeiro e Consolaro, 2000). Assim, alguns trabalhos clinicos tém mostrado que
um terco a metade dos canais permanecem infectados ap6s a instrumentacao e irrigacao (Cvek
et al., 1976; Bystrom e Sundqvist, 1983, 1985; Orstavik et al., 1991; Sjogren et al., 1997;
Dalton et al., 1998; Molander et al., 1999; Tan e Messer , 2002; Usman et al., 2004; Baugh e
Wallace, 2005). Devido a esta possibilidade, medicag¢des intracanais tém sido advogadas a fim
de alcancar a desinfeccdo e erradicagdo dos microrganismos nos tubulos dentinarios. Este
curativo de demora requer um tempo suficiente para ser eficaz (Nerwich et al., 1993; Hosoya

et al., 2001), sendo por isto, ndo aconselhavel a obturagdo em uma tUnica sessao (Sjogren et
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al., 1997; Nair et al., 2005). Quando o preparo biomecanico ¢ combinado com um curativo de
demora as bactérias podem ser eliminadas dos canais radiculares (Bystrom et al., 1985;
Sjogren et al., 1991).

No entanto, recentes estudos questionam a eficacia do emprego do hidroxido de célcio
na reduc¢do do nimero de bactérias nos sistemas de canais mesmo apds um tempo prolongado
de utilizagdo (Evans et al., 2002; Haapasalo et al., 2000; Portenier et al., 2002; Peters et al.,
2002; Soares et al., 2005). Portanto, um curativo de demora alternativo tem sido pesquisado a
fim de melhorar a erradicag@o bacteriana antes da obtura¢do (Basrani et al., 2004; Wuerch et
al., 2004; Abdullah et al., 2005). Em nosso estudo foi utilizada a pasta Calen® associada a
CHX-1,0%. Esta associa¢do objetiva obter um sinergismo no efeito antimicrobiano sem
aumentar a toxicidade. Podbielski et al. (2003) relataram que esta associagdo promove um
sinergismo antibacteriano quando utilizado contra E. faecalis, Peptostreptococcus micros €
Streptococcus intermedius. Almyroudi et al. (2002) e Gomes et al. (2003) também relataram
este efeito contra as cepas de E. faecalis. A CHX, um agente antimicrobiano de amplo
espectro apresenta ser eficaz contra cepas resistentes ao hidroxido de célcio (Delany et al.,
1982; Ohara et al., 1993; White et al., 1997). De acordo com Basrani et al. (2004) a
associacdo da CHX ao hidroxido de célcio ndo altera o pH, ndo afeta a radiopacidade do
hidréxido de cdlcio, aumenta o tempo de trabalho além de aumentar significantemente a
viscosidade da pasta. Resultados semelhantes foram obtidos por Rabélo (2003) e Siren et al.
(2004). A solubilidade do hidroxido de célcio associado a CHX ¢ menor do que com agua
destilada (Waltimo et al., 1999).

Em nossa 2? colheita, realizada ap6s 7 dias (Reit et al., 1999) da retirada do curativo
de demora foram os seguintes resultados encontrados: anaerdbios (84,2%), BPB (42,1%),
aerobios (84,2%) e SGM (26,3%). Apesar da alta prevaléncia encontrada, as unidades
formadoras de colonia para cada grupo foram muito menores que na 1? colheita. O meio Tio’s
foi positivo para 17 (89,4%) casos. Nossos resultados diferem dos encontrados por Pazelli et
al. (2003), que apresentaram anaerobios (31,3%), BPB (0,0%), aerdbios (53,3%) e
estreptococos (0,0%). Esta diferenca poderia ser explicada, pois, em seu trabalho a 2* colheita
foi realizada ap6s 48 a 72 horas apos a remocgao do curativo de demora e este foi mantido por

