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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a reducdo microbiana e de endotoxinas
apos o preparo quimico-mecanico (PQM) e uso de medicamentos intracanais (Ml)
e a susceptibilidade de algumas espécies bacterianas frente a antimicrobianos. As
amostras foram obtidas de dentes com polpa necrosada e lesdo periapical, em
diversas etapas do tratamento. Foram utilizados meios de transporte, cultura e
incubacdo que proporcionaram o crescimento de microrganismos anaerdbios
estritos. Os microrganismos foram identificados por testes bioquimicos
padronizados e as endotoxinas quantificadas pelo teste Lisado de Amebdcito de
Limulus (LAL). O E-test foi utilizado para avaliar a susceptibilidade dos agentes
antimicrobianos: benzilpenicilina, amoxicilina, eritromicina, azitromicina, cefaclor,
amoxicilina+acido clavulanico, metronidazol e clindamicina. Os resultados
mostraram que as amostras coletadas dos canais radiculares com lesao periapical
apresentaram microrganismos em todos 0s casos, as unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) variaram de 4x10° a 2,6x10°. Os microrganismos mais
encontrados foram: Propionibacterium acnes, Gemella morbillorum, Actinomyces
naeslundii e Eubacterium lentum. As endotoxinas estavam presentes em todas
amostras iniciais, variando entre 62,93 e 214,56 UE/mL. O PQM mostrou reducgéo
de mais de 99% da microbiota e de 57% da concentracdo de endotoxinas. Apos o
uso da MI foram encontrados microrganismos em 54% dos casos, a concentracao
de endotoxina aumentou consideravelmente comparada ao primeiro PQM. Nao
houve diferencas estatisticas entre os MI testados. Os antimicrobianos mais
eficazes foram a amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico. Fusobacterium sp.
mostraram certa resisténcia a eritromicina e clindamicina. Em conclusao, os
resultados microbiolégicos sugerem que o PQM foi responsavel pela maior
reducdo na quantidade de microrganismos e endotoxinas. A amoxicilina ou
amoxilina + acido clavulanico devem ser as medicacbes de primeira escolha
quando necessario o emprego de um agente antimicrobiano via sistémica, para

pacientes alérgios aos beta-lactamicos a azitromicina seria uma alternativa.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate in vivo the microbial and endotoxins load
after chemo-mechanical preparation (CMP) and after the use of intracanal medications
(ICM), it was also aimed to evaluate in vifro the antimicrobial suscetibility from some
microrganisms isolated. Samples were colected of single root teeth containing necrotic
pulp tissue and periapical bone lesions, in several stage of the endodontic treatment.
Transport medium, culture and incubation in favour of strict anaerobic microorganisms
to grow were used. Microorganisms were identifyed by biochemichal tests and
endotoxins quantified by Limulus Amebocite lysate (LAL) test. Antimicrobial
susceptibility was evaluated by E-test method using the following antibiotics:
benzylpenicillin, amoxicillin, amoxicilin + clavulanate, erythromycin, azithromycin,
cephaclor, metronidazole, and clindamycin. Results showed that microorganisms were
present in all teeth containing necrotic pulp tissue and periapical bone lesion, the
colony forming unit (CFU/mL) ranged from 4x10° to 2.6x10°. The microorganisms most
frequent isolated were Propionibacterium acnes, Gemella morbillorum, Actinomyces
naeslundii and Eubacterium lentum. Endotoxin was also present in all initial samples,
ranging from 62.93 to 214.56 UE/mL. Post CMP samples showed more than 99%
reduction of cultivable microbiota and 57% (mean value) of endotoxin concentration.
After 7 days of ICM, residual microorganisms were still found in 54.1% of the cases
and the endotoxin concentration increased considerably compared to the first CMP. No
statistically significant differences among the intracanal medicament groups were
found. In conclusion, the microbiological results sugested that CMP was responsible for
the majority of the microbial and endotoxin reduction. Amoxicilin and amoxicilin plus
clavulanic acid were the best antimicrobial agents, as all bacterial strains tested were
susceptible to their action. Some Fusobacterium spp. showed to be resistant to
eritromycin. In conclusion, the microbiologic results suggest that chemo-mechanical
preparation was responsable for mainly microbial and endotoxin reduction. Amoxicilin
and amoxicilin puls clavulanic acid are the first choice when required to use a systemic

antimicrobial agent, as alternative to alergic patients the azitromicin is an option.



1. INTRODUCAO

A eliminagdo dos microrganismos dos canais radiculares infectados tem
sido uma constante preocupacao em Endodontia, demonstrada por pesquisas que
avaliaram a eficacia da instrumentacdo mecénica, influéncia da irrigacao,
medicacao intracanal e sistémica (Bystrdom & Sundqvist, 1981, 1983; Tronstad et.
al., 1990). Ainda hoje, o melhor e mais seguro método utilizado para
descontaminar o sistema de canais radiculares é a criteriosa limpeza do conteddo
séptico-necrético (Schilder, 1974), uma vez que 0s microrganismos presentes em
canais radiculares necrosados ndo podem ser alcancados pelas células de defesa
do hospedeiro (Takahashi, 1998).

O preparo quimico-mecanico do canal radicular reduz significantemente os
microrganismos predominantes na microbiota endodéntica (Bystrdm & Sundqvist,
1981; Peters et al., 2002). Entretanto, microrganismos persistentes sobrevivem, nao
somente pela incapacidade do preparo quimico-mecanico em remové-los das
complexidades anatdbmicas, mas também porque alguns nutrientes capazes de
favorecer o crescimento destes microrganismos residuais, irdo, inevitavelmente, ali
permanecer e tais microrganismos multiplicar e restabelecer a contaminacado do

espaco pulpar (Bystrom et al., 1985; Gomes et al., 1996; Siqueira & Lopes, 1999).

Varios trabalhos monstraram a importancia da medicagéo intracanal com o
objetivo de potencializar a sanificacao do sistema de canais e tubulos dentinarios
e impedir que os microrganismos se multipliquem no intervalo entre as sessdes de
tratamento (Bystrdm & Sundqvist, 1981, 1983; Bystrom et al., 1985). A medicacao
intracanal a base de hidroxido de calcio tem sido amplamente utilizada devido as
suas propriedades fisicas e biolégicas (Bystrém et al., 1985). As propriedades do
Ca(OH), derivam de sua dissociacao idbnica em ions calcio e ions hidroxila, sendo
que as acOes destes ions promovem propriedades biol6gicas e antimicrobianas
(Spangberg, 1994).

Estudos in vivo indicam que o hidréxido de calcio, usado como

medicamento intracanal, leva a reducdo ou eliminacdo dos microrganismos



presentes nos canais radiculares (Bystrom et al., 1985; Orstavik et al.,, 1991;
Sjérgreen et al., 1991). Porém, in vitro, o Ca(OH). apresenta-se ineficaz, seja em
testes utilizando dentes humanos extraidos infectados (Estrela et al, 1999),
dentes bovinos extraidos infectados (Safavi et al., 1990; Gomes et al., 2003),
testes de difusdo em agar (Di Fiore, 1983; Gomes et al., 2002) ou diluicdo em
caldo (Haapasalo et al., 2000).

Sabe-se que a eficacia de um medicamento intracanal depende da
vulnerabilidade das espécies envolvidas (Gomes et al., 1996). Além disso, a baixa
difusdo de ions hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a capacidade
tampdo da dentina podem impedir a acdo da pasta de hidréxido de calcio
(Haapasalo et al, 2000). Assim, o uso de medicamentos alternativos, por
exemplo, a clorexidina, seria uma opc¢ao de tratamento, por possuir atividade
antimicrobiana frente a esses microrganismos resistentes, como por exemplo 0s
enterococos (Siqueira & Uzeda, 1996; Siren et al., 1997, Molander et al., 1998;
Waltimo et al., 1997, 1999; Haapasalo et al. 2000; Gomes et al., 2001; Vianna et
al., 2004, Gomes et al., 2006). Entretanto, a clorexidina apesar de sua ampla
atividade antimicrobiana, ndo apresenta as propriedades bioldgicas ou fisicas do
hidréxido de calcio. Por meio da associacao da clorexidina com Ca(OH), busca-se
uma medicacdo com a capacidade de induzir a mineralizacao dos tecidos, amplo
espectro antimicrobiano com acao residual, baixa toxicidade aos tecidos e ainda
funcionar como barreira fisica.

O Ca(OH), além de ser utilizado no combate a microrganismos, também tem
sido preconizado para a neutralizacdo das endotoxinas bacterianas. Endotoxina é um
complexo lipopolissacaridico (LPS) presente na parede celular de bactérias Gram-
negativas, que mesmo apdés a morte celular continua desencadeando a reagao
inflamatéria, induzindo a febre, citotoxicidade e reabsor¢do 6ssea (MacKane et
al.,1986). Estudos tém mostrado que o LPS é inativado pela acdo do Ca(OH), (Estrela
et al., 1995; Tanomaru et a.,/ 2002), enquanto que a clorexidina ndo atua sobre ele
(Tanomaru et al., 2002). Entretanto, nenhum estudo clinico até entéo foi realizado para



verificar a acdo das substancias quimicas utilizadas na endodontia sobre o LPS
bacteriano.

O teste cromogénico de Lisado de Amebécito de Limulus (LAL) é um teste
eficaz para detectar e quantificar endotoxinas. Khabbaz et al. (2001) utilizaram
este teste para determinar a presenca de endotoxinas em polpas vitais de dentes
cariados, fazendo uma associacdo com a dor pulpar. Um dos propédsitos do
presente estudo foi verificar a quantidade de endotoxina presente nos canais
radiculares antes e apds a instrumentacdo, e antes e ap6s a utilizagdo de
medicacao intracanal por 7 dias.

Na endodontia, além dos procedimentos locais de combate a infeccdo, em
algumas ocasides, faz-se necessario o emprego de medicacdo sistémica. Os
antibiéticos s6 devem ser usados, em algumas situagdes clinicas, como na
profilaxia antibiética de pacientes de risco para a endocardite bacteriana durante a
terapéutica endoddntica, ou em conjunto com o debridamento mecanico e
processos de drenagem em situacdes agudas, quando as infeccdes periapicais
agudas apresentarem sinais e sintomas de disseminacdo do processo infeccioso
tais como febre, mal estar, celulite ou trismo (Abbott et al., 1990; Souza-Filho &
Andrade, 2006). Porém estes ndo devem ser empregados rotineiramente devido
ao desenvolvimento de microrganismos resistentes (Morse, 1987).

A concentracdo de um antibidtico necesséaria para inibir o crescimento
microbiano in vitro é avaliada por testes de susceptibilidade antimicrobiana
(Forbes et al., 1998). O método E-test que utilizado neste estudo para determinar
a concentracao inibitéria minima (CIM) e a susceptibilidade microbiana as drogas
testadas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MICROBIOLOGIA DOS CANAIS RADICULARES

Os microrganismos estdo em todos os lugares, mas o ambiente o0s
seleciona. Na cavidade bucal existem aproximadamente 10'° bactérias (Mims et
al., 1995) consistindo de mais de 700 diferentes espécies de microrganismos (Aas
et al., 2005), os quais buscam por um nicho e nutricdo. Uma das fun¢des primarias
do esmalte dentario é excluir esses microrganismos do complexo dentina-polpa.
Em condi¢cdes normais, as camadas de esmalte e cemento estdo intactas, a polpa
e o canal radicular protegidos da invasado. Entretanto, a perda destas estruturas
por caries, trincas ou trauma abrem um caminho para penetracao das bactérias
através dos tubulos dentinérios. Todas as bactérias na cavidade bucal tém a
oportunidade de invadir do espaco do canal radicular. Entretanto, apenas um
grupo restrito de espécies tem sido identificado em canais radiculares infectados
(Kantz & Henry, 1974; Wittgow & Sabiston, 1975; Sundqvist 1994). As interacdes
entre fatores microbiologicos e disponibilidade de nutrientes sdo os principais
elementos que definem a composicao da microbiota bucal (Sundqvist & Figdor,
2003).

Na fase inicial de uma infecgcdo no canal radicular, 0 nimero de espécies
microbianas normalmente € pequeno. Se a via de invasao for por meio de carie,
as bactérias da lesédo cariogénica sao as primeiras a invadirem a polpa. Nos casos
onde ndo ha comunicagcao aparente com a cavidade oral, as bactérias penetram
através dos tubulos dentinarios, como pode ocorrer nos casos de trauma sem
exposi¢ao pulpar (Sundqvist, 1976). O niumero de espécies em canais radiculares
infectados pode variar de 1 a mais de 12, e 0 numero de células bacterianas pode
variar de < 10% a >10® por canal radicular (Sundqvist & Figdor, 2003).

2.1.1. MICROBIOTA BUCAL E DO CANAL RADICULAR

As doencas da cavidade oral, predominantemente carie e doenca



periodontal, desenvolvem-se em lugares onde um biofilme j& esta estabelecido.
Estas doencas ocorrem devido a mudancga nas condigdes ambientais, o tipo e as
combinagdes microbianas presentes no momento. Assim, mudangas na superficie
dental, com o aumento do niumero de microrganismos acidogénicos, resultam na
desmineralizacdo, provocando cdaries. Um aumento no numero de bactérias
proteoliticas no sulco gengival resultam no desenvolvimento da doenca
periodontal (Marsh, 2003). A infec¢do dos canais radiculares € Unica na cavidade
oral, visto que ela se estabelece em um ambiente previamente livre de

microrganismos (Sundqvist & Figdor, 2003).

2.1.2. 0S CANAIS RADICULARES SAO NICHOS UNICOS DE INFECCAO

A maioria dos casos de necrose pulpar é decorrente da invasao bacteriana
(via lesdo de carie) e producdo de toxinas. Estes microrganismos e seus
subprodutos chegam a luz do canal, penetram nos tubulos dentinarios e
propagam-se por todo o sistema de canais radiculares, incluindo ramificagdes,
istmos e deltas apicais, alcancando a regido periapical e causando as
periodontites apicais (Nair, 1987; Baumgartner & Falkler, 1991; Sjégrem et al.,
1991).

O primeiro pesquisador a descrever a presenca de bactérias no interior do
canal radicular e associa-las as patologias pulpares e perirradiculares foi Miller em
1894. O autor examinou esfregagcos obtidos de canais radiculares com camara
pulpar aberta e presenca de polpas necréticas. Uma ampla variedade de formas
bacterianas foi observada (cocos, bacilos e espirilos), como também que algumas
espécies localizavam-se na camara pulpar enquanto outras no interior do canal
radicular. Muito mais tarde, estes achados foram confirmados por Kakehashi et al.
(1965) quando, ao utilizarem ratos como modelo experimental, evidenciaram o
papel desempenhado pelas bactérias e seus produtos na indugcédo das infeccbes
pulpares e perirradiculares. Expuseram, ao meio bucal, polpas de molares de

ratos convencionais e "germ free". Verificaram que nos animais convencionais
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ocorreu o desenvolvimento de inflamacéo crénica culminando com necrose pulpar
e lesbes perirradiculares, enquanto que nos animais "germ free" a resposta pulpar
foi caracterizada pela presenca minima de inflamacao e por deposicao de dentina
neoformada na area exposta, demonstrando a importancia da presenca de

microrganismos na instalacédo das infec¢des endodénticas.

Até a metade da década de 70, devido ao desconhecimento das técnicas
de anaerobiose, investigacdes relatavam que os microrganismos isolados dos
canais radiculares com polpas necrosadas eram predominantemente bactérias
anaerdbias facultativas do grupo dos estreptococos, enterococos, micrococos,
difteréides, estafilococos, lactobacilos, bactérias entéricas, Candida spp.,
Neisseria spp. e Veillonella spp. (Morse, 1987; Gomes, 1995).

Moller et al. (1981) induziram necrose pulpar em dentes de macacos,
quando um grupo de dentes foi manipulado de forma asséptica, no outro grupo, as
polpas ficaram expostas a microbiota bucal por um periodo de uma semana. Em
seguida, os dentes foram selados. Os autores concluiram que lesdes
perirradiculares desenvolveram-se apenas nos casos em que houve contato com

a microbiota oral, ou seja, quando as polpas foram infectadas.

Sundqvist (1976) avaliou a microbiota de 32 canais radiculares de dentes
unirradiculares com polpas necrosadas devido a injuria traumatica. Constatou que
19 dentes estavam infectados e cerca de 90% dos isolados eram bactérias
anaerobias estritas.

Os achados de Sundqvist (1976) foram confirmados posteriormente por e
Moller et al. (1981), Bystrém & Sundqvist (1983) e Baumgartner & Falkler (1991),
pela constatacdo da prevaléncia de bactérias anaerdbias estritas nos canais
radiculares infectados, inclusive nos 5,0 mm apicais. Diferencas na disposicéo de
nutrientes e tensao de oxigénio na regidao apical comparadas a porg¢ao principal do
canal radicular sdo as razdes para a predominancia de bactérias anaerdbias de

crescimento lento na porgéo apical.
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Estudos da dinamica da infecgdo dos canais radiculares tém mostrado que
a proporcao relativa de microrganismos anaerdbios estritos € o numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) aumentam de acordo com o tempo.
Fabricius et al. (1982a) verificaram a dindmica da colonizagdo microbiana no canal
radicular em dentes de macaco, considerando as variagdes de tempo (7, 90, 180 e
1060 dias) e localizagdo (luz do canal, dentina radicular e &pice radicular). Os
resultados monstraram que a ecologia mudou progressivamente: aos 7 dias houve
equilibrio entre cocos, bacilos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos
anaerodbios facultativos. No periodo de 3 a 6 meses verificaram a presenca de
anaerdbios facultativos estritos na luz do canal, porém na dentina e apice radicular
a microbiota predominante era de anaerébios estritos. Ao término do periodo
experimental houve predominancia de anaerdbios estritos, principalmente bacilos

Gram-negativos.

Esses mesmos autores (Fabricius et al., 1982b) avaliaram a importancia do
sinergismo microbiano para potencializar a patogenicidade da microbiota do canal
radicular. Os autores inocularam cepas bacterianas em varias combinag¢des no
interior de canais radiculares de macacos para estudar o potencial de
sobrevivéncia e a capacidade de induzirem a formacao de lesdes periapicais.
Reacdes periapicais leves foram observadas nos casos em que as bactérias foram
inoculadas individualmente, enquanto nos casos em que foram inoculadas
associacdes bacterianas, houve reacdes periapicais mais severas. Esses achados
mostram que o “milieu” endodbéntico € um “habitat” seletivo que suporta o
desenvolvimento proporcional de microrganismos anaerdbios. O oxigénio e
produtos do oxigénio sdo importantes determinantes na proporcao de microbiota
especifica nos canais radiculares (Loesch, 1968; Clarlsson et al,. 1977; Loesch et
al., 1983). O consumo de oxigénio e a producdo de dioxido de carbono e
hidrogénio, juntamente com o desenvolvimento do potencial de éxido-reducéo
pelos colonizadores precursores, favorecem o crescimento de microrganismos
anaerdbios (Sundqvist & Figdor, 2003).

12



2.1.3. NUTRICAO COMO UM GUIA ECOLOGICO

O tipo e a disponibilidade de nutrientes sdo importantes fatores no
crescimento microbiano. Os nutrientes podem derivar da cavidade oral, da
degradacao de tecido conjuntivo (Loesch, 1968), de restos de tecido organicos
nos tubulos dentinarios, ou fluidos dos tecidos periapicais (Love, 2002). Esses
fatores no sistema de canais radiculares permitem o crescimento de
microrganismos anaerdébios capazes de fermentar amino-acidos e peptideos,
enquanto que os microrganismos colonizadores iniciais obtém energia pela
fermentacdo de carboidratos, o qual se torna limitado no interior dos canais
radiculares (Sundqvist, 1992b; Sundqvist, 1994). Esta parece ser a razado da
microbiota dos canais radiculares ser predominantemente de bactérias anaerdbias
facultativas, como por exemplo, de estreptococos na porcdo coronaria, e
anaeroébios estritos na porcao apical (Miller 1894, Fabricius et al., 1982).

A substituicdo dos microrganismos facultativos pelos anaerébios de acordo
com o tempo (Mims et al. 1995; Fabricius et al. 1982b) parece estar relacionada
aos fatores nutricionais, assim como a um decréscimo na disponibilidade de
oxigénio. Microrganismos anaerdbios facultativos crescem bem em ambientes
anaeroébios, entretanto, suas fontes de energia primarias sdo os carboidratos. Uma
queda na disponibilidade de carboidratos nos canais radiculares ocorre quando
nao ha uma comunicagao direta com a cavidade oral, o que limita seriamente o
crescimento de microrganismos anaerobios facultativos. As interagées bacterianas
sdo decorrentes das necessidades da cadeia alimentar, na qual o préprio
metabolismo de algumas espécies produz os nutrientes essenciais para o
desenvolvimento de outras (Sundqvist, 1992b; Sundqvist, 1994; Gomes et al.,
1994).

Ter Steeg e van der Hoeven (1989) contribuiram para o entendimento da
dindmica dos microrganismos nos canais radiculares. Os autores utilizaram
plasma sanguineo como substrato e estudaram as substituicbes dos

microrganismos da placa subgingival durante a fase de crescimento. Inicialmente
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houve um crescimento rapido de bactérias sacaroliticas, consumindo pequenos
niveis de carboidratos presentes no plasma. Como resultado metabdlico houve a
producdo de acidos latico e formico. Na fase seguinte as proteinas foram
hidrolisadas, com a fermentacdo de algumas cadeias de amino-acidos e a
digestdo dos carboidratos remanescentes. O crescimento durante essa fase foi
predominantemente de Prevotella intermedia, Veillonella parvulla, Fusobacterium
nucleatum e Eubacterium spp. Na fase final as espécies predominantes foram
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum e eubactérias. A
predominancia de P. micros também foi evidenciada no estudo de Person et al.
(1990).

Os bacilos produtores de pigmento negro (BPPG), como Prevotella
intermedia/nigrescens, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis
sao capazes de degradar proteinas séricas tornando os peptideos e amino-acidos
disponiveis para fermentacao (Sundqvist et al.,1985). A degradacao de proteinas
pelas espécies Prevotella e Porphyromonas torna possivel o crescimento de
bactérias que dependem da disponibilidade de peptideos, como por exemplo, as
eubactérias, fusobactérias e peptostreptococos, os quais produzem peptidases,
mas nao conseguem degradar proteinas intactas (Jansen & van der Hoeven,
1997; Jansen, 1996). Esse sinergismo é importante para capacidade desses
microrganismos induzirem a formacao de abscessos periapicais (Sundqvist, 1976).
Combinagbes de P. micros com P. intermedia ou P. endodontalis tém sido

implicadas na formacao de abscessos periapicais (Sundqvist et al., 1979).

O crescimento de populagées mistas de microrganismos dependem das
cadeias alimentares e do metabolismo das espécies que fornecem nutrientes
essenciais para o crescimentos de outras espécies (Lev et al., 1971; Grenier &
Mayrand, 1986; Marsh, 1989; Ohta et al., 1991; Jansen & van der Hoeven, 1997).
Os bacilos produtores de pigmento negro (Prevotella e Porphyromonas) sao
exemplos de bactérias que requerem uma nutricdo bem especifica. Eles
dependem de vitamina K e hemina para seus crescimentos. A Vitamina K pode ser

14



produzida por outras bactérias (Gibbons et al., 1964), enquanto que a hemina
torna-se disponivel pela quebra da hemoglobina. Entretanto, poucas bactérias
podem produzir hemina, como por exemplo Camphylobacter rectus, o qual
estimula o crescimento de Porphyromonas (Grenier & Mayrand, 1986). C. rectus,
por serem microrganismos estritamente anaerobios, necessitam de fontes de
energia de outros microrganismos que produzem hidrogénio, como por exemplo
as Porphyromonas sp. Uma grande gama de interacbes nutricionais esta presente
entre 0os microrganismos da cavidade oral, fato este que pode também influenciar
as associacdes entre os microrganismos do interior dos canais radiculares
(Carlsson, 1990; Sundqvist, 1992 a, b).

Como os fatores nutricionais controlam a dinamica da microbiota oral, isso
significa que a presenga de determinados microrganismos nos canais radiculares
vai depender do estadgio em que a infeccdo se encontra. Inicialmente pode nao
haver associagdes claras entre espécies, mas associacdes positivas fortes podem
ocorrer entre um grupo restrito de microrganismos devido aos fatores nutricionais
(Sundqvist, 1992 a, Gomes et al., 1994; Lana et al., 2001; Peters et al., 2002).
Como por exemplo, a associagdao entre F. nucleatum, P. micros e C. rectus
(Sundqvist, 1992 a), ou P. intermedia e P. micros (Sundqvist, 1992 a; Peters et al.,
2002) e P. anaerobius (Sundqvist, 1992 a). Em geral as espécies do género
Eubacteria spp., Prevotella spp. e Peptostreptococcus spp. estdo positivamente
associadas a outros endodonto-patégenos (Sundqvist, 1992 a; Gomes et al., 1994,
Peters et al., 2002). Esses microrganismos possuem em comum o fato de
fermentarem peptideos e amino-4cidos, além de serem anaerdbios (ter Steeg &
van der Hoeven, 1989). Isso indica que existe uma fonte de nutrientes nos canais
radiculares, pois nestes ha remanescentes de tecidos organicos e substratos,
como glicoproteinas séricas (Sundqvist & Figdor, 2003).

A maioria das espécies isoladas dos canais radiculares também tem sido
identificada em bolsas periodontais (Moore & Moore, 1994). Apesar da microbiota
dos canais radiculares ndo ser tdo complexa quanto a das bolsas periodontais,
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ambos possuem similaridades, especialmente na variedade limitada da microbiota.
Comparando a microbiota dos canais radiculares e bolsas periodontais, Kobayashi
et al. (1990) verificaram que a proporcdo entre microrganismos anaerdbios e
facultativos € aproximadamente 100 vezes maior nos canais radiculares.
Estreptococos anaerdébios sdo encontrados facilmente nos canais radiculares,
entretanto raramente nas bolsas periodontais. Em contraste, estreptococos
facultativos sao freqlentemente encontrados nas bolsas periodontais. Bactérias
freqientemente encontradas nos canais radiculares, mas raramente nas bolsas
periodontais sdo 0s Peptostreptococcus spp., Pseudoramibacter alactolyticus, P.
intermedia e Veillonella parvula. Bactérias encontradas freqlentemente nas
bolsas periodontais, mas em baixa freqiéncia em canais radiculares sao
Prevotella melaninogenica, Eikenella corrodens e P. gingivalis (Sundqvist &
Figdor, 2003).

Os microrganismos isolados, com maior freqiéncia dos canais radiculares
infectados sdo  predominantemente os  anaerdbios  estritos, como
Peptostreptococcus, Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium,
Eubacterium, Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium,
Veillonella e Capnocytophaga. Menos freqlentemente sao Neisseria,
Haemophilus, Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wolinella spp. Os
anaerébios facultativos mais comuns sao cocos, 0s géneros Enterococcus e
Gemella. E relatada a presenca ocasional de espécies Enterobacter, Bacillus,
Tissierella, Campylobacter e Actinobacillus spp. Mais raramente sao isolados
Hafnia, Salmonella, Proteus, Aerobacter e Alcaligenes spp. e 0s aerbbios
Mycobactéria, Nocardia, Mima, Pseudomonas e Micrococcus spp. (Baumgartner &
Falkler, 1991; Sundqvist, 1994; Gomes, 1995). Também foram isoladas
espiroquetas (Thilo et al., 1986; Nair, 1987), Mycoplasma (Serene & Anderson,
1967) e Candida (Sen et al.,1995; Siren et al., 1997).

Visto que a infeccdo endoddntica tem se mostrado um infecgdo mista com

grande numero de microrganismos Gram-negativos (Gomes et al., 1996 a,b,
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2004), estes microrganismos merecem uma atencao especial pois possuem
fatores de viruléncia diferenciados. Estes fatores sdo responsaveis por produtos e
subprodutos bacterianos que sao téxicos as areas periapicais. Um desses fatores
de viruléncia é a presengca de uma membrana celular diferenciada com a presenca
de polissacarideos (polimeros de acgucares), lipideos (complexos contendo acidos
graxos) e proteinas. Essa estrutura é denominada Lipopolissacaride ou
endotoxinas (Westphal, 1975; Rietschel & Brade, 1992) que sera discutido mais
adiante (2.1.6. ENDOTOXINAS).

2.1.4. METODOS DE IDENTIFICACAO MICROBIANA

Com a finalidade de identificar os microrganismos e estudar suas
caracteristicas e patogenicidade, diversos métodos para coleta e identificacdo tem
sido utilizados. Basicamente existem dois métodos, a) de colheita, isolamento e
identificagdo por intermédio de testes bioquimicos e b) método das técnicas
moleculares, que utilizam seqliéncias de acidos nucléicos para identificacao
microbiana. A maioria dos estudos moleculares utiliza a porcdo 16 sRNA,
entretanto ha estudos que utilizam outros genes (Lepp et al., 2004; Vianna et al.,
2006 b).

2.1.4.1. METODO DA CULTURA DE MICRORGANISMOS

Sundqvist (1976) realizou um estudo que representou um marco na
literatura endodéntica, pois utilizou técnicas propicias para a identificacdo de
microrganismos anaerobios estritos. O autor avaliou microbiologicamente 32
canais radiculares de dentes unirradiculares com polpas necrosadas devido a
injuria traumatica e com coroas intactas (sem caries ou restauracoes). Bactérias
anaerodbias estritas representaram cerca de 90% dos isolados. As bactérias mais
frequentemente isoladas foram ‘Bacteroides melaninogenicus’, Fusobacterium
spp., Eubacterium spp. e Peptostreptococcus spp. Foram encontradas bactérias

apenas nos casos de dentes com lesdes perirradiculares (18 casos positivos de
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um total de 19 casos) e houve uma correlacao positiva entre o tamanho da leséao
perirradicular € o numero de espécies bacterianas presentes nos canais
radiculares.

Yoshida et al. (1987) avaliaram a microbiota de 36 dentes com lesdes
periapicais. Neste estudo, as bactérias mais encontradas foram ‘Peptococcus
magnus’ (atualmente Peptostreptococcus magnus). As bactérias produtoras de
pigmento negro (BPPN) estavam associadas a casos sintomaticos e
Streptococcus spp. e bactérias entéricas associados a casos sem sintomatologia
dolorosa.

Sundqvist et al. (1989) avaliaram 72 canais radiculares de dentes com
lesbes periapicais. Destes, 22 continham uma ou mais espécies de BPPN. A
maioria da microbiota desses canais era anaerdbia estrita (95,4%), sendo que 16
deles estavam associados a abscesso periapical agudo e drenagem purulenta via
canal.

Haapasalo (1989) investigou microbiologicamente 62 canais radiculares
infectados, especialmente em relagdo a ocorréncia, papel e taxonomia dos
Bacteroides spp. Todas as infeccbes, com excecdo de uma, mostraram ser
infecgdes mistas, dominadas por microrganismos anaerdbios estritos.

van Winkelhoff et al. (1992) revisaram o papel da Porphyromonas
endodontalis nas infecgbes endodénticas. P. endodontalis apresenta uma baixa
viruléncia em mono-infeccdes experimentais, porém exerce um papel importante
em infecgdes anaerdbias mistas. BPPN, incluindo P. endodontalis possuem um
elevado potencial de degradar proteinas séricas e tornar peptideos e aminoacidos
disponiveis para outros microrganismos, como por exemplo para P. micros.

Gomes et al. (1994, 1996) analisaram 30 e 70 casos de canais radiculares
infectados, respectivamente. Os microrganismos mais freqlientemente isolados
foram Streptococcus milleri, Peptostreptococcus micros, Streptococcus sanguis,
Prevotella melaninogenica e Streptococcus angilonosus. Varias associagdes
positivas entre microrganismos foram encontradas (Gomes et al., 1996).
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Peters et al. (2002) investigaram as combinacdes entre bactérias isoladas
de 58 canais radiculares infectados de dentes com lesédo periapical. Relagdes
significantes foram encontradas entre Prevotella intermedia e Peptostreptococcus
micros, Prevotella intermedia e Prevotella oralis, Actinomyces odontolyticus e
Peptostreptococcus micros, Bifidobacterium spp. e Veillonella spp. Esses
resultados sugerem que patégenos endoddnticos ndo ocorrem aleatoriamente,
mas sao encontrados em combinagdes especificas.

Villanueva (2002) estudou a microbiota de 28 canais radiculares de
pacientes que procuraram tratamento de emergéncia apds inicio da terapia
endoddntica. Fusobacterium nucleatum pareceu estar relacionado as formas mais
severas de reagudecimento entre sessdes do tratamento endoddntico.

Sousa et al. (2003) investigaram a microbiota de canais radiculares
associados com abscessos periapicais. Foram examinados 32 canais radiculares
e isolados 117 microrganismos, 75% deles eram anaerdbios estritos ou espécies
microfilicas. Os microrganismos mais freqlientemente isolados foram
Peptostreptococcus prevotti, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium
nucleatum. Os autores concluiram que bactérias anaerdbias Gram-positivas
predominam nas infeccdes mistas de canais radiculares com abscessos
periapicais.

Jacinto et al. (2003, 2006) analisaram a microbiota de 70 amostras de
canais radiculares de dentes com abscessos periapicais. Foram isoladas 352
cepas, pertencendo a 69 diferentes espécies, 83% dos microrganismos isolados
eram anaerbbios estritos e 47,5% Gram-negativos. Os canais continham no
maximo 9 espécies e um canal foi negativo para presenca de microrganismos. Os
microrganismos mais  freqlUentemente isolados foram  Fusobacterium
necrophorum,  Peptostreptococcus  prevotti,  Peptostreptococcus  micros,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia/nigrescens, Gemella morbillorum
e Veillonella spp.

Gomes et al. (2004) investigaram a microbiota dos canais radiculares de

infecgbes primarias e secundarias. As amostras foram coletadas de 60 canais
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radiculares (41 com infecgbes primarias, 19 secundarias). Foram isolados um total
de 224 microrganismos pertencendo a 56 diferentes espécies, que variaram entre
1 a 10 espécies por canal. Setenta porcento dos microrganismos isolados eram
anaerdbios estritos. Os microrganismos mais freqientemente isolados foram
Peptostreptococcus  micros, Fusobacterium  necrophorum, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia/nigrescens e Porphyromonas endodontalis. A
microbiota dos canais radiculares com infec¢des primarias mostrou ser mista com
a maioria dos microrganismos anaerébios, contendo em média 3 espécies por
canal. Os autores concluiram que a microbiota dos canais radiculares de dentes
com infecgdes primarias difere da microbiota dos canais radiculares com infec¢des

secundarias.

Chu et al. (2005) identificaram microrganismos cultivaveis de infecgbes
primarias com e sem exposi¢cao da camara pulpar. Foram avaliados 43 canais
com polpas expostas e 43 sem exposi¢cdo. Dos canais com cadmara exposta foram
isolados um total de 211 microrganismos, pertencendo a 28 deferentes géneros e
55 espécies. Dos canais com camara fechada foram isolados 185 microrganismos,
pertencendo a 54 diferentes espécies e 28 géneros. Os géneros mais comuns
foram Prevotella, Actinomyces, Peptostreptococcus e Camphylobacter. As
espécies Fusobacterium nucleatum e Propionibacterium acnes estiveram
presentes em semelhante propor¢do nos canais com e sem exposi¢ao pulpar. A
similaridade entre espécies de microrganismos encontradas sugere que a
exposicdo da camara pulpar ndo € um fator determinante para selegdo da
microbiota dos canais radiculares.

2.1.4.2. METODOS MOLECULARES

Nas ultimas décadas as técnicas moleculares tem contribuindo para a
deteccdo de varias espécies, aumentando a gama da microbiota tipica dos canais
radiculares infectados. Como por exemplo, a dectecdo de espiroquetas (Rocas et
al., 2003), Tanerella forsythia e Treponema denticola (Vianna et al., 2005) nos
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canais radiculares.

Bogen & Slots (1999) usaram o método PCR para detectar a presenca de
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Prevotella nigrescens em 20 lesdes periapicais de dentes fechados, associados a
infeccbes endodbnticas persistentes (sintomaticas e assintomaticas). P.
endodontalis, P. nigrescens e P. intermedia ndo foram detectadas em nenhuma
das lesOes periapicais estudadas. Segundo esses autores, a baixa ocorréncia de
BPPN em lesbes periapicais de dentes fechados poderia explicar a estabilidade
relativa da doenca.