um tempo maior, de 21 a 30 dias.
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Ainda hoje, a identificagdo de bactérias ¢ efetuada por meios de procedimentos
convencionais baseados no fendtipo. Porém, a especificidade do diagndstico microbioldgico €
essencial p/ evitar resultados falso-positivos. Estudos de cultura sdo limitados, e segundo
Ward et al. (1990) menos de 20,0% das bactérias no ambiente sdo cultivaveis. Este percentual
se eleva para 50,0% quando técnicas de cultivo sdo usadas na identificacao de bactérias da
cavidade bucal (Socransky et al., 1963). Além disto, ¢ estimado que mesmo com os melhores
métodos disponiveis, apenas 0,001% a 15,0% das bactérias no geral sdo cultivadas (Olsen,
1990; Ward et al.,, 1990; Amann et al., 1995). Isto sugere que um grande nimero de
microrganismos ainda nao foi cultivado por métodos convencionais (Rolph et al., 2001;
Sakamoto et al., 2005). Portanto, ¢ provavel que microrganismos nao cultivaveis estejam
presentes nas infec¢des endodonticas desempenhando um importante papel na patogénese das
lesdes. Por isto, técnicas de biologia molecular para o estudo da microbiota tém mostrado um
avanco significante na identificagdo de novos microrganismos. A identificacdo classica por
meio do fenotipo tem sido substituida pela de identificagdo do genotipo. Estas técnicas
apresentam uma informagdo confidvel a respeito da prevaléncia de microrganismos
(Bergenholtz e Spangberg, 2004). No entanto, apresentam também, desvantagens: ndo podem
diferenciar entre as viaveis e ndo viaveis e no caso do Checkerboard, detecta a presenga
mediante uma sonda especifica, ndo podendo identificar o inesperado.

Na técnica de biologia molecular, foram encontrados microrganismos anaerdbios,
facultativos e aerdbios. Entre os grupos da a 1* e 2% colheitas ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes. Com relagdo aos escores, também ndo houve
diferencgas estatisticamente significantes entre a 1* e 2* colheitas.

Todos os 28 (100,0%) canais radiculares apresentaram evidéncia de sinal positivo para
pelo menos uma sonda. Ruviére (2005) encontrou 96,1% utilizando estd mesma técnica. Em
dentes permanentes, de Souza et al. (2005), Siqueira et al. (2000a) mostraram que todos os
canais foram positivos para pelo menos uma espécie.

Das 35 sondas utilizadas, 31 (88,5%) foram positivas na 1* colheita e 13 (37,1%)
positivas na 2* colheita. Ruviére (2005) para 34 sondas encontrou 82,3% (28 sondas) de sinal
positivo. Em dentes permanentes, de Souza et al. (2005) encontraram em 44 sondas, 42
(95,4%) de sinal positivo, Siqueira et al. (2000a) em 42 sondas, detectaram 22 (52,3%) de
sinal positivo.

Este estudo apresentou um nimero médio de espécies encontrados na 1* colheita de
5,7 (1 a 31 espécies bacterianas). Ruviére (2005) encontrou 0 a 27 espécies bacterianas (11,4),

enquanto em dentes permanentes, de Souza et al. (2005) e Siqueira et al. (2000a) encontraram
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5 a 33 espécies (17,3) e 1 a 17 espécies (4,7) respectivamente. Todos utilizando a técnica do
Checkerboard. Em dentes permanentes com a utilizacdo da técnica de cultura, Sundqvist
(1992) encontrou uma média de 5,4 e¢ Peters et al. (2002) uma média de 5,1. Em dentes
deciduos utilizando a cultura, Marsh e Largent (1967) encontraram uma média de 2,8 espécies
por dente.

Na 2? colheita, foi encontrado uma média de 2,6 (1 a 6 espécies), enquanto de Souza et
al. (2005) utilizando curativo a base de hidroxido de calcio encontraram uma média de 8,3
espécies por canal.

Em relac@o aos grupos bacterianos na 1? colheita, os anaerdbios estavam presentes em
82,3%, os facultativos em 94,1% e os aerdbios em 100,0% das amostras. Ja Ruviére (2005)
encontrou anaerobios em 81,2% e os facultativos em 83,3%. Em secu trabalho nao foram
pesquisados sondas aerdbias.

Na prevaléncia inicial de microrganismos, nossos resultados foram diferentes dos
encontrados por Ruviére (2005). Neste estudo, os mais prevalentes foram Neisseria mucosa
(100,0%), Fusobacterium nucleatum sit polymorphum (50,0%), Prevotella melaninogenica
(35,7%) e Streptococcus gordonii (28,5%). Enquanto Ruviére (2005) encontrou
Campylobacter rectus (90,2%), Treponema denticola (88,2%), Streptococcus intermedius
(76,5%) e Gemella morbilorum (72,5%). Na 2? colheita também Neisseria mucosa (100,0%) e
Fusobacterium nucleatum sit polymorphum (42,8%) foram encontrados em altas proporcdes.

Espécies de Fusobacterium sp. sdo um dos microrganismos mais prevalentes em
dentes com necrose pulpar e lesdo periapical (Fouad et al., 2003; Sundqvist, 1992). As
fusobactérias sdo capazes de co-agregar com a maioria das outras bactérias bucais, e acredita-
se, que sejam importantes organismos de ponte entre os colonizadores iniciais e tardios do
biofilme (Kolenbrander et al., 1990). Enquanto que a Neisseria mucosa, um microrganismo
aerdbio, coco gram-negativo, ¢ isolado da maioria das areas da cavidade bucal. Neste estudo,
foi encontrado em 100,0% das amostras da 1* e 2% colheita. Em outro trabalho, de Souza et al.
(2005) encontraram 70,0% deste microrganismo na 1* colheita, e apds a utilizagdo de um
curativo de demora a base de hidroxido de calcio obtiveram uma leve reducdo de sua
prevaléncia. Prevotella melaninogenica com 35,7% de prevaléncia na 1* colheita foi
semelhante ao encontrado por Ruviére (2005) com 37,3%. Os Streptococcus gordonii
apresentaram a mesma proporcao tanto na 1* como na 2* colheita. Estes microrganismos sao
colonizadores iniciais e produtores de polissacaride extracelular (PEC). Ruviére (2005)
encontrou uma prevaléncia de 54,9%. Para de Souza et al. (2005), esta foi uma das espécies

menos prevalentes.
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Algumas bactérias exigentes e de dificil identificacdo por meio da técnica de cultura
foram encontrados, como foi o caso da Tannerella forsythia e Treponema denticola. O que
esta de acordo com outros trabalhos de Siqueira et al. (2001b) e Rogas et al. (2001). Estes dois
microrganismos periodontopatogénicos fazem parte do complexo vermelho elaborado por
Socransky et al. (1998). Em contra partida, alguns microrganismos encontrados por técnicas
de cultura e biologia molecular como Peptostreptococcus micros € Prevotella nigrescens nao
foram detectados neste estudo.

A leitura semi-quantitativa dos sinais de quimioluminescéncia mostrou a presenga do
escore 0 a 5. Ruviére (2005) encontrou o escore 0 a 3.

Entre os diversos trabalhos relatados, notaram-se muitas divergéncias. Varios fatores
podem estar relacionados, como a sensibilidade da técnica empregada, uso de diferentes
métodos experimentais, concentragdes, periodos de andlise, diferentes métodos de cultivo
bacteriano, diversidade entre as populagdes estudadas (paises diferentes), técnica de colheita
do material, entre outros.

Pelo exposto, ha de considerar que ndo hd um método unico capaz de recuperar todos
os microrganismos de um sitio, por isto, torna-se importante o uso de técnicas de biologia
molecular associado a técnicas de cultura a fim de levar ao completo conhecimento da
microbiota endodontica e assim, obter novas estratégias de combate a infecgdo

proporcionando um melhor progndstico ao tratamento endodontico.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

Pela técnica de cultura, houve diferengas estatisticamente significante entre os
momentos pré e pds com relagdo aos microrganismos anaerobios, aerobios e

estreptococos do grupo mutans.

Houve redugdo média do niimero de unidades formadoras de colonia entre os grupos
anaerobios, aerobios, bacilos pigmentados de negro e estreptococos do grupo mutans

apos o preparo biomecanico e manuten¢ao do curativo de demora por 14 dias.

Os microrganismos mais prevalentes nos canais radiculares de dentes deciduos com
necrose pulpar e lesdo periapical obtidos pela técnica de cultura, tanto nos instantes

pré como pds, foram os anaerdbios e os aerobios.