Gatti et al. (2000) investigaram a presenca de bactérias em 36 lesdes
periapicais removidas cirurgicamente de pacientes com periodontite apical
assintomatica pela técnica DNA-DNA hybridization. Todas as lesées continham
DNA bacteriano. Actinomyces naeslundii e Bacteroides forsythus foram as
bactérias mais encontradas. Bacteroides fragilis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter concisus, Capnocytophaga ochracea,
Campylobacter sputorum ss sputorum, Selenomonas noxia e Porphyromonas
endodontalis nao foram encontradas em nenhuma das lesdes periapicais.

Jung et al. (2000) investigaram microrganismos presentes em 38 canais
radiculares (18 sintomaticos, 20 assintomaticos) por PCR e “dot-blot hybridization".
Os microrganismos encontrados em maior freqiéncia foram Fusobacterium spp.
(68,4%), Peptostreptococcus micros (44,7%) e Porphyromonas gingivalis (26,3%).
BPPN foram encontrados em 42,1% dos dentes incluidos no estudo. Associa¢des
significantes foram encontradas nas combinacdes de B. forsythus / P. gingivalis e
P. gingivalis / Treponema spp.

Oliveira et al. (2000) avaliaram a ocorréncia de P. endodontalis em 44
infeccdes endodbnticas sintomaticas e assintomaticas usando 16s rRNA-PCR. P.
endodontalis foi detectada em 39,5% dos casos. Sua prevaléncia relativamente
alta em abscessos periapicais agudos sugere que esta bactéria tem potencial para

ser um importante patégeno endoddntico.
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Siqueira Jr. et al. (2000) examinaram a microbiota de 28 canais radiculares
infectados utilizando Checkerboard DNA-DNA hybridization. O numero de
espécies bacterianas encontradas por canal variou de 1 a 17. As espécies mais
prevalentes foram: B. forsythus (39,3% dos casos), Haemophylus aphrophilus
(25%), Corynebacterium matruchotii (21,4%), P. gingivalis (17,9%) e Treponema
denticola (17,9%). O estudo confirmou o conceito de que as infeccoes
endodénticas sao de etiologia polimicrobiana.

Xia et al. (2000) utilizaram PCR com primers especificos para Prevotella
tannerae com o objetivo de examinar 118 amostras provenientes de infeccdes
endoddnticas. Sessenta por cento das amostras foram positivas para a presenca
de P. tannerae. Seus resultados sugerem que P. tannerae pode ser comumente
encontrado em infecgdes endodbnticas e pode ser um patégeno em potencial.

Siqueira Jr. et al. (2001b) utilizaram PCR para detectar a ocorréncia de 4
BPPN (P. endodontalis, P. gingivalis, P. intermedia e P. nigrescens) em 54 canais
radiculares infectados. BPPN foram detectados em 59,3% dos dentes examinados
e em 80% dos dentes com abscesso periapical agudo. Mais de uma espécie de
BPPN foi encontrada em 12 canais, especialmente as Porphyromonas.

Siqueira Jr. e Rocgas (2003 b) avaliaram por intermédio de “nested” PCR a
presenca de Campylobacter gracilis e Campylobacter rectus em infeccoes
endodénticas primarias. Foram avaliados 57 dentes unirradiculares com lesdes
periapicais, necrose pulpar e evidéncia de lesdo pariapical. Vinte e oito casos
foram classificados como assintomaticos com lesdes periapicais crénicas, 12 com
periodontite apical aguda e 12 com abscesso periapical. Campylobacter gracilis e
Campylobacter rectus foram, respectivamente, detectados em 21,45% e 30% dos
canais com periodontite apical crénica, Campylobacter gracilis foi encontrado em
16,7% dos casos de periodontite apical aguda e Campylobacter rectus em 33,3%.
Nos casos de abscesso foram detectados Campylobacter gracilis em 23,5% dos
casos e Campylobacter rectus em 11,8%. De forma geral foram encontrados
Campylobacter gracilis em 21,3% Campylobacter rectus e em 23,3% de todos os
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casos. Os autores concluiram que esses microrganismos participam das infecgdes
endoddnticas e sugerem que fazem parte das doencas perirradiculares.

Siqueira Jr. et al. (2003 a) avaliaram a presenca de Peptostreptococcus
micros em infec¢cdes endoddnticas primarias pelo método de PCR. Foram
coletadas amostras de 50 canais radiculares com lesdes de carie, polpas
necrosadas e diferentes formas de doencas perirradiculares. Em geral P. micros
foi encontrado em 28% dos casos (14/50) e dentre estes 6 apresentavam
periodontite apical crénica (6/22). Os achados sugerem que P. micros esta
envolvido nas diversas formas de periodontite apical.

Siqueira Jr. et al. (2003 c) avaliaram por meio de “nested” PCR a presenca
de treponemas orais em infeccoes endoddnticas primarias. Foram avaliadas 32
amostras de canais radiculares. Os resultados mostraram que Treponema
denticola estava presente em 78,1% dos casos, T. socranskii em 40,6%, T. vicentii
em 15,6% e T. pactinovorum em 9,4%. Pelo menos uma das espécies de
treponema estava presente em 84,4% do casos examinados. Os autores
concluiram que as espiroquetas estdo envolvidas em outras doencas orais e
deveriam ser incluidas como endodonto-patdgenos.

Siqueira Jr. e Rocas (2003 d) avaliaram a presenca de Treponema
maltophilum, T. amylovorum, T. medium e T. lecithinolytcum em canais
radiculares com infec¢des endodbnticas primarias. Foram avaliadas 32 amostras
utilizando nested PCR. Os resultados mostraram que todos os casos foram
positivos para os microrganismos testados. Os mais freqlentemente encontrados
em ordem decrescente foram : T. maltophilum (39%), T. lecithinolyticum (26%), T.
medium (13%) e T. amylovorum (7%). Os autores concluem que as espécies de
treponema, em especial T. maltophilum e T. lecithinolyticum fazem parte da
patogenicidade das doencas perirradiculares.

Os mesmos autores Siqueira Jr. € Rogas (2003 e), ainda avaliando o papel
das espiroquetas, investigaram a presenca de Treponema socranskii em infecgdes
primarias detectadas por nested PCR. Foram avaliadas 60 amostras, esta
espiroqueta esteve presente em 43 destas amostras, sendo 11 casos
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assintomaticos, 12 casos de periodontite apical aguda e 20 de abscessos agudo.
Os autores concluiram que esse microrganismo estd envolvido nas diversas
formas de lesdes perirradiculares.

Siqueira Jr. e Rocgas (2004 b) avaliaram a presenca de Dialister
pneumosintes e Filifactor alocis em canais radiculares. Utilizaram a técnica de
multiplex PCR investigando a regido 16S rDNA. Ambas as espécies estiveram
presentes nos canais radiculares, sugerindo que esses microrganismos Sao
membros da microbiota presente em canais radiculares com infeccoes
endoddnticas primarias, e por isso, podem participar da etiologia das doencas
perirradiculares.

Esses mesmos autores, Siqueira Jr. e Rogas (2004 a), investigaram por
“nested PCR” a presenca de Centipeda peridontii em infecgcdes endoddnticas
primarias e detectaram que ela estava presente em 14% das amostras analisadas,
sendo 13% casos assintomaticos, 14% casos com periodontite apical aguda e
15% casos de abscesso. Os autores concluiram que ha necessidade de novos
esclarecimentos do papel dessa espécie nas infeccoes endoddnticas.

Siqueira e Rogas (2005) avaliaram novos filos e novas espécies associadas
as infeccoes endoddnticas. Vinte e uma amostras de dentes com necrose pulpar e
22 de infecgdes persistentes foram analisadas utilizando primers da regido 16
rRNA e hemineted PCR. Os resultados mostraram que as espécies mais
freqientemente encontradas foram Dialister in visus (81%), Synergistes oral clone
BA121 (33%) e Olsonella uli (33%). A deteccao desses novos microrganismos em
canais radiculares infectados sugere que esses microrganismos participam da

patogenia das doencas perirradiculares.

Rocas & Siqueira (2005) avaliaram a ocorréncia de duas espécies de
treponema em canais radiculares com infec¢des primarias por intermédio do DNA
de amostras clinicas utilizando nested PCR. Os resultados mostraram que T.
parvum estava presente em 26% das infec¢des primarias, sendo 52% das
amostras com periodontite apical crénica, 20% nos casos de periodontite apical
aguda e ausente nos casos de abscesso. T. putidum foi encontrado em apenas
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um caso de periodontite apical aguda. Os autores concluiram que esses
microrganismos fazem parte das infec¢coes endodonticas.

Vianna et al. (in press) quantificaram e caracterizaram microrganismos da
divisdo Synergistes. Foram avaliadas 32 amostras de dentes com necrose pulpar
e lesdes periapicais pelo método de PCR em tempo real (real-time PCR) com
primers especificos para essa divisdo. Foram encontrados 7 casos positivos para
a presenca de membros do grupo Synergistes e a quantidade por amostra positiva
variou de 4.5x10% a 1.5x10° cépias de genes. Os autores concluiram que membros

do grupo Synergistes podem ser de relevancia clinica nas infeccées endodonticas.

2.1.43. METODOS DA CULTURA ASSOCIADOS A METODOS
MOLECULARES

Moraes et al. (2002) compararam a eficacia do método de cultura com os
métodos moleculares 16S rDNA PCR e checkerboard DNA-DNA hybridization em
detectar a presenca de Fusobacterium nucleatum. Para isso, 0s autores utilizaram
13 canais radiculares de dentes infectados e com lesdes periapicais. Nao
encontraram diferencas entre os 3 métodos na deteccdo de F. nucleatum
diretamente das coletas clinicas, a despeito do pequeno numero de amostras

examinadas e da baixa prevaléncia do microrganismo.

Foschi et al. (2005) avaliaram pelo método de cultura e métodos
moleculares a presenca de Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis e Treponema denticola em canais
radiculares infectados. Foram utilizados 62 dentes de 54 pacientes, 70% com
infecgbes endodoénticas primarias. T. denticola e E. faecalis foram detectados em
24% dos casos, P. gingivalis em 13%, P. intermedia em 8%, T. forsythens em 7%.
Os autores sugerem que essas espécies possuem um papel importante nas

patologias endodénticas.

Vianna et al. (2005 b) avaliaram a microbiota dos canais radiculares de 20
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dentes com necrose pulpar utilizando o método de cultura e o método molecular:
microarray (DNA chip). Os microrganismos mais freqlientemente encontrados por
DNA chip foram: Micromonas micros, Fusobacterium nucleatum, Tannerella
forsythia, Treponema denticola, Veillonella parvula, Eubacterium nodatum,
Porphyromonas  gingivalis,  Actinomyces odontolyticus e  Streptococcus
constellatus. Tannerella forsythia e Treponema denticola ndo puderam ser
encontradas pelo método da cultura de microrganismos. Os autores concluiram
que o DNA chip pode complementar os métodos de cultura para identificacao da

microbiota dos canais radiculares.

Gomes et al. (2005) avaliaram pelo método da cultura e PCR a presenca de
P. gingivalis, P. endodontalis, P. intermedia e P. nigrescens em dentes com lesdes
periapicais. Amostras de 100 canais radiculares (50 com infec¢des primarias e 50
com secundarias). P. gingivalis foi raramente isolado por cultura (1%), entretanto,
freqientemente encontrado por PCR (38%). P. endodontalis nao foi isolado por
cultura, mas por PCR foi encontrada em 25% das amostras. P. gingivalis, P.
endodontalis, P. intermedia e P. nigrescens foram mais freqlientemente
identificadas em casos de infeccbes primarias que secundarias. Entretanto a
frequéncia de microrganismos produtores de pigmento negro foi elevada utilizando

ambos os métodos.

2.1.5. ARCHAEA NOS CANAIS RADICULARES

Toda vida celular se encontra nos trés dominios: Bactéria, Eucéaria e
Archaea (Woese et al., 1990). Archaea difere geneticamente, bioquimicamente e
estruturalmente das bactérias. “Archaeabacteria” tem sido classificada como um
ramo (filogeneticamente) evolucionario das bactérias e representa uma forma
primitiva de vida que habita ambientes extremos como altas temperaturas, aguas
lagos salgados, ou vulcées submarinos. Entretanto, um recente estudo mostrou
que archaea é mais diversa fisiologicamente e ecologicamente espalhada do que
se suspeitava, tendo sido identificada no trato gastrintestinal, mucosa vaginal e
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bolsas periodontais, mas ndo sendo reconhecida como patégeno humano (Karlin
et al., 1982; Belay et al., 1988; Lepp et al., 2004).

Vianna et al. (2006 b) identificaram e quantificaram Archaea pela primeira
vez em canais radiculares contendo polpa necrosada e lesdes periapicais. Foram
avaliados pelo método de reacdo de PCR em tempo real (real-time PCR) 2
canais radiculares com infeccdo endoddntica primaria. Para tal utilizou-se de um
gene funcional mcrA especifico para methanogenic archaea e também se utilizou
o gene 16s RNA. Os resultados mostraram que archaea estava presente em 5
casos (25%) e correspondia em até 2,5% da populagao procariética (bactérias +
archaea) presente nos canais radiculares. Os autores concluiram que a archaea
pode estar intimamente relacionada a doengas infecciosas e por isso suporta a
hip6tese de que o dominio Archaea desempenha a funcao de patégeno humano.

2.1.6. ENDOTOXINAS

A Endotoxina bacteriana, ou seja, o lipopolissacarideo bacteriano (LSP
bacteriano) € um componente hidrofobico presente na parte externa da membrana
de microrganismos Gram-negativos, como Escherichia coli, Salmonella spp.,
Vibrio cholerae, Yersinia pestis, e Pseudomonas aeruginosa (Figura 1) (Baron,
1996).
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Figura 1. Componentes celulares de microrganismos Gram-negativos
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O LPS é liberado quando a membrana bacteriana é rompida, e representa
uma das mais potentes moléculas que ativam ao sistema imune. Ou seja, o LPS é
liberado durante a multiplicagdo ou morte celular, causando efeitos biol6gicos, os
quais levam a reacao inflamatéria e reabsorcdo 6ssea nas periodontites apicais
(Leonardo et al., 2004).

O LPS, em termos moleculares, é formado por um grupo bastante
heterogéneo. O LPS mais estudado é de origem enterobacteriana (bactérias do
intestino). Eles consistem de uma parte chamada lipide A, a qual se liga a
membrana bacteriana. Em sua parte central ha diferentes cadeias de acucares e
no outro extremo cadeias de polissacarideos (Antigeno O) (Figura 2).

A porcao denominada Lipide A exerce a maior parte das atividades
endotoxicas e &€ chamada de principio endotéxico do LPS. Historicamente, o LPS
tem sido considerado como uma membrana externa essencial (“outer-membrane
molecules”), a qual contém as maiores variagdes na porcao Antigeno O.
Entretanto, na dltima década, novas evidéncias tém emergido com relacdo a
diversidade e heterogenicidade dos componetes do LPS, assim como da porcao
estrutural denominada lipide A, que até entdo era considerada estavel a mudancas.
Uma mudanca em menor ou em maior propor¢ao na lipide A pode produzir efeitos
diversos na modulacao da resposta imune (Dixon & Darveau, 2005).

Antigeno O Polissacarideos Lipide A

< H }

Figura 2: Estrutura do LPS
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2.1.6.1. PARCIPACAO DAS ENDOTOXINAS NA RESPOSTA IMUNE

As endotoxinas participam da resposta imune por meio da fagocitose de
microganismos Gram-negativos e liberagdo das endotoxinas no interior dos
macréfagos levando a producdo de interleucinas 1 (IL-1), que estimulam o
hipotalamo, resultando em alteracao na temperatura corporal.

As endotoxinas também participam da resposta imunologica por varios
mecanismos designados a detectar e facilitar a resposta imunoldgica do
hospedeiro contra 0os componentes microbianos. Para que essas respostas
ocorram, o sistema imune dispbe de mdultiplos receptores, como por exemplo,
receptores de membrana dos macréfagos (CD14), proteinas circulantes e
receptores Toll (TLRs). Esses receptores reconhecem o LPS bacteriano como
estranho ao hospedeiro, de forma Unica e especifica para cada bactéria (Baron,
1996).

A resposta imunologica mais conhecida e estudada é a promovida pelas
toxinas da Escherichia coli, uma enterobacteria que é utilizada para descrever
como o LPS participa da resposta imune (Baron, 1996).

As proteinas circulantes se ligam a porcao da lipide A das endotoxinas e
essse complexo se liga aos receptores de membrana CD14 dos macréfagos,
estimulando as fungdes dos receptores toll (TLR). Sabe-se que ha mais de dez
diferentes tipos de TL receptores e alguns deles estdo envolvidos no
reconhecimento de compostos bacterianos. O TLR4 é o que participa desse
processo, respondendo a presenca do LPS. O TLR4 faz com que o macréfago
sintetise mediadores quimicos, denominados citocinas. Neste processo ha
producédo de interleucina-1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-alpha) e fator de agregacao plaquetéria (PAF). As
citocinas, por sua vez, se ligam aos receptores de citocinas presentes nas células
de macrofagos, linfécitos T, fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e
osteoblastos. Além disso, ativam o sistema de fixacdo de complemento e as vias
de coagulacdo. Podem ainda ligar-se diretamente as moléculas TLR-4. A
excessiva producao desses fatores pode levar a sindrome respiratéria aguda
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(ARDS), a coagulagéo intravascular disseminada (DIC) e por fim a faléncia
multipla dos érgaos (MOSF) (Slofstra et al., 2003, Figura 3). Na maioria dos casos
em que ocorre DIC h& alto risco de 6bito, muitas vezes, s6 se descobre a causa
da morte por meio de autépsia. Slofstra et al. (2003) estudaram a patofisiologia da
coagulacao intravascular disseminada (DIC), que pode ser provocada pela reacao
de Shwartzman generalizada ou por mecanismos moleculares. Neste ultimo caso
a DIC acontece pelo mecanismos normais de coagulagdo e processo fibrinolitico
endogeno. Ja a reacdo de Shwartzman generalizada consiste no acumulo de
microtrombos, presenca de hemorragias, agregacao plaquetaria, oclusédo vascular,
inibicao a fibrélise, acumulacdo de neutréfilos, injuria endotelial e finalmente graus

de apoptoses e necroses mio-vasculares (Slofstra et al., 2003).
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Figura 3. Participacdo do LPS na resposta imune classica
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Entretanto, os LPSs das bactérias Gram-negativas da cavidade bucal
parecem nao ser capazes de desencadear uma reacao inflamatéria tdo severa
quanto a provocada por enterobactérias. Bartuff et al. (2005) avaliaram o papel
das vesiculas externas da membrana (OMV) liberadas por P. gingivalis sobre o
crescimento de fibroblastos e células endoteliais pelo método de cultura de
células. Eles verificaram que ha uma diminuicdo no crescimento de células de
fibroblastos e também células endoteliais devido a presenca de OMV. Entretanto
atribuiram esse fato a proteinas presentes na OMV e ndo a endotoxinas. Para
diferenciar o papel das proteinas do LPS os autores utilizaram uma elevagéo na
temperatura a niveis de degradacéao protéica como marcador, assim provaram ser
elas as maiores responsaveis pela diminuicdo no crescimento de fibroblastos.
Concluiram que as vesiculas externas da membrana (OMV) contribuem para a
periodontite cronica devido a supressao da proliferacao celular e revascularizacéo
dos tecidos periodontais.

Estudos tém sido realizados em endodontia com a finalidade de entender o
papel do LPS bacteriano nas lesdes periapicais e encontrar métodos para
neutralizar seus efeitos toxicos. Trabalhos esses utilizaram modelos in vitro ou
modelos in vivo em animais. Até o momento, poucos estudos (Schein & Schilder,
1975; Kahabbaz et al., 2000, 2001; Jacinto et al., 2005) relatam a quantificacdo de
endotoxinas em polpas dentais humanas, entretanto nenhum deles verificou se
houve ou ndo redugdao das quantidades de LSP apdés os procedimentos
endodénticos.

O hipoclorito de sddio foi estudado in vitro na detoxificacdo de endotoxinas
provenientes da Escherichia coli e da Salmonella spp. A avaliagdo foi realizada
apos o contato das endotoxinas com as solucées de hipoclorito de sédio nas
concentracées 0,58%, 2,7% e 5,2%. Os resultados revelaram que todas as
concentracdes foram efetivas na completa detoxificacdo das endotoxinas
estudadas (Butter & Crawford, 1982).

Safavi & Nichols (1993) avaliaram in vitro o efeito do hidroxido de calcio

sobre o LPS bacteriano. Para tal, 4cidos graxos livres foram quantificados em
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amostras de LPS. O hidréxido de célcio mostrou liberar quantidades elevadas de
acidos graxos. Esses resultados sugeriram que o hidroxido de calcio promove uma
degradacao do LPS e seus efeitos podem ser benéficos para o uso clinico em
Endodontia.

Barthel et al. (1997) avaliaram in vitro a liberacdo do fator turmoral alfa
(TNF-alfa) ap6s a exposi¢do do LPS da E. coli ao hidroxido de calcio. O objetivo
deste trabalho foi investigar se o LPS poderia ser neutralizado pelo uso do
hidréxido de célcio. Quatro concentragdes de LPS de E. coli variando entre 1 e
100 ng/ml foram diluidas em aguas estéreis e incubadas em contato com 25 mg
de hidréxido de calcio ou incubadas em apenas agua. Mondcitos foram coletados
de sangue periférico, centrifugados e as densidades padronizadas. Os monécitos
foram incubados por 4 dias a 37°C em 5% de CO, no meio M199 contendo 10%
de soro autogeno. As diferentes solugdes de LPS foram colocadas, no quinto dia,
em contato com os mondcitos. Apds 4 horas o supernadante foi coletado e o TNF-
alfa quantificado pelo método ELISA. Os resultados indicaram que o hidroxido de
célcio foi capaz de eliminar a capacidade do LPS de estimular TNF-alfa.

Khabbaz et al. (2000, 2001) investigaram a presenca ou auséncia de
endotoxinas em lesdes de caries e polpas de dentes com lesdo de carie,
quantificaram as endotoxinas presentes, e associaram sua presenca ou auséncia
com dor pulpar aguda. As amostras foram coletadas de 28 dentes com lesao de
carie (15 sintomaticos, 13 sem sintomatologia). Amostras também foram coletadas
de 5 dentes sem carie dental. Durante os procedimentos de coleta as polpas
foram pesadas e padronizadas (aproximadamente 8 mg). A extracdo da
endotoxina foi realizada com fenol e agua. As quantidades de endotoxinas foram
determinadas pelo teste LAL. Os resultados mostraram que as polpas dos dentes
com sintomatologia dolorosa foram em média 0,15773 ng/mL; os sem
sintomatologia, 0,10723 ng/mL e os sem lesdo de carie estavam livres de
endotoxinas. A presenca de endotoxinas foi significantemente maior no grupo de
dentes com sintomatologia. A presenca de endotoxinas nos tecidos periapicais de

dentes com lesdo de carie indicam que elas podem desempenhar um papel
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importante nas doencas pulpares humanas, visto que ha uma quantidade maior de
endotoxinas nas polpas com sintomatologia dolorosa.

Wang et al. (2001) avaliaram in vitro por intermédio do método de cultura de
células as alteracdes imunolégicas promovidas no LPS devido ao tratamento com
hidréxido de calcio. Uma quantidade de TNF-alfa liberada por estimulacdo de
células foi utilizada como marcador das propriedades imunologicas do LPS e
como padrao para avaliar alteracées provocadas pelo uso do hidroxido de calcio.
Dentro da concentragdo de LPS observada (10 pg/L-10 mg/ml), as propriedades
imunolégicas originais do LPS diminuiram significantemente apds o tratamento
com hidroxido de calcio por uma semana. Em pH de 12,30 ou mais elevado as
quantidades de TNF-alfa excretadas por monécitos ndao se diferenciou do grupo
controle. Os autores concluiram que apds o tratamento com hidréxido de calcio
por uma semana as propriedades originais do LPS diminuiram. O elevado pH do
hidréxido de calcio desempenha um papel critico durante as alteracoes
imunoldgicas das propriedades do LPS.

Buck et al. (2001) avaliaram in vitro os efeitos dos irrigantes endoddnticos e
do hidroxido de calcio nos lipopolissacarideos pela técnica de espectrofotometria
de massa e gas cromatografico. Solu¢des aquosas de LPS foram misturadas aos
irrigantes endoddnticos por 30 minutos e ao hidroxido de calcio por 5 dias. A
inativacao do LPS foi medida pela quantificacdo de acidos graxos liberados. A
agua, EDTA, etanol, clorexidina 0,12% na forma liquida, clorexidina + hipoclorito
de sodio e o hipoclorito de sédio sozinho mostraram uma pequena agéo no LPS. A
aplicacdo do hidroxido de calcio por 5 dias e 30 min, assim como a exposi¢ao a
uma mistura alcalina da clorexidina, etanol e hipoclorito de s6dio apresentaram
acao no LPS.

Nelson-Filho et al. (2002) investigaram in vivo radiograficamente a regiao
apical e periapical de dentes de caes contendo LPS de E. coli. Apds a remogao da
polpa de 60 pré-molares, estes foram divididos em grupos, sendo que no grupo 1
foram preenchidos com endotoxina bacteriana, grupo 2 com endotoxina e

hidréxido de calcio, grupo 3 com solugédo salina e grupo 4 as lesdes periapicais
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foram induzidas sem colocagéao de de endotoxina € nem hidréxido de calcio. Apds
30 dias foram observadas lesdes periapicais similares nos grupos 1 e 4. A lamina
dura estava intacta nos grupos 2 e 3. As endotoxinas bacterianas causaram
lesbes periapicais visiveis radiograficamente, mas a associacao de hidroxido de
calcio neutralizou a acao da endotoxina.

Tanomaru et al. (2003) utilizaram dentes de caes contendo LPS bacteriano
para avaliar o efeito do preparo biomecéanico com diferentes solugdes irrigadoras e
da medicacao intracanal de hidréxido de calcio. Cento e quarenta raizes de pré-
molares de 7 cachorros foram preenchidas com endotoxina de E. coli por 10 dias
(3 canais foram perdidos durante os procedimentos histolégicos). As seguintes
solucdes irrigadoras foram utilizadas para o preparo biomecanico: hipoclorito de
sédio 1% (grupo 1, n=20), 2,5% (grupo 2, n=19), 5%(grupo 3, n= 19), clorexidina
aquosa 2% (grupo 4, n=20) e solucao fisiolégica (grupo 5, n= 19). No grupo 6 foi
mantido o LPS no canal radicular durante todo o experimento (n=20), o grupo 7 foi
preenchido com hidroxido de calcio (Calen) apdés o preparo mecanico com o
emprego de solugao salina. Apds 60 dias, os animais foram sacrificados e os
seguintes parametros foram avaliados: a) infiltrado inflamatério, b) espessamento
do ligamento periodontal, c) reabsorcdo de cemento e d) reabsorcdo 6ssea. Os
resultados histopatologicos revelaram que os grupos 1 e 6 tiveram os maiores
infiltrados inflamatérios, maiores espessamentos do ligamento periodontal e maior
perda de cemento e 0sso em comparacdo com o grupo 7, o qual continha a
medicacdo de hidréxido de calcio. Os autores concluiram que o0 preparo
biomecanico com as solugdes irrigadoras ndo inativaram os efeitos da endotoxina,
mas a medicagéao intracanal pareceu inativar in vivo em dentes de cées os efeitos
do LPS.

Silva et al. (2004) preencheram 120 canais de 6 caes com LPS apds a
pulpectomia e avaliaram histologicamente a efetividade da preparagcdo mecanica
usando diferentes solucdes irrigadoras. As solucdes irrigadoras usadas foram:
solucdo salina, hipoclorito de sodio 1%, 2,5%, 5% e clorexidina 2%. Nenhum
irrigante foi utilizado no grupo controle. Os animais foram sacrificados apdés 60
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dias, os dentes fixados e desmineralizados. Subseqientemente, foram realizados
cortes seriados e coloridos pela técnica Brown-Brenn para verificagdo de
contaminagdo microbiana. As amostras mostraram que o infiltrado inflamatério foi
menos intenso nos grupos que continham hipoclorito de sddio 5% e clorexidina 2%.
Entretanto, nenhum dos irrigantes inativou completamente o efeito maléfico do
LPS. O preparo quimico-mecéanico associado a diferentes solugdes irrigadoras ndo
inativaram o LPS.

Hong et al. (2004) investigaram a acao do LPS nos tecidos periapicais com
relagdo a inducdo de reabsorcdo 6ssea. Polimixina B foi avaliada no tratamento
das lesbes periapicais. O LPS foi isolado de dois comuns endodonto-patdégenos,
Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas endodontalis, o LPS foi inserido em
macrofagos de ratos para liberar interleucina 1 alfa (IL-1 alfa) e o fator de necrose
tumoral (TNF-alfa). Os resultados mostraram uma rela¢cdo do LPS com o aumento
da estimulacdo. A polimixina B inibiu significantemente esses efeitos. O LPS
também estimulou a expressao génica da matriz de metaloproteinase 1 (MM-1).
Os anticorpos anti IL-alfa e TNF-alfa diminuiram seus efeitos. A administracao de
polimexina B reduziu as extensbes das lesdes de reabsor¢cdo dssea e
simultaneamente o numero do fator produtor de macréfagos MMP-1. Os autores
concluiram que a liberagdo de LPS dos canais radiculares infectados estimula a
sintese de IL-1 alfa e TNF-alfa de macréfagos. Estas citocinas pré-inflamatérias
regulam a producdo de MMP-1 pelos macréfagos, as quais induzem reabsorcoes
periapicais.

Oliveira et al. (2005) avaliaram in vitro o efeito dos medicamentos
intracanais em endotoxinas no interior de canais radiculares. Setenta e cinco
dentes recém extraidos foram utilizados neste estudo. As coroas dos dentes foram
cortadas préximas a juncdo cemento-esmalte para padronizar os comprimentos
dos canais em 14 mm. Os canais foram instrumentados com porcao apical
correspondente a lima #50 e preenchidos com hipoclorito de so6dio 1%.
Posteriormente, esses dentes foram estilizados com irradiacdo gama. Solucdo
estandardizada de endotoxina de E. coli foi inoculada em 60 canais. Os espécimes
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foram divididos aleatoriamente em 5 grupos de acordo com o medicamento
intracanal usado: (G1) hidroxido de calcio, (G2) polimixina B, (G3) neomicina —
polimixinaB - hidrocortizona combinados, (G4) controle positivo (sem medicacao
intracanal), (G5) controle negativo (sem endotoxina no interior dos canais). Apés 7
dias, a neutralizacao da endotoxina foi avaliada pelo teste Limulus Lysate (LAL) e
a producédo de anticorpos em culturas de linfocitos B. Os resultados mostraram
que os grupos 1, 2 e 5 apresentaram os melhores resultados para o teste LAL
comparados aos grupos 3 e 4. A estimulagcdo da producdo de anticorpos em
culturas foi menor para os grupos 1 € 6 do que a dos grupos 2, 3, 4 e 5. Os grupos
2 e 5 induziram um pequeno aumento na producdo de anticorpos em relacao aos
grupos 1 e 6. Os grupos 3 e 4 induziram um aumento significante na produgao de
anticorpos. Os autores concluiram que o hidréxido de calcio e a polimexina B
utilizados como medicamentos intracanais neutralizaram as propriedades do LPS
estimular a producao de anticorpos dos linfcitos-B. A combinagédo de neomicina -
polimixina B - hidrocortisona n&o neutralizou as agbes da endotoxina.

Jacinto et al. (2005) investigaram as quantidades de endotoxinas em dentes
com polpa necrosada e as possiveis interagcdes entre a quantidade de endotoxinas
€ a presenca ou auséncia de sinais e sintomas. As amostras foram coletadas de
50 canais radiculares que necessitavam de tratamento endodbdntico devido a
necrose pulpar. A quantidade de endotoxinas foi mensurada pelo teste LAL. As
quantidades de endotoxinas presentes nas amostras variaram de 2.390 a 22.100
EU/mL. O valor médio da concentracdo de endotoxinas de pacientes com dor
espontdnea foi 18.540 UE/mL, enquanto que os casos sem sintomatologia
apresentaram valor médio de 12.030 UE/mL. Foram encontradas associacoes
positivas entre a quantidade de endotoxinas e a sintomatologia. Os autores
concluiram que a presenca de grande quantidade de endotoxinas estava
relacionada a presenca de sintomatologia.
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2.2. MEDICAMENTOS DE USO LOCAL E SISTEMICOS NO COMBATE A
INFECCAO ENDODONTICA

2.2.1. MEDICAMENTOS DE USO LOCAL EM ENDODONTIA

Para promover a desinfeccao do sistema de canais radiculares, rompendo o
equilibrio do ecossistema microbiano, sao utilizadas substancias com propriedades
quimicas com agéao local, como as substancias auxiliares ao preparo-mecanico dos
canais radiculares ou os medicamentos intracanais utilizados nos intervalos entre

sessoes de atendimento.

2.2.1.1. SUBSTANCIAS AUXILIARES DO PREPARO QUIMICO MECANICO

A acdo mecanica dos instrumentos endoddnticos € incapaz de promover
completa desinfecgédo de algumas areas devido as complexidades anatémicas dos
canais (Bystrém et al., 1985). Para tanto, € importante ressaltar a necessidade da
utilizacdo de substancias quimicas auxiliares com o intuito de promover uma
significativa reducao dos depoésitos bacterianos nos canais radiculares, uma vez
que, auxiliardo na lubrificacdo do canal radicular durante a acdo de corte dos
instrumentos, na remocdo de smear layer, na desinfec¢cdo, dissolugdo do
exsudato, dissolugdo do tecido pulpar necrosado e pré-dentina (Spangberg, 1982;
Bystrom & Sundqvist 1983). Algumas substancias quimicas tém sido utilizadas
com estes objetivos. Dentre elas o hipoclorito de sddio (NaOCI), clorexidina, EDTA
e acido citrico se destacam.

A partir da introdugdo do hipoclorito de sédio (NaOCIl) como solugédo
irrigadora em Endodontia (Walker 1936), esta substancia quimica vem sendo
amplamente utilizada. Sua acao antimicrobiana (Gomes et al., 2001, Ferraz et al.,
2001, Vianna et al., 2004) e dissolucao tecidual (Beltz et al., 2003, Naenni et al,

2004) tém sido demonstradas em varios estudos. O NaOCI é conhecido por sua
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atividade antimicrobiana frente aos microrganismos encontrados no interior do
sistema de canais radiculares (Bystrdom & Sundqvist ,1983; Foley et al., 1983;
Hauman & Love, 2003; Berber et al., 2006). A acao antimicrobiana da solug¢ao de
hipoclorito de s6dio ocorre devido ao seu equilibrio dindmico, demonstrado na
seguinte reacao quimica: NaOCI + H20 < NaOH + HOCI «<» Na* + OH + H" + OCI’

O NaOCI (hipoclorito de sédio, sal) reage com molécula de agua (H20)
formando NaOH (hidroxido de sédio, base forte) e HOCI (acido hipocloroso, acido
fraco). O hidréxido de sédio atua como solvente organico e de gordura, formando
sabado (reacao de saponificacao). O acido hipocloroso possui efeito antimicrobiano
por liberar cloro nascente, que se liga ao grupamento NH, dos aminoacidos,
formando as cloraminas, interferindo no metabolismo celular. Além disso, inibe a
funcdo enzimatica bacteriana por oxidacao irreversivel dos grupos SH (sulfidrila)
de enzimas bacterianas essenciais (Vianna, 2002). Entretanto, a toxicidade do
NaOCI é diretamente proporcional a concentracao (Becking, 1991; Hilsmann &
Hahn, 2000; Tanomaru Filho et al.,, 2002). A literatura relata casos de inje¢des
acidentais deste irrigante nos tecidos periapicais (Becking, 1991; Kaufman & Keila,
1989), causando varias complicacbes aos tecidos. Tais acidentes sao de
relevancia clinica por poderem gerar dor severa, rapido desenvolvimento de
edema, hematoma, necrose e abscessos. Gernhardt et al. (2004) demonstraram
por intermédio de um caso clinico os efeitos lesivos aos tecidos moles
proporcionados pela irrigagcdo endoddntica com NaOCI e sugerem precaucdes na
sua utilizacao.