Pela técnica de biologia molecular, ndo houve diferencas estatisticamente significante

entre os momentos pré e pos com relagio aos grupos bacterianos.

Nao houve diferencas estatisticamente significante entre os momentos pré e pds, com

relacdo aos escores.

Pela técnica de biologia molecular, Neisseria mucosa e Fusobacterium nucleatum sit

polymorphum foram as espécies mais prevalentes tanto no instante pré como pos.
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APENDICE A - Ficha de Identificacio ¢ Anamnese

Projeto: Detecgéo da microbiota de canais radiculares de dentes deciduos humanos com necrose
pulpar e lesdo periapical pelo método checkerboard DNA-DNA hybridization e pela cultura
microbiana, antes e apos preparo biomecanico e uso de curativo de demora a base de hidroxido de

calcio associado a clorexidina.

P.G. Fumio Matoba Junior / Prof®. Dr?. 1zabel Yoko Ito
IDENTIFICACAO DO PACIENTE

1. N°PASTA: ..., 2.DENTE: ..o
3. NOME COMPIELO: .oovieiieiieiiiiieieie ettt r e v e ere v e eeaeebeerresssesenenenas 4. Apelido: ......ccccuvennee.
5. Idade: ........ anos e ...... meses 6. Data de Nascimento: ..........ccccceceeverenveneecnennnn
7.Sexo: M( ) F() 8. Peso: .oociieiieiee, 9. Altura: .......cceeuvenneen.
10, Naturalidade: ......c..ccveieiiniininiieee ettt s
T1. NOME 8 MAE: .eoutiiiiieiieeiieeie ettt ettt ettt e bt e s te e bt e bt e s beesbe e bt enseesbeenseenseenseenseenseenseensesnnenns
12, NOME QO PAL: .eeeniiieiiieiiieiiecie ettt et et e et e eteesebe e beessaeesseessseessaessseesseessseensaessseenseenseas
13. Inicio do tratamento: ...... foveeid v 14. Data da radiografia de controle: ..... [oweid e
L5, ENACICCO: ..ttt e e e et e e e e eare e e e eanes n® ..

L6, BAIITO: oot e e e e e e e e e e aee e e e e e e eeaaaaaaeeens 17. CEP: ...........

18. Cidade: ...coovveeeieecieeeieeee e 19. Estado: ........... 20. Telefone: () cooeveeeeveenens
ANAMNESE

1. Qual @ queiXa PIINCIPAL? ....ooeiiiieiieeeee et e e e et e e sta e e e eaeeensaeeenseeennseens
Ja foi ao dentista alguma vez? afirma ( ) nega ( )
Para QUET ...ttt et e s
Ja recebeu anestesia odontologica? afirma () nega ()

Teve algum problema? afirma () nega () Qual? .....cccociiriiiiiiieiieeee e,

2.

3.

4.

5.

6. Esta sob cuidado médico? afirma ( ) nega ( )

7. Desde quando? ..........ccceeeeiieeiiieeiieeeiee e Porqué? ...ooeeieeeee e
8. Sofreu alguma doencga grave ou operagao? afirma () nega ( ) Qual? .....ccceevuvveeneennee.
9. Est4 tomando algum medicamento? afirma ( ) nega ( ) Qual? .......cccoooiiiiiiiiiiiennnen.
10. E alérgico a algum medicamento ou substancia? afirma ( ) nega ( )

L1 QUAL? ottt et e a bt et eht bt eeae et eneennes
12. Ja tomou algum antibidtico? afirma () nega () Qual? ....cccceovveeviieeiiieeeeeee e,
13. Quando? ......ccoeeeeeveeeieereeeeeeee. IMOTIVO: .ttt ettt e e ereeeaee s

14. Possui alguma desordem sanguinea tipo anemia? afirma ( ) nega ( )

15. Quando se corta, o sangue demora a coagular? afirma ( ) nega ( )
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16

. Possui alguma historia de problemas cardiacos? afirma ( ) nega ( )