A clorexidina tem sido recomendada como uma substancia irrigadora
alternativa ao NaOCI devido a sua biocompatibilidade (Jeansonne & White, 1994).
Seu uso tem sido proposto na forma de sal digluconato, liquido ou gel, em
diferentes concentragbes tanto como agente irrigante dos canais radiculares
(Delany et al. , 1982; Greenstein, et al. , 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Jeansonne
& White, 1994; Ferraz, 1999; Leonardo et al., 1999, Vianna et al., 2004) quanto
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como medicacao intracanal (Delany et al., 1982; Heling et al., 1992 b; Siqueira &
Uzeda, 1997; Vianna, 2002; Gomes et al., 2006).

A clorexidina possui: a) agao antimicrobiana imediata; b) um amplo espectro
antibacteriano sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, anaerdbias,
facultativas e aerdbias, leveduras e fungos (Hennessey, 1973; Greenstein, et al.,
1986; Fardal & Turnbull, 1986, Vianna et al, 2004; Dametto et al., 2005),
especialmente Candida albicans (Waltimo et al., 1999); c) relativa auséncia de
toxicidade (Greenstein et al., 1986); d) capacidade de adsorcdo pela dentina e
lenta liberacdo da substancia ativa, o que prolonga sua atividade antimicrobiana
residual (Heling et al., 1992; Jeansonne & White, 1994; White et al., 1997).

A clorexidina € uma base anti-séptica forte e é mais estavel na forma de sal
(gluconato, acetato ou hidrocloreto). Para uso oral é preparada na forma de
digluconato em diferentes concentracdes, por possuir alta solubilidade em agua e,
quando em pH fisiolégico, dissociar-se e interagir com a hidroxiapatita, pelicula
adquirida, glicoproteinas salivares, superficie de mucosas e as paredes celulares
das bactérias (Greenstein, et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986).

Hennessey (1973) relata que a interacdo da clorexidina com as células
bacterianas ocorre devido a: a) aderéncia a parede celular; b) alteracdo da
permeabilidade da membrana celular; c) precipitacdo e coagulacdo do conteudo

citoplasmatico.

Esta acdo ocorre devido a aderéncia das moléculas catibnicas de
clorexidina as paredes celulares dos microrganismos, que sao carregadas
negativamente, alterando a permeabilidade da membrana celular, o que resulta na
perda dos componentes intracelulares e no desequilibrio osmético da célula. Em
baixa concentracao a clorexidina promove a saida das substancias de baixo peso
molecular, como o potassio e o fésforo, exercendo assim o efeito bacteriostatico.
Em alta concentragdo promove o efeito bactericida, pela precipitacdo ou
coagulacao do conteudo citoplasmatico, resultando na morte celular (Fardal &
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Turnbull, 1986). O efeito bacteriostatico da clorexidina € considerado o mais
importante porque a ligagcdo da molécula de clorexidina é liberada lentamente em
baixas quantidades (Fardal & Turnbull, 1986).

Diversos estudos tém demonstrado que a clorexidina inibe o crescimento de
bactérias encontradas nas infec¢cdes endododnticas (Cervone et al.,1990; Siqueira
& Uzeda, 1997; Ferraz, 1999, Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2006), possui
acao antimicrobiana residual, resultante de sua lenta liberacdo, 48 a 72 horas
(White et al., 1997; Leonardo et al., 1999) ou até 7 dias (Dametto et al., 2005)
apds a instrumentacado do canal radicular. Além da acgéo residual possui relativa
auséncia de citotoxicidade (Jeansonne & White, 1994).

Duas formulacdes tém sido propostas para o uso da clorexidina, a liquida e
a gel. Alguns estudos monstram que a atividade antimicrobiana da clorexidina
liqguida é igual ou superior a da gel quando o contato direto € utilizado como
metodologia (Ferraz et al.,, 2001; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004). Em
contrapartida, a clorexidina gel facilita a instrumentacéao, lubrificando a luz do canal
radicular, o que diminui o atrito entre parede e instrumento podendo reduzir,
assim, a ocorréncia de fraturas de instrumentos no interior do sistema de canais
radiculares (Berber 2005). Além de que, ao facilitar a instrumentacao, a clorexidina
gel termina por melhorar a capacidade dos instrumentos em eliminar tecidos
organicos, 0 que compensa sua incapacidade de dissolvé-lo (Vivacqua-Gomes et
al., 2001). Outra vantagem da clorexidina gel sobre a liquida seria a diminuicao da

formacao de smear layer (Ferraz et al., 2001), o que nao acontece com a liquida.

2.2.1.1.1. ESTUDOS DE REDUGCAO MICROBIANA IN VITRO

Shih et al. (1970) avaliaram in vitro a agao bactericida da solugcado de
hipoclorito de sodio 5,25% empregando teste de diluicdo. Observaram que a
solucdo de hipoclorito de sédio € um potente bactericida e que promoveu a
desinfeccdo em 100% dos canais radiculares inoculados com “Streptococcus
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faecalis” e Staphylococcus aureus. Porém, culturas realizadas de dois a sete dias
apds o preparo biomecanico revelaram elevado indice de recontaminacdo dos
canais radiculares. Os autores concluiram que o hipoclorito de sédio a 5,25% é
altamente bactericida, no entanto, ndo permite a esterilizacdo completa do sistema
de canais radiculares.

Siqueira et al. (1999) avaliaram in vitro a redug¢ao da populacdo microbiana
de canais radiculares antes e apds o preparo mecéanico. Os canais foram
infectados com Enterococcus faecalis e instrumentados manualmente com limas
Nitiflex, GT e Profile 0,06 (série 29, rotatéria). A irrigacao foi realizada com solucéo
salina. Os autores verificaram que todas as técnicas foram capazes de reduzir
mais de 90% o numero de microrganismos do interior dos canais radiculares.

Dametto (2002) teve como proposta avaliar e comparar in vitro a atividade
antibacteriana da clorexidina gel 2% frente a Enterococcus faecalis em relacédo a
outros irrigantes (clorexidina liquida 2% e hipoclorito de sédio 5,25%). Para tal
avaliacao, raizes de pré-molares inferiores humanos foram preparadas por
instrumentacao seriada, autoclavadas e contaminadas por um periodo de 7 dias
com monoculturas de Enterococcus faecalis. Em seguida os dentes foram
divididos em 5 grupos e submetidos ao preparo quimico-mecanico com varicao
apenas da substancia quimica auxiliar. Para se avaliar o potencial antimicrobiano
das substancias quimicas auxiliares, foram realizadas 3 coletas bacteriologicas
denominadas: pré-tratamento (coleta antes do preparo quimico-mecanico); pos-
tratamento (imediatamente ap6s o preparo quimico-mecanico) e final (7 dias apds
0 preparo quimico-mecanico). Uma vez obtidas as coletas, estas foram cultivadas
a fim de se determinar a contagem de unidades formadoras de colbénias (UFC),
sendo entao os resultados analisados estatisticamente. O gluconato de clorexidina
2,0% tanto na forma gel quanto liquida promoveram uma reducao significante nas
coletas imediata e 7 dias apés. Ja o hipoclorito de sédio 5,25% apenas reduziu
UFC na coleta imediatamente apés o PQM, constatando crescimento bacteriano

na coleta final. Conclui-se que, dentre os meios quimicos auxiliares testados como

41



irrigante endoddntico, o gluconato de clorexidina 2%, gel e liquida, foram mais
efetivos que o NaOCI 5,25% sobre o E. faecalis.

Colero et al. (2002) compararam a reducdo microbiana dos canais
radiculares apds a utilizacdo de instrumentos rotatérios com e sem alargamento
apical. Trinta e oito raizes palatinas de molares superiores com apices formados
foram utilizados. As raizes foram esterilizadas e contaminadas com E. faecalis. Os
dentes foram preparados pela técnica step-down com limas rotatérias GT a 350
rom e irrigados com NaOCl e EDTA. Os resultados mostraram que no grupo em
que se utilizou alargamento apical 94% dos canais ficaram livres de
microrganismos, enquanto que o grupo que nao sofreu alargamento apenas 81%
dos canais estavam livres de microrganismos, entretanto ndo houve diferenga
estatistica entre grupos. Os autores concluiram que pode ndo ser necesséario o
alargamento apical quando uma conicidade adequada na coroa é alcangada,
permitindo uma irrigacao eficiente dos agentes antimicrobianos através do sistema
de canais radiculares.

Siqueira et al. (2002) avaliaram in vitro a redugcao microbiana nos canais
radiculares instrumentados pela técnica manual com limas de niquel titanio
irrigadas com NaOCI| 2,5% seguido de acido citrico (G1), limas rotatérias
alternadas irrigadas com NaOCI 2,5% e clorexidina liquida 2% (G2) e limas
rotatérias GT irrigadas com NaOCI 2,5%. As amostras foram coletadas antes e
apods a instrumentagdo e as unidades formadoras de colénia (UFC) contadas.
Todas as técnicas utilizadas promoveram reducdao microbiana similar nos canais
radiculares. Os autores concluiram que € importante utilizar uma solucéao
irrigadora com potencial antimicrobiano durante o preparo quimico-mecanico
independentemente da técnica empregada.

Berber (2005) avaliou in vitro 0 uso de substancias quimicas auxiliares do
preparo mecanico (clorexidina; CLX) gel e liquida 2%, hipoclorito de s6dio (NaOClI)
5,25%, 2,5% e 0,5% e soro fisiologico e técnicas de instrumentacdo Hibrida;
Cérvico-Apical (FOP-UNICAMP); instrumentacdo rotatéria com HERO 642 na

reducao de Enterococcus faecalis no canal radicular e nos tubulos dentinarios.
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Foram utilizadas 270 raizes de pré-molares inferiores contaminadas com
Enterococcus faecalis, divididas em 18 grupos nos quais as técnicas de
instrumentacdo foram testadas variando o uso das substancias quimicas
auxiliares. Amostras bacteriolégicas do canal radicular foram coletadas antes e
imediatamente apds o preparo quimico-mecanico, as UFC contadas. Além disso,
amostras de dentina foram removidas dos tergos apical, médio e cervical. Na luz
do canal radicular, todas as substancias, inclusive o soro fisiol6gico quando
associados a instrumentacdo mecanica, promoveram uma reducdo de quase
100% nas coletas microbiolégicas imediatamente apés o preparo quimico-
mecanico. Nas coletas resultantes das raspas de dentina, em todos os tercos,
técnicas e profundidades o NaOCI 5,25% e a CLX gel 2% obtiveram os melhores
resultados na reducao bacteriana dos tubulos dentinarios seguidos do NaOCI
2,5%, CLX liquida 2% e NaOCI 0,5%. Concluiu-se que, o NaOCI 5,25% a CLX gel
2% com as técnicas Cérvico-Apical da FOP-UNICAMP e HERO, foram mais
efetivos na eliminagéo do E.faecalis dos tubulos dentinérios e do canal radicular.

Colak et al. (2005) avaliaram in vitro a reducédo da populacdo microbiana
dos canais radiculares por meio do preparo mecanico com trés diferentes técnicas.
Os canais foram contaminados com Enterococcus faecalis e instrumentados por
instrumentacdo manual com limas Hedstroen, limas rotatérias Giromatic e Hero
642. As amostras foram coletadas antes e apds a instrumentacdo e UFC
contadas. Todas as técnicas de instrumentacdo foram igualmente capazes de
reduzir significantemente os microrganismos dos canais radiculares.

Berber et al. (2006) avaliaram in vitro o uso de NaOCI 5,25%, 2,5% e 0,5%
e soro fisiolégico e técnicas de instrumentacdo (Hibrida; Cérvico-Apical (FOP-
UNICAMP); instrumentacao rotatéria com HERO 642 na redugéo de Enterococcus
faecalis no canal radicular e nos tdbulos dentinarios. Foram utilizadas 180 raizes
de pré-molares inferiores contaminadas com Enterococcus faecalis, divididas em
grupos, nos quais as técnicas de instrumentacdo foram testadas variando o uso
diversas concentracdes de NaOCI. Amostras bacteriolégicas do canal radicular
foram coletadas antes e imediatamente apdés o preparo quimico-mecanico e
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também por remocdo de dentina dos tercos apical, médio e cervical. Nos trés
tercos e em todas as técnicas utilizadas o NaOCI a 5,25% mostrou-se mais efetivo
na redug¢do microbiana dos tubulos dentinarios seguido da concentragao 2,5%. Os
autores concluiram que o NaOCI especialmente nas mais altas concentracoes,
independentemente da técnica de instrumentacao utilizada, foi capaz de eliminar o

E. faecalis dos tubulos dentinarios.

2.2.1.1.2. ESTUDOS DE REDUGAO MICROBIANA IN VIVO

O efeito antimicrobiano do hipoclorito de sdédio a 0,5%, como solucéo
irrigadora de canais radiculares, foi avaliado por Bystrém & Sundqvist (1983). O
preparo biomecanico foi realizado em 30 dentes unirradiculares, apresentando
coroa intacta, necrose pulpar e lesdo periapical. Todas as amostras
bacteriolégicas iniciais colhidas dos canais radiculares evidenciaram crescimento
bacteriano, sendo isoladas 169 espécies bacterianas, com 80% de incidéncia de
anaerébios. Na maioria das culturas houve mais de uma espécie por amostra, em
média de 4 espécies por canal radicular, sendo Fusobacterium, Eubacterium,
Peptostreptococcus e Bacteroides os géneros mais freqlientemente isolados. Foi
realizado um total de 4 preparos biomecanicos, com intervalos de 2 a 4 dias,
obtendo-se a cada sessao uma coleta bacteriolégica. Apds o tempo pré-
estabelecido, foram feitos testes bacteriolégicos dos canais. Os resultados
evidenciaram culturas negativas em 12 dos 15 espécimes tratados com hipoclorito
de sodio a 0,5% e 8 dos 15 tratados com soro fisioldgico. Os resultados sugerem
melhor efetividade da solucao de hipoclorito de sédio a 0,5% como irrigante de
canais em comparacao ao soro fisiologico.

Da mesma forma Bystrém & Sundqvist, em 1987, avaliaram in vivo a agao
antibacteriana ap6s a realizacdo do preparo biomecanico em 31 dentes
unirradiculares, portadores de necrose pulpar intacta e lesdo periapical visivel
radiograficamente. O sistema de instrumentacao ultra-s6nico foi empregado com
solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% como solugéo irrigadora. Culturas
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bacteriolégicas, em anaerobiose, foram realizadas decorridos sete dias da
primeira e segunda sessdes, apresentando 29% e 22,5% de culturas
bacteriolégicas positivas, respectivamente.

Gomes et al. (1996 b) avaliaram as variacbes na susceptibilidade da
microbiota endodéntica aos procedimentos biomecéanicos. Quarenta e dois canais
radiculares foram investigados, amostras foram coletadas antes e apds a
instrumentacdo e os microrganismos comparados. Em 15 casos de infeccdes
primarias ndao foram observadas mudangas na microbiota. Entretanto, nos 27
casos de infeccdes secundarias houve uma redugcdo no numero de
Peptostreptococcus. Quando os 42 casos foram avaliados conjuntamente houve
um declinio no nimero de anaerdbios, espécies Gram-positivas, especialmente
Peptostreptococcus apo6s o procedimento biomecéanico. Os autores concluiram
qgue algumas espécies foram mais resistentes ao preparo biomecanico.

Leonardo et al. (1999) avaliaram in vivo a atividade antimicrobiana da
solucdo de clorexidina 2%. Foram utilizados 22 dentes (incisivos e molares) de 12
pacientes. As amostras foram coletadas antes e ap6s 48 horas da instrumentacgao,
nesses periodo os canais permaneceram vazios, isto € sem medicamento
intracanal. Os resultados mostraram que houve uma reducdo de 100% de S.
mutans e em geral houve uma redugdo de 77,78% para microrganismos
anaerdbios. Os autores concluiram que a clorexidina previne in vivo o crescimento

microbiano devido aos seus efeitos residuais até 48 horas apds sua utilizagao.

Shuping et al. (2000) avaliaram a redugdo bacteriana nos canais
radiculares apos o uso de limas rotatdrias de niquel titanio e irrigagdo com NaOCI
1,25%. A agao antimicrobiana do hidroxido de célcio utilizado por 7 dias também
foi avaliada. Quarenta e dois dentes com periodontite apical crénica foram
examinados. As amostras foram coletadas antes e apds instrumentagcédo e 7 dias
apds o uso de medicacdo. As coletas iniciais mostraram que todos os canais
estavam infectados, apds instrumentacdo 61,9% dos casos estavam livres de
bactérias e apds 7 dias de medicacao 92,5% dos casos. Os autores concluiram
que a instrumentacao rotatéria com NaOCI é um passo importante na reducéo da
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microbiota dos canais radiculares, entretanto nao foi possivel eliminar os
microrganismos de todos o0s canais estudados. A utilizacdo da medicacéo
intracanal por 7 dias poderia ser Gtil para reduzir ainda mais a microbiota dos

canais radiculares.

Peters et al. (2002) avaliaram os efeitos da instrumentagéo, irrigacado com
hipoclorito de sodio 2,0% e medicacao intracanal de dentes com polpas infectadas
e com lesbes periapicais. Foram coletadas amostras de 43 dentes antes (S1),
apos o tratamento durante a primeira visita de atendimento (S2), antes (S3) e ap6s
tratamento (S4) na segunda visita de atendimento. Na primeira visita os dentes
foram instrumentados e divididos em dois grupos, em um grupo os dentes foram
obturados (metade dos dentes avaliados) e outro grupo os canais preenchidos
com hidréxido de célcio ou salina. Apdés 4 semanas os dentes que continham
medicacado foram acessados novamente e coletados (S3, S4). O numero de UFC
das amostras diminuiram significantemente no final da primeira sesséo de 1,0 x
10° para 1,0 x 10%, mas houve um aumento no nimero de UFC para as coletas S3
e S4. Nao houve diferencas de UFC entre S2 e S4 (ap6s instrumentacao). As
espécies mais freqlentemente isoladas foram P. intermedia, Capnocytophaga
spp., Actinomyces odontolyticus, Propionibacterium acnes e Propionbacterium
micros. Os autores concluiram que o numero de microrganismos aumentou no
periodo entre visitas, apesar do uso hidroxido de calcio como medicacao

intracanal por 4 semanas.

Ercan et al. (2004) comparam a agao antimicrobiana de diferentes solugdes
irrigadoras dos canais radiculares em dentes com necrose pulpar e lesdes
periapicais. Trinta e dois incisivos e pré-molares de 20 pacientes foram utilizados
neste estudo. As amostras foram coletadas antes e ap6s o preparo biomecanico.
Apéds a contagem de UFC os autores concluiram que as solugdes de hipoclorito
de sodio (5,25%) e clorexidina (2%) foram eficazes na reducdo microbiana em
dentes com necrose pulpar e etiologia das doencas periapicais. Ambas as
solugdes poderiam ser utilizadas como solugdes irrigadoras.
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McGukin-Smith et al. (2005) avaliaram in vivo a redugdo microbiana
promovida pela instrumentacdo com limas Profile GT e irrigacdo com hipoclorito
de sodio 5,25% e EDTA. O efeito antimicrobiano do hidréxido de calcio também
foi avaliado. Trinta e um dentes com periodontite apical foram selecionados. As
amostras foram coletadas antes e apds instrumentagcdo e apdés 7 dias de
medicacdo com hidroxido de calcio. As coletas iniciais mostraram 93,55% dos
casos positivos para a presenca de microrganismos, apds instrumentacao 52,72%
dos casos e apds 7 dias de medicacdo 14% dos casos. Os autores concluiram
que a redugdo microbiana nos canais radiculares nao foi suficiente para deixa-los
livres de bactérias e que a utilizacdo de medicacao intracanal com hidréxido de

calcio auxiliou nesse processo de desinfeccao dos canais radiculares.

Ferrari et al. (2005) avaliaram o efeito dos procedimentos endoddnticos em
enterococos, bactérias entéricas e fungos em infec¢cdes endoddnticas primarias.
Vinte e cinco dentes unirradiculares com necrose pulpar, camara pulpar intacta e
lesbes periapicais foram utilizadas neste estudo. As amostras foram coletadas
antes e ap6s a instrumentacdo. Os resultados mostraram que foram isolados
microrganismos em 92% amostras iniciais, destes 22% eram enterococos,
enterobactérias ou fungos. Apds 7 dias sem a colocacdo de medicamentos
intracanais, 100% dos canais continham microrganismos, 52% apresentavam
uma das trés espécies pesquisadas. Entretanto apdés o emprego de 7 dias de
medicamento intracanal (paramonoclorofenol, rinosoro com polietilenoglicol); as
enterobactérias e fungos nao foram encontradas, entretanto E. faecalis foi
encontrado. Os autores concluiram que os enterococos, enterobactérias e fungos
estdo presentes em infeccoes endodbnticas primarias. Enterococos,
particularmente E. faecalis e E. faecilum mostraram-se resistentes a remocéao por

meio do preparo quimico-mecanico e da medicacao intracanal.

Vianna et al. (2006) avaliaram in vivo a reducao microbiana apos o preparo
quimico-mecénico em canais radiculares de dentes humanos com polpas

necrosadas e lesdes periapicais. Foram selecionados 32 dentes unirradiculares,
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os quais foram instrumentados com auxilio da clorexidina gel (2%) ou NaOCI
(2,5%). A reducédo microbiana foi avaliada pelo método da reagédo de polimerase
em cadeia em tempo real (Real-time PCR) utilizando dois diferentes experimentos
(SYBRGreen e Tag Man) e a titulo de comparacao a redugao microbiana também
foi avaliada pelo método tradicional de cultura. Os resultados mostraram que tanto
o grupo da clorexidina como o do hipoclorito de sodio foram capazes de reduzir
substancialmente a quantidade de microrganismos no interior dos canais
radiculares acima de 96%. Entretanto, pelo método da cultura pdde-se verificar
que o grupo instrumentado com NaOCI apresentou maior numero canais livres de
microrganismos (75% dos casos), enquanto que o grupo da clorexidina 50% ainda
apresentaram positivos para cultura. Os autores concluiram que o hipoclorito de
sodio apresentou maior capacidade de eliminar microrganismos presentes nos

canais radiculares de dentes com infecgbes primarias.

2.2.1.2. MEDICAMENTOS INTRACANAIS

Varios autores alertaram para a necessidade do emprego de medicacao
intracanal a fim de impedir que as bactérias sobreviventes ao preparo quimico-
mecanico se multipliquem no intervalo entre as sessdes do tratamento (Bystrém &
Sundqvist 1983; Bystrom et al., 1985; Sjégren et al., 1990). Além disso, Leonardo
et al. (2005) defendem o uso de uma medicagao intracanal com a finalidade de

inativar a porcao toxica do LPS (a lipide A).

Uma medicagdo intracanal ideal deve ser dotada de boa acgéo
antibacteriana, para que a sua permanéncia no interior do canal radicular tenha
maiores chances de atingir areas nao alcancadas pela instrumentacdo, como
istmos, ramificacdes, reentrancias e tubulos dentinarios. Dessa forma poderiam
contribuir decisivamente para a maxima reducgao das bactérias que
eventualmente ficaram protegidas da acdo letal das substancias quimicas
irrigantes do canal radicular (Bystrém et al., 1987; Sjégren et al., 1991).
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Varias substancias antimicrobianas tém sido utilizadas como medicacao
intracanal, seja para promover a redugdo microbiana ou a neutralizagdo das
endotoxinas. S&o estas substancias: soda caustica (Niwa et al., 1969); polimixina
B (otosporin, Oliveira et al., 2005), lisozimas (Ohno & Morrison, 1988), formocresol
(Sant’anna et al., 2000), clorexidina (Silva et al., 2004; Tanomaru et al., 2003),
hipoclorito de sodio (Oliveira et al., 2005; Poltorak et al., 1998; Tanomaru et al. ,
2003) e hidroxido de calcio com varias combinacgdes (Silva et al., 2004, Tanomaru
et al., 2003, Oliveira et al., 2005).

2.2.1.2.1. HIDROXIDO DE CALCIO
Provaveis mecéanismos de acao do hidréxido de calcio

Dentre os medicamentos intracanais preconizados destaca-se o hidroxido
de calcio, por possuir atividade antibacteriana pronunciada, devido a sua elevada
alcalinidade (Heithersay, 1975; Bystrom et al., 1985; Safavi et al., 1990; Suzuki et
al., 1999) e por ser recomendado por neutralizar a molécula de Lipide A (Silva et
al., 2004, Tanomaru et al., 2003, Oliveira et al., 2005).

O hidréxido de calcio possui pH entre 12,5 a 12,8, o qual promove a
liberacdo de ions hidroxilas em meio aquoso, elevando o pH do meio. A difusdo
desses ions no interior dos tubulos dentinarios e a permanéncia por um tempo de
contato direto ideal sdo necessarios para que ocorra efetiva destruicdo dos
microrganismos (Chong & Pitt Ford, 1992; Leonardo et al., 2000; Estrela et al.,
1995; Estrela et al., 1998). Entretanto, Kontakiotis et al. (1995) afirmaram ser
possivel a reducao da microbiota dos canais radiculares infectados, mesmo na
auséncia de contato fisico do medicamento com os microrganismos, gragas a
absorcao do diéxido de carbono produzido pelas bactérias anaerdbias estritas
como, Fusobacterium spp., Bacteroides spp. e pelas facultativas Streptococcus
spp. Esta acado indireta ocorre porque o hidroxido de calcio se liga ao diéxido de

carbono que € essencial para a sobrevivéncia de alguns microrganismos
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facultativos como Actinomyces spp., Eikenella spp. € Capnocytophaga spp.

A baixa solubilidade e difusibilidade do hidroxido de calcio necessitam de
um longo tempo de acéo para que o medicamento exerca atividade antimicrobiana
nos tdbulos dentinarios infectados. Embora o tempo ideal necessario para o
hidréxido de calcio descontaminar o sistema de canais radiculares seja ainda
desconhecido, sua acédo antibacteriana pode ser confirmada clinicamente pela
presenca de microrganismos resistentes ou auséncia de exsudatos nos canais

radiculares (Siqueira & Lopes, 1999).

Bystrém et al. (1985) asseguram que o efeito favoravel do hidroxido de
calcio ocorre, possivelmente, devido a sua baixa solubilidade, que o faz atuar
como um sistema de liberacdo lenta no interior dos canais radiculares. Pela
liberacao de ions hidroxilas, mata ou inativa bactérias, promove a obturacao fisica
do espaco do canal, blogueando efetivamente o acumulo de exsudatos, o que

reduz os nutrientes e elimina o espaco para as bactérias se multiplicarem.

O efeito letal dos ions hidroxilas sobre as células bacterianas segundo
Siqueira & Lopes (1999) ocorre provavelmente da seguinte maneira: a) destruicao
da membrana citoplasmatica das bactérias; b) desnaturacdo das proteinas e c)
destruicdo do DNA.

Estudos in vitro tém demonstrado que o tipo de veiculo associado ao
hidréxido de calcio esta diretamente relacionado com a concentracdo e a
velocidade de liberacdo dos fons OH, conseqlientemente com a acdo
antibacteriana da pasta (Fava & Saunders 1999).

Desta forma, o hidréxido de célcio é eficaz contra bactérias localizadas no
interior dos tubulos dentinarios, os ions OH difundem pela dentina e alcancam
niveis de concentragdo ibnica suficientes para exercer efeito letal sobre os
microrganismos. Entretanto, tem sido demonstrado que a hidroxiapatita exerce
atividade tampéao sobre o hidroxido de célcio, o que certamente impede a difusao
dos ions hidroxilas (Nerwich et al., 1993; Haapalaso et al., 2000).

50



A acgdo antimicrobiana do hidréxido de célcio sobre os microrganismos
localizados na intimidade dos tubulos dentinarios resulta da difusdo dos ions
hidroxilas em concentragdo suficiente para impedir a capacidade de
tamponamento da dentina, e assim destrui-los (Siqueira & Lopes 1999).

Estudos que avaliaram pH e difusao de ions do hidroxido de calcio

Tronstad et al. (1980) demonstraram que o pH da dentina radicular de
macacos foi elevado, apds a utilizagdo de curativos intracanais com pastas de
hidréxido de calcio em veiculo aquoso por quatro semanas. Na luz do canal
radicular o pH foi superior a 12,2; a dentina adjacente ao canal, em contato direto
com o hidréxido de calcio, apresentou pH variando entre 8,0 e 12,2; e na dentina
mais periférica o pH foi de 7,0 a 10,0. O pH do cemento ndo foi alterado,
mantendo-se entre 6,4 a 7,0.

Kehoe (1987) avaliou in vitro a reversao do pH acido da dentina e cemento
cervical pds-tratamento clareador em dentes humanos. Utilizou pasta de hidréxido
de célcio em veiculo aquoso (pH 12,35) e constatou que ocorreu a alcalinizagao
dos tubulos dentinarios apés o periodo de 2, 4 e 11 dias.

Nerwich et al. (1993) analisaram in vitro a alteracdo do pH da dentina
radicular de dentes humanos extraidos, por um periodo de quatro semanas apos a
utilizacdo de pasta de hidréxido de calcio em veiculo aquoso (Calasept®), como
medicacdo intracanal. Observaram a necessidade de 1 a 7 dias para os ions OH
alcancarem a superficie radicular externa, e apds 3 semanas registraram os niveis

do pH em 9,3 no tergo cervical e 9,0 no terco apical.

Deardorf et al. (1994) idealizaram um modelo de estudo experimental em
dentes humanos, para avaliar a difusdo de ions Ca*™* nos tubulos dentinarios da
luz do canal para a periferia radicular externa. A analise da concentragao dos ions
Ca™ no meio extra-radicular revelou que a média em pg/mL variou em funcao das
substancias utilizadas para aumentar a permeabilidade dentinaria. As maiores

médias registradas foram para o tratamento com NaOCI 5,25% e as menores
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quando foi removido smear layer com EDTA 17% e NaOCI 5,25%. Isto ocorreu,
provavelmente devido a formacao de cristais de fosfato de calcio, que funcionam

como uma barreira fisica obliterando os tubulos dentinarios.

Galt et al. (1999) avaliaram in vitro o potencial de difusibilidade de diversos
materiais contendo hidroxido de calcio em canais com defeitos radiculares
externos, em periodos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. Demonstraram que pastas de
hidroxido de calcio liberam Ca™ através da dentina radicular, entretanto o pH do
meio (solugdo salina) registrado foi de 7,64, indicando que ions OH ndo se

difundiram nos tubulos dentinarios.

Schafer & Behaissi (2000) compararam in vitro o efeito alcalinizante de dois
curativos intracanais contendo hidréxido de calcio apdés os periodos de 1, 3 e 7
dias. O hidroxido de calcio em suspensao aquosa demonstrou ser o método de
escolha porque promove alcalinizacdo rapida e prolongada tanto da dentina da
parede do canal radicular, elevando o pH para 11,2 quanto da superficie radicular

externa para pH 9,1 apés 24 horas.

Safavi & Nakayama (2000) avaliaram in vitro a influéncia de veiculos nao
aquosos sobre a dissociacdo do hidréxido de célcio por meio da mensuragao da
condutibilidade das solugdes. As medidas para o hidroxido de calcio veiculado em
agua foi 7,3 £ 3 mS/cm. Para o hidréxido de célcio veiculado em glicerina ou
propilenoglicol foi zero, sugerindo que ndo ocorre a dissociagdo dos fons OH e

Ca'™, o que impede sua eficacia antimicrobiana como medicacao intracanal.

Haapasalo et al. (2000) avaliaram a acdo de tamponamento da dentina
radicular humana utilizando o método do contato direto com alguns medicamentos
e relataram que o pdé de dentina inativa a agao antibacteriana da solugdo de
hidréxido de calcio sobre E. faecalis. Nas mesmas condicées experimentais, a
clorexidina 0,05% e 0,5% apds 24 horas em contato com o pd de dentina e E.
faecalis promoveram acao antibacteriana em 99% e 100% dos espécimes,

respectivamente.
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Pacios et al. (2003) avaliaram o pH das pastas de hidroxido de célcio
preparadas com a) agua destilada, b) propilenoglicol, ¢) solu¢cdo anestésica, d)
paramonoclorofenol canforado (CMCP) e propilenoglicol com CMCP. O pH das
pastas no interior dos canais radiculares dos pacientes foi medido aos 7, 14 e 21
dias. Os resultados mostraram nao haver variagdo do pH durante os periodos
mensurados. A combinacdo de hidroxido de célcio com agua mostrou maiores
valores de pH que as outras pastas. Os valores de pH das pastas preparadas
com solucao anestésica, CMCP e propilenoglicol com CMCP apresentaram
maiores valores in vitro. Os autores concluiram que o tipo do veiculo utilizado
influencia o pH das final das pastas, entretanto a alcalinidade de todas as pastas

foi mantida durante o tempo e condi¢cdes experimentais.

Vianna et al. (in press) mediram in vitro os valores de pH das pastas de
hidréxido de calcio preparadas com diversos veiculos em sete diferentes periodos
de tempo. As pastas foram manipuladas com: a) dgua destilada, b) glicerina, c)
CMCP, d) CMCP com glicerina, e) anestésico local, f) iodoférmio com &agua
destilada, g) polietilenoglicol, h) CMCP com polietilenoglicol e i) clorexidina gel 2%.
Os resultados mostraram que aos 5 min, 1 e 24 h os pHs de todas as pastas
variaram de 13,05 a 11,16. Em 48 h e 7 dias os pHs de todas as pastas variaram
de 11,66 a 8,92. Aos 14 e 28 dias quase todas as pastas apresentaram valores de
pH inferiores a 10. Os autores concluiram que as médias de pH das pastas de
hidréxido de célcio decrescem de acordo com o tempo.

Estudos que avaliaram atividade antimicrobiana do hidroxido de calcio

Stevens & Grossman (1983) contaminaram dentes caninos de gatos com
"S. faecalis" e avaliaram a acao antibacteriana da pasta de hidréxido de célcio e
clorofenol canforado durante 5 semanas. Concluiram que o hidréxido de calcio
nao foi efetivo para elimina-los quando comparado ao clorofenol canforado. Para
confirmar estes achados realizaram teste de difusdo em agar e observaram que o

hidréxido de calcio nao produziu zonas de inibicdo de crescimento bacteriano,
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enqguanto que o clorofenol canforado produziu largas zonas de inibigéo.

Bystrém et al. (1985) compararam clinicamente a acdao antimicrobiana do
PMCC, fenol canforado e pasta de hidroxido de célcio (Calasept®) em canais com
polpas necréticas e lesdes periapicais. Demonstraram a eficacia do hidréxido de
céalcio em 97% dos casos quando permaneceu no interior do canal por 1 més,
enquanto que o indice de sucesso para o PMCC e o fenol canforado foi de 67%.

Barnett et al. (1986) induziram em caes infecgdes nos canais radiculares
pela remocao da polpa e preenchimento dos canais com placa bacteriana dos
dentes por 14 dias. Apds este periodo todos os dentes foram instrumentados e
medicados com composto quartenario de amoénia, formocresol e pasta de
hidréxido de calcio veiculada em solucao salina por 14 dias. Os resultados
mostraram 90% de culturas negativas para a pasta de hidréxido de célcio.

Haapasalo & Orstavik (1987) observaram em um modelo in vitro de
infeccdo e desinfeccdo da dentina radicular bovina, que a pasta a base de
hidréxido de calcio (Calasept®) néo eliminou E. faecalis no interior dos tdbulos

dentinarios apés 10 dias.

Orstavik & Haapasalo (1990) repetindo o mesmo modelo experimental
tornaram a avaliar a acdo antibacteriana da pasta Calasept® sobre E. faecalis no
interior dos tubulos dentinarios, com e sem smear layer. Ap6s 10 dias de contato

constataram sua ineficacia, em ambas as condi¢ées experimentais.