17 QUALY oo e e e e s e s e eeeee s

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Possui alguma histéria de infec¢do das vias urinarias, bexiga ou rins? afirma ( ) nega ( )
Tem ou teve hepatite? afirma ( ) nega ( )

Tem ou teve tuberculose? afirma () nega ( )

Tem ou teve febre reumatica? afirma () nega ( )

Seu filho(a) ou alguém da familia é diabético? afirma ( ) nega ( )

Seu filho possui historia de epilepsia, convulsdes ou desmaios? afirma () nega ( )
Possui alguma doenga pulmonar (asma, bronquite, falta de ar)? afirma ( ) nega ( )

Seu filho sofreu alguma varia¢do de peso ultimamente? afirma ( ) nega ( )

Seu filho possui com freqiiéncia aftas ou boqueiras? afirma ( ) nega ( )

Possui alguma historia de herpes labial? afirma ( ) nega ( )

Seu filho possui algum problema néo relacionado acima o qual gostaria de deixar registrado?

afirma () nega () QUAL? ..o e

29. Data do ultimo tratamento 0dontolOgICo: ........cecvevercverreriernnnne Local: oo,
EXAME INTRABUCAL
1. Edema: Presente ( ) Ausente ( ) Local: ..o
2. Fistula: Presente ( ) Ausente ( ) Local: oo
3. Odor: Presente ( ) Ausente ( )
4. Dor: Provocada ( ) Espontdnea ( ) Percussdo ( ) Dente: ..................
5. Mobilidade: Presente ( ) Ausente ( )
6. Higiene Bucal: Boa ( ) Regular ( ) Ma( )
7. Biofilme Dental: Ausente ( ) Presente em condi¢des normais () Grande quantidade ( )
8. Gengivasadia( ) Gengiva inflamada e com sangramentos ( ) Presenca de calculos ( )
EXAME RADIOGRAFICO
INICIAL FINAL
Rizolise ()yvs ()23 ( )+2/3 ()3 ()23 ( )+23
Lamina Dura () Normal () Interrompida | ( ) Normal ( ) Interrompida
Rarefacdo Ossea Periapical |( ) Ausente ( )Presente ( ) Ausente ( )Presente
Reabsorg¢ao Interna () Ausente ( )Presente ( ) Ausente ( )Presente
Calcificagdes Distroficas () Ausente ( )Presente ( ) Ausente ( )Presente

Todas as informagdes prestadas por mim sdo verdadeiras e estou ciente e de acordo sobre a

importancia de ndo omitir nenhum detalhe das perguntas acima.

Assinatura dos pais ou responsavel

Data: /]
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APENDICE B — Tabelas Cultura

Tabela B.1 - Medidas-resumo das variaveis do exame de cultura

Variavel Momento N Média Desvio-padrdo Mediana Minimo Miéximo
Anaerdbios pré 19 58057 124623 1600 0 446000
pos 19 4392 16406 180 0 72000

pré-pés 19 53666 127765 1320  -71940 445980

BPB pré 19 2183 5044 160 0 17000

pos 19 89 273 0 0 1200

pré-pés 19 2094 5069 120 -1200 17000

Aerobios pré 19 27014 54584 1530 0 202000
pos 19 3002 10685 140 0 47000

pré-pos 19 24012 57032 840  -46940 202000

Estreptococos pré 19 477 1154 20 0 4800
pos 19 13 27 0 0 100

pré-pos 19 465 1159 20 -100 4800

Total de bactérias pré 19 87732 178085 4640 0 574990
pos 19 7496 27347 420 0 120200

pré-pés 19 80236 183773 4220 -119980 574610

Tabela B.2 — Medidas-resumo das variaveis do exame de cultura em escalalogaritmica (base 10)