Safavi et al. (1990) realizaram estudo in vitro em dentes humanos
infectados com "Streptococcus faecium”, para avaliar a acdo antibacteriana do
hidréxido de calcio misturado com solugcédo salina em consisténcia de “pasta de
dente” e verificaram que as bactérias permaneceram viaveis na dentina apés

periodos de até 12 horas.

Sjégren et al. (1991) avaliaram clinicamente a agao antimicrobiana da pasta
de hidréxido de célcio, Calasept®, em canais radiculares com polpas necréticas e

lesbes periapicais, por 10 minutos ou 7 dias. Os resultados mostraram total
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eliminacdo dos microrganismos apds 7 dias, enquanto que por 10 minutos foi

inefetiva.

Estrela et al. (1995) também estudaram o efeito antibacteriano in vitro de
duas pastas de hidréxido de calcio, uma associada ao soro fisioldgico, a outra ao
PMCC sobre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e "Streptococcus
faecalis". Mostraram pela medida dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano

no agar que as duas pastas foram efetivas ap6s 24 e 48 horas.

Nesta mesma linha de trabalho Siqueira & Uzeda (1996) compararam in
vitro a acao antibacteriana das pastas de hidréxido de célcio preparadas com
solugcdo salina ou com paramonoclorofenol canforado (PMCC) sobre dentina
bovina contaminada com Actinomyces israelii, Fusobacterium nucleatum ou
Enterococcus faecalis nos periodos de 1 hora, 1 dia e 1 semana. Concluiram que
a pasta de hidréxido de célcio com solucao salina foi inefetiva para E. faecalis e F.

nucleatum ap6s 1 semana de contato.

Siqueira & Uzeda (1997) avaliaram a atividade antibacteriana do
digluconato de clorexidina gel 0,12%, metronidazol gel 10%, hidroxido de calcio
com agua destilada, hidroxido de calcio com PMCC e hidréxido de calcio com
glicerina sobre bactérias anaerdbias estritas e facultativas comumente
encontradas em infecgdes endoddnticas. Foi empregado o teste de difusdao em
agar e as zonas de inibicdo bacteriana ao redor de cada medicamento foram
registradas e comparadas. Os resultados revelaram que a pasta de hidréxido de
calcio com PMCC e a clorexidina foram efetivas para todos os tipos bacterianos
testados (anaerdbios estritos — Porphyromonas endodontalis, P. gingivalis,
Actinomyces israelis, Fusobacterium nucleatum, Propionibacterium acnes e
Campylobacter rectus — e 0s anaerdbios facultativos — Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, S. sanguis, S. salivarius, Enterococcus faecalis e
Actinomyces viscosus). O metronidazol inibiu o crescimento de todos os
anaerdbios estritos testados e o hidroxido de calcio com agua destilada ou

glicerina foram ineficazes.
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Tanriverdi et al. (1997) compararam in vitro a agao antibacteriana do PMCC
e do hidréxido de calcio em dentes humanos infectados com E. faecalis e
confirmaram por intermédio da analise microbiol6gica das raspas de dentina a

ineficacia do hidroxido de calcio apos periodos de 1 e 3 dias.

Suzuki et al. (1999) avaliaram in vitro por meio do teste de diluicdo em agar,
a acao antimicrobiana da pasta de hidréxido de calcio veiculada em agua destilada
contra 20 espécies bacterianas isoladas de canais radiculares infectados: 12
espécies anaerObias estritas, Actinomyces israelii, Bifidobacterium bifidum,
Eubacterium lentum, Fusobacterium nucleatum, "Peptococcus magnus”,
"Peptococcus  niger”,  Peptostreptococcus  anaerobius, = Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Veillonella
alcalescens e Veillonella parvula; 7 anaerdbias facultativas, Actinomyces viscosus,
Enterococcus  faecalis, Lactobacillus casei,  Propionibacterium  acnes,
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis e um fungo (Candida albicans).
Foi determinada a Concentragao Inibitéria Minima (MIC) da pasta de hidroxido de
calcio para todos os microrganismos. Foram incubados por quatro semanas. Os
resultados monstraram que a pasta de hidroxido de célcio apresentou atividade

antimicrobiana contra todos os microrganismos testados.

Estrela et al. (1999) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana da pasta
de hidroxido de calcio veiculada em solucdo salina, em dentes humanos
contaminados com "S. faecalis”, S. aureus, B. subitilis e P. aeruginosa.
Concluiram que foi inefetiva sobre todas as cepas testadas, apés um periodo de 7
dias.

Leonardo et al. (2000) avaliaram in vitro por meio do teste de difusdo em
agar a atividade antimicrobiana de pastas de hidroxido de célcio, dentre elas a
pasta Calen® sobre algumas cepas bacterianas (Micrococcus lacteos,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans). Concluiram que

esta pasta foi efetiva sobre todas as cepas bacterianas testadas apés o periodo de
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24 horas.

Vivacqua-Gomes et al. (2005) avaliaram in vitro a presenca de E. faecalis
em dentes extraidos que foram obturados em sessdao Unica ou em multiplas
sessOes. Os dentes foram preparados igualmente utilizando CHX gel 2% como
substancia auxiliar e um grupo com solugédo salina (controle). A seguir, foram
dividido em grupos: a) obturados na mesma sessao, b) receberam medicagdo com
CHX 2% por 14 dias, c) foram irrigados com clorexidina e obturados apés 7 dias,
d) foram preenchidos com solucdo salina por 7 dias e e€) os dentes do grupo
controle forma irrigados com solugdo salina e obturados imediatamente. Os
resultados mostraram que E. faecalis nao foi eliminado dos tubulos dentinarios

apos 60 dias da obturacdo em nenhum dos grupos avaliados.

Souza et al. (2005) avaliaram o efeito da medicagdo intracanal na
microbiota predominante de canais infectados e com polpas necrosadas pela
técnica checkerboard DNA-DNA. A terapia endodbntica convencional com a
utilizacdo de medicacao intracanal com hidréxido de calcio foi realizada em 12
dentes unirradiculares com polpas necrosadas e lesées periapicais. As amostras
foram coletadas antes e ap6s 14 dias do uso da medicacao, foram investigadas 44
diferentes espécies microbianas. Os resultados mostraram haver uma redugéo no
namero de espécies apds o uso da medicacédo, entretanto ndo elimina todas as

espécies encontradas nos canais.

Vianna et al. (2006) avaliaram in vitro por meio do teste de diluigdo em
caldo a susceptibilidade antimicrobiana de diferentes endodonto patdégenos frente
ao hidréxido de calcio combinado a diversos veiculos. As pastas foram preparadas
com os seguintes veiculos: agua destilada, glicerina, CMCP, CMCP com glicerina,
CMCP com polietilenoglicol. O tempo requerido para as pastas eliminarem o
crescimento dos microrganismos anaerobios e facultativos variou de 6 a 24 horas,
enquanto para eliminar os microrganismos anaerdbios estritos variou de 30
segundos a 5 minutos. A susceptibilidade pode ser ordenada dos microrganismos

menos suscetiveis aos mais suscetiveis: E. faecalis (menos suscetivel), C.
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albicans, S. aureus, P. gingivalis, P. endodontalis e P. intermedia. Os autores
concluiram que a atividade antimicrobiana das pastas de hidroxido de célcio esta
relacionada ndo sé a diferentes formulagdes, mas também a susceptibilidade

microbiana.

2.2.1.2.2. CLOREXIDINA (UTILIZADA COMO MEDICACAO INTRACANAL)

Delany et al. (1982) examinaram in vitro a agdo antimicrobiana da solugao de
gluconato de clorexidina 0,2% como agente irrigante e medicacao intracanal sobre a
microbiota do canal radicular de dentes humanos recém-extraidos com polpas
necrosadas. A avaliagdo do crescimento bacteriano foi observada pela inoculagdo de
suspensao de raspas de dentina sobre o agar. Constataram que houve uma reducao
significativa do niUmero de bactérias em ambos os procedimentos endodénticos.

Heling et al. (1992 a) avaliaram in vitro o efeito antibacteriano da solugéo de
gluconato de clorexidina aquosa 2,0% e clorexidina 20% em um sistema de
liberagdo lenta (SRD = Slow Release Device), como medicagao intracanal em
espécimes de incisivos bovinos contaminados com "S. faecalis". O sistema de
liberacao lenta consiste de tiras contendo o glutaraldeido como veiculo e 1,2 mg
de clorexidina 20% como agente ativo. Este sistema foi diluido em 0,1 mL de
solugdo salina e introduzido no interior do canal. Foi realizada analise
microbiolégica da dentina removida das paredes do canal e constataram que
ambas as formas do medicamento foram efetivas até a profundidade de 0,5 mm
nos tempos experimentais de 24, 48 horas e 7 dias.

Heling et al. (1992b) compararam a eficacia antibacteriana do gluconato de
clorexidina 20% no sistema SRD e do hidréxido de calcio como medicacoes
intracanais para a desinfeccdo dos tubulos dentinarios de dentina bovina
contaminados com "S. faecalis” e prevencao da infeccdo secundaria do sistema de
canais radiculares, por meio da turbidez do meio BHI contendo as raspas de dentina.

Constataram que a clorexidina foi eficaz tanto para reduzir a populacao bacteriana da
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infeccdo primaria quanto para prevenir a infec¢do secundaria. Ao contrario, o hidroxido
de calcio ndo mostrou acdao antimicrobiana nem para descontaminar a dentina nem

para prevenir infeccao secundaria apés 3 e 7 dias.

Barbosa et al. (1997) compararam in vivo e in vitro a atividade antimicrobiana
do PMCC, solucéo de gluconato de clorexidina 0,12% e 0,2% e pasta de hidréxido de
calcio com solugdo salina em dentes humanos unirradiculares com necrose pulpar e
leséo periapical. Os canais radiculares que forneceram culturas positivas uma semana
apés 0 preparo quimico-mecanico e medicacao intracanal com PMCC foram
medicados outra vez com uma das trés substancias testadas. Amostras bacterianas
pbs-medicacdo foram realizadas uma semana depois. Os resultados mostraram que
todos os medicamentos foram efetivos para reduzir ou eliminar a microbiota
endoddntica. A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada por meio do teste de
difusdo em agar sobre as bactérias comumente encontradas nas infec¢des
endodonticas (Porphyromonas endodontalis, P. gingivalis, Actinomyces israelli,
Fusobacterium nucleatum, Propionibacterium acnes, Actinomyces naeslundii,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa). Os tempos experimentais foram 48 h para os aerobios e
anaerobios facultativos e 7 dias para os anaerobios estritos. O PMCC e a clorexidina
0,12% e 0,2% foram igualmente efetivos sobre todos os microrganismos e o hidréxido
de calcio foi ineficaz sobre todos os microrganismos, com excegéo do A. israelii e A.

naeslundii.

Lindskog et al. (1998) avaliaram o efeito terapéutico do gluconato de clorexidina
gel 2,0% como medicagao intracanal, durante 1 més, em reabsorcoes radiculares
inflamatérias induzidas em macacos, e concluiram apdés exame histolégico dos
espécimes que ocorreu reducao do processo de reabsorcao, provavelmente devido a
sua acao antibacteriana dentro dos tubulos dentinarios e sobre as células do
ligamento periodontal.

Komorowski et al. (2000) avaliaram o efeito antimicrobiano residual da

clorexidina em dentina bovina tratada com solucéao de clorexidina 0,2% durante 5
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minutos e 7 dias. A dentina foi submetida a contaminagéo com E. faecalis por 21
dias, ap6s este periodo, raspas de dentina foram coletadas em BHI para
verificacdo da presenca de bactérias nos tdbulos dentinarios. Constataram
potencial antimicrobiano residual como medicacdo intracanal, quando mantida

sobre a dentina por 7 dias.

Lenet et al. (2000) seguindo a mesma linha de raciocinio, compararam in
vitro a atividade antimicrobiana residual da clorexidina gel 2,0%, Clorexidina 25%
em um sistema de liberacao controlada e hidréxido de célcio veiculado em solucao
salina como medicacéo intracanal em espécimes de incisivos bovinos por 7 dias.
Este sistema consiste em uma membrana de polimero degradavel imersa em
solucdo salina, a qual libera clorexidina por meio de sua desintegracdo. Apos o
periodo experimental, os espécimes foram inoculados com E. faecalis por 21 dias.
Foram removidas as raspas de dentina e suspensas em meio BHI para avaliagéo
da atividade antimicrobiana pela turbidez do meio. Constataram que a clorexidina
gel 2,0% mostrou auséncia de bactérias viaveis em todas as profundidades de

dentina.

2.2.1.2.3. HIDROXIDO DE CALCIO ASSOCIADO A CLOREXIDINA

A proposta da associacdo entre hidréxido de calcio e clorexidina possui
como justificativa aumentar as propriedades antimicrobianas do hidréxido de
céalcio, mantendo suas caracteristicas biolégicas e mecéanicas de barreira fisica
(Gomes et al., 2006). Entretanto, estudos in vitro ttm demonstrado que algumas
substancias diminuem a efetividade antimicrobiana da clorexidina, quando
eventualmente associadas a outras substancias tais como: calcio, uréia, lauril
sulfato de sédio (Bonesvoll, 1977) e sacarina sédica, nas concentracoes 0,5 a
1,0% (Cury et al., 2000).

As propriedades mecéanicas dos medicamentos intracanais foram testadas
in vitro por Gomes et al. (2003 a). Foram utilizados 75 raizes de pré-molares
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inferiores divididas nos seguintes grupos: a) medicagdo com CHX e coroa sem
selamento, b) medicamento com hidréxido de calcio e coroa sem selamento, c)
medicamento com CHX e hidréxido de calcio, coroa sem selamento; 0os grupos
seguintes as coroas foram seladas apds a insercdo da medicacdo, d) CHX, e)
hidréxido de célcio, f) associacdo. O grupos @) controle positivo os dentes
permaneceram sem medicamento e sem selamento e o grupo h) controle negativo
os dentes estavam integros. As coroas ficaram imersas em saliva e BHI e apenas
os apices dos dentes em teste encontravam em contato com o meio de cultura
liquido estéril. Os frascos foram incubados e a turbidez do meio observada
diariamente. Os resultados revelaram que os tempos médios necessarios para a
penetracdo de microrganismos através dos canais contendo os medicamentos
variou de 1,8 dias a 17,2 dias. Os medicamentos que apresentaram maior barreira
fisica foram aqueles que continham selamento coronario e dentre estes os
melhores em ordem decrescente foram hidroxido de calcio (grupo e, 17,2 dias),
CHX (grupo d, 13,5 dias) e a associacao (grupo f, 11,9 dias). Os autores
concluiram que o selamento coronario nao previne infiltracdo de microrganismos

através dos canais radiculares contendo medicamentos intracanais.

Com relacao a atividade antimicrobiana da associacao entre hidroxido de calcio
e CHX, baseados no possivel sinergismo entre essa combinacao Waltimo et al. (1999)
avaliaram a acgao antifingica do hidréxido de calcio, acetato de clorexidina 0,5% e
0,05%, iodine potassio iodado e hipoclorito de sédio, tanto individualmente como em
possiveis associacoes. Discos de papeis absorventes contaminados com C. albicans
foram colocados em contato com os desinfetantes nos tempos de 30 s, 5 min, 1 h e 24
h pelo método de contato direto. A Clorexidina 0,5% e 0,05% quando comparadas ao
hidréxido de célcio saturado com agua destilada foram mais efetivas. Apds 24 h, a
associacao clorexidina 0,5% com hidroxido de calcio pé também foi mais efetiva que o
hidréxido de célcio saturado com agua destilada e menos efetiva que a clorexidina
0,5% sozinha. Concluiram que o hidréxido de calcio inibiu o efeito antifingico da

clorexidina.
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Gomes et al. (2002 a) avaliaram in vitro a eficacia antimicrobiana da
Clorexidina gel 2.0%, do Hidroxido de calcio (Calen) e da associacdo de ambos,
quando utilizados como medicacdo intracanal em 120 espécimes de dentina
bovina contaminada com Enterococcus faecalis. Os espécimes foram infectados
por um periodo de 7 dias, em seguida receberam os medicamentos por intervalos
de tempo 1, 2, 7, 15 e 30 dias. Os resultados mostraram que a clorexidina (CHX)
sozinha inibiu o microrganismo testado ap6s 1, 2, 7, 15 dias, entretanto a pasta de
Ca(OH): foi ineficaz em todos os periodos estudados. A combinacado do Ca(OH):
com a CHX foi eficaz apds 1 e 2 dias, mas a atividade foi reduzida entre 7 e 15
dias. Os autores concluiram que a CHX gel 2% sozinha foi 0 medicamento mais
efetivo contra E. faecalis, mas sua atividade depende por quanto tempo a

medicacao permanece no canal.

Podbielski et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana da combinagcao
do hidréxido de calcio com CHX em cones de guta-percha frente a diferentes
endodonto-patégenos. O hidréxido de calcio foi testado em suspensdao ou como
componente de cones de guta-percha. A eficacia foi comparada com a) suspensao
de Ca(OH),, b) cones de guta percha contendo é6xido de zinco (ZnO), c)
suspensao de Ca(OH), com os cones de guta-percha com ZnO, d) suspensao
combinada com CHX e os cones de ZnO, e) suspensao de Ca(OH), com os
cones de guta-percha com ZnO/CHX. Os microrganismos testados foram:
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus intermedius. Os microrganismos foram
colocados em contato com as solugbes e cones e as amostras coletadas
imediatamente, apo6s 1, 2, 4, 7 e 14 dias de incubacdo. Os resultados mostraram
que os microrganismos Gram-negativos foram eliminados com a suspensdo de
Ca(OH), e a combinacdo com outros agentes ndo melhorou as propriedades
antimicrobianas da medicacdo intracanal. A combinacdo de suspensdo de
Ca(OH), com os cones de guta-percha com ZnO/CHX (grupo €) eliminou P. micros
e S. intermedius mais rapidamente que a suspensao de Ca(OH), sozinha. Para E.

faecalis, a combinacao de suspensao de Ca(OH). com os cones de guta-percha
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com ZnO/CHX (grupo e) diminuiu o crescimento, entretanto ndo houve completa
inativacdo desse microrganismo. Os autores recomendam o uso da combinacao
de suspensao de Ca(OH). com os cones de guta-percha com ZnO/CHX para a

erradicacao de P. micros e S. intermedius em canais radiculares infectados.

Siren et al. (2004) avaliaram in vitro o efeito do hidréxido de célcio
combinado com a clorexidina (CHX) aquosa 2% e o iodeto de potassio (IKl) contra
E. faecalis. A suplementacdo do hidroxido de calcio foi estudada em blocos de
dentina bovina e verificaram um melhor desempenho nas associacées com CHX e
IKI na desinfeccdo dos tubulos dentinarios. Os autores concluiram que essas

associagdes tém potencial para serem utilizadas como medicacgdes intracanais.

Zerella et al. (2005) avaliaram in vivo os efeitos da mistura da associacao
entre hidroxido de calcio e CHX aquosa 2% comparadas ao hidréxido de calcio
aquoso sozinho na desinfeccdo do espaco pulpar de dentes com infeccoes
secundarias que apresentavam lesdes periapicais. Foram utilizados 40 dentes
instrumentados e divididos em dois grupos, a) hidroxido de calcio e CHX aquosa
2% e b) hidroxido de célcio aquoso. Foram colocadas as medicacdes intracanais
por periodos que variaram entre 7 e 10 dias. A presenga de enterococos na
sessdo inicial foi determinada. As culturas dos canais foram coletadas e imersas
em tioglicolato. A turbidez do meio foi analisada diariamente por uma semana,
entdo semanalmente até completar 3 semanas. Os resultados mostraram que 12
dos 40 dentes (30%) apresentaram culturas positivas antes da fase de obturagao.
A medicacdo controle desinfetou 12 de 20 (60%) dos dentes incluindo 2 de 4
casos que haviam sido diagnosticados enterococos inicialmente. A medicacao
experimental (associagdo) desinfetou 16 dos 20 (80%) dos dentes no inicio da
terceira sessdo de atendimento. Nenhum dos dentes que continham inicialmente
enterococos apresentaram crescimento remanescente. Os autores concluiram que
a mistura entre CHX e hidréxido de calcio foi eficaz na desinfeccéo de dentes com

infecgbes secundarias.
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De Rossi et al. (2005) avaliaram in vivo o efeito da instrumentacdo manual
com clorexidina aquosa 1% e o0 uso de medicacao intracanal no reparo de lesdes
periapicais crbénicas. Foram induzidas lesbes periapicais em dentes de céaes e
essas lesdes foram avaliadas ap6s 30, 75 e 120 dias da instrumenta¢do com limas
rotatéria e manuais. Dois grupos (grupo Il e IV) receberam curativos intracanais
com hidréxido de célcio e CHX por 15 dias, os grupos | e lll ndo receberam
medicacgdes intracanais. As analises radiograficas aos 120 dias apds obturacao
revelaram que o grupo que recebeu hidroxido de calcio e CHX como medicacao
apresentou reducdo significante no tamanho das lesdes periapicais em
comparagcdo com 0s grupos que foram obturados em sessdo unica. Os autores
concluiram que nao importa a técnica utilizada para instrumentar os canais
radiculares (manual ou rotatéria), o uso da medicacgéao intracanal reduz o tamanho

de lesoes em canais radiculares infectados de caes.

Gomes et al. (2006) investigaram in vitro a atividade antimicrobiana da
cloxeridina gel 2%, hidréxido de calcio e associagdo de ambos frente a varios
microrganismos e um fungo possiveis de serem isolados de canais radiculares
infectados. Foram utilizados o método da difusdo em halo e 0 método da diluicdo
em caldo. A clorexidina apresentou os maiores halos de inibicdo variando entre
4,33 e 21,67 mm e sendo necessario um minuto ou menos para eliminar os
microrganismos testados. A pasta de hidréxido de calcio teve acdao apenas em
contato direto e necessitou de 30 min a 6 horas para inibir o crescimento dos
mesmos microrganismos. Ja a associacao dos dois medicamentos apresentou
zonas de inibicdo variando entre 2,84 e 6,5 mm, sendo necessario de 30 a 60
minutos para inibir o crescimento dos microrganismos testados. Os autores
concluiram que a combinagdo dos dois medicamentos diminuiu a atividade
antimicrobiana da clorexidina, entretanto, aumentou a atividade antimicrobiana do

hidréxido de céalcio.
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2.2.2. MEDICAMENTOS DE USO SISTEMICO EM ENDODONTIA

Os antibidticos sado substancias derivadas ou produzidas por certos
microrganismos, substancias estas que causam danos a outros microrganismos.
Alguns antimicrobianos sao antibiéticos verdadeiros, mas muitos sao agentes
sintéticos desenvolvidos em laboratério, sendo assim, ndo sdo antibiéticos no
verdadeiro sentido da palavra. O termo “agentes antimicrobianos” abrange mais
precisamente todas as drogas ou agentes (isto €, antibidticos e agentes sintéticos)
usados contra organismos patogénicos (Schellack 2004; Newman &
Kornman,1997).

Com base na acgado bioldgica, os agentes antimicrobianos podem ser:
bacteriostaticos (agentes que inibem o crescimento bacteriano) ou bactericidas
(agentes que destroem as bactérias). Quanto ao espectro de acao podem ter
pequeno espectro (atingem um grupo de bactérias) ou largo especto (atingem
mais do que um grupo de bactérias) (Schellack 2004).

As drogas antimicrobianas podem possuir toxicidade seletiva absoluta, isto
€, causam danos quase que exclusivamente aos microrganismos ou podem
apresentar uma toxicidade relativa, ou seja, podem trazer alguns danos ao
hospedeiro. A toxicidade absoluta pode ser atingida utilizando as verdadeiras
diferencas entre células dos tecidos e aquelas dos microrganismos em questao.
Uma das diferencas esta na constituicdo celular. Microrganismos apresentam
parede celular e as células membrana plasmatica, enquanto que as células
humanas s6 membrana plasmatica. Além disso, as bactérias sintetizam seu
préprio acido félico a partir do acido p-aminobenzéico (PABA), enquanto que os
seres humanos obtém o acido félico dos alimentos (Schellack 2004).

Segundo Newman & Kornman (1997), os agentes antimicrobianos podem
atuar com base nos mecanismos de acdo: a) sobre a parede celular, b) sobre a
membrana celular bacteriana, c) na sintese protéica e d) inibindo a replicacdo
cromossémica.

a) Os antimicrobianos que agem sobre a sintese da parede celular atuam
produzindo uma parede com defeitos estruturais atuando sobre o processo de
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replicacéo celular. Neste grupo incluem-se as penicilinas e todos os membros do
grupo que possuam anel penicilamico (amoxicilina, amoxicilina+acido clavulanico,
benzilpenicina) ou nudcleos semelhante a este, como o cefalosporinico
(cefalosporinas, vancomicinas, ciclosserinas, bacitracinas e ristocitina).
b) Os antimicrobianos que agem sobre a membrana, funcionam como obstaculo a
entrada d'agua, lipidios e proteinas carreadores de substdncias necessarias a
célula e enzimas importantes ao metabolismo celular. Estes antibiéticos intervém
no processo de respiracdo celular, inibindo a fosforilacdo oxidativa e causam
desorganizagdo da membrana celular. Pertencem a este grupo a polimixina B,
nistatina e anfotericina B.
c) Os antimicrobianos que atuam na sintese protéica (traducdo) suspendem o
crescimento microbiano. Para que haja reproducao bacteriana é indispensavel que
ocorra, de modo repetitivo, a unido de aminoacidos que constituirdo as inumeras
moléculas de proteinas microbianas. Estas proteinas microbianas tém funcéo
estrutural e enzimatica. A bactéria contém, no seu cromossomo, toda a informacao
genética necessaria a produgdo de enzimas que atuam na sintese de RNA
(sintese protéica). Havera, portanto, detencdo do crescimento e eliminacao da
célula bacteriana. Encontra-se neste grupo o cloranfenicol, tetraciclinas,
macrolideos (eritromicina, claritromicina e azitromicina) e clindamicina.
d) os agentes inibidores da replicacdo cromossémica atuam inibindo a sintese
(metabolismo) dos acidos nucléicos. Podem atuar no DNA dos microrganismos,
inibir a sintese do RNA, inibir o acido tetrahidrofélico, alterar a estrutura do acidos
nucléicos, ou reduzir a formacdo de nucleotideos. Neste grupo incluem-se as
quinolonas.

Existem varias “familias” ou grupos de agentes antimicrobianos disponiveis.
Entretanto, apenas alguns dados relevantes dos antimicrobianos utilizados no
presente estudo serdo abordados.
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2.2.2.1. B-LACTAMICOS

A benzilpenicilina, a amoxicilina, amoxicilina + 4cido clavulanico e o cefaclor
pertencem a “ familia” dos B-lactdmicos. Os B-lactdmicos apresentam uma
estrutura comum de anel B-lactdmico. A estrutura em anel permite que formem
ligacdes covalentes com as assim chamadas proteinas que se ligam & penicilina
(PBPs), que agem como enzimas cataliticas (Schellack 2004).

As penicilinas sdo um grupo de componentes naturais (obtidas a partir do
Penicillium notatum) e compostos sintéticos com propriedades diferentes de acao
bacteriana e propensdes semelhantes a alergenicidade. Elas tem baixa toxicidade
ao hospedeiro, acao bacteriana potente sobre espécies suscetiveis. Embora o
mecanismo de acdo da penicilina ainda ndo tenha sido completamente
determinado, a sua atividade bactericida inclui a inibicdo da sintese da parede
celular e a ativacao do sistema autolitico enddégeno das bactérias. A acdo da
penicilina depende da parede celular que contém na sua composi¢ao
peptideoglicano. Durante o processo de replicacao bacteriana, a penicilina inibe as
enzimas que fazem a ligacao entre as cadeias peptidicas, impedindo, portanto, o
desenvolvimento da estrutura normal do peptideoglicano. Estas enzimas
(transpeptidase, carboxipeptidase e endopeptidase) localizam-se logo abaixo da

parede celular e sdo denominadas de " proteinas ligadoras de penicilina"
(penicillin-binding proteins — PBPs). A habilidade de penetrar na parede celular e o
grau de afinidade destas proteinas com a penicilina determinam a sua atividade
antibacteriana. As bactérias, por sua vez, diferem na sua composicao quanto ao
tipo e a concentracéo de proteinas ligadoras de penicilina e, conseqientemente,
quanto a permeabilidade de suas paredes celulares ao antibiético. Assim, temos
diferentes susceptibilidades bacterianas a penicilina. Além da acao sobre a parede
celular, tem-se considerado a acao da penicilina na ativacdo do sistema autolitico
enddgeno da bactéria, determinando a sua lise e consequente morte. A principal
defesa bacteriana contra esses componentes é a producdo de uma enzima
chamada B-lactamase, essa enzima abre o anel lactamico dos antibibticos e

suprime sua atividade (Schellack 2004).
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A benzilpenicilina (Penicilina G) possui absorcdo deficitaria na
administracao oral, sendo preferida a via parenteral para se obter agdo completa.
Atua sobre a) Gram-positivos (estreptococos, estafilococos e pneumococos),
especificamente os estafilococos que nédo produzem a penicilinase, ou beta
lactamase; b) Gram-negativos (0s meningococos, e genococos); bacilos Gram-
positivos (os anaerdbios Gram-positivos, isto é, Clostridium tetani e C. perfringens
e bacilo antraz, porém C. difficille é resistente a penicilina) e c) espiroquetas
(Treponema vincentii e T. palladium) (Schellack 2004). A benzilpenicilina é
eliminada via renal, possue pico de acao de 20 a 45 minutos, com niveis séricos
de 8 ug/ml e com meia vida de 2 h (Newman & Kornman, 1997).

A amoxicilina pode ser administrada via oral, intramuscular e endovenosa.
Possui 0 mesmo espectro de acdo das benzilpenicilinas, porém estendida para
Bordorella pertussis, Haemophilus influenzae, Salmonella sp., Shigella sp.,
Proteus mirabilis e E. coli (Gram-negativos). Apresenta seu pico de a¢ao para uma
dose de 800 mg via oral em 1 hora, com niveis séricos de 12 a 14 pg/mL e com
meia vida de 1 hora. (Newman & Kornman, 1997).

A combinacdo da amoxicilina com acido clavulanico pertence ao grupo
dos beta-lactamicos, entretanto a adicdo do &cido clavulanico inibe a acao das
beta-lactamases. Pode ser administrado via oral ou injetavel. Apresenta espectro
de acao similar ao da benzilpenicilina com vantagem adicional de também ser
efetivo contra anaerdbios e microrganismos comumente causadores de infecgdes
respiratérias, como Streptococcus pneumoneae, Haemophilus influenzae e
Moraxella catarrhalis. E metabolizado nos rins e apresenta seu pico de agéo para
uma dose de 500 mg via oral em 2 horas, com niveis séricos de 7 pg/ml e meia
vida de 1,5 horas (Newman & Kornman, 1997).

O cefaclor é uma cefalosporina de 2a geracao, pertence ao grupo dos
beta-lactamicos. As cefalosporinas inibem a sintese da parede celular, inibem
também a divisdo e o crescimento celular; com freqiéncia ocorre a lise e a
elongacao das bactérias sensiveis. As bactérias que se dividem de forma rapida

sdo as mais sensiveis a acdo das cefalosporinas. Desenvolve sua acao

68



preferencialmente sobre cocos Gram-negativos e bacilos, mas menos efetivas
contra estafilococos (Schellack, 2004). Sao utilizadas para combater infec¢coes no
trato respiratério e geniturinario, infeccdo da pele e tecidos moles. Pode
apresentar efeitos colaterais como disturbios gastrointestinais, nauseas, vémitos e
diarréia. Reacdes dermatologias por hipersensibilidade. Infeccées oportunistas por
microrganismos nao suscetiveis (Candida sp., Pseudomonas sp.). Sua
administracdo € via oral, sua excrecao é via renal. Apresenta niveis séricos
maximos de 17 pg/mL, é rapidamente absorvida, eliminada do sangue em 8 horas
e com meia vida de 40 minutos. Cerca de 60% ¢é excretada inalterada na urina em
2 horas. (Newman & Kornman, 1997).

2.2.2.2. LINCOSAMINAS

Dentre o grupo das lincosaminas a clindamicina é o Unico antimicrobiano
que possui indicacdo odontoldgica, sendo derivada da lincomicina (droga padrao
do grupo). Seu mecanismo de acado é exercido mediante a inibicao da sintese
protéica em bactérias sensiveis; une-se as subunidades 50 S dos ribossomos
bacterianos e evita a formagdo das uniées peptidicas. Geralmente considerada
bacteriostatica, podendo, porém, ser bactericida quando usada em concentracbes
elevadas ou frente a microrganismos altamente sensiveis. A Clindamicina
apresenta espectro de acdo semelhante ao das penicilinas, com diferenca que
atingem o S. aureus e outras bactérias produtoras das penicilidases. Também
atuam contra bacilos anerébios Gram-negativos como o Fusobacterium
nucleatum. Entretanto, Clostridium difficile sobrevive a acdo da clindamicina
(Groppo et al., 2006). A clindamicina € metabolizada no figado e excretada na
bile, sua administragdo é via oral e apresenta niveis séricos maximos de 5 pg/mL
em 45 min. A clindamicina é rapidamente absorvida ndo dependente de alimentos
e apresenta meia vida de 2 horas (Newman & Kornman, 1997).
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2.2.2.3. MACROLIDEOS

A Eritromicina pertence ao grupo dos macrolideos. E um bacteriostatico,
liga-se a subunidade 50S dos ribossomos bacterianos, suprimindo sua sintese
protéica. E um antibidtico seguro em uso e é freqlientemente uma alternativa
satisfatéria a penicilina, principalmente em casos de pacientes alérgicos a
penicilina. Ela é disponivel para a administragdo em forma oral em quatro formas:
(1) eritromicina base, (2) como um sal, estearato de eritromicina, (3) como éster,
etilsuccinato de eritromicina € como (4) estolato e eritromicina. Apresenta o
espectro antimicrobianos da penicilina G, mas também & efetiva contra varios
outros microrganismos adicionais, incluindo alguns atipicos como Bordetella
pertussis, Moxarella catarrhalis, Chlamydia, Corynebacterium diphtheriae,
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae e Rickettsia sp. (Schellack,
2004). E um dos antibiéticos com poucos efeitos colaterais. Cerca de 93% dos
individuos que apresentaram colestase como manifestagdo toxica da eritromicina
haviam tomado a forma de estolato, devendo esta portanto ser evitada. A
eritromicina base & metabolizada primeiramente no figado e depois nos rins,
apresenta niveis séricos maximos de 1 ug/mL, com meia vida de 1,5 horas. Ja o
etilsuccinato de eritromicina € metabolizado no figado, apresenta niveis séricos
maximos de 1 pug/mL, com meia vida de 1,5 horas (Newman & Kornman, 1997).

A azitromicina pertence ao grupo dos novos macrolideos, apresenta
atividade antimicrobiana semelhante a dos macrolideos, porém inova na
possibilidade de administracdo Unica ao dia, por possuir uma meia-vida longa.
Apresenta maior resisténcia a degradacao acida do estémago, reducao dos efeitos
colaterais gastricos e ampliacdo das propriedades terapéuticas (Compendio
Médico, 1999).

2.2.2.4. NITROIMIDAZOLICOS

O metronidazol pertence ao grupo dos nitroimidazélicos. E uma droga de
baixo peso molecular, por isso, apresenta uma ampla distribuicdo nos tecidos e
fluidos do organismo, tendo poder bactericida. Possui espectro de acédo contra
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protozoarios e bactérias anaerébias como o Bacteroides fragilis, Fusobacterium
sp., Clostridium sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp. e outros bacilos
Gram-positivos. O metronidazol é efetivo apenas contra microrganismos
anaerdbios estritos, portanto a associacdo com a penicilina G completa seu
espectro de acao contra os enterococos anaerébios facultativos. Pode apresentar
varios efeitos colaterais como nauseas, dores abdominais, gosto metalico,
neutropenia reversivel. Raramente pode ocorrer neuropatia periférica, convulsoes,
disfuncdes cerebrais e reacao ao alcool (tipo dissulfiram). Sua administracao é via
oral e € metabolizado nos rins, apresenta niveis séricos de 12 pg/ml com 500 mg
da dose e meia vida de 8 horas (Newman & Kornman, 1997).

2.2.2.5. USO DE ANTIBIOTICOS EM INFECGOES ENDODONTICAS

O uso de antibiéticos por via sistémica, nos casos de infecgoes
endoddnticas é indicado na profilaxia antibiética de pacientes de risco para
endocardite bacteriana durante a terapéutica endododntica ou quando ha infecgdes
periapicais agudas coma presenca de sinais e sintomas de disseminacdo do
processo infeccioso, tais como febre, mal estar, celulite ou trismo (Bergenholtz &
Crawford, 1989; Abbott et al. , 1990; Grad, 1997; Andrade 2006).

O wuso de antibidticos sistémicos em pacientes com risco de
desenvolvimento de endocardite bacteriana € um importante complemento a
terapéutica endodéntica, sendo utilizado em regime profilatico (Abbott ef al., 1990;
Grad, 1997). De acordo com as recomendacdes da American Heart Association o
uso profilatico de antibiéticos é recomendado nos seguintes procedimentos
endodénticos: instrumentacdo além do 4pice dental, cirurgia perirradicular e
reimplante de dentes avulsionados (Dajani et al., 1997; Grad, 1997).

As condicdes cardiacas consideradas de alto risco de acordo com a
American Heart Association sao: valvulas cardiacas protéticas, endocardite
bacteriana prévia, condutos pulmonares sistémicos construidos cirurgicamente e
doencas cardiacas ciandticas complexas, como estados ventriculares simples,

transposicdo de grandes artérias e tretalgia de Fallot. As de risco moderado
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compreendem: a maioria das malformagdes cardiacas congénitas, disfuncao
valvular adquirida, cardiomiopatia hipertrofica, prolapso da valvula mitral com
regurgitacdo valvular e/ou espessamento dos folhetos valvulares. Em ambas
condicoes, recomenda-se 0 regime antimicrobiano profilatico para prevencao da
endocardite bacteriana (Dajani et al., 1997; Andrade, 2006).

O regime profilatico padrao recomendado pela American Heart Association
consiste em uma administracdo de 2g de amoxicilina para adultos e de 50 mg/kg
para criancas, em dose Unica, por via oral, uma hora antes do procedimento. Os
antibiéticos amoxicilina, ampicilina e penicilina sdo igualmente efetivos, in vitro,
contra os estreptococos a-hemoliticos, entretando, a amoxicilina € recomendada
porque € melhor absorvida pelo trato gastrointestinal, proporcionando niveis
séricos elevados e duradouros. Aos alérgicos as penicilinas € recomendado o uso
da clindamicina 600 mg ou azitromicina 500 mg para adultos; para criancas,
azitromicina 15 mg/kg de peso corporal, por via oral, também em dose Unica,
administrada uma hora antes do atendimento (Andrade, 2006).

Souza-Filho & Andrade (2006) recomendam o uso de antibiéticos no
tratamento dos abscessos apicais agudos localizados, quando os pacientes sao
portadores de doencas sistémicas caracterizadas por alteracbes metabdlicas e por
imunossupressao, como se observa nos diabéticos, portadores de doenca renal
cronica, lupus eritematoso sistémico, etc. Além desses casos, quando houver
abscessos apicais agudos acompanhados de sinais e sintomas fisicos como a
presenga de dor severa, celulite ou outros sinais importantes como linfadenite,
trismo, febre, taquicardia, falta de apetite e mal-estar geral. Nesses casos, 0
regime antibiético recomendado para pacientes adultos e criancas maiores que 12
anos € 1 g de Amoxicilina nos casos de abscessos apicais localizados na regiao
sub-peridstica ou submucosa; em casos de alergia 1g de eritromicina ou 500 mg
de azitromicina. Em casos de abscessos apicais com caracteristicas de maior
gravidade, como a presenca de celulite na regidao sublingual, submandibular ou
periorbital recomenda-se 1g de amoxicilina associada a 250 mg de metronidazol;
em casos de pacientes alérgicos, 600 mg de clindamicina.
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Nos casos em gque houve a necessidade do uso de antibidticos, apds feita a
dose inicial de ataque (previamente aos procedimentos clinicos de drenagem),
deve-se prescrever as doses de manutencado, cujo periodo de duragdo do
tratamento vai depender do curso da infeccdo. A prescricido deve ser feita
inicialmente por 3 dias. Antes de completar esse periodo de 72 horas, nova
avaliacdo do quadro deve ser realizada para decidir pela interrupcdo da
administracao do antibiético ou manutencao por mais 1, 2 ,3 ou mais dias. O Unico
parametro para a suspensado da antibidticoterapia é a remissdo dos sinais e
sintomas clinicos. Souza-Filho & Andrade (2006) recomendam 500 mg de
amoxicilina a cada 8 horas nos casos de abscessos apicais localizados na regiao
sub-peridstica ou submucosa; em casos de alergia 500 mg de eritromicina a cada
6 horas ou 500 mg de azitromicina a cada 24 horas. Em casos de abscessos
apicais com caracteristicas de maior gravidade, como a presenca de celulite na
regidao sublingual, submandibular ou periorbital recomenda-se 500 mg de
amoxicilina associada a 250 mg de metronidazol a cada 8 horas; em casos de
pacientes alérgicos, 300 mg de clindamicina a cada 8 horas.

Um relato cuidadoso de histérias de alergia e reacdes a drogas do paciente
deve ser realizado, bem como a avaliacdo de possiveis efeitos colaterais da
medicacédo. Os pacientes devem ser acompanhados durante o procedimento de
antibioticoterapia e caso haja persisténcia dos aspectos clinicos, a mudanca do
antibiético deve ser considerada. Bergenholtz & Crawford (1989) sugerem que a
segunda escolha do antibiético deve ser baseada no resultado de cultura e na
susceptibilidade antimicrobiana das bactérias envolvidas, entretanto, na pratica a
escolha do segundo antibiético também é empirica.

A efetividade de agentes antimicrobianos usados clinicamente para
tratamento de dentes com periodontite apical aguda foram avaliadas por varios
autores, utilizando diversos métodos, como método de difusdo em disco, método
de diluicao em agar e E-test. Segue em ordem cronoldgica alguns desses
trabalhos que contribuem para busca de um melhor resultado terapéutico.
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Yamamoto et al. (1989) avaliaram a efetividade de agentes antimicrobianos
usados clinicamente para tratamento de dentes com periodontite apical aguda. Por
meio do método de difusdo em agar foram avaliadas 91 cepas de Eubacterium, 65
cepas de Peptostreptococcus e 54 cepas de Bacteroides isoladas de canais
radiculares de dentes associados a lesdo periapical e sintomatologia aguda.
Todas as cepas mostraram-se suscetiveis a penicilina, entretanto varios isolados
mostraram-se menos suscetiveis a tetraciclina, cephem e macrolideos. Todas as
cepas foram uniformemente resistentes aos aminoglicosideos. Algumas diferencas
foram observadas entre a susceptibilidade das espécies de Eubacterium e
Peptostreptococcus. Os Bacteroides mostraram-se suscetiveis a todos antibi6ticos
testados.

Appelbaum et al. (1990) por meio do método de difusdo em agar
encontraram cerca de 50% de cepas de Prevotella intermedia resistentes a
penicilina, em 27 cepas testadas. Cerca de 60% das cepas de Prevotella
melaninogenica (n=31) e Prevotella loescheii (n=8) foram resistentes a penicilina.
Porphyromonas asaccharolytica (n=8) e Porphyromonas gingivalis (n=2)
apresentaram 12% e 100% de resisténcia respectivamente. Os autores concluiram
que esta alta taxa de resisténcia foi devido a producéao de B-lactamase.

Citron et al. (1991) estudaram a susceptibilidade antimicrobiana de 105
espécies de bactérias anaerdbias, isoladas clinicamente, contra cefoxitina,
cefotaxima, imipenem, penicilina, metronidazol e clindamicina. Foi utilizado o
método E-test e 0 da diluicdo em agar. As CIMs foram interpretadas apos 24 e 48
horas de incubacdo de 58 espécies. Os dois métodos apresentaram correlacao
positiva em 87% ( + 1 diluicdo) e em 89% (+ 2 diluicdes) apds 24 horas, e em 86%
e 97%, ap6s 48 horas de incubacado, respectivamente para E-test e diluicao.
Afirmaram os autores que o E-test € um método facil de se utilizar e interpretar, é
confiavel para se testar a susceptibilidade antimicrobiana, além de ser um método
adequado para todos 0s microrganismos anaerébios.

Nachnani et al. (1992) avaliaram a susceptibilidade antimicrobiana de 60

cepas de patégenos periodontais (Prevotella intermedia, Porphyromonas
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gingivalis,  Actinobacillus  actinomycetemcomitans,  Eikenella  corrodens,
Campylobacter rectus e Capnocytophaga) pelo método do E-test. Os antibiodticos
testados foram clindamicina, metronidazol, tetraciclina, ciprofloxacina, cefoxitina e
ampicilina. O método de diluicio em agar foi utilizado como controle. Para os
anaerbbios estritos foram encontrados 100% de sensibilidade aos antibidticos.
Para os microrganismos facultativos, a sensibilidade variou de 97% a 100%,
menos contra 0 metronidazol, que teve 75% dos isolados sensiveis.

Couroux et al. (1993) compararam o E-test e 0 método de diluicdo em agar
testando 92 bactérias anaerébias Gram-negativas (Bacteroides sp. e
Porphyromonas sp.) contra os antibiéticos clindamicina, cefoxitina, imipenem e
metronidazol. Os resultados dos dois testes foram equivalentes para todos os
medicamentos testados, sendo que, para o imipenem, houve uma concordancia
dos 2 métodos em 91,7% dos testes. Para cefoxitina a relacéo entre os 2 métodos
foi relativamente baixa (67%).

Cullmann et al. (1993) estudaram a susceptibilidade de microrganismos
anaeroébios isolados em hospital universitario empregando do método de difusao
em agar contra 0s seguintes antibi6ticos: ampicilina, ampicilina + sulbactam,
amoxicilina + acido clavulanico, cefalexina, cefaclor, cefuroxima, cefetamet,
clindamicina, doxiciclina e eritromicina. O estudo mostrou que os patégenos Gram-
positivos foram amplamente atingidos pelos agentes orais testados. Enquanto que
Bacteroides sp. encontrados em ambiente hospitalar foram resistentes a maioria
dos agentes testados (exceto a clindamincina, amoxicilina + acido clavulanico e
ampicilina + sulbactam).

Massey et al. (1995) compararam os métodos do E-test e de diluicdo em
agar. Testaram 95 anaerdbios Gram-negativos e 58 anaerébios Gram-positivos,
houve concordancia entre os dois resultados, sendo que, em geral, a
susceptibilidade foi maior para os anaerébios Gram-positivos que para os Gram-
negativos.

Spangler et al. (1995) testaram a susceptibilidade de 201 anaerdbios

estritos pelo método E-test e diluicdo em agar frente a eritromicina, azitromicina,
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claritromicina e roxitromicina. A claritromicina foi levemente mais efetiva que os
outros antimicrobianos e ndo houve discordancia de resultados entre os dois
métodos.

Duerden (1995) testou a concentracdo inibitéria minima do metronidazol,
penicilina, amoxicilina + acido clavulanico, cefoxitina, imipenem, eritromicina,
clindamicina e tetraciclina.por meio de E-test e do teste do disco. Um total de 147
microrganismos anaerdbios (45 Clostridium sp., 25 Peptostreptococcus sp., 10
Propionibacterium sp. e 67 bacilos Gram-negativos anaerébios) foram tetados. Os
resultados mostraram que Propionibacterium sp., um isolado clinico de
Bacteroides fragilis, um de Prevotella buccalis e um de Bacteroides ureolyticus
foram resistentes ao metronidazol (teste do disco). A maioria das cepas foi
suscetivel ao imipenem. Trés isolados de Clostridium sp., dois de
Peptostreptococcus sp., todos Bacteroides sp., € 1/3 dos isolados de Prevotella
sp. e Porphyromonas sp. foram resistentes a penicilina, entretanto todos os
isolados foram sensiveis a amoxicilina + acido clavulanico.

Roache & Yoshinori (1997) investigaram a susceptibilidade antimicrobiana
de 148 microrganismos por meio do método de difusdo em agar, tanto aerdbios
guanto anaerdbios facultativos e estritos, isolados de 20 abscessos odontogénicos
contra espiramicina e metronidazol. Dentre os anaerdbios, ambos medicamentos
foram efetivos contra Prevotella sp., Eubacterium sp., Peptostreptococcus sp.,
Bacteroides sp. e Porphyromonas sp.

Vigil et al. (1997) estudaram a susceptibilidade antimicrobiana de 53
microrganismos isolados de lesGes periapicais refratarias removidas
cirurgicamente contra penicilina G, cefoxitina, cefotaxima, clindamicina,
metronidazol, tetraciclina e eritromicina. Destas, 29 eram anaerobios estritos, 19
facultativos e 5 aerdbios. O resultado dos testes de susceptibilidade
antimicrobiana ndo mostrou evidéncias claras de resisténcia dentre as espécies
testadas contra os antibiéticos do estudo.

Poulet et al. (1999) determinaram a susceptibilidade antimicrobiana de 13

cepas de Prevotella intermedia ao metronidazol utilizano o método E-test. Apesar
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do pequeno numero de cepas avaliadas, foi demonstrada uma étima atividade do
metronidazol contra P. intermedia, sendo que as cepas foram 100% suscetiveis a
este medicamento.

Kuriyama et al. (2000) estudaram por meio de difusdo em agar a
susceptibilidade antimicrobiana dos principais patégenos identificados em 163
abscessos odontogénicos frente a 7 antibidticos. A Penicilina foi eficiente contra
quase todos os patdgenos, todavia nao funcionou bem contra espécies de
Prevotella sp. produtoras de B-lactamase. O cefametazol foi efetivo contra todos
os patégenos. A eritromicina nao foi efetiva contra estreptococos do grupo viridans
€ a maioria dos Fusobacterium sp. A clindamicina apresentou uma forte atividade
antimicrobiana sobre anaerébios. A minociclina foi efetiva contra quase todos os
patdgenos. A levofloxacina nao foi eficiente contra estreptococos do grupo
viridans. Concluiram que a penicilina continua sendo um antimicrobiano efetivo
contra a maioria dos patdégenos provenientes de infec¢cdes odontogénicas. O
cefametazol, a clindamicina e a minociclina sao efetivos contra patdgenos
resistentes a penicilina.

Lana et al. (2001) fizeram a analise microbiolégica antes e depois da
instrumentacdo de 31 canais radiculares com polpa necrosada. Os géneros
bacterianos encontrados em maior freqiéncia foram Prevotella, Fusobacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium e Peptostreptococcus. Candida e
Saccharomyces também foram isolados. Dentre os anaerdbios estritos, 98,1%
foram suscetiveis a penicilina G, 96,3% foram suscetiveis a amoxicilina, enquanto
que a eritromicina e a tetraciclina inibiram o crescimento de 59,3% e 92,6% dos
isolados clinicos, respectivamente. O Metronidazol foi efetivo contra 96,3% dos
anaeroébios estritos. Os resultados comprovaram a eficiéncia dos antibiéticos B-
lactamicos, especialmente Penicilina G.

Kuriyama et al. (2002) testaram a susceptibilidade antimicrobiana de
microrganismos anaerébios Gram-positivos isolados de 93 amostras de exsudato
purulento proveniente de infeccoes odontogénicas frente a 11 antibibticos.
Streptococcus sp., Peptostreptococcus sp. € Gemella sp. foram suscetiveis a

77



maioria dos antibidticos testados. O menor indice de susceptibilidade foi o da
gentamicina sobre Streptococcus sp. (70%). O metronidazol apresentou grande
atividade antimicrobiana contra cocos Gram-positivos anaerdbios isolados de
infeccdes odontogénicas. Todos os 11 antibiéticos estudados mostraram-se
efetivos contra os isolados clinicos testados.

Sousa et al. (2003) testaram por meio de E-test a susceptibilidade
antimicrobiana de Peptostreptococcus prevotii e Fusobacterium necrophorum
isolados de abscessos periapicais. Os antibiéticos testados foram: penicilina G,
amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, metronidazol e clindamicina. As cepas
testadas apresentaram-se sensiveis a todos os antibiéticos testados.

Jacinto et al. (2003, 2005) utilizaram o método E-test para verificar
susceptibilidade de microrganismos isolados de canais radiculares de dentes com
e sem sintomatologia e presenca de lesbes periapicais. Os agentes
antimicrobianos testados foram amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico,
azitromicina, benzilpenicilina, cefaclor, clindamicina, eritromicina e metronidazol.
Foram testadas as susceptibilidades antimicrobianas das espécies:
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum, Prevotella nigrescens,
Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus prevotti € 0S microrganismos
produtores de pigmento negro. A menor susceptibilidade foi apresentada pela
Prevotella intermedia/nigrescens a benzilpenicilina. Um isolado de P.gingivalis.
mostrou-se resistente a eritromicina e 8 isoaldos foram resistentes a azitromicina.
A amoxicilina, a amoxilcilina + acido clavulanico e cefaclor foram efetivos contra
todos os microrganismos testados.

van Winkelhoff et al. (2005) avaliaram a titulo de comparacgéo a resisténcia
antimicrobiana de periodotopatdégenos de pacientes espanhdis e holandeses.
Placas subgingivais de pacientes adultos foram coletadas, e cultivadas em meios
de cultura. Foram e isoladas as espécies Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e
Micromonas micros e a susceptibilidade antimicrobiana mensurada por E-test. Os

resultados mostraram valores mais elevados de MIC para penicilina, e
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ciprofloxacina nas cepas de F. nucleatum provindas da Espanha. Fato também
observado nas cepas de P. intermedia frente a penicilina, amoxicilina e tetraciclina;
M. micros para tetraciclina, amoxicilina e azitromicina e P. gingivalis para
tetraciclina e ciprofloxacin. Com base nas concentracées de “breakpoint” as cepas
provindas da Espanha mostraram maior resisténcia. A espécies F. nucleatum
mostrou-se resistente a penicilina, amoxicilina e metronidazol; Prevotella
intermedia a tetraciclina e amoxicilina e A. actinomycetemcomitans a amoxicilina e
azitromicina. Nao foi observada resisténcia dos isolados de P. gingivalis da
Espanha e Holanda a nenhum dos antibioticos. As diferengas encontradas entre a
susceptibilidade antimicrobiana das duas populagdes enfatiza a necessidade de
testar a susceptibilidade antimicrobiana. Alem disso, estudos clinicos deveriam
levar essas diferencas em conta. Os resultados deste estudo mostram que pode
nao ser possivel utilizar um mesmo protocolo antimicrobiano para o tratamento de

periodontite severa em toda Unido Européia.
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3. PROPOSICAO

Os prop6sitos do presente estudo sao:

1. Investigar a microbiota dos canais radiculares infectados contendo polpas
necrosadas e lesdes periapicais,

2. Investigar a microbiota presente nos canais radiculares infectados antes e
apds o preparo quimico-mecanico e uso de medicamentos intracanais.

3. Investigar a presenga de endotoxinas nos canais radiculares antes e apds o
preparo quimico-mecanico e a utilizacdo de medicacao intracanal.

4. Avaliar a acdo antimicrobiana da clorexidina gel 2%, hidrdxido de calcio e
associagao de ambos utilizados como medicacéo intracanal.

5. Avaliar a susceptibilidade de alguns microrganismos isolados dos canais
radiculares frente aos medicamentos: benzilpenicilina, amoxicilina,
amoxicilina+acido clavulanico, eritromicina, azitromicina, clindamicina, cefaclor

e metronidazol
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MEDICAMENTOS TESTADOS:

a) De uso local (teste in vivo): Clorexidina gel 2% (Endogel, Itapetininga, SP),
Pasta de hidréxido de calcio e agua destilada (9:7), Pasta de hidroxido de
calcio e clorexidina gel 2% (1:1).

b) De uso sistémico (teste in vitro: E-test): benzilpenicilina, amoxicilina,
amoxicilina + acido clavulanico, eritromicina, azitromicina, cefaclor,

metronidazol e clindamicina.

4.2. MICROBIOLOGIA DOS CANAIS RADICULARES E EFEITO DOS AGENTES
ANTIMICROBIANOS LOCAIS SOBRE MICRORGANISMOS E ENDOTOXINAS

4.2.1. SELECAO DA AMOSTRA

Foram selecionados 24 pacientes que compareceram na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, os quais possuiam dentes unirradiculares indicados
para realizacdo de tratamento endodontico devido a necrose pulpar com a
presenca de lesdo periapical. Esses dentes ndo aprentavam comunicagdo com a
cavidade bucal (camara pulpar fechada). A idade dos pacientes variou entre 18 e
65 anos, sendo 21 do sexo feminino e 3 do sexo masculino. Todos os dentes
selecionados eram unirradiculares e assintomaticos. Estes pacientes nao fizeram
uso de antibiéticos num periodo minimo de 3 meses para nao interferir com a

microbiota dos canais radiculares.

4.2.2. PROCEDIMENTOS CLINICOS

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Estadual de Campinas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(protocolo n® 111/2002). Os pacientes assinaram a autorizagéo para o tratamento
e consentimento para realizacdo da pesquisa. A seguir, foram preenchidas as
fichas de exame clinico e foi realizada a avaliacdo do estado geral do paciente,
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exame fisico, radiogréfico e testes de sensibilidade pulpar (quente e frio).

Previamente a intervencao, foram realizados bochechos com 10 mL de
enxaguatoério bucal (clorexidina 0,12%) por 1 minuto. Em seguida, os pacientes
foram anestesiados localmente, os agentes contaminantes coronarios removidos,
como a remocao de carie e restauracdes deficitarias. O dente a ser tratado
recebeu polimento coronario com pedra pomes e isolamento absoluto. A seguir
vedou-se a interface coroa/lencol com cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sao
Paulo, SP) para evitar uma possivel infiltracao de saliva. A anti-sepsia do campo
operatério (dente, cianoacrilato, grampo, lencol de borracha e arco) foi efetuada
usando swabs estéreis umedecidos primeiramente em HO, a 30% (v/v), depois
em NaOCI 2,5% por 30 s cada. A seguir foi utilizada solucao de tiosulfato de sédio
5% para neutralizar a acao quimica dos agentes anti-sépticos (Méller, 1966). Apds
a abertura coronaria, o campo operatério e a camara pulpar foram
descontaminados novamente com as mesmas solucdes e estas neutralizadas. A
esterlidade da coroa e isolamento absoluto foi checada com um swab o qual foi
plagueado em placas de Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab M, Bury, UK)
acrescido de 5% sangue de carneiro desfibrinado e incubados em condi¢cdes de
aerobiose e anaerobiose.

4.2.3. COLETA DAS AMOSTRAS, INOCULACAO E INCUBACAO

As amostras foram obtidas sob fluxo continuo de nitrogénio, para preservar
a viabilidade dos organismos anaerdbios. Um cone de papel absorvente estéril foi
introduzido no comprimento total do canal (determinado pela radiografia periapical
pré-operatéria), permanecendo nesta posicao por 1 min. Nos caso onde o canal
estava seco, este foi umedecido com soro fisiol6gico, para assegurar uma amostra
viavel. Foram realizadas seis coletas por paciente, sendo estas realizadas em 4
diferentes consultas.
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Primeira consulta:

COLETA 1: no inicio da primeira intervencdo endoddntica (logo apo6s abertura
coronaria, C1),

COLETA 2: apés a instrumentacéao (C2)

Segunda consulta:

COLETA 3: Sete dias ap6s a instrumentagao, previamente a nova instrumentagao
(C3),

COLETA 4: apés nova instrumentacao (C4)

Terceira consulta:

COLETA 5: Sete dias, logo apés a remocao da medicacao intracanal (C5)

Quarta consulta:

COLETA 6: Sete dias ap6s remocao da medicacao intracanal (C6)

Os cones de papéis, ap6s a realizagdo da coleta, foram colocados em
“eppendorfs” de 1,0 mL contendo meio de Transporte “Reduced Transport Fluid”,
(RTF — Dahlén et al, 1992) codificados para que as identificacdes microbianas
fossem realizadas de forma cega. Esses eppendorfs foram transportados em 15
minutos para o interior da cabine de anaerobiose (Don Whitley Scientific, Bradford,
U.K.), situada no Laboratério de Microbiologia Endoddntica. Na cabine, o frasco foi
agitado mecanicamente por 1 min para facilitar a dispersdo dos microrganismos. A
seqguir, foram realizadas diluicobes em série (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000) com
“Fastidious Anaerobe Broth” (FAB, Lab M, Bury, UK). Cinquenta pyL de cada
diluicdo foi inoculado em placas pré-reduzidas de “Fastidious Anaerobe Agar”
(FAA, Lab M, Bury, UK) acrescidas de 5% sangue de carneiro desfibrinado
contendo ou nao antimicrobianos. Essas placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de 10% de Ho, 10% COo e 80% No até 14 dias, para permitir a

deteccdo de microrganismos de crescimento lento. Diretamente sobre uma placa
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de “agar Sabouraud” contendo cloranfenicol foram inoculados 50uL do RTF, nao

diluidos, para permitir o crescimento de fungos. Cem pl foram inoculados em

placas de “Brain Heart Infusion” (BHI, Oxoid, Basingstoke, UKJ) agar sangue e

incubadas aerobicamente a 37°C, por 2 dias, para permitir o crescimento de

organismos aerobios ou facultativos.

4.2.4. ISOLAMENTO MICROBIANO

As amostras foram inoculadas em meios de cultura e incubadas como a

sequir:

FAA (Fastidious Anaerobe Agar) agar-sangue acrescidos de hemina (5 mg/L),
e vitamina K1 (1 mg/L) a 37°C, aerobicamente, por 2 dias (aerobios e

anaeroébios facultativos);
FAA agar-sangue, 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias.

FAA + NAL [acido nalidixico, 0.001% (peso/volume)] + VAN [vancomicina, 0.5
mg/I] 4gar-sangue, 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaerdbios Gram-negativos.

FAA + KAN [kanamicina, 0.0075% (peso/volume)] + VAN [vancomicina, 0.5
mg/l] agar-sangue, 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar
anaerébios Gram-negativos (particularmente os produtores de pigmento
negro).

FAA + NEO [neomicina, 0.0075% (peso/volume)] &gar-sangue, 37°C,
anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias para selecionar clostridios e outros
anaerdbios.

FAA + NAL (4cido nalidixico) agar-sangue, 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e
14 dias para selecionar anaerobios Gram-positivos e actinomicetos.

placas de Brain Heart Infusion (BHI) agar (Oxoid, Basingstoke, UK) contendo
5% de sangue de carneiro incubadas aerobicamente a 37°C, por 2 dias, para

permitir o crescimento de organismos aerobios ou facultativos
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e Agar Dextrose “Sabouraud” (Oxoid, Basingstoke, U.K.) acrescido de
cloranfenicol (500 mg/l), 37°C por 2 dias em aerobiose, para o crescimento de
fungos e leveduras.

Ap6s a incubacao, cada placa foi examinada e os diferentes tipos de
colénias foram subcultivados em placas de FAA + 5% sangue de carneiro
desfibrinado recém-preparados e pré-reduzidos (para obter culturas puras das
espécies presentes nos canais radiculares). As coldnias foram selecionadas para
a sua identificacao inicial por meio das diferencas na aparéncia destas nas placas.
O reconhecimento morfolégico das colbnias foi feito pelo: tamanho, cor, forma,
elevacao, borda, superficie, textura, consisténcia, opacidade, efeito no agar e
efeito no sangue (nenhum, hemdlise parcial, hemdlise completa). As colbnias
puras foram inicialmente identificadas pela morfologia da coloracao de Gram,
requerimentos gasosos e habilidade de produzir catalase. A especificacdo foi
alcancada por meio de testes bioquimicos padronizados, apropriados para
identificagéao.

Para determinacdo dos requerimentos gasosos cada colénia obtida
anaerobicamente foi inoculada em duas placas de FAA + 5% acrescida de sangue
de carneiro desfibrinado. Uma placa foi incubada por 2 dias aerobicamente e a
outra pelo mesmo periodo de tempo anaerobicamente. Estas placas foram
comparadas para determinar se os isolados eram anaerdbios facultativos ou
obrigatérios. As espécies que cresceram somente em anaerobiose, foram
incubadas em estufa de CO, e se ndo houve nenhum crescimento, estas foram
consideradas anaerobias estritas. A morfologia bacteriana foi confirmada apéds
cada incubacéo pela coloracao de Gram.

4.2.5. ESPECIFICAGCAO MICROBIANA
Testes bioquimicos padronizados foram utilizados para especificagdo dos

organismos isolados:

e Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os bastonetes

Gram-positivos e Gram-negativos, anaerdbios obrigatorios.
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e RaplD ANA Il System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA)
para cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos de pigmento negro,
anaerobios obrigatérios

e API| Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os estafilococcos e

micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva)
e API C AUX (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para fungos e leveduras
e Rapid ID 32 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) para os

estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa)

e RaplD NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, Ga., USA)
para Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus

4.2.6. PREPARO DOS CANAIS RADICULARES E COLETA DAS AMOSTRAS

4.2.6.1. PRIMEIRA SESSAO DE ATENDIMENTO

Uma vez realizada a coleta inicial (C1), as camaras pulpares foram
descontaminadas com a utilizacao da clorexidina gel a 2% (Endogel, ltapetininga,
SP). O preparo da entrada dos canais foi complementado com realizagdo dos
desgastes compensatorios, utilizando a broca diamantada #3082 e as brocas de
largo #2 e #3 (DYNA - FFDM, Bourges, Franca). A seguir foi realizada a paténcia
dos canais, empregando uma lima K #10 ou #15 (DYNA - FFDM, Bourges,
Franca) a dois milimetros do comprimento aparente do dente (CAD). O acesso
cervical foi realizado com as limas rotatérias (Endoflare — Micromega, Besangon,
Franca) As limas rotatérias foram utilizadas em peca de mao acionada por motor
elétrico com velocidade de 150 a 350 rotagdes por minuto (rpm). Em seguida
foram utilizadas as brocas de Gates-Glidden #5, #4, #3, #2 (DYNA - FFDM,
Bourges, Franga) trabalhando até 2 mm aquém do comprimento preparado pelas
limas rotatorias. A seguir, foi selecionada uma lima que melhor se adaptou ao
didmetro anatémico do canal, localizada a 1 mm do CAD para realizacao da

odontometria e determinagdo do Comprimento de Trabalho (CT) por localizador
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apical (Novapex, Forum Technologies, Rishon le-Zion, Israel), esta lima
selecionada era denominada lima anatémica inicial (LAIl). Nesse momento
realizou-se a paténcia dos forames com limas #15 e #20. O preparo apical foi
realizado manualmente com limas DYNA (FFDM, Bourges, Franga). A lima que
determinou a selecdo do cone foi a lima anatbmica final (LAF), que
correspondente a trés limas a partir da LAI. Em seqiéncia, foi realizado o preparo
Step-Back.

Durante o preparo quimico mecanico (PQM), os canais foram preenchidos com 1
ml de clorexidina gel a 2% (Endogel, Itapetininga, SP) a cada troca de
instrumento, e recapitulados com a LAl e 4 mL de soro fisiolégico. Apds a
instrumentacao, os canais foram irrigados com 4 mL de solugdo de tween 80 +
lecitina de soja, para neutralizar a acdo do agente irrigante (Siqueira et al., 1998).
Em seguida, nova amostra bacteriol6gica foi realizada (C2), utilizando os mesmos
procedimentos de coleta, isolamento e identificacdo). Os canais foram lavados
novamente com 4 mL de soro fisiolégico e ndo foram secos, de maneira que
ficassem preenchidos. A seguir foi colocada uma bolinha de algodao estéril na
embocadura do canal radicular, uma camada de 2 mm de CAVIT, aplicacdo de
acido fosforico 37% por 15 segundos, adesivo 3M Single Bond (3M Dental
Products, St. Paul, USA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental
Products, St. Paul, USA).

4.2.6.2. SEGUNDA SESSAO DE ATENDIMENTO

Apds 7 dias da instrumentacado inicial, nova coleta foi realizada (C3). A
seguir, os dentes foram reinstrumentados utilizando CHX gel 2% (LAF da primeira
sessdo de atendimento mais duas limas). A seguir, os canasi foram irrigados com
4 mL de solucao de tween 80 e lecitina de soja, para neutralizar a acdo do agente
irrigante (Siqueira et al., 1998) e nova coleta foi realizada (C4). Ap6s a coleta, os
canais foram irrigados com 4 mL de soro fisiolégico e colocada uma medicagao
intracanal. A escolha da medicacdo a ser utilizada foi realizada de forma

randomizada.
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Grupo 1 (8 dentes): os canais deste grupo foram secos com cone de papel e
preenchidos com clorexidina gel 2%.

Grupo 2 (8 dentes): os canais deste grupo foram secos com cone de papel,
preenchidos com uma pasta de Ca(OH), com agua destilada, com auxilio de
uma lentulo e lima (Malleifer-Dentsply, Bailagues, Suica).

Grupo 3 (8 dentes): os canais deste grupo foram secos com cone de papel,
preenchidos com uma pasta de Ca(OH), com clorexidina gel 2%, com auxilio de
uma lentulo e lima (Malleifer-Dentsply, Bailagues, Suica).

Na camara pulpar de todos os grupos foi colocada uma bolinha de algodéao estéril
na embocadura do canal radicular, 2 mm de CAVIT, aplicado de acido fosforico
37% por 15 segundos, adesivo 3M Single Bond (8M Dental Products, St. Paul,
USA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St. Paul,
USA).

4.2.6.3. TERCEIRA SESSAO DE ATENDIMENTO

Transcorrendo-se o periodo de 7 dias, os pacientes foram novamente
atendidos. Os canais irrigados com 3 mL solucao fisiol6gica, e com auxilio da LAI
0s medicamentos intracanais foram removidos. Nova coleta foi realizada (C5). Os
canais foram preenchidos com soro fisiolégico, a seguir foi colocada uma bolinha
de algodao estéril na embocadura do canal radicular, uma camada de 2 mm de
CAVIT, aplicacao de acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo 3M Single
Bond (3M Dental Products, St. Paul, USA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z
250 (3M Dental Products, St. Paul, USA).

4.2.6.4. QUARTA SESSAO DE ATENDIMENTO

Transcorrendo-se o periodo de 7 dias, uma nova coleta foi realizada (C6), os
microrganismos foram isolados, identificados e as unidades formadoras de
colénia contadas. A seguir os canais foram reinstrumentados e obturados
utilizando a técnica da FOP-UNICAMP.
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O procedimento restaurador de todos os dentes foi realizado com a
colocacdo de 2 mm de CAVIT na embocadura dos canais, aplicacdo de acido
fosférico 37% por 15 segundos em toda a cavidade, adesivo 3M Single Bond (3M
Dental Products, St. Paul, USA) e aplicagdo em camadas de resina
fotopolimerizavel Z 250 (3 M Dental Products, St. Paul, USA).

4.3. TESTE CROMOGENICO PARA QUANTIFICACAO DE ENDOTOXINAS LAL
(QCL-1000, CAMBREX, WALKERVILLE, MD, USA)

Para a realizacédo do teste LAL, todo material utilizado era apirogénico (livre
de endotoxinas) proveniente da CAMBREX (WALKERVILLE, MD, USA), ou outros
materiais, como por exemplo as pingas clinicas, vidros contendo esferas de vidro
(utilizados para coleta), foram esterilizados a 200 °C por meio de calor seco

(estufa) por um periodo de 4 horas.

4.3.1. COLETA

A coleta das amostras de endotoxina foi realizada simultaneamente a coleta
microbiolégica. Um cone de papel (o segundo cone foi utilizado) foi colocado no
canal por um minuto e transferido para tubos apirogénicos com 6 esferas de vidro
também apirogénicas. As amostras foram armazenadas a —20 °C (como

recomendado pelo fabricante) para a realizacdo dos testes em bloco.