Variavel Momento N Média Desvio-padrdo Mediana Minimo Mdéximo
Anaerdbios pré 19 3.5 1.4 3.2 0.0 5.6
pos 19 2.1 1.3 23 0.0 4.9

pré-pés 19 1.4 2.1 1.5 -3.1 5.5

BPB pré 19 1.6 1.6 2.2 0.0 4.2
pos 19 0.8 1.0 0.0 0.0 3.1

pré-pés 19 0.8 2.1 0.6 -3.1 4.2

Aerobios pré 19 33 1.3 3.2 0.0 53
pos 19 2.1 1.2 2.1 0.0 4.7

pré-poés 19 1.1 1.9 0.8 -2.9 53

Estreptococos pré 19 1.3 1.4 1.3 0.0 3.7
pos 19 0.4 0.7 0.0 0.0 2.0

pré-pos 19 0.9 1.6 0.1 -2.0 3.7

Total de bactérias pré 19 3.8 1.4 3.7 0.0 5.8
pos 19 24 1.4 2.6 0.0 5.1

pré-pés 19 1.4 2.0 1.0 -2.7 5.7
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APENDICE C - Grafico Cultura

Grafico 1 - Box plots e Média + 2EP da diferenga pré-p6s das variaveis medidas pelo exame de cultura
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APENDICE E — Tabelas biologia molecular

Tabela E.1 - Medidas-resumo do exame de biologia molecular

Varidvel Momento N Média Desvio-padrdo Mediana Minimo Méximo

Anaerdbios pré 14 8 17 1 0 59
pos 14 2 3 1 0 10

pré-pos 14 6 17 0 -9 56

Facultativos ~ pré 14 7 18 0 0 60
pos 14 1 1 0 0 5

pré-pos 14 7 18 0 -5 59

Aerobios pré 14 3 2 3 1 5
pos 14 3 1 3 1 4

pré-pos 14 0 1 0 -1 1

Tabela E.2 - Medidas-resumo do exame de biologia molecular na escala logaritmica (base 10)

Varidvel Momento N Média Desvio-padrdo Mediana Minimo Maximo

Anaerdbios pré 14 049 0.59 0.30 0.00 1.78
pos 14 033 0.36 0.30 0.00 1.04

pré-pés 14 0.16 0.59 0.00 -0.74 1.46

Facultativos pré 14 0.34 0.60 0.00 0.00 1.79
pos 14 0.14 0.23 0.00 0.00 0.78

pré-pés 14 0.20 0.66 0.00 -0.78 1.58

Aerobios pré 14 0.52 0.20 0.60 0.30 0.78
pos 14 0.53 0.19 0.59 0.30 0.70

pré-pés 14 -0.01 0.08 0.00 -0.18 0.12
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Grifico

APENDICE F — Gréfico biologia molecular

2 - Box plots e Média + 2EP da diferenca pré-pds das variaveis medidas pelo exame de

biologia molecular
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ANEXO A — Termo de aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAC PRETCO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Avenida do Café, s/n® - Telefone: (016) 602-3970
14040-904 - Ribeirde Preto - 5P - Brasil
Fax: (016) 633-0999

CEP/26204/FORP/090804
MLCK,/ mlick

Prezada Professora,

Ref. Processo n® 2004.1.571,58.5

De ordem da Senhora Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
desta Faculdade, informamos que o referido Comité, em sua 523 Sessdo realizada no dia 06 de
agosto de 2004, deliberou aprovar o Projeto de Pesquisa envolvendo seres humanos intitulado:
“Deteccdo da microbiota de canais radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar
e lesdo periapical pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization, antes e apos
curativo de demora com pasta a base de hidroxido de calcio/clorexidina”, a ser
desenvolvido por Vossa Senhoria, na Faculdade de Odontologia de Ribeir8o Preto, devendo o
atestado para publicacio final, ser expedido pelo Comité de Etica em Pesquisa, apds a entrega e
aprovacao do Relatdrio Final pelo referido Comité.

MNa oportunidade, lembramos da necessidade de apresentar a este
Comité, o Relatério Parcial em 31 de maio de 2005 € o Relatério Final no dia 28 de
fevereiro de 2006.

Atenciosamente,

-
L % 1.0, AL 7
Maria Licia Camara Kiihl
Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa

Iima. Sra.