4.3.2. PADRONIZACAO DA CURVA PADRAO

O estabelecimento de uma curva padrao com quantidades de endotoxinas
conhecidas é necessario para determinar a concentracdo de endotoxinas com
quantidades desconhecidas. Esta foi preparada utilizando solucbes com
concentragdes 1,0 UE/mL, 0,5 UE/mL, 0,25 UE/mL e 0,1 UE/mL como descrito na

tabela abaixo:
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Tabela 1. Estabelecimento de uma curva padrdo nas concentragcées 1,0 UE/mL,
0,5 UE/mL, 0,25 UE/mL e 0,1 UE/mL

TUBO Concentracao de Solugao estoque | Solucao de LAL agua
endotoxina UE/mL de endotoxina endotoxina reagente
(poténcia de 25 padrao
UE/mL) (tubo 1)
1 1,0 0,1 ml - 25*-1/10 ml
2 0,5 - O,5ml O,5ml
3 0,25 - 0,5 ml 1,5 ml
4 0,1 - O,1 ml 0,9 ml

*poténcia de 25 UE/mL

Tubo 1: para preparar a solucdo de endotoxina padrdo na concentracédo 1,0
UE/mL foi utilizado 0,1 ml da solu¢do estoque de endotoxina de E. coli em 2,4 mi
de LAL agua reagente (25*-1/10 ml). A solucao foi vigorosamente agitada por 60
segundos.

Tubo 2: 0,5 ml da solugéo do tubo 1 (1,0 UE/mL) foi colocada em 0,5 ml de LAL
agua reagente, resultando em uma concentracao 0,5 UE/mL.

Tubo 3: 0,5 ml da solugédo do tubo 1 (1,0 UE/mL) foi colocada em 1,5 ml de LAL
agua reagente, resultando em uma concentracao 0,25 UE/mL.

Tubo 4: 0,1 ml da solucéo do tubo 1 (1,0 UE/mL) foi colocada em 0,9 ml de LAL
agua reagente, resultando em uma concentracao 0,1 UE/mL.

4.3.3. PADRONIZACAO DAS DILUICOES DAS AMOSTRAS

O teste LAL pode ser afetado por muitos fatores. Fatores de inibicdo devem
ser evitados para isso foi realizada a adicdo de uma quantidade conhecida de
endotoxina (0,4 UE/mL), este procedimento € denominado “Spike”. A
concentragdo conhecida foi adicionada a diluigdes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000
de 8 amostras (2 iniciais, 2 apds instrumentacao, 2 previamente a colocacao da
medicacéo intracanal, 2 apds o uso de medicacao intracanal). Os testes foram
realizados como sera descrito a seguir. O resultado da concentracao das amostras

diluidas deveriam estar dentro da curva padrao. A diluicao 1:100 foi aquela que
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apresentou maiores numeros de amostras dentro desse padrdo, entdo foi a

selecionada para a realizacao dos testes de todas as amostras.

4.3.4. REALIZACAO DOS TESTES

Para a realizacao dos testes foi utilizado o método LAL, que consiste em um
Lisado de Amebdcito de Limulus e um substrato corante sintético para detectar
endotoxinas cromogenicamente (Quantitative Chromogenic LAL-1000, Whittaker
Bioproducts). Com este método, uma cor amarela de varias intensidades quando em
contato com as endotoxinas.

O Kit QCL-1000 possui: 2 frascos (30 ml de agua apirogénica); endotoxina
liofilizada de E. coli (25 UE/mL, reconstituida com 1ml de agua apirogenica); 2 frascos
de substrato cromogénico liofilizado (7mg, reconstituidos em 6,5 ml de agua
apirogénica) e 5 frascos de LAL liofilizado (reconstituidos em 1,4 ml de agua). O &cido
acético 25% foi utilizado para paralisar a reacao (“stop reagent”).

Para a quantificacdo da endotoxina presente nas amostras foram utilizadas
placas de culturas de células (96 pogcos — 12 colunas e 8 fileiras) apirogénicas. A
tabela abaixo descreve os procedimentos realizados e a figura abaixo representa a
montagem da placa.

Tabela 2. Procedimentos para realizacdo do teste cromogénico LAL (QCL-1000)

Amostras e Curva “Blank”
Padrédo controle negativo

Amostra (diluicdo 1:100) Curva Padrao 50 ul -
LAL agua reagente - 50 ul
LAL reconstituido 50 ul 50 pl
Agitacao por 60 segundos e incubacao por 10 minutos a 37 °C
Solucdo de substrato reconstituido | 100 pl \ 100 pl
Agitacao por 60 segundos e incubacao por 6 minutos a 37°C
“Stop Reagent” (4cido acético 25%) | 100 pl \ 100 pl
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Figura 4. Disposigédo das amostras, curva padrdo e controle negativo nas placas.

Para quantificacdo das endotoxinas das amostras foram necessarios: a) 8
pocos contendo 50 ul da curva padrao (1,0 UE/mL, 0,5 UE/mL, 0,25 UE/mL e 0,1
UE/mL em duplicata); b) 2 controles negativos (“Blank”) contendo 50 ul da agua
reagente LAL ao invés da amostra para ser usado como controle negativo e c) 50 ul
das diluicdes (1:100) das amostra também em duplicata.

Cinqlenta pl do LAL reconstituido foi adicionado em cada um dos pogos,
agitados por 60 segundos e incubados por 10 minutos a 37°C. A seguir, foram
adicionados 100 ul do substrato cromogénico, agitados e incubados por 6 minutos a
37 °C, depois disto, 100ul do “stop reagent” (acido acético) foram adicionados e as
amostras agitadas. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Bio-Rad 450,
Ultramark, Japan) a 405 nm.
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4.3.5. CALCULO DA CONCENTRAGCAO DE ENDOTOXINA

Dentro das condigbes da curva padrao, absorbancia de 405 nm a concentracéo
de endotoxina deve-se encontrar entre 0,1 a 1,0 UE/mL. H& varios métodos para
determinar a concentracdo de endotoxina nas amostras. Para chegar a concentracao
final foi utilizado o método do célculo de regressao linear da média de absorbancia da
curva padrao (as concetracoes spike foram deduzidas).

Os célculos foram realizados em uma planilha do excell fornecida pelo
fabricante. Para entender quais os dados utilizados para o calculo faz-se necessario
conhecer alguns dados obtidos dos resultados das amostras.
r= eficiéncia da curva padrao
X= concentragéo de endotoxina
y= media dos valores da absorbancia
N= numero de curvas padrdes utilizadas
X= somatdria da concentracao de endotoxina da curva padrao em UE/mL
2y= somatoria dos valores da média de absorbancia
> xy= somatoria concentracao de endotoxina da curva padrdao em UE/mL e somatéria
dos valores de absorbancia

Sx = desvio padrao de x = / N2x2 — (3x)2
N-(N-1)

Sy = desvio padrdo de y = / N2y2 — (2y)2
N-(N-1)
Slope =Sy .r
Sx
Y= intercepto = Zy/ N — (Zx/N . Slope)

r=N 2xy — (2x) (Zy)
N(N-1) Sx Sy

CONCENTRACAO DE ENDOTOXINA = A absorbance — y — intercepto
Slope
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Para chegar a concentracao final deve-se multiplicar pelo fator de diluicdo em
que as amostras foram utilizadas (1:100 multiplicar por 100 a concentracao obtida
pelo calculo matematico). No presente estudo o valor de r foi 0,999, um valor de r
aceitavel é = 0,980. Caso o valor esteja abaixo deste valor o operador deve realizar a
calibracdo até que atinja o nivel aceitdvel para realizar os testes com todas as

amostras.

4.4. EFEITO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS SISTEMICOS SOBRE
MICRORGANISMOS ISOLADOS DOS CANAIS RADICULARES (E- TEST)

Foram submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana (método do
E-test, AB BIODISK, Solna, Suécia), as bactérias anaerdbias estritas do género
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella e as espécies
Propionibacterium propionicum e Propionibacterium acnes isoladas dos canais
radiculares estudados. Os agentes antimicrobianos testados foram: cefaclor (CF),
benzilpenicilina (PG), amoxicilina (AC), amoxicilina + &acido clavulanico (XL),
clindamicina (CM), eritromicina (EM) metronidazol (MZ) e azitromicina (AZ).

O sistema do E-test consiste em uma fita plastica inerte e ndo porosa de 50
mm de comprimento e 5 mm de largura, que contém gradiente de concentracao de
antibiético com escala numérica que indica a concentracdo do medicamento. A fita
do E-test pode detectar a concentracao inibitéria minima (CIM) que varia de 0,016
a 256 ug/ ml, com um total de 29 diferentes CIMs, que sao agrupadas de duas em

duas, representando 15 niveis de diluicao (Bolmstrém 1993).
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Figura 5. E-test

Colbnias puras 24 - 48 h foram suspensas em “Fastidious Anaerobe Broth”
(FAB), agitadas e padronizadas em espectrofotdmetro D.O. 800 nm a transmitancia
80 (equivalente ao padrao McFarland 1 - NEFELOBAC, PROBAC, Séao Paulo, SP,
Brasil) para bactérias anaerdbias estritas.

Os microrganismos anaerobios estritos foram plaqueados com swab estéril
em placas de Brucella Agar (OXOID, Hampshire, Inglaterra) acrescido de 5% de
sangue de carneiro desfibrinado, enriquecidas com 1% de vitamina K1 (1 mg/l) +
0,5% de hemina (85 mg/l). Apds a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas
de E-test foram distribuidas nas placas com o auxilio de pinga estéril para cada
substancia a ser testada. O experimento foi executado em duplicata em fluxo
laminar.

As placas contendo as bactérias anaerdbias estritas foram imediatamente
incubadas em uma camara de anaerobiose, a 37°C em atmosfera de 10% H,, 10%
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CO, e 80% N, A leitura foi realizada apds 24 e 48 h de incubacdo. As CIMs foram
determinados pela leitura no ponto de interseccao entre o halo de inibicdo em
forma de elipse e a fita do E-test, considerando o ponto de inibicdo completa de
crescimento.

De acordo com as recomendagdes do fabricante, a interpretacdo dos
valores das CIMs do E-test em diferentes categorias de sensibilidade foi realizada
seguindo o guia de interpretacdo da NCCLS (National Commitee for Clinical
Laboratory Standards), também utilizadas nas publicagdes de Kuriyama et al.
(2000), van-Winkenhoff et al. (2004) e Jacinto et al. (2005).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Apos a obtencdo dos dados, estes foram analisados utilizando o programa
SPSS for windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
1. Diferengcas na prevaléncia das diferentes espécies dentro das coletas e a
presenca de fistula (na coleta 1), foram comparadas por meio do teste de Cochran
para dados nominais. Para testar a hipotese nula de relacado entre as espécies foi
utilizado o teste de Fischer (p<0,05). Nos casos em que essa hip6tese foi
descartada, ou seja, quando houve diferencas entre as espécies (p< 0,05), o teste
de Odds ratio foi realizado. Associacdes positivas foram aquelas em que Odds
ratio foi maior que 2 e para associacées negativas aquelas em que os valores de
Odds ratio foram menores que 0,5.
2. Para testar a mudanca na microbiota entre as coletas (antes e depois dos
procedimentos, por exemplo as coletas C1 e C2, C2 e C3) foi utilizado o teste de
McNemar.
3. Para avaliar as diferencas entre os medicamentos intracanais foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Foram utilizados os valores obtidos da contagem
de unidades formadoras de colénia (UFC), numero total de espécies e
concentracéo de endotoxinas.
4. Para avaliar “sucesso” (reducao) nas diversas fases do tratamento foi utilizado o
teste de Friedman (para dados ndo paramétricos) e post-hoc Wilcoxon. Os dados
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obtidos contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC), numero total de
espécies e concentracdo de endotoxinas foram comparados entre diferentes
coletas.

5. Foram testadas as possiveis correlagdes entre quantidade de endotoxina,
quantidade de microrganismos, numero de espécies dentro de cada coleta por
meio do teste de Correlacdo de Spearman, na coleta C1 foram testadas também

possiveis correlagcdes com o tamanho das lesées radiograficas.
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5. RESULTADOS

Todos os “swabs” utilizados para coleta apds a desinfeccdo da coroa e
areas ao redor apresentaram resultados negativos para espécies microbianas,
indicando uma adequada desinfeccao da coroa.

As radiografias periapicais realizadas apds a colocacao dos medicamentos
intracanais mostraram que o0s canais que continham hidréxido de calcio estavam
bem preenchidos. A clorexidina ndo apresenta radiopacidade, por isso nao foi
possivel verificar seu preenchimento por radiografia periapical.

Todos os dentes foram reinstrumentados apds a coleta C6 e por nao
apresentarem sintomatologia e estarem sem a presenca de exudato foram

obturados e restaurados com material definitivo na quarta sessdo de atendimento.

5.1. MICROBIOTA PRESENTE NOS CANAIS RADICULARES INFECTADOS
CONTENDO POLPAS NECROSADAS E LESOES PERIAPICAIS

Todos os 24 dentes com necrose pulpar e lesdes periapicais examinados
apresentaram bactérias cultivaveis, as quais pertenciam a 34 diferentes espécies
e 18 diferentes géneros.

Foram isolados um total de 81 microrganismos nos canais examinados, 0
maior nimero de bactérias encontradas foi de 7 microrganismos por canal (Tabela
9, C1). O numero de microrganismos isolados variou de 1 a 7, em média 3,3 por
canal radicular (Tabela 3).

Houve uma predomindncia de bacilos Gram-positivos e 0s menos
encontrados foram os cocos Gram-positivos. Com relagdo ao requerimento
gasoso, pbde-se verificar que a maioria dos microrganismos isolados foi de
anaerdbios estritos (Tabela 3).

Os microrganismos mais freqlentemente encontrados nos canais
radiculares com lesao periapical foram Propionibacterium acnes (7 casos),
Gemella morbillorum (7 casos), Actinomyces naeslundii (6 casos), e Eubacterium

lentum (6 casos) (Tabela 6). Os géneros mais freqlentemente encontrados nos
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canais radiculares com lesdo periapical foram Actinomyces sp., Prevotella sp.,
Propionibacterium sp., Eubacterium sp. e Clostridium sp.

Foram encontradas associacbes positivas entre 0s microrganismos
Eubacterium lentum e Fusobacterium nucleatum (p=0.03; OD=17; IC=1,3 a 223,1),
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermedia (p=0.02; OD=2; 1C=0,75 a
5,3) e Propionibacterium sp. e Fusobacterium sp. (p=0.02; OD=11,2; IC =1,0 a
125,6) e uma associacdo negativa entre Prevotella sp. e Porphyomonas sp.
(p=0.05; OD=0,19; IC=0,08 a 0,046).

A quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC) encontradas nos 24
canais radiculares variou entre 4 x 10° e 2,7 x 10° (tabela 11)

5.2. EFEITO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS LOCAIS SOBRE
MICRORGANISMOS E ENDOTOXINAS

As 24 amostras estudadas da Coleta 1 apresentaram positivas para a
presenca de microrganismos (descrito no iten 5.1). A Coleta 2, realizada logo ap6s
a instrumentacao, apresentou 13 casos positivos (54,1% dos casos). Apos o
preenchimento do canal com soro fisiologico por 7 dias (coleta 3), 21 casos
(87,5%) foram positivos para a presenca de microrganismos. Na coleta 4, ap6s
nova instrumentagdo, esse numero caiu para 8 casos (33,3%), voltando a
aumentar para 13 (54,1%) casos positivos ap6s 7 dias de medicacao intracanal.
Na coleta seis, 0 niumero de casos positivos volta a subir, apresentando 20
(83,3%) casos positivos (Tabela 3).

Na tabela 3, pode-se verificar o numero de microrganismos e espécies
encontradas nos casos positivos. O numero e espécies variou de 1 a 6
microrganismos por canal dependendo da coleta. Na Coleta 1 foram isolados 81
microrganismos e 0 numero espécies por canal variou de 1 a 7. Na Coleta 2 foram
isolados 20 microrganismos € o0 numero de espécies variou de 1 a 4
microrganismos por canal. Foram isolados 41 microrganismos na coleta 3 e o
namero de espécies variou de 1 a 4 microrganismos por canal. Na coleta 4 foram

isolados 11 microrganismos com numero de espécies entre 1 e 3 por canal. Na
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coleta 5 foram isolados 30 microrganismos com numero de espécies entre 1 e 6
por canal radicular e na coleta 6 foram isolados 41 microrganismos com numero
de espécies entre 1 e 5 e foi constatada a presenca de um fungo.

Houve uma predominancia, em todas as coletas, de bacilos Gram-positivos
e 0s menos encontrados foram os cocos Gram-positivos. De forma geral os
microrganismos Gram-positivos foram os mais freqiientemente isolados, variando
entre 67,9% e 82,9% dependendo do da coleta. Com relagcdo ao requerimento
gasoso, pode-se verificar em todas as coletas, que a maioria dos microrganismos
isolados foi de anaerdbios estritos (Tabela 3).

A Coleta 5 dividida de acordo com as diferentes medicacdes intracanais
pode ser vista na tabela 4. A porcentagem de casos positivos apés a utilizacao do
Ca(OH), por 7 dias (G1) foi de 62,5% (5 casos), apos o uso da CHX gel 2% (G2)
ou da associacao Ca(OH), + CHX gel 2% (G3) por 7 dias foi de 50%. O numero de
espécies encontradas por canal variou de 1 a 6 microrganismos dependendo da
medicagdo empregada. A maioria dos microrganismos encontrados foi de bacilos
Gram-positivos. Com relagdo ao requerimento gasoso, pode-se verificar que a
maioria dos microrganismos isolados foi de anaerdbios estritos.

A tabela 6 mostra a distribuicdo dos microrganismos isolados nas diversas
fases do tratamento endodéntico de acordo com as caracteristicas morfotipicas.
Os microrganismos mais freqiientemente encontrados nos canais radiculares com
lesbes periapicais (Coleta 1) foram Propionibacterium acnes (7 casos), Gemella
morbillorum (7 casos), Actinomyces naeslundii (6 casos) e Eubacterium lentum (6
casos). O Propionibacterium acnes foi o microrganismo mais freqlientemente
encontrado nas coletas C2 (5 casos), C5 (4 casos) e C6 (9 casos).

A tabela 7 mostra a distribuicdo dos géneros microbianos encontrados nas
diversas fases do tratamento endoddntico. Os géneros mais freqlientemente
encontrados nos canais radiculares com lesdes periapicais (Coleta 1) foram
Actinomyces spp., Prevotella sp., Propionibacterium sp., Eubacterium sp. e
Clostridium sp. O Propionibacterium sp. continuou sendo um dos géneros mais

encontrado em todas as coletas subseqgientes. Nota-se que na coleta 3 o género
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Peptostreptococcus sp. foi freqlientemente encontrado, sendo também encontrado
nas coletas anteriores. Esse mesmo fato ocorreu com os géneros Micrococcus sp.
em C5, Aeorcoccus sp., Streptococcus sp. e Lactobacillus sp. em C6.

De acordo com os diferentes medicamentos intracanais pode-se verificar
que os Gram-positivos foram freqlentemente encontrados, especialmente os
bacilos Gram-positivos. Estes Ultimos estiveram presentes mesmo apds a
utilizacado dos diferentes tipos de medicacao intracanal. Entretanto, no grupo da
associacao entre hidroxido de calcio e clorexidina eles apresentaram em menor
freqUéncia que nos outros grupos (Tabela 8).

Associacoes dentro de uma mesma coleta foram testadas pelo teste exato
de Fischer. Na coleta 1 também foram testadas associacées com a presenca de
fistula. As hipdteses nulas de nao associagdes foram rejeitadas com algumas
combinacoes de espécies e géneros, indicando possiveis associacées (duas a
duas), as quais foram confirmadas pelo teste de Odds ratio. As associacdes
referentes a coleta 1 foram descritas no item 5.1. Na coleta 2 foi encontrada
associacao positiva entre Priopionibacterium sp. e Clostridium sp. (p=0.09;
OD=12; IC=0,81 a 177,4), na coleta 5 entre Gemella morbillorum e Clostridium
spp. (p=0.03; OD=40; IC=1,74 a 914,8).

Quando todos os 24 casos foram analisados em conjunto, as mudangas na
microbiota entre as coletas foram verificadas pelo teste McNemar. Diferencas
puderam ser observadas para Eubacterium sp. entre as coletas C1 e C2
(p=0,031), C1 e C6 (p=0,07), assim como, Gemella morbillorum entre C1 e C4
(p=0,07), Peptostreptococcus sp. entre C1 e C6 (p=0,006), C5 e C6 (p=0,012) e
Propionibacterium sp. entre C1 e C4 (p=0,039).

A tabela 9 mostra os microrganismos presentes nas coletas iniciais C1, C4
e C5 de acordo com os medicamentos intracanais utilizados. Com relacao a coleta
inicial, na maioria dos casos houve uma diminuicdo do numero de espécies,
porém isso nem sempre resultou em eliminacdo apdés o uso dos medicamentos
intracanais. Fato interessante € que nos casos positivos para a presenca de

microrganismos, estes nem sempre estavam presentes nas coletas anteriores.
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A tabela 10 mostra as variagbes do numero de espécies bacterianas
encontradas nos 24 canais radiculares nas diferentes coletas. A coleta 1 foi a que
apresentou maior nimero de espécies (soma geral: 81 espécies), apds as
instrumentacdes (Coletas C2 e C4) houve uma diminuicdo do nimero de espécies
para 20 e 11, respectivamente. Entretanto, apds 7 dias dos canais preenchidos
com soro fisiolégico houve um aumento no numero de espécies (C3 e C6
apresentaram 41 espécies), 0 mesmo também ocorreu entre antes e apds o uso
das medicacdes intracanais que subiu de 11 espécies (C4) para 30 espécies (C5).

A tabela 11 e Figura 6 mostram as variacbes das unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) encontradas nos 24 canais radiculares nas diferentes coletas. A
coleta 1 foi a que apresentou maior UFC/mLcom ndmeros variando entre 4 x 10% e
2,7 x 10° apds as instrumentagdes (Coletas C2 e C4) houve uma diminuicdo
drastica desse nimero que variou entre 0 e 8 x 10° UFC/mL. Entretanto, ap6s 7
dias dos canais preenchidos com soro fisioloégico esse numero voltou a aumentar,
variando entre 0 e 1,2 x 10° UFC/mL (coletas C3 e C6). Apds o uso dos
medicamentos intracanais era esperada uma diminuicado no niumero das unidades
formadoras de colbnia, entretanto isso ndo ocorreu em todos o0s casos.

A tabela 12 e Figura 7 mostram a quantificacdo de endotoxinas antes e
apds os procedimentos. A quantidade inicial de endotoxinas variou entre 62,938 e
214,569 EU/mL. Apos a primeira instrumentagdo esse numero variou entre 3,88 a
172,856 UE/mL e apds a segunda instrumentacao entre 32,661 e 174,556 UE/mL.
Apos 7 dias do uso de medicacao intracanal esses numeros variaram entre 7,508
e 192,267 UE/mL, de forma geral houve apenas uma pequena diminuicdo na
quantidade de endotoxinas antes e apds o uso das medicacoes intracanais, € em
alguns casos isolados houve um aumento desse numero.

A Tabela 13 mostra a quantidade de UFC/mL e endotoxinas (UE/mL)
presentes em 24 canais radiculares contendo polpa necrosada e lesbes
periapicais apos a utilizacdo de medicamentos intracanais. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre as medicacoes intracanais testadas, tanto para a
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quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC/mL), como para a
quantidade de endotoxinas (UE/mL) (Teste Kruskal-Wallis, p <0,05).

A Figura 8 mostra a porcentagem do do numero de casos positivos m do
namero total de espécies, dos valores médios da quantidade de endotoxinas
(UE/mL) e dos valores médios das unidades formadoras de colénia (UFC/mL) na
diferentes coletas. Com relacdo ao numero de espécies, pode-se perceber que as
maiores redugdes ocorreram apds as instrumentagdes (C2 com valor residual de
24,7% e C4 com 13,6%). Apos 7 dias dos canais preenchidos com soro fisiolégico
essas porcentagens tornaram a aumentar com valores residuais de 50,6% (C3 e
C6). Apdés a utilizaggo da medicacdo intracanal houve um aumento
estatisticamente significante da coleta anterior (p < 0,05), passando de 13,6% na
Coleta 4 para 37% na Coleta 5.

A quantidade de endotoxinas apresentou maior reducao apds a
instrumentacdo, mantendo-se estatisticamente similar apdés a segunda
instrumentacédo e 7 dias de medicacéao intracanal (Figura 7).

A porcentagem do numero de unidades formadoras de colénia por mL
diminuiu drasticamente ap6s a primeira instrumentacdo (C2), com valores
residuais de 0,1%, mantendo-se inferior a 1% apo6s a segunda instrumentacao
(C4) e medicacéo intracanal (C5) (Figura 6).
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Tabela 3 . NiOmero de casos e microrganismos antes e apos intervencdes endoddnticas

C1 C2 C3 C4 C5
(inicial) (Apos 12 PQM) (7 dias com soro) (Apos 2° PQM) (ApoOs medicagado) (7 dias com soro)
Numero total de casos 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%)
casos positivos 24 (100%) 13 (54.1%) 21 (87.5%) 8 (33.3%) 13 (54.1%) 20 (83,3%)
casos negativos 0 11(45.8%) 3 (12,5%) 16 (66.6%) 1 (45.8%) 4 (16,7%)
Espécies diferentes por Médif_:se;'s & Media: 15 (:0.9)  Média: 19 (+1.0) Media: 13(:06) Media:2.3 (:1.3) Média: 2.0 (x 1.0)
" * diana: 4 mediana: 1 mediana: 4 mediana: 1 mediana: 2 mediana: 2
casos positivos E?aenge 1.7) (range 1-4) (range 1-4) (range 1-3) (range 1-6) (range 1-5)

Ndmero total de

: . 81 (100%)  20(100%)  41(100%)  11(100%) 30 (100%)  41(100%)*"
microrganismos

Cocos Gram-positivos 2 (14.9%) 3 (15%) 12 (29,3%) 2 (18.2%) 6 (20%) 2 (29,3%)
Bacilos Gram- positivos 43 (53.1%) 12 (60%) 20 (48,8%) 6 (54.6%) 18 (60%) 1 (51,2%)
Cocos Gram- negativos 1(1.2%) 1 (5%) 2 (4,9%) 0 4 (13.3%) 4 (9,7%)

Bacilos Gram-negativos 25 (30.8%) 4 (20%) 7 (17%) 3 (27.2%) 2 (6.7%) 3 (7,3%)

Numero de Gram-positivos 5 (67.9%) 15 (75%) 32 (78%) 8 (72.7%) 24 (80%) 34 (82,9%)
Numero de Gram-negativos 6 (32.1%) 5 (25%) 9 (22%) 3 (27.3%) 6 (20%) 6 (14,6%)
Numero de facultativos 5 (30.9%) 3 (15%) 12 (29,3%) 3 (27.3%) 15 (50%) 15 (36,6%)
Numero de anaerobios 56 (69.1%) 17 (85%) 29 (70,7%) 8 (72.7%) 15 (50%) 25 (60,9%)

C1 (Coleta 1): realizada no inicio da primeira intervencado endoddntica (logo apds abertura coronaria); C2 (Coleta 2): apds
a PQM; C3 (Coleta 3): 7 dias apés PQM (canal preenchido com soro fisioldgico); C4 (Coleta 4): ap6s nova instrumentacao;
C5 (Coleta 5): 7 dias, logo apds a remocao da medicacéao intracanal; C6 (Coleta 6): 7 dias apds remocao da medicacao
intracanal (canal preenchido com soro fisioldgico).

O numero total de casos foi considerado como 100% para calcular a porcentagem de casos negativos e positivos, assim
como o numero total de microrganismos para calcular a porcentagem dos tipos morfolégicos, Gram e condicao gasosa.

* apenas os casos positivos foram utilizados para o célculo das médias, desvio padréo (+), mediana e intervalo (range).

** Presenca de um fungo.



Tabela 4. Coleta 5 dividida de acordo com as diferentes medicacdes intracanais

Ca(OH), CHX gel 2% Ca(OH). +
CHX gel 2%
Numero total de casos 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
casos positivos 5 (62.5%) 4 (50%) 4 (50%)
casos negativos 3 (37.5%) 4 (50%) 4 (50%)
Espécies diferentes por média: 2 (+ 0.8) média: 2.7 (+ 1.9) IEEIES 5 2 03

casos positivos* mediana:2 (range 1-3) mediana: 2 (range 1-6) medlana:2.35) (range 1-

NuUmero total de

microrganismos 10 (100%) 11 (100%) 9 (100%)
Cocos Gram-positivos 1 (10%) 3 (27.3%) 2 (22.2%)
Bacilos Gram- positivos 7 (70%) 7 (63.6%) 4 (44.4%)
Cocos Gram- negativos 1 (10%) 0 (%) 3 (33.3%)
Bacilos Gram-negativos 1 (10%) 1(9.1%) 0 (%)

Numero de Gram-positivos 8 (80%) 10 (90.9%) 6 (66.6%)
Numero de Gram-negativos 2 (20%) 1(9.1%) 3 (33.3%)
Numero de facultativos 4 (40%) 5 (45.5%) 6 (66.6%)
Numero de anaeroébios 6 (60%) 6 (54.5%) 3 (33.3%)

C5 (Coleta 5): 7 dias, logo apés a remocao da medicacéao intracanal

*

apenas 0s casos positivos foram utilizados para o céalculo das médias, desvio
padrédo (+), mediana e intervalo (range).
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Tabela 5. Distribuicdo dos microrganismos isolados nas diversas coletas durante o
tratamento endoddntico de acordo com as caracteristicas morfotipicas

Microrganismos

C1

C2 C3 C4 C5 C6

cocos Gram-negativos

Neisseria spp.
Neisseria subflava
Veillonella spp.

1
1
1 1 2

cocos Gram-positivos

Aerococcus viridans
Gemella morbillorum
Micrococcus spp.
Peptostreptococcus magnus
Peptostreptococcus micros
Peptostreptococcus prevotti
Streptococcus salivaris
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus pneumoneae
Streptococcus sanguis
Staphylococcus xylosus

—

N =01 — —
N

— —t — o,

Bacilos Gram-negativos

Bacteroides gracilis
Bacteroides spp.
Capnocytophaga spp.
Fusobacterium necrophorum
Fusobacterium nucleatum
Haemophilus aphrophilus
Haemophilus haemolyticus
Haemophilus haemolysans
Porphyromonas endodontalis

Porphyromonas asaccharolitica

Prevotella buccae
Prevotella denticola
Prevotella intermedia
Prevotella loescheii
Prevotella oralis

—_ = NN

WA == a2

—

1

C1 (Coleta 1): realizada no inicio da primeira intervencao endodéntica (logo ap6s abertura
coronaria); C2 (Coleta 2): apdés a instrumentacdo; C3 (Coleta 3): 7 dias apdés a
instrumentacao (canal preenchido com soro fisiologico); C4 (Coleta 4): apds nova
instrumentacao; C5 (Coleta 5): 7 dias, logo ap6s a remocao da medicacao intracanal; C6
(Coleta 6): 7dias apdés remocao da medicacao intracanal (canal preenchido com soro

fisiologico).
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Tabela 6. Distribuicdo dos microrganismos isolados nas diversas coletas durante o
tratamento endodéntico de acordo com as caracteristicas morfotipicas (continuacéao
Tabela 5)
Microrganismos C1 C2 Cc3 C4 C5 C6
Bacilos Gram-positivos
Actinomyces israelli
Actinomyces meyeri
Actinomyces naeslundii
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces viscosus
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium spp.
Clostridium argentinense
Clostridium bifermentans
Clostridium butyricum 2 1 1
Clostridium difficille 1
Clostridium sporogens
Clostridium spp. 4 1
Clostridium paraputrypherum 1
Clostridium acetobutyricum
Eubacterium faecium
Eubacterium lentum 6 1
Eubacterium limosum 3 2 1
Lactobacillus spp. 1
Lactobacillus lactis lactis 1
Lactobacilus acidophillus 1 1 1
Listeria spp.
Propionibacterium acnes 7 5 4 2 4
Propionibacterium granulosun
Propionibacterium propionicum 4 1 1 2 1
Fungos
Tryclosporun 1
Total microrganismos 81 20 41 11 30 41
C1 (Coleta 1): realizada no inicio da primeira intervencao endodéntica (logo ap6s abertura
coronaria); C2 (Coleta 2): apdés a instrumentacdo; C3 (Coleta 3): 7 dias apdés a
instrumentacao (canal preenchido com soro fisiologico); C4 (Coleta 4): apds nova
instrumentacao; C5 (Coleta 5): 7 dias, logo ap6s a remocao da medicacao intracanal; C6
(Coleta 6): 7dias apdés remocao da medicacao intracanal (canal preenchido com soro
fisiologico).

-4 SaawhON
no
-
-
DWW ===
no

—

e e \)

— —h

—_ - O —
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Tabela 7. Distribuicdo dos microrganismos, agrupados de acordo com 0 género,
isolados nas diversas coletas durante o tratamento endoddntico de acordo com as
caracteristicas morfotipicas

Microrganismos C1 C2 Cc3 C4 C5 C6

cocos Gram-negativos
Neisseria sp. 2
Veillonella sp. 1 1 1 2

cocos Gram-positivos

Aerococcus sp. 3
Gemella sp.
Micrococcus sp.
Peptostreptococcus sp.
Streptococcus sp.
Staphylococcus sp. 1

= NN
N

Bacilos Gram-negativos
Bacteroides sp.
Capnocytophaga sp.
Fusobacterium sp.
Haemophylus sp.
Porphyromonas sp.
Prevotella sp.

WO =
—
o
—

—
—
N
—

Bacilos Gram-positivos
Actinomyces sp.
Bifidobacterium sp.
Clostridium sp.
Eubacteium sp.
Lactobacillus sp.

Listeria sp.
Propionibacterium sp. 11 6 5 4 5

—© 0N
N
—whaNA
o
IR (VRN

Fungos
Tryclosporun 1

Total microrganismos 81 20 41 11 30 41

C1 (Coleta 1): realizada no inicio da primeira intervengcdo endodéntica (logo apéds
abertura coronaria); C2 (Coleta 2): apds a instrumentagéao; C3 (Coleta 3): 7 dias ap6s a
instrumentacao (canal preenchido com soro fisiolégico); C4 (Coleta 4): apds nova
instrumentacao; C5 (Coleta 5): 7 dias, logo apds a remocao da medicacgao intracanal; C6
(Coleta 6): 7dias apds remocado da medicacao intracanal (canal preenchido com soro
fisiologico).
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Tabela 8. Distribuicdo dos microrganismos da Coleta 5 divididos de acordo com os
medicamentos utilizados

Ca(OH), CHX gel 2% Ca(OH), +
CHX gel 2%

Cocos Gram-positivos
Aerococcus viridans 1 1
Gemella morbillorum 2 2
Peplpstreptococcus prevotti 1
Cocos Gram-negativos
Neisseria spp. 1
Neisseria subflava 1
Veillonella spp. 1
Bacilos Gram-negativos
Capnocytophaga spp. 1 1
Bacilos Gram-positivos
Actinomyces israelli 1
Actinomyces meyeri 1 1
Actinomyces naeslundii 1 1
Actinomyces odontolyticus 1
Actinomyces viscosus 1
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium spp. 1 1
Clostridium argentinense 1 2
Lactobacillus spp. 1
Propionibacterium propionicum 1
Propionibacterium acnes 2 1 1
Total 10 11 9

C5 (Coleta 5): 7 dias, logo apds a remocao da medicacao intracanal
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Tabela 9. Microbiota encontrada nos canais radiculares na coleta inicial (C1), antes (C4) e apés (C5) remocao da

medicacao intracanal

Ca(OH)2

CHX gel 2%

Ca(OH)2 + CHX gel 2%

caso C1 C4 C5 caso C1 C4 C5 caso C1 C4 C5
G. morbillorum - - P.propionicum - E. lentum N. subflava
E. lentum A. meyeri G. morbillorum A. meyeri
3 P. acnes 1 G. morbillorum 2 P. propionicum A. viridans
B. gracilis P. acnes F. nucleatum
F. nucleatum A. odontolyticus
F. nucleatum B. ureolyticus A. viridans E. lentum - G. morbillorum -
P. magnus Neisseria spp. F. nucleatum S. mitis i
8 G. morbillorum A. meyeri 5 P. acnes 4 A. naeslundii
C. tyrobotiriaum Micrococcus spp A. viscosus
A. naeslundii H. aprophylus
10 P. oralis - A. viscosus L. lactis lactis P. acnes | A. naeslundii P. intermedia Veillonella spp.
P. denticola 6 A. viscosus 9 A. viscosus A. naeslundii
C. sporogens G.morbillorum
G. morbillorum
P. propionicum - P. oralis - A. israelli P. loescheii -
A. naeslundii H.haemolyticus C. argentinense F. necrophorum
Micrococcus spp P. acnes P. buccae
1 1 7 P. acnes P. prevotti 1 2 P. acnes
P. loeschi G. morbillorum
A. odontolyticus
P. prevotti - A. odontolyticus - G. morbillrum E. lentum -
E. lentum C. argentinense Veillonella spp.
14 P. endodontalis 1 3 1 5 Clostridium spp.
P. intermedia E. limosum
A. naeslundii P. propionicum P. propionicum G. morbillorum - E. lentum P. micros P. acnes
P. oralis Bifidobacterium spp. | Capnocytophaga spp. A. naeslundii B. adolescentis P. propionicum
P. acnes Bifidobacterium spp. A. meyeri A. odontolyticus
C. tyrobutyricum A. naeslundii
18 E. limosum 16 1 7
P. endodontalis
P. intermedia
Clostridium spp G. morbillorum P. acnes Clostridium spp. P. acnes | Capnocytophaga spp Capnocytophaga spp | Capnocytophaga spp | -
20 Capnocytophaga spp 1 9 Bifidobacterium spp. Bifidobacterium spp. 2 1
P. acnes - P. acnes E. limosum - P. acnes L. acidophillus G.morbillorum
23 Clostridium spp. C. argentinense 22 C.bifermentans 24 P. intermedia Lactobacillus spp
P. asaccharolitica

C1(Coleta 1): inicial; C4 (Coleta 4): apbés nova instrumentacao; C5 (Coleta 5): 7 dias, logo
medicacao intracanal

apds a remocgéao da



Tabela 10. Numero total de espécies bacterianas encontradas em 24 canais radiculares
em difrentes coletas, medianas e porcentagem em relacdo a soma das coletas iniciais

\soolﬁ C1 C2 C3 C4 C5 Cé
*Medicamentos intracanai

5 0 4 0 0 2

5 2 1 1 3 0

2 1 1 0 1 0

2 0 1 0 0 3

Ca(OH). 4 0 2 0 0 1

7 3 4 2 3 2

2 2 3 1 1 2

2 0 0 0 2 3

Soma 29 8 16 4 10 13
(100%) (27,58%) (55,17%) (13,79%) (34,48%) (44,82%)

4 1 1 0 0 0

5 1 2 0 0 3

2 0 3 1 1 3

o 5 1 2 0 6 0

CHX gel 2% ] 0 0 0 5 ]

2 1 0 0 0 1

2 1 2 1 2 3

2 0 1 0 0 1

e 23 5 11 2 11 12
(100%) (21,73%) (47,8%) (8,69%) (47,82%) (52,17%)

5 0 1 0 3 5

4 0 2 0 0 2

4 0 2 0 3 1

Ca(OH), + CHX gel 2% 4 0 1 0 0 1

4 1 1 0 0 1

4 4 2 3 1 1

1 1 2 1 0 3

3 1 3 1 2 2

e 29 7 14 5 9 16
(100%) (24,13%) (48,27%) (17,24%) (31,03%) (50,61%)

Soma geral 81 20 41 11 30 41

(100%)  (24,69%) (50,61%) (13,58%) (37,03%) (50,61%)
* Divisdo em grupos de acordo com a medicacao intracanal colocada apés coleta C4.

C1 (Coleta 1): realizada no inicio da primeira intervencdao endodéntica (logo apds
abertura coronaria; C2 (Coleta 2): ap6s a instrumentacao; C3 (Coleta 3): 7 dias apds a
instrumentacao (canal preenchido com soro fisioldégico); C4 (Coleta 4): apds nova
instrumentacao; C5 (Coleta 5): 7 dias, logo apds a remocao da medicacao intracanal; C6
(Coleta 6): 7dias apds remocao da medicagao intracanal (canal preenchido com soro
fisiologico).
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Tabela 11. Numero total de UFC/mL encontradas em 24 canais radiculares em diferentes
coletas, medianas e porcentagem em relacdo a mediana das coletas iniciais

Coletas
*Medicame C1 02 CB C4 05 CG
intracanais
1,0 x 10° 0 7,0 x 10° 0 0 1,2x10°
76x10° 16x10° 4,4x10* 40x10" 4,0x10 0
3,7x10° 6,8x10° 3,0x10° 0 6,0 x 102 0
6,0 x 10* 0 2.0x10* 0 0 6,0 x 10°
Ca(OH ’ : :
(OH)2 15x10° 0 4.0 x 102 0 0 4.0 x10°
55x10° 24x10° 12x10° 74x10®° 7,2x10° 4,3x10°
27x10%° 14x10®° 1,1x10° 6,0x10° 2,0x10" 26x10°
3,0 x 10* 0 0 0 28x10° 1,0x10°
. 26x10° 7,0x10° 1,3x10* 0 3,x10" 3,3x10°
Mediana (100%) (0, 27%) (5%) (0,00%)  (3,85%)  (1,20%)
1,0x10* 2,0x10" 4,0x 10’ 0 0 0
76x10° 4,0x10° 1,0x10* 0 0 1,2x 10%
9,6 x 10* 0 1,6 x10* 2,0x10®> 1,0x10° 8,0x10*
CHX gel 2% 44x10* 46x10> 2,0x10° 0 2.1x10° 0
3,0 x 10° 0 0 0 9,0x10%> 2,0x10?
1,2x10° 2,4x10? 0 0 0 20x 10’
40x10> 4,0x10" 4,0x10° 2,0x10" 8,0x10° 4,7x10*
4,6 x 10* 0 2.0x10° 0 0 2.0x 10’
. 45x10* 3,0x10" 2,0x10° 0 45x10° 1,1 x10°
Mediana (100%)  (0,06%)  (0,44%)  (0,00%)  (1,00%)  (0,24%)
4.4 x10° 0 9,6 x 107 0 1,0x10° 5,4x10°
2,5x 10* 0 2,0x10° 0 0 3,6 x10°
CalOH 2,5x10* 0 2.0x10° 0 28x10%> 2,0x10'
CH%E gel)22tA> 2,6 x 10° 0 8,0 x 10 0 0 4,0 x 10
8,1x10* 20x10" 3,0x10° 0 0 20x 10’
1,9x10° 49x10° 6,0x10* 1,4x10° 3,6x10> 2,0x10?
20x10° 2,0x10" 4,0x10" 6,0x10? 0 53x10*
1,6 x10* 22x10% 23x10° 3,0x10° 4,0x10" 1,0x10?
. 25x10* 1,0x10" 2,5x10° 0 20x10" 1,5x10°
Mediana (100%)  (0,04%)  (10,0%)  (0,00%)  (0,08%)  (1,48%)
. 53x10* 2,0x10" 3,0x10° 0 3,0x10" 3,7x10°
Mediana geral = = J500  “0.03%)  (0.56%) (0%) (0,06%)  (0,69%)

* Divisdo em grupos de acordo com a medicagao intracanal colocada apés coleta C4. C1:
logo apds abertura coronaria; C2: apdés a instrumentagdo; C3: 7 dias apds a
instrumentacao; C4: apds nova instrumentacdo; C5: 7 dias, logo ap6s a remogao da
medicacao intracanal; C6: 7dias ap6s remogao da medicacao intracanal
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Tabela 12. Quantificacdo de endotoxinas (UE/mL) antes e apds procedimentos
endodbnticos

Coletas
*Medicame C1 C2 C4 C5
intracanais
214,569 53,031 26,433 77,878
149,95 36,69 93,616 192,267
206,265 47,07 138,086 67,631
201,643 74,462 97,233 221,4
Ca(OH). 165,565 165,563 71,762 57,151
171,363 35,256 116,688 93,333
173,608 146,412 108,922 101,501
141,107 22,938 32,661 35,581
Mediana 172,4855 50,0505 95,4245 85,6055
(100%) (28,97%) (55,32%) (49,63%)
187,847 45,932 108,283 95,291
124,96 54,303 67,028 102,993
o 154,973 47,003 53,701 149,405
CHX gel 2% 116,052 22,291 60,465 63,546
171,583 51,284 69,173 38,456
179,568 172,856 148,153 12,57
124,887 108,854 120,484 177,835
135,351 39.669 91,237 56,874
Mediana 145,162 52,7935 80,205 79,4185
(100%) (36,86%) (55,25%) (54,71%)
71,917 62,072 33,542 34,145
145,128 40,306 48,008 44,325
Ca(OH). + 138,363 30,768 23,488 41,509
CHX gel 2% 122,573 73,0411 174,556 21,659
144,329 117,48 158,45 173,291
172,162 85,887 55,483 52,894
162,08 3,88 84,187 7,508
62,938 56,29 41,735 51,888
Medi 141,346 59,181 51,7455 42,917
ediana

100% 41,86% 36,60% 30,36%

Os testes de quantificacdo de endotoxinas foram realizados apenas nas coletas: C1, C2,
C4 e C5.
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Figura 6. Numero total de UFC por mL (valores medianos) encontradas em 24 canais
radiculares em diferentes coletas
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Figura 7. Quantificagdo de endotoxinas (UE/mL, valores médios) antes e apos
procedimentos endoddnticos.
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Tabela 13. Quantidade de UFC/ml e endotoxinas (UE/ml) presentes em 24 canais radiculares contendo polpa necrosada e
lesbes periapicais apds a utilizagcdo de medicamentos intracanais (Coleta 5)

Ca(OH), CHX Ca(OH), + CHX
mediana (range -) Média (desvio mediana (range -) Média (desvio mediana (range -) Média (desvio
padréo) padréo) padréo)
UFC 10 (0-7.2x 107 2.0x 10% (+ 2.8 x 10%) 45x10° (0-8x10% 1.5x10° (+ 2.5 x 10%) 20 (0 — 3.6x 109 9.7x10' (+ 1.3x 107
Endotoxina 85.60 (35.58 — 192.26) 105.84 (+ 61.79) 79.41 (12.57 —177.83) 87.12 (+ 52.23) 42.91 (7.5 -173.29) 53.40 (+ 47.54)

Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre as diferentes medicacdes intracanais, tanto para a quantidade de
UFC/ml, como para a quantidade de endotoxinas (UE/ml). Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Figura 8. Porcentagem de casos postivos para cultura, porcentagem do numero total de espécies, valores médios da
quantidade de endotoxinas (UE/mL) e valores medianos das unidades formadoras de colénia (UFC/mL) antes e apds
procedimentos endodénticos. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre as coletas (Teste de Friedman,
p<0,05; complementado pelo teste de Wilcoxon, p< 0,05). Os testes de quantificacdo de endotoxinas foram realizados
apenas nas coletas: C1, C2, C4 e C5.



5.3. EFEITO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS SISTEMICOS SOBRE
MICRORGANISMOS ISOLADOS DOS CANAIS RADICULARES

Foram testadas as susceptibilidades antimicrobianas dos seguintes
microrganismos: Fusobacterium nucleatum (n=9), Fusobacterium necrophorum (n=2),
Propionibacterium acnes (n=30), Peptostreptococcus magnus (n=5),
Peptostreptococcus micros (n=5), Peptostreptococcus prevotti (n=8), Prophyromonas
endodontalis (n=2), Prophyromonas asccharolitica (n=1), Propionibacterium acnes
(n=30), Propionibacterium granulosum (n=1), Propionibacterium propionicum (n=10),
Prevotella buccae (n=1), Prevotella denticola (n=1), Prevotella intermedia (n=5),
Prevotella loescheii (n=2) e Prevotella oralis (n=4), provenientes de diferentes coletas.

Os valores das CIMsy e CIMgy se referem as concentragdes inibitérias minimas
efetivas contra 50% e 90% dos isolados clinicos testados. Para tal foi utilizado o indice
de susceptibilidade de acordo com as concentragdes inibitdérias minimas determinadas
reportadas por Kuriyama et al. (2000), Jacinto et. al. (2003) e van Winkenhoff et al.
(2004).

Os resultados qualitativos foram definidos pelas concentracdes inibitorias
conhecidas (“breakpoint”). Quando os valores obtidos pelo E-test foram inferiores aos
do breakpoint os microrganismos foram considerados suscetiveis. Por outro lado, os
isolaods que apresentaram valores iguais ou superiores ao do breakpoint foram
considerados resistentes. Os valores pré-definidos (breakpoints) sdo: amoxicilina 3
ug/mL, amoxicilina + &cido clavulanico 3,0 + 0,5 pg/mL, azitromicina 2 pg/mL,
benzilpenicilina 0,5 ug/mL, clindamicina 4 pg/mL, cefaclor 4 pg/mL, eritromicina 16
Hg/mL e metronidazol 8 pg/mL.

A maioria dos microrganismos foi suscetivel a maior parte dos antibibticos
testados, 44% dos Fusobacterium nucleatum mostraram ser resistentes a eritromicina.
Cinquenta porcento dos Fusobacterium necrophorum também mostraram ser
resistentes aos agentes antimicrobianos: benzilpenicilina, clindamicina e eritromicina.
Vinte porcento dos Peptostreptococcus micros mostraram ser resistentes ao
metronidazol (Tabela 14).

Quarenta porcento dos isolados clinicos de Prevotella intermedia mostraram

resisténcia a benzilpenicilina e ao metronidazol e 20% a clindamicina. Enquanto que
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25% das Prevotella oralis mostraram resisténcia a benzilpenicilina e clindamicina
(Tabela 15).

Todos isolados clinicos de Porphyromonas mostraram ser sensiveis aos agentes
antimicrobianos testados. Dez porcento dos isolados clinicos de Propionibacterium
acnes mostraram resisténcia a azitromicina, clindamicina; 20% para cefaclor e
eritromicina e 100% para metronidazol. Cem por cento dos isolados clinicos de
Propionibacterium granulosum também se mostraram resistentes a eritromicina e ao
metronidazol. Assim como, 100% dos Propionibacterium propionicum mostraram-se

resistentes ao metronidazol (Tabela 16).
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Tabela 14. Valores médios MIC50 e MIC90 em pg/mL de microrganismos isolados de canais radiculares com lesdes
periapicais

Amoxicillina Amoxicillina + Azitromicina  Benzilpenicilina  Clindamicina Cefaclor Eritromicina  Metronidazol
(3pg/mL)  acido clavulanico (2 ug/mL) (0,5 pug/mL) (4 pg/mL) (16 ug/mL) (4 pg/mL) (8 pg/mL)
(3,0+ 0,5 pg/mL)

Fusobacterium
nucleatum (n=9)
Range 0,016-1,5 0,016-2,0 0,016-0,32  0,016-6,0 0,23-16 0,016-0,75 0,016-16 0,016-0,023
MIC50 0,016 0,023 0,016 0,016 0,23 0,38 0,19 0,016
MIC90 1,5 0,094 0,016 0,016 0,23-16 0,5 16 0,016
Suscetibility rate(%)  100% 100% 100% 100% 56% 100% 56% 100%
Fusobacterium
necrophorum (n=2)
Range 0,023 0,016-0,75 0,016-0,32 0,016-6 0,23-16 0,19-3,0 0,38-8 0,016-0,032
MIC50 0,023 0,016 0,016 0,016 0,23 0,19 0,38 0,016
MIC90 0,023 0,75 0,32 6 16 3,0 8 0,032
Suscetibility rate(%)  100% 100% 100% 50% 50% 100% 50% 100%
Peptostreptococcus
magnus (n=5)
Range 0,016-0,25 0,125-0,19 0,047-8,0 0,016-0,38 0,016-1,5 0,047-1,0 0,016-1,5 0,016-1,0
MIC50 0,032 0,125 0,047 0,016 0,016 0,047 0,016 0,125
MIC90 0,25 0,19 1,0 0,016 0,125 1,0 1,5 1,0
Suscetibility rate(%)  100% 100% 80% 100% 100% 100% 100% 100%
Peptostreptococcus
micros (n=5)
Range 0,016-0,25 0,125-0,19 0,75-1,0 0,016-0,38 0,016-1,5 0,032-1,0 0,016-1,5 0,016-256
MIC50 0,047 0,125 0,047 0,016 0,016 0,047 0,016 0,125
MIC90 0,25 0,19 1,0 0,016 0,125 1,0 1,5 1,0
Suscetibility rate(%)  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 80%
Peptostreptococcus
prevotti (n=8)
Range 0,016-0,5 0,125-0,19 0,047-1,5 0,016-0,38 0,016-1,5 0,047-1,0 0,016-64 0,125-256
MIC50 0,032 0,125 0,047 0,016 0,016 0,047 0,016 0,125
MIC90 0,5 0,19 1,0 0,38 0,125 1,0 1,0 1,0
Suscetibility rate(%)  100% 100% 100% 100% 100% 100% 87,5% 87,5%

“Breakpont” entre parenteses
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Tabela 15. Valores

médios MIC50 e MIC90 em pg/mL de microrganismos isolados de canais radiculares com lesdes

periapicais
Amoxicillina Amoxicillina + Azitromicina  Benzilpenicilina ~ Clindamicina  Cefaclor Eritromicina  Metronidazol
(3 pg/mL) acido clavulanico (2 pg/mL) (0,5 ug/mL) (4 pg/mL) (16 ug/mL) (4 pg/mL) (8 pg/mL)
(3,0+ 0,5 pg/mL)
Prevotella buccae
(n=1)
Range 0,016 0,19 0,094 0,016 0,016 0,016 0,38 0,016
MIC50 0,016 0,19 0,094 0,016 0,016 0,016 0,38 0,016
MIC90 0,016 0,19 0,094 0,016 0,016 0,016 0,38 0,016
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Prevotella denticola
(n=1)
Range 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
MIC50 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
MIC90 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Prevotella intermedia
(n=5)
Range 0,016-3,0 0,016-2,0 0,016-2 0,016-6,0 0,125-24 0,032-3,0 0,125-1,5 0,016-16
MIC50 1,5 0,016 0,125 0,016 0,125 0,25 0,047 0,016
MIC90 3,0 0,75 2 1,5 0,38 2,0 1,5 8
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 60% 80% 100% 100% 60%
Prevotella loescheii
(n=2)
Range 0,016-1,5 0,016-2,0 0,016-0,32 0,19 0,125 0,19 0,125 0,25
MIC50 0,016 0,016 0,016 0,19 0,125 0,19 0,125 0,25
MIC90 1,5 2,0 0,32 0,19 0,125 0,19 0,125 0,25
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Prevotella oralis
(n=4)
Range 0,016-1,5 0,016-2,0 0,016-0,32 0,016-6,0 0,125-24 0,047-3,0 0,125-1,5 0,016-8
MIC50 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,047 0,125 0,016
MIC90 1,5 0,032 0,016 0,023 0,125 0,125 0,75 0,016
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 75% 75% 100% 100% 100%

“Breakpont” entre parenteses
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Tabela 16. Valores médios MIC50 e MIC90 em pg/mL de microrganismos isolados de canais radiculares com lesdes
periapicais

Amoxicillina Amoxicillina + Azitromicina  Benzilpenicilina  Clindamicina Cefaclor Eritromicina ~ Metronidazol
(3 pg/mL) acido clavulanico (2 pg/mL) (0,5 pg/mL) (4 pg/mL) (16 pg/mL) (4 pg/mL) (8 pg/mL)
(3,0+ 0,5 ug/mL)
Porphyromonas
endodontalis (n=2)
Range 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
MIC50 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
MIC90 0,016 0,016 0,016 0,016 0,125 0,016 1,5 0,016
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Porphyromonas
asccharolitica (n=1)
Range 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
MIC50 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
MIC90 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Propionibacterium acnes
(n=30)
Range 0,016-1,5 0,016-2,0 0,016-24 0,016-0,75 0,016-192 0,016-4,0 0,023-12 32-256
MIC50 0,64 0,19 0,94 0,094 0,125 0,38 0,19 256
MIC90 1,0 0,75 1,0 0,25 1,5 1,0 0,25 256
Suscetibility rate(%) 100% 100% 90% 100% 90% 80% 80% 0%
Propionibacterium
granulosum (n=1)
Range 0,5 075 0,38 0,25 0,25 0,75 6 256
MIC50 0,5 075 0,38 0,25 0,25 0,75 6 256
MIC90 0,5 075 0,38 0,25 0,25 0,75 6 256
Suscetibility rate(%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0%
Propionibacterium
propionicum (n=10)
Range 0,016-1,0 0,016-0,75 0,016-32 0,016-,4,0 0,016-192 0,047-,1,0 0,032-6 256
MIC50 0,047 0,125 0,32 0,032 0,023 0,047 0,032 256
MIC90 0,38 0,75 1,0 0,19 0,125 0,25 0,38 256
Suscetibility rate(%) 100% 100% 80% 90% 90% 90% 90% 0%

“Breakpont” entre parenteses



6. DISCUSSAO

6.1. MICROBIOLOGIA DOS CANAIS RADICULARES E EFEITO DOS AGENTES
ANTIMICROBIANOS LOCAIS E SISTEMICOS SOBRE MICRORGANISMOS E
ENDOTOXINAS

6.1.1. MICROBIOLOGIA DOS CANAIS RADICULARES

Nos canais radiculares analisados, houve em média 3,3 espécies por canal,
0 que sustenta a afirmacdo de que as infecgcdes endodbnticas primarias sao
polimicrobianas (Sundqvist, 1976; Yoshida et al., 1987; Gomes et al.,
19944a,1996a; Jacinto et al., 2003).

Dentre as espécies bacterianas isoladas neste estudo, houve uma
predominancia de anaerobios estritos, correspondendo a cerca de 69,1% do total
de isolados microbianos, resultado este de acordo com Sundqvist (1976), Bystrom
& Sundqvist (1983), Baumgartner & Falkler (1991) e Gomes et al. (1996 a). Apesar
do grande numero de espécies anaerdbias isoladas, € possivel que algumas
espécies muito sensiveis a presenca de oxigénio ndo tenham sido identificadas,
mesmo com todos os cuidados tomados durante a execucao do método. As
amostras foram inoculadas em meio de transporte apropriado e, em seguida, em
meios de cultura pré-reduzidos altamente nutritivos. Estes foram prontamente
incubados por tempo prolongado sob condicdes gasosas adequadas, para evitar a
perda de microrganismos de crescimento lento.

O uso de meios de transporte preserva a viabilidade microbiana, inclusive
dos anaerdbios, impedindo porém, sua proliferacdo (Gomes, 1995). Esta
propriedade € importante, pois além de permitir contagem fiel do numero de
células presentes no material clinico, impede que espécies facultativas proliferem
excessivamente, mascarando o crescimento, muito mais lento de anaerdbios. O
meio de transporte utilizado neste estudo, o “Reduced Transport Fluid” (RTF), é

eficienciente em manter a viabilidade das células bacterianas e impedir a sua
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proliferacao por até 24 horas em temperatura ambiente (van Steenbergen et al.,
1982).

Entretanto, era de se esperar que os meios empregados nao fossem
apropriados para o crescimento de todos os tipos de microrganismos.
Espiroquetas e micoplasmas ndo sobrevivem nos meios usados neste estudo e,
de fato, ndo foram isolados, assim como Bacteroides forsythus e Tanerella
forsythens, microrganismos dificieis de serem cultivados. Até o presente momento,
nao existe um Unico método que seja capaz de isolar todos os microrganismos
presentes no sistema de canais radiculares. Desta maneira, testes bacterioldgicos
devem ser usados conjuntamente com testes imunologicos (i.e. ELISA, “slot blot”,
imunofluorescéncia indireta), sondas de DNA, reacdo de polimerase em cadeia
(PCR), DNA-chip (Microarrays) para detectar uma maior gama de espécies
bacterianas (Vianna et al., 2005 b). Contudo ndo podemos esquecer que, até o
momento, a cultura € a unica técnica que pode diferenciar células viaveis de
células mortas, sendo um método Util, pois casos que nao respondem ao
tratamento podem se beneficiar de uma investigagcao microbiol6gica, onde podera
também ser avaliada a susceptibilidade microbiana aos antibidticos ou agentes
quimioterapéuticos (Gomes, 1995).

Certas espécies de bactérias anaerdbias estritas, principalmente bacilos
produtores de pigmento negro (Porphyromonas sp. e Prevotella sp.) tém sido
associadas a sinais e sintomas de origem endodéntica como dor espontanea, dor
a percussao, dor a palpacao, edema e presenca de exsudato (Gomes 1995;
Gomes et al., 1996 a,b; Baumgartner et al., 1999; Jacinto et al., 2003). Apesar dos
casos selecionados para o presente estudo serem assintomaticos a prevaléncia
de bacilos produtores de pigmento negro também foi investigada. Um total de 9
cepas foram isoladas, sendo que foram encontradas 4 cepas de Prevotella
intermedia, 2 cepas de Prevotella loescheii, 1 cepa de Prevotella denticola e 2 de
Porphyromonas gingivalis.

No presente estudo houve uma predominancia microrganismos Gram-

positivos, resultado este de acordo com Peters et al. (2002) que encontraram
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microrganismos Gram-positivos em 56% dos casos. Entretanto, outros estudos
(Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 1994) verificaram a predominancia de Gram-
negativos em infeccoes endoddnticas primarias sintomaticas e assintomaticas. Os
dentes utilizados no presente estudo ndo possuiam comunicagao (visual) com a
cavidade oral, segundo Gomes (2002) a presenca ou auséncia de restauracoes,
pode influenciar nos resultados microbiol6gicos.

6.1.2. EFEITO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS LOCAIS SOBRE
MICRORGANISMOS E ENDOTOXINAS

O presente estudo mostra que o preparo mecanico associado a clorexidina
gel 2% utilizada como substancia auxiliar foi capaz de reduzir drasticamente o
namero de unidades formadoras de colbnia. Além disso, cinquenta porcento dos
canais radiculares estavam livres de microrganismos apds o preparo quimico-
mecanico na primeira sessao de atendimento, resultados estes de acordo com
Vianna et al. (2006).

Sjégren et al. (1991; 1987) realizaram o preparo dos canais radiculares
utilizando hipoclorito de sédio 0,5% e encontraram culturas negativas entre 50 e
60% apos a instrumentacao. Peters ef al. (2002) realizaram o preparo quimico-
mecéanico com hipoclorito de sédio 2% e 76% dos canais apresentaram culturas
negativas. Vianna et al. (2006) realizaram o preparo quimico-mecanico com
hipoclorito de sédio 2,5% e 75% dos canais apresentaram culturas negativas. A
diferenca entre resultados pode ser explicada devido as diferentes substancias
utilizadas nos preparos dos canais radiculares e também devido a
susceptibilidades do microrganismos envolvidos.

Entretanto, o nado crescimento de microrganismos logo apoés a
instrumentacdo néo significa esterilidade do canal radicular, pois microrganismos
remanescentes podem voltar a colonizar o canal principal, para avaliar a
“esterilidade” do canal, estes foram preenchidos com soro fisiolégico por 7 dias e o
acesso coronario selado com resina apds a instrumentacdo e apds o uso da

medicacao intracanal. Peters et al. (2002) realizaram procedimento semelhante,
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deixando os canais vazios apds o0 preparo quimico mecanico com hipoclorito de
sédio 2%. Os autores verificaram que sem a utilizacdo de uma medicacao
intracanal entre sessdes, 0s microrganismos voltam a colonizar o canal principal e
muitas vezes em numeros de UFC similares ou superiores aos iniciais. No
presente estudo, a maioria dos casos nao se apresentou estéril, pois os
microrganismos voltaram a colonizar o canal principal. Os niveis de colonizacédo
dos canais preenchidos 7 dias com soro fisioldgico [apds a instrumentacao (C3) ou
apos o uso de medicacao intracanal (C6)] ndao atingiram o niumero de UFC da
coleta inicial como relatado por Peters et al. (2002). Fato este que pode ser
explicado devido ao efeito residual da clorexidina, a qual provavelmente retardou a
colonizagao do canal principal. Os resultados do presente estudo em comparacao
o de Peters et al. (2002), sugerem que ha uma acgéo residual da clorexidina apés a
instrumentacdo, mesmo quando esta foi removida do canal. Esse resultado
também concorda com o resultado dos estudos de Heling et al. (1992), Jeansonne
& White (1994), White et al. (1997), Leonardo et. al. (1999) e Dametto et al.,
(2005) que avaliaram a acdo residual da clorexidina. Entretanto, & importante
ressaltar que quando os canais estavam preenchidos com soro fisiolégico houve
crescimento microbiano, sendo assim, ndo é recomendado deixar canais vazios
entre sessdes de atendimento.

Comparando a primeira e a segunda instrumentacées pode-se notar que
apds a segunda instrumentacdo o numero de casos negativos para cultura
aumentou de 10 para 16 casos (66.6%). Isto pode ser devido ao tempo de 7 dias
nao ser suficiente para uma contaminacdo microbiana em niveis profundos de
dentina. Haapasalo & Orstavik (1987) mostram em um estudo in vitro que é
necessario um tempo maior que 7 dias para que haja uma completa contaminacao
dos tubulos dentinarios. Um tempo de infecgdo prolongado leva a uma maior
quantidade de tubulos infectados, considerando que a profundidade média de
penetracdo bacteriana aumenta vagarosamente com o tempo. O aumento do
namero de casos negativos para a cultura, sugerem que nao houve tempo habil
para uma completa recontaminacdo dos tubulos em 7 dias, sendo possivel
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eliminar maior numero de microrganismos dos canais radiculares levando a
culturas negativas, pois provavelmente estes ja haviam sido reduzidos no primeiro
preparo quimico-mecanico.

A eficacia do preparo quimico-mecanico foi determinada por varios estudos,
nos quais a avaliacdo da redugdo microbiana antes e apds o preparo quimico-
mecanico foi verificada pelo nimero de UFC/mL. As amostras iniciais mostraram
valores de UFC/mL variando entre 6.5 x 10° (Bystrom & Sundqvist, 1985) e 1 x
10° (Bystrom & Sundqvist, 1981; Orstavik et al., 1991; Sjogren et al., 1991; Peters
et al,. 2002) dependendo do estado de degradacdo da polpa e da presenca ou
auséncia de tratamento endodéntico (infeccbes primarias ou secundarias). O
nimero de microrganismos apds o preparo quimico-mecanico variou entre 0 e 10°
(Bystrom & Sundqvist, 1981; Sjogren et al,. 1991; Sjogren et al,. 1997; Peters et
al,. 2002). Os valores encontrados neste estudo estdo de acordo com os valores
apresentados pela literatura, o numero de UFC/mL das amostras iniciais variou
entre 4,0 x 10%e 3,0 x 10%e apds o preparo quimico-mecanico variou entre 0 e 3,3
x 10° e ap6s a segunda instrumentacéo entre 0 e 7,4 x 102

O numero de UFC apds o uso de medicacao intracanal variou entre 0 e 8,0
x 10%, com pequenas diferencas dependendo do medicamento intracanal utilizado.
Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre o nimero de UFC antes e
apds o uso de medicamentos intracanais, ou seja entre as coletas C4 e C5.
Resultados similares foram encontrados por Peters et al. (2002) apds o uso de
hidréxido de célcio por quatro semanas.

Peters et al. (2002) encontraram de 2 a 6 microrganismos por canal no
inicio do tratamento e apds 4 semanas de medicacdo com hidréxido de calcio. No
presente estudo o numero de espécies no inicio do atendimento (C1) variou entre
1 e 5 microrganismos por canal apés PQM, esse numero variou de 1 a 4 (C2 e C4)
espécies por canal radicular. Ap6s o uso de medicamento intracanal por 7 dias o
namero de espécies variou entre 1 e 3 microrganismos por canal. Este fato pode
ser explicado pela selecdo de casos utilizadas na amostragem. Peters et al. (2002)

nao oferecem detalhes sobre os casos selecionados, entretando, no presente
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estudo foram utilizados dentes com necrose pulpar sem sintomatologia, sem
comunicacao entre cavidade pulpar e cavidade oral. Além disso, muitos deles
estavam livres de caries (ja possuiram carie no passado, mas estavam
devidamente restaurados).

Os resultados do presente estudo mostraram que alguns microrganismos
ndao estavam presentes na coleta inicial (ou anteriores) e foram isolados em
coletas posteriores. Como por exemplo, 0s microrganismos Aerococcus viridans
que foram isolados apenas na coleta 6. Apesar de varios meios seletivos terem
sido utilizados neste estudo, a prevaléncia de alguns microrganismos poderia ser
subestimada nas amostras iniciais devido ao crescimento facilitado de alguns
endodonto-patégenos em maior numero (Vianna et al., 2005). Ap6s a realizacao
da limpeza e modelagem dos canais a maioria dos microrganismos foi eliminada,
dando oportunidade para aqueles que estavam em menor nimero crescerem.

A porcentagem de microrganismos anaerdébios neste estudo foi de
aproximadamente 70% no inicio do atendimento endoddntico, apds os preparo
quimicos-mecanicos esse numero tendeu a aumentar (C2, 85% e C4, 72,7%) .
Nas coletas ap6s os canais permanecerem com soro fisiolégico por 7 dias o
namero de anaerobios manteve-se entre 60 e 70%. De forma geral, em todas as
coletas, com excec¢ao das coletas ap6s o uso de medicacéo intracanal que foi de
50%, foram isolados mais microrganismos anaerébios que aerdbios, 0 que esta de
acordo com varios estudos Bergenholtz, 1974; Bystrom & Sundqvist, 1981;
Sundqvist et al., 1989; Brauner & Conrads, 1995; Gomes et al., 1996, Sjogren et
al., 1997, Le Goff et al., 1997; Peters et al., 2002; Jacinto et al., 2003).

Varios periodos de aplicacdo de medicacdo intracanal com hidréxido de
célcio tem sido recomendados. Cvek (1973) obteve 90% de culturas negativas
apoés a utilizacdo de medicacgao intracanal com hidréxido de calcio por 3 semanas.
Bystrom & Sundqvist (1985) obtiveram 100% de culturas negativas apdés 4
semanas, Reit & Dahlen (1988) 74% apds 2 semanas, Sjogren et al. (1991) 100%
de canais livres de bactérias com o emprego de medicacao por uma semana.

Orstavik et al. (1991) encontraram 65% das amostras negativas para cultura apés
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7 dias do emprego de hidroxido de calcio como medicacao intracanal. No presente
estudo nem o hidroxido de célcio, nem a clorexidina ou a associagdo dos dois
medicamentos promoveu a completa desinfeccdo dos canais radiculares. Esse
fato pode ser devido ao emprego de técnicas e meios de culturas diferenciados
que podem ter favorecido o cultivo de microrganismos viaveis presentes mesmo
em pequenas quantidades.

O numero de casos negativos apds o uso das medicagdes intracanais por 7
dias variou entre 37,5%, para o hidréxido de calcio, 50% para a clorexidina e 50%
também para a associacdo das substdncias medicamentosas. Esperava-se um
namero de UFC apds o uso de medicagdo intracanal ser menor ou similar ao
obtido apbés o preparo quimico-mecanico, especialmente apdés a primeira
instrumentacdo, entretanto ndo foi o que ocorreu na maioria dos casos. Em
valores médios, de forma geral para todas medicacdes, houve um aumento no
numero de UFC, o que vem de encontro com os achados de Peters et al. (2002),
que também encontraram um aumento do numero de UFC apds o uso de 4

semanas de hidroxido de calcio como medicamento intracanal.

6.1.2.1. MICRORGANISMOS GRAM-NEGATIVOS E ENDOTOXINAS

A presenca de microrganismos Gram-negativos em dentes com polpa
necrosada e lesdes periapicais tem sido associado aos casos com sintomatologia
(Gomes et al., 2004; Jacinto et al,. 2003). Os resultados do presente estudo, em
que dentes assintomaticos foram avaliados, mostraram que espécies Gram-
negativas, como por exemplo, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas,
Capnocytophaga foram isoladas em mais de 30% do total de microrganismos
cultivaveis. Apds o preparo quimico-mecanico e utilizacdo de medicacao intracanal
houve uma tendéncia a diminuicdo dos microrganismos Gram-negativos em favor
dos Gram-positivos.