Profa. Dra. Izabel Yoko Ito

Professora Doutara do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas -
FCFRP - USP

Secretdrio do Comité de Etica em Pesquisa - Maria dcio Camara Kihl - e-mail: lucia®forp usp br
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO

B, o ————— , CPF .. na
QUALIAAAE A ...t ettt ettt et e et e e beeenteens
AULOTIZO O MNETIOT ..uvviiiieniiieniieeireeteeeeteeteeenveeneeesnteenseeenseensnesseens em tratamento odontoldgico

nesta Instituicdo, a participar da pesquisa: Detec¢do da microbiota de canais radiculares de
dentes deciduos humanos com necrose pulpar e lesdo periapical pelo método checkerboard
DNA-DNA hybridization e pela cultura microbiana, antes e apos preparo biomecanico e uso
de curativo de demora a base de hidroxido de calcio associado ao a clorexidina, conduzido
pelo Pos-Graduando Fumio Matoba Junior - Area de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, sob orientagdo da Prof®. Dr®.
Izabel Yoko Ito.

O propodsito do estudo ¢ identificar, por meio de técnica genética, as bactérias
predominantes nos canais de dentes de leite, com infec¢do, com o intuito de direcionar
tratamento adequado, colaborando assim para a elevagao dos indices de sucesso do tratamento
de canal em dentes de leite.

Estou ciente de que esta pesquisa ¢ cientifica e podera ser publicada em jornais,
revistas e/ou congressos cientificos no pais e no exterior, mantendo-se o sigilo e respeitando-
se o Estatuto da Crianca e do Adolescente. Declaro que fui devidamente esclarecido(a) de
forma oral e escrita que:

1) O material colhido do canal serd utilizado para uma pesquisa na area odontologica,
onde serdo identificadas as bactérias presentes no canal radicular que causaram a morte do
nervo e lesdo dssea. Esta pesquisa vai auxiliar os cirurgides-dentistas na escolha do melhor
tratamento;

2) Serao realizadas radiografias do dente em questao;

3) A colheita do material sera realizada por profissional, utilizando-se limas e cones de
papel absorvente devidamente esterilizado e preparado para este procedimento. Duas colheitas
estdo programadas;

4) Este procedimento ndo ird causar nenhum prejuizo a integridade fisica ou moral da
crianga, € ndo causara desconforto ou risco;

5) Apos a primeira colheita do material, o paciente sera submetido a instrumentacao

do canal coadjuvada com solug¢do irrigadora de hipoclorito de sodio a 2,5%, uso do curativo
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de demora por 14 dias a base de hidroxido de calcio (pasta Calen®™) associado a clorexidina a
1%. Apods este periodo, o curativo serd removido e o canal mantido vazio por 07 dias.
Decorridos este prazo sera efetuada a segunda colheita seguida da obturacdo do canal.

6) Tenho plena liberdade de recusar que o paciente sob minha responsabilidade
participe desta pesquisa, assim como tenho a liberdade de retira-lo a qualquer momento, sem
nenhuma penalizagdo ou prejuizo;

7) Os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia, caso ocorra algum
problema relacionado a execucdo da parte clinica do Projeto de Pesquisa (C.D. Fumio Matoba
Junior - Av. do Café, S/N - Departamento de Clinica Infantil, Odontologia Preventiva e
Social, FORP - USP, telefones: 3602-3995 ou 3602-4138);

8) Nao ¢ previsto o ressarcimento de despesas ou indenizacdes, ja que a conduta de
coleta de material do canal do dente ndo ¢ agressiva a satude fisica ou moral;

9) Estou ciente de que esta pesquisa tem como responsavel a Prof*. Dr®. Izabel Yoko
Ito e o C.D. Fumio Matoba Junior.

Assino este documento de livre e espontinea vontade, estando ciente do seu contetido.

Ribeirao Preto, de de 200 .

Assinatura do pai / mae / responsavel

Prof*. Dr?. Izabel Yoko Ito C.D. Fumio Matoba Janior
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Anexo C - Resultados da biologia molecular
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Autorizo a reproducao e/ou divulgacdo total ou parcial da presente obra, por

qualquer meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte.
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Universidade de Sao Paulo
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Departamento de Clinica Infantil, Odontologia Preventiva e
Social

Ribeirdo Preto/Agosto 2006

Avenida do Café, s/n - CEP 14040-904

e-mail: fumiojunior@forp.usp.br
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