As bactérias Gram-negativas também tem sido associadas a reabsor¢des
Osseas periapicais (Sundqvist 1994), como resultado das defesas do hospedeiro.
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Para o hospedeiro a estrutura do LPS serve como padrdo ou sinal molecular que
indica a presenca de bactérias Gram-negativas, permitindo a identificacdo pelo
hospedeiro como “non-self” (Medzhitov & Janeway, 2000, 2002). Entretanto, o
LPS das bactérias Gram-negativas da cavidade bucal e seus componentes da
parte Lipide A parecem nao estimular a reagao inflamatéria na mesma intensidade
ou maneira que a classica reacao inflamatéria provocada pela endotoxina da E.
coli (Medzhitov & Janeway, 2000).

Estudos mostraram que bactérias Gram-negativas anaerébias da cavidade
oral, como por exemplo P. gingivalis, provocam reacdes reacdes inflamatérias
menos intensas que as causadas pelas enterobactérias (Takada & Galanos, 1987;
Isogai et al., 1988; Darveau et al., 1995; Cunningham et al., 1996; Cunningham et
al., 1999; Mansheim et al,. 1978; Ogawa et al., 1994). Nesses estudos foi
verificado que esses microrganismos nao induzem a reagdo de Shwartzman em
ratos (Mansheim et al.,, 1978; Fujiwara et al., 1990). A reacao de Shwartzman é
uma resposta inflamatdria intensa tipicamente associada a endotoxina da E. coli
(Takada & Kotani, 1992). Essas observacées revelam que as endotoxinas
envolvidas nas infec¢des orais possuem uma atividade biolégica muito baixa ou
nenhuma atividade (Takada & Kotani, 1989). Ainda mais importante elas causam
um padrao diferente no estimulo a mediadores da resposta imune (Ogawa &
Uchida, 1996; Tanamoto et al., 1997), quando comparado diretamente com a
endotoxina da E. coli. H4 evidéncias que o LPS das bactérias Gram-negativas
orais contém mecanismos independentes do TLR4 para ativagéo celular (Poltorak
et al., 1998; Qureshi et al., 1999) resultando em uma resposta imune in vivo
distinta (Pulendran et al., 2001).

Estudos tem avaliado a neutralizacdo dos efeitos da endotoxinas
provocados por diversas substancias auxiliares na terapia endodéntica, entretanto,
para tal tem—se empregado o LPS de E. coli em modelos de estudo in vitro
(Oliveira et al., 2005) ou in vivo com resposta induzida em cées (Silva et al., 2004;
Tanomaru et al., 2003). Visto que ha diferengcas nas respostas inflamatérias

promovidas pelo LPS das enterobactérias e das bactérias da cavidade bucal (P.
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gingivalis), os resultados dos experimentos com caes dificimente podem ser
comparados aos resultados do presente trabalho aonde foi investigada a situacao
clinica da reducdo nas quantidades de LPS presente em canais radiculares de
dentes humanos.

O teste utilizado para medir as quantidade de endotoxinas presentes nos
canais radiculares antes e apds os procedimentos endodénticos foi o teste
cromogénico limulus amebocyte lysate (LAL) test (QCL-1000). Este método utiliza
um lisado de limulus amebocyte modificado e uma coloragéao sintética produzida
pelo substrato, 0 que possibilita a quantificacdo de endotoxinas. Um estudo
recente avaliou a concentracao de endotoxinas presentes em canais radiculares
de dentes com necrose pulpar com e sem sintomatologia (Jacinto et al., 2005).
Entretanto, a concentracdo de endotoxinas em dentes assintomaticos foi muito
superior as encontradas no presente estudo. Uma possivel explicacao para o fato
€ que Jacinto et al. (2005) utilizaram 5 cones de papel para coletar as amostras
dos canais radiculares, enquanto que no presente estudo foi utilizado um cone
para a coleta. Fato este que, ndo altera a interpretagdo dos resultados na presente
pesquisa, pois todas as coletas foram realizadas com um cone de papel (C1, C2,
C4 e C5) e nosso objetivo foi comparar a quantidade de endotoxinas presentes
inicalmente com a reducdo das mesmas obtidas ap6s PQM e uso de medicagéao.

Outros estudos (Khabbaz et al. 2000, 2001) utilizando o mesmo método
para quantificar endotoxinas presentes em dentina cariada em dentes com polpa
inflamada encontraram valores médios de 0.157773 ng/mL. No presente estudo a
concentragdo de endotoxinas no interior dos canais radiculares de dentes
assintomaticos com necrose pulpar e ledes periapicais apresentaram valores
médios de 151.61 UE/mL (1000 UE/mL = 100 ng/mL), correspondendo a
aproximadamente 100 vezes mais que a endotoxina presente nas lesdes de carie.

Visto que o LPS é liberado durante a lise da parede celular, seria esperado
que houvesse um aumento na concentracdo de endotoxinas apds o0s
procedimentos endodénticos, o que nao ocorreu. O preparo quimico-mecanico foi
responsavel pela maior reducdo da quantidade de endotoxinas, aproximadamente

133



65% de reducao (porcentagem de valores medianos). Essa redugdo ocorreu
provavelmente devido a remocao mecanica dos debris durante o processo de
limpeza e modelagem dos canais, dificilmente por alguma propriedade da
clorexidina em neutralizar os efeitos das endotoxinas, visto que essa mesma
substancia foi utilizada como medicagdo intracanal por 7 dias e ndo houve
reducéo significativa.

Apo6s o tratamento com os medicamentos intracanais, era esperada uma
completa ou pelo menos uma grande reducdo das endotoxinas, especialmente
nos grupos que continham hidréxido de calcio. Nenhum dos trés medicamentos
testados foi capaz de eliminar as endotoxinas. Niveis mais elevados foram
encontrados nos grupos G1 (pasta de hidréxido de célcio) e G2 (Clorexina gel 2%)
que logo apods a instrumentacdo. Parece que no grupo da associacado entre
hidréxido de calcio e clorexidina (G3) ha um sinergismo entre os medicamentos,
encurtando o tempo necessario do hidréxido de célcio possuir alguma agéo sobre
o LPS. Varios trabalhos relatam que o tempo necessario para medicagdes
intracanais a base de hidréxido de calcio apresentarem atividade antimicrobiana
devem ser maiores que 7 dias (Cvek, 1973; Bystrom & Sundqvist, 1985; Reit &
Dahlen, 1988), na eliminacdo do LPS o tempo de 7 dias parece também nao ser
suficiente para sua completa neutralizacdo. Com relagéao ao grupo da clorexidina,
Tanomaru et al. (2003) verificaram que a clorexidina aquosa 2% nao foi capaz de
inativar a acdo do LPS em dentes de caes. Entretanto, nesse estudo, séo
comparados canais vazios com canais com medicacdo intracanal (Calen). Todos
0s grupos em que foram testadas as solucdes irrigadoras, incluindo um grupo com
clorexidina aquosa 2% os canais foram deixados vazios por 60 dias apéds
instrumentacao, favorecendo a recolonizagdo microbiana dos mesmos e
perpetuacdo das lesbes periapicais, ou seja, um nao reparo tecidual nesses
grupos.

Segundo Bartuff et al. (2005) verificaram que a porcdo de endotoxina
presente nas vesiculas da membrana correspondem a apenas 17%, enquanto que

as proteinases correspondem a 66% e os polissacarideos 21%. Ressaltam ainda
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que a presenca de endotoxinas em OMV parece ndo interferir no processo de
formacao de capilares, pois concentracoes inferiores a 100 pg/mL (equivalente a
1,0 x 10° UE/mL) nao sdo capazes de suprimir essa funcdo. As concentracdes de
endotoxinas encontradas no presente estudo e até mesmos as encontradas no
estudo de Jacinto et al. (2005) parecem nao ser nocivas ao processo de reparo.
As concentragbes de endotoxinas encontradas no interior dos canais radiculares
nao seriam suficientes inibir a formacdes capilares, fungcdo esta que quando
suprimida parcialmente pode levar a uma inflamacao crénica visto que os fatores
de viruléncia degradam o tecido, promovem uma resposta inflamatéria complexa e

previnem o reparo devido a falta de vascularizacéo.

6.1.2.2. MICRORGANISMOS GRAM-POSITIVOS

As bactérias Gram-positivas também sao freqlentemente isoladas de
canais radiculares, entretanto apenas poucas espécies desse grupo de
microrganismos tem sido reconhecida por estar diretamente relacionada a
periodontite apical (Sjogren et al., 1988; Pinheiro et al., 2003). A parede celular
das bactérias Gram-positivas, que inclui entre seus componentes peptideoglicano
e acido lipoteicoico que também sao capazes de influenciar reagdes inflamatérias.
Os peptideoglicanos ativam o sistema complemento e atuam como um
estimulador de linfécitos B. O acido lipoteicoico induz reabsor¢do éssea e também
ativa o sistema complemento (Hausmann et al., 1975; Dewhirst, 1982; Heumann
et al., 1994).

Os resultados do presente estudo mostraram que 0s microrganismos
Gram-positivos foram freqlentemente encontrados em todas as coletas,
concordando com os achados de Gomes et al. (1996). Os bacilos Gram-positivos
constituem um importante segmento da flora remanescente, mantendo-se
presente mesmo depois da obturacdo dos canais radiculares (Molander et al.,
1998). Esses microrganismos foram freqiientemente encontrados entre 48 e 60%
em todas as coletas. Foi verificada que houve frequéncia elevada de Gram-
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positivos logo apds a remocao da medicacao intracanal (C5), especialmente os
bacilos Gram-positivos (18 em 30 microrganismos isolados no total). Os géneros
mais frequentemente isolados foram Actinomyces sp., Clostridium sp. e
Propionibacterium sp.

Os mecanismos pelos quais os microrganismos Gram-positivos mantém
viaveis nos canais radiculares ap6s o0s procedimentos endodénticos sao
determinados por interacbes entre espécies (Dahlen & Moéller 1992). Por isso,
deve haver um particular interesse em explorar os mecanismos pelos quais essas
espécies ingressam e permanecem no interior dos canais radiculares apés o
tratamento endoddntico e sua implicancia nas lesbes periapicais. As espécies
Actinomyces meyerii, Actinomyces israelii e Propionibacterium propionicum
parecem possuir habilidades de se estabelecer e sobreviver vivas em tecidos
periapicais, ou seja, fora dos canais radiculares (Happonen, 1986; Sjogren et al.,
1988; Clarridge & Zhang, 2002). Os Actinomyces sp. sao considerados
colonizadores primarios da cavidade bucal e sdo cruciais no desenvolvimento da
placa bacteriana (Yeung, 1999), além disso, tém se mostrado envolvido nas
infeccdes endodbnticas persistentes (Kalfas et al., 2001). A sobrevivéncia em
ambientes desprovidos de nutrientes pode ser devido a presenca de enzimas
extracelulares, por exemplo, aquelas envolvidas no metabolismo de uréia e
sucrose (Yeung, 1999). A espécie Propionibacterium propionicum, antigamente
chamada de Arachnia propionica, também é um habitante normal da cavidade
bucal e tem sido isolado em mono infeccbes ou infecgdes mistas, sua
patogenicidade ainda nao é esclarecida (Sjogren et al., 1988). No presente estudo
esses microrganismos foram isolados nas coletas apés o uso de medicamentos
intracanais, o que evidencia a dificuldade em combater infeccoées com a presenca
desses microrganismos tanto por meio do preparo quimico-mecanico como pelo

uso de medicamentos intracanais.

Outras espécies de bacilos Gram-positivos, em menor freqiéncia, também

se mostraram presentes, principalmente nas amostras iniciais como Eubacterium
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sp., ou mesmo Bifidobacterium sp., 0s quais persistiram mesmo apdés o uso de
medicacado intracanal. Eubacterium sp. € um microrganismo assacarolitico,
isolado em lesbes cariosas, bolsas periodontais e abscessos dento-alveolar
(Goodacre et al., 1996). Bifidobacterium sp. € um comensal humano intestinal e
tem seu uso aplicado como probidtico. A maioria das espécies colonizadoras da
cavidade bucal é considerada transitéria (Orhage & Nord, 2000). Interessante é
que esses microrganismos permaneceram no interior dos canais radiculares
mesmo apos os procedimentos endoddnticos, mostrando-se ser resistentes ao
tratamento e até o momento ndo ha conhecimento sobre seu potencial patogénico

nas periodontites apicais.

Os Gram-positivos, bacilos e cocos, mostraram ser resistentes a terapia
endodéntica, podendo permanecer no interior dos canais radiculares e periapices,
podendo ser responsaveis pelas infeccoes persistentes.

6.1.3. EFEITO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS SISTEMICOS SOBRE
MICRORGANISMOS

Foram submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana (método do
E-test, AB BIODISK, Solna, Suécia) as bactérias anaerdbias estritas do género
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella isoladas dos
canais radiculares estudados. Foram incluidas também as espécies

Propionibacterium propionicum e Propionibacterium acnes.

Como regra geral, um periodo de 24 horas de incubagédo nao é suficiente
para obter um resultado do E-test possivel de ser interpretado, quando se testa
microrganismos anaerobios estritos. Estudo de Rosenblatt & Gustafson (1995)
relatou que 64% das cepas anaerdbias testadas pelo E-test puderam ser
interpretadas apds 24 horas de incubagédo. No entanto, 95% dos mesmos testes
puderam ser interpretados ap6s 48 horas de incubacdo, semelhante ao que

ocorreu no presente estudo.
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As concentracgdes inibitorias minimas determinadas pela NCCLS tém sido
usadas em varios estudos bacteriologicos (Nachnani et al, 1992; van-
Steenbergen et al., 1993; Rosenblatt & Gustafson, 1995; Poulet et al., 1999;
Kuriyama et al., 2000; Kuriyama et al., 2001). Entretanto as CIM determinadas
pela NCCLS podem ser muito rigorosas para alguns antibiéticos, uma vez que
estdo abaixo da concentracdo do antibidético nos tecidos. Além disso,
microganismos resistentes a determinado antibiético de acordo com o critério da
NCCLS, clinicamente podem ser suscetiveis ao mesmo antibiético, pois pode
haver influéncia de fatores, como a localizacdo da infeccdo e dose administrada
(Kuriyama et al., 2000).

Apesar da penicilina G (benzilpenicilina) ser um dos agentes
antimicrobianos testados no presente estudo, ela é de pouco uso na pratica
clinica, devido sua administracao ser via intramuscular. Para maior seguranca do
paciente é recomendavel a administracdo da benzilpenicilina em ambientes
hospitalares devido & chance de anafilaxia fatal (Newman & Kornman, 1997). Em
casos extremos pode ser uma droga de escolha justamente por atingir seu pico
de acédo entre 30 e 45 minutos. No presente estudo 40% das Prevotella
intermedia mostraram resisténcia a benzilpenicilina, 25% das Prevotella oralis,
10% dos Propionibacterium propionicum. Jacinto et al. (2003) encontrou 62,5%
dos isolados clinicos de P. intermedia/nigrescens sensiveis a penicilina G e
Entretanto, a maioria das Prevotella intermedia/nigrescens testadas por Dahlén et
al. (1990) foi sensivel a penicilina G. Ja Appelbaum et al. (1990) encontraram 52%
das cepas de P. intermedia/nigrescens resistentes a penicilina. Os autores
justificaram essa resisténcia devido a produgédo de B-lactamase. Kuriyama et al.
(2000) encontraram mais de 70% dos BPPN suscetiveis a penicilina G, porém
utilizaram metodologia diferente do E-test.

Ja a amoxicilina, uma penicilina de espectro ampliado (penicilina V), a qual
pode ser administrada via oral, € a droga de primeira escolha na pratica clinica.

Os resultados do presente estudo mostram que todos microrganismos testados
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foram suscetiveis a amoxicilina. Sousa et al. (2003) avaliaram isolados clinicos da
mesma localidade (FOP-UNICAMP) e verificaram que todos microrganismos
foram sensiveis a amoxicilina. Lana et al. (2001) verificaram que 96,3%
anaerobios estritos isolados de canais radiculares estritos foram suscetiveis a
amoxicilina. Ja van Winkelhoff et al. (2005) observaram “breakpoints” mais

elevados para varios microrganismos provenientes da Espanha.

Como era de se esperar a associacdo amoxicilina e acido clavulanico
também foi eficaz contra todas as cepas testadas. Estes resultados estdo de
acordo com os estudos de Cullmann et al. (1993), Duerden (1995), Sousa et al.
(2008), Jacinto et al. (2003, 2006).

O cefaclor também pertence a familia das beta-lactamases, como os
agentes quimioterapicos descritos anteriormente, vinte por cento dos isolados
clinicos de Propionibacterium acnes e 10% dos de Propionibacterium propionicum
mostraram ser resistentes a esse quimioterapico. Jacinto et al. (2003) testaram a
susceptibilidade do cefaclor e verificaram que todos microrganismos avaliados
foram sensiveis, entretanto eles ndo testaram contra Propionibacterium acnes e
nem Propionibacterium propionicum. De acordo com Schellack (2004), existe uma
possibilidade de 12% de hipersensibilidade cruzada entre as penicilinas e as
cefalosporinas. Entdo, ndo deve ser prescrita para pacientes que apresentam
reacdo de hipersensibilidade imediata a penicilina, uma vez que eles podem

também ser alérgicos a outros antibiéticos -lactamicos (Kuriyama et al., 2000).

A eritromicina e clindamicina tém sido prescritas para pacientes alérgicos a
penicilina. Contudo tem sido observado que eritromicina ndo € efetiva contra
Fusobacterium spp. (Kuriyama et al., 2000, 2001). No presente estudo ambos
antibioticos foram efetivos contra aproximadamente 50% dos microrganismos

testados, resultado este de acordo com Jacinto et al. (2003).

A azitromicina, também pertence ao grupo dos macrolideos, como a
eritromicina, entretanto € um novo macrolideos, o que possibilita uma Unica dose

diaria. Apresentou resisténcia em 20% dos isolados de P. propionicum e P.
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magnus e 10% dos isolados de P.acnes. Jacinto et al. (2003) verificaram que 8 de
20 dos isolados de P gingivalis foram resistentes a esse agente antibacteriano.

A Clindamicina tém sido totalmente efetiva contra anaerdbios Gram-
negativos, particularmente BPPN (Nachnani et al., 1992; van-Steenbergen et al.,
1993; Kuriyama et al., 2000, Jacinto et al., 2003). No presente estudo este
antimicrobiano apresentou efetividade relativa contra os isolados clinicos

testados.

Todos anaerdbios estritos testados foram suscetiveis a amoxicilina e
amoxicilina + acido clavulanico, o que também foi encontrado por Jacinto et al.
(2003) e outros estudos que usaram diferente metodologia (diluicao em agar)
(Kuriyama et al., 2000, 2001).

A clindamicina e o metronidazol podem ser recomendados para pacientes
nos quais a terapia antimicrobiana com penicilina ou amoxicilina, que sado os
antibiéticos de primeira escolha, tenham falhado (Lewis et al., 1993). Porém vale
lembrar que o Metronidazol nao foi efetivo contra as espécies do género
Propionibacterium. A Amoxicilina + acido clavulanico pode ser uma boa escolha
(Schellack, 2004) como antibidtico substitutivo, entretanto seu alto custo pode ser
um fator limitante na escolha deste medicamento (Lewis et al., 1993).

Diferengas entre resultados de varios estudos pode ocorrer, ndo somente
devido a diferentes metodologias utilizadas, mas também devido a fatores como
épocas em que sao realizadas as pesquisas, ou areas geograficas onde sao
feitos os testes, como reportado por van Winkelhoff et al. (2005). Devido a este
fato, torna-se importante a realizacao de estudos periddicos, pois os protocolos

estabelecidos para uso de antibacterianos podem néo ser universais.
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7. CONCLUSAO

1.

A microbiota dos canais radiculares de dentes com polpa necrosada e
assintomatica é heterogénea, formada principalmente por anaerdbios

estritos (principalmente os bacilos Gram-positivos) .

Os microrganismos mais freqiientemente isolados em todas as etapas do
tratamento endodéntico foram os anaerdbios Gram-positivos, em especial
os bacilos: Actinomyces sp., Propionibacterium sp., Clostridium sp. e
Bifidobacterium sp., os quais foram encontrados mesmo apds o preparo

quimico-mecénico e uso de medicacao intracanal.

Houve uma alteracdo da microbiota durante as etapas dos procedimentos
endoddnticos.

O preparo quimico-mecanico foi responsavel pela maior redugéo
microbiana, entretanto, nem a instrumentagcédo, nem o uso de medicamentos
intracanais promoveram a esterilizacdo dos canais radiculares. O
procedimento endodéntico poderia ser concluido na primeira sessao de

atendimento.

Nao se deve deixar canais sem medicacao intracanal entre sessdes de

atendimento.

As endotoxinas estavam presentes em todas as amostras analisadas. O
preparo quimico-mecanico foi a etapa responsavel pela maior reducao na
quantidade de endotoxinas dos canais radiculares, mas nao foi capaz de
elimina-las, assim como nenhuma das medicagdes intracanais utilizadas

pelo periodo de 7 dias.
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7. A amoxicilina ou amoxilina + &cido clavulanico devem ser as medicacdes de
primeira escolha quando necessario o emprego de um agente
antimicrobiano via sistémica, para pacientes alérgios aos beta-lactamicos a
azitromicina seria uma alternativa.
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ANEXOS

DADOS CLINICOS E LABORATORIAS DOS PACIENTES
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Caso: 1

Idade: 33

Dente: 22

Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao:4 mm
Sem fistula

Coleta | UFC n° de Identificagao Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados

1.1 10000 4 Propionibacterium propionicum Bacilo G+ A 187,283 1.1.2/1.1.4
Actinomyces meyeri Bacilo G+ F 1.1.3
Gemella morbillorum Coco G+ CO2 1.1.6

Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 1.1.9

1.2 20 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 95,291 1.2.1

1.3 40 1 Streptococcus salivarius CocoG+ F - 1.3.1

14 0] 0 108,283

1.5 0] 0 95,291

1.6 1] 0 -

F: anaerdbio facultativo; A: anaerobio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test
N¢ congelamento Microrganismos
1.1.2 Propionibacterium propionicum
1.1.3 Propionibacterium acnes
1.2.1 Propionibacterium propionicum
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Caso: 2
Idade: 20 anos
Dente: 11

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%
Tamanho da lesao:10 mm

Sem fistula
Coleta | UFC ~ n°de Identificacado Morfologia/ TESTE LAL coédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
2.1 442000 5 Eubacterium lentum Bacilo G+ A 71,917 2.1.2/21.4
Gemella morbillorum Coco G+ CO» 213
Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A 215
Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 2.1.6/2.1.7/2.1.8
Actinomyces odontolyticus Bacilo G+ F 21.9
2.2 1] 0 62,072
23 960 1 Streptococcus mitis Coco G+ F - 2.3.1
24 1] 0 33,541
25 100 3 Neisseria subflava Coco G- F 34,145 2.5.1
Actinomyces meyery Bacilo G+ F 25.2
Aerococcus viridans CocoG+ F 254
2.6 540 5 Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 2.6.2
Clostridium butyricum Bacilo G+ A 2.6.3/2.6.8
Veillonella spp Coco G- A 26.4
Clostridium acetobutylicum | Bacilo G+ A 2.6.5
Fusobacterium nucleatum Bacilo G+ A 2.6.6

F: anaerdbio facultativo; A: anaerodbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N2 congelamento

Microrganismos

2.1.5
2.1.6/2.1.7/2.1.8
2.6.6

Propionibacterium propionicum
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium nucleatum
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Caso: 3

Idade: 34 anos

Dente: 22

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 5 mm
Sem fistula

Coleta | UFC n®de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL coédigo
microrganismos Requerimento EU/mL | congelamento
diferentes gasoso
encontrados
3.1 1000000 5 Gemella morbillorum Coco G+ CO.| 214,569 3.1.1
Eubacterium lentum Bacilo G+ A 3.1.2
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 3.1.3
Bacteroides gracilis Bacilo G- A 3.1.4
Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 3.1.5
3.2 0] 0 53,031
3.3 7000 4 Veillonella spp. Coco G- A - 3.3.1/3.3.5
Streptococcus mitis Coco G+ F 3.3.2/3.3.3
Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 3.34
Eubacterium limosum Bacilo G+ A 3.3.6
3.4 0] 0 26,433
3.5 1] 77,876
3.6 1200 2 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 3.6.1
Actinomyces viscosus Bacilo G- F 3.6.2/3.6.4

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N¢ congelamento

Microrganismos

3.1.3
3.1.5
3.34
3.6.1

Propionibacterium acnes
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium nucleatum
Propionibacterium acnes
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Caso: 4
Idade: 20 anos
Dente: 12

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 10 mm

Sem fistula
Coleta | UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL | congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
41 25000 4 Gemella morbillorum Coco G+ CO» 45,128 41.1/41.3
Streptococcus mitis Coco G+ F 41.2
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 415
Actinomyces viscosus Bacilo G+ F 41.8/ 41.9/
4.1.10
4.2 0 0 40,306
4.3 2000 2 Propionibacterium propionicum Bacilo G+ A - 4.3.3/4.3.8
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 43.4
4.4 0 0 48,008
4.5 0 44,325
4.6 3600 2 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A - 3.6.1
Saphylococcus xylosus Coco G+ F 3.6.2/3.6.4

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ :

E-test

Gram positivo; G-: Gram negativo

N2 congelamento

Microrganismos

3.1.3
3.1.4
3.6.1

Propionibacterium acnes
Fusobacterium nucleatum
Propionibacterium acnes
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Caso: 5
Idade: 19 anos
Dente: 21

Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 10 mm

Com fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
5.1 760000 5 Eubacterium lentum Bacilo G+ A 124,96 51.1
Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 51.2
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 5.1.3
Micrococcus spp Coco G+ F 5.1.4
Haemophilus aprophylus Cocobacilo G- F 515
5.2 400 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 54,303 5.2.1
5.3 10000 2 Capnocytophaga spp Bacilo G+ A - 5.3.1
Fusobacterium necrophorum Bacilo G- A 5.3.3
5.4 1] 0 67,028
5.5 0] 0 102,993
5.6 1200 3 Streptococcus pneumoniae Coco G+ F 5.6.1
Capnocytophaga spp Bacilo G+ A 5.6.2/5.6.3
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N¢ congelamento

Microrganismo

51.2
5.1.3
5.2.1
5.3.3
5.6.3

Propionibacterium acnes
Fusobacterium nucleatum
Propionibacterium acnes
Fusobacterium necrophorum
Propionibacterium acnes
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Caso: 6

Idade: 19 anos

Dente: 22
Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 6 mm

Com fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
6.1 96000 2 Lactobacillus lactis lactis Bacilo G- F 59,97 6.1.1
Actinomyces viscosus Bacilo G+ F 6.1.4
6.2 0] 0 47,003
6.3 | 16000 3 Eubacterium faecium Bacilo G+ F - 6.3.1/ 6.3.4
Actinomyces viscosus BaciloG+ F 6.3.2/6.3.3
Actinomyces meyeri BaciloG+ F 6.3.4
6.3.6
6.4 200 1 Propionobacterium acnes Bacilo G+ A 53,701 6.4.1
6.5 1000 1 Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F| 149,405 6.5.1
6.6 80000 3 Streptococcus sanguis Coco G+ F - 6.6.1
Streptococcus mitis Coco G+ F 6.6.3
Aerococcus viridians Coco G+ F 6.6.5

F: anaerdbio facultativo; A: anaerobio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N2 congelamento

Microrganismo

6.4.1

Propionobacterium acnes
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Caso: 7

Idade: 33 anos

Dente: 12

Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 6 mm
Sem fistula

Coleta| UFC n®de Identificacdo Morfologia/ TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados

71 44000 5 Prevotella oralis Bacilo G- A 116,052 711
Haemophilus haemolyticus | Cocobacilo G- A 7.1.2
Micrococcus spp Coco G+ A 713
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 7.1.4
Prevotella loeschi Bacilo G- A 715
7.2 460 1 Prevotella oralis Bacilo G- A 22,291 7.2.1
7.3 2000 2 Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A - 7.3.1
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 7.3.3

7.4 0] 0 60,465
7.5 2120 6 Actinomyces israelli Bacilo G+ F 63,546 7.5.2
Clostridium argentinense Bacilo G+ A 7.5.3
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 7.5.4
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 7.5.6
Gemella morbillorum Coco G+ CO: 757
Actinomyces odontolyticus Bacilo G+ F 7.5.8

7.6 0] 0 -

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test
N2 congelamento Microrganismo
711 Prevotella oralis
71.4 Propionibacterium acnes
715 Prevotella loeschi
7.21 Prevotella oralis
7.3.1 Fusobacterium nucleatum
7.3.3 Peptostreptococcus prevotti
7.5.4 Propionibacterium acnes
7.5.6 Peptostreptococcus prevotti
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Caso:8
Idade: 31 anos
Dente: 22

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 8 mm

Sem fistula
Coleta| UFC n®de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
8.1 7600 5 Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 49,95 8.1.1
Peptostreptococcus magnus Coco G+ A 8.1.2
Gemella morbillorum Coco G+ CO2 8.1.3
Clostridium tyrobotiriaum Bacilo G+ A 8.15
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ A 8.1.6
8.2 160 2 Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 36,69 8.2.1
Peptostreptococcus magnus Coco G+ A 8.2.2
8.3 44000 1 Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A - 8.3.1
8.4 20 1 Bacteroides ureolyticus Bacilo G- F 93,616 8.4.1
8.5 20 0 Aerococcus viridans 192,267
Neysseria spp.
Actinomyces meyery
8.6 0] 0 -

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N2 congelamento

Microrganismo

8.1.1
8.1.2
8.2.1
8.2.2
8.3.1

Fusobacterium nucleatum
Peptostreptococcus magnus
Fusobacterium nucleatum
Peptostreptococcus magnus
Fusobacterium nucleatum
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caso: 9
Idade: 33 anos
Dente: 12

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 8 mm

Sem fistula
Coleta | UFC n®de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados

9.1 25000 4 Prevotella intermedia Bacilo G- A 38,363 9.1.1
Actinomyces viscosus Bacilo G+ F 9.1.3
Clostridium sporogens Bacilo G+ A 9.1.4
Gemella morbillorum Coco G+ CO2 9.15

9.2 %] 0 30,768

9.3 200200 2 Gemella morbillorum Coco G+ COo - 9.3.1
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 9.3.2

9.4 %] 0 23,488

9.5 280 3 Veillonella Coco G- A 41,509 9.5.1
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 9.5.2
Gemella morbillorum Coco G+ CO» 9.5.3

9.6 20 1 Aerococcus viridians Coco G+ F - 9.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaerébio; CO,: CO, dependente; G+ :

E-test

Gram positivo; G-: Gram negativo

N2 congelamento

Microrganismo

9.1.1
9.3.2

Prevotella intermedia
Propionibacterium acnes
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Caso: 10
Idade: 32 anos
Dente: 11

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 14 mm

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
10.1 370000 2 Prevotella oralis Bacilo G- A| 206,265 10.1.1
Provotella denticola Bacilo G- A 10.1.2
10.2 680 1 Prevotella denticola Bacilo G- A 47,07 10.2.1
10.3 3000 1 Peptostreptococcus micros Coco G+ A - 10.3.1
104 %] 0 138,086
10.5 600 1 Actinomyces viscosus Bacilo G+ F 67,631 10.5.1
10.6 %] 0 -

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N2 congelamento

Microrganismo

10.1.1
10.1.2
10.2.1
10.3.1

Prevotella oralis

Provotella denticola
Provotella denticola
Peptostreptococcus micros
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Caso: 11
Idade: 29 anos
Dente: 12

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 3 mm

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados

111 60000 2 Propionibacterium propionicum Bacilo G+ A| 201,643 11.1.1
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 11.1.2

11.2 0] 0 74,462
11.3 20000 1 Actinomyces viscosus Bacilo G+ F - 11.3.1

11.4 1] 0 97,233

11.5 0] 0 221,40
11.6 6000 3 Clostridium difficile Bacilo G+ A - 11.6.1
Peptostreptococcus magnus Coco G+ A 11.6.2
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 11.6.3

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N¢ congelamento

Microrganismo

11.6.3
11.1.1
11.6.2

Propionibacterium acnes
Propionibacterium propionicum
Peptostreptococcus magnus
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Caso: 12
Idade: 45 anos
Dente: 22

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%

Tamanho da lesao: 4 mm

Sem fistula
Coleta | UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados

12.1 | 260000 4 Prevotella loeschei Bacilo G- A| 122,573 12.1.1
Fusobacterium necrophorum Bacilo G- A 12.1.2
Prevotella buccae Bacilo G- A 12.1.3
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 12.1.4

12.2 0] 0 73,0411
12.3 80 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A - 12.3.1

12.4 0] 0 174,556

12.5 0] 0 21,659
12.6 40 1 Propionobacterium acnes Bacilo G+ A - 12.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N2 congelamento

Microrganismo

Propionobacterium acnes

P. loeschei

F. necrophorum

P. buccae
P. acnes
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Caso: 13
Idade: 24 anos
Dente: 11
Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 3 mm

Com fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
13.1 30000 1 A. odontolyticus BaciloG+ A| 171,853 13.1.1
13.2 0] 0 51,284
13.3 0] 0 -
13.4 0] 0 69,173
13.5 900 2 Gemella morbillorum Coco G+ CO2 38,456 13.5.3
Clostridium argentinense Bacilo G+ A 13.5.4
13.6 200 1 Peptpstreptococcus prevotti Coco G+ A - 13.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaeroébio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N¢ congelamento

Microrganismo

13.6.1

Peptostreptococcus prevotti
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Caso: 14

Idade: 40 anos

Dente: 11

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 4 mm

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
141 150600 4 Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A| 165,565 1411
Eubacterilum lentum Bacilo G+ A 14.1.2
Porphyromonas endodontalis Bacilo G- A 14.1.3
Prevotella intermedia Bacilo G- A 14.1.4
14.2 (%] 0 51,284
14.3 400 2 Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A - 14.3.2
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 14.3.1
14.4 (%] 0 71,762
14.5 0 57,151
14.6 4000 1 Aerococcus viridans Coco G+ F - 14.6.1

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

N¢ congelamento

Microrganismo

1411 Peptostreptococcus prevotti
14.1.3 Porphyromonas endodontalis
1414 Prevotella intermedia

122? Peptostreptococcus prevotti

Propionibacterium acnes
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Caso: 15

Idade: 35 anos

Dente: 11
Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 2 mm

Sem fistula
Coleta | UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados

15.1 81000 4 Eubacterilum lentum Bacilo G+ A| 144,329 15.1.1
Veillonella spp. Coco G- A 15.1.3
Clostridium spp. Bacilo G+ A 15.1.4
Eubacterilum limosum Bacilo G+ A 15.1.5
15.2 20 1 Peptostreptococcus micros CocoG+ A 117,48 15.2.1
15.3 3000 1 Eubacterium limosum Bacilo G+ A - 15.3.1

15.4 (%] 0 71,762

15.5 0 57,151
15.6 20 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A - 15.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

15.2.1
15.6.1

Peptostreptococcus micros
Propionibacterium acnes
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Caso: 16

Idade: 34 anos

Dente:12

Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 6 mm
Sem fistula

Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados
16.1 117000 2 Gemella morbillorum Coco G+ CO2| 179,568 16.1.1
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 16.1.2
16.2 240 1 Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F| 172,856 16.2.1
16.3 0] 0 -
16.4 0] 0 148,153
16.5 0 12,57
16.6 20 1 Streptococcus oralis Coco G+ F - 16.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaeroébio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

16.6.1

188



Caso: 17
Idade: 19 anos
Dente: 44

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%

Tamanho da lesao: 7 mm

Sem fistula

Coleta | UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
171 1940 4 Eubacterilum lentum Bacilo G+ A| 172,162 1711
Bifidobacterium adolescentis | Bacilo G+ A 17.1.2
Actinomyces meyery Bacilo G+ F 17.1.3
Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 17.1.4
17.2 490 4 Eubacterilum lentum Bacilo G+ A| 85,887 17.21
Bacteoides spp. Bacilo G- A 17.2.2
Peptostreptococcus micros Coco G+ A 17.2.3
Clostridium spp. Bacilo G+ A

17.3 | 60000 2 Clostridium spp. Bacilo G+ A - 17.3.1
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 17.3.3
17.4 140 3 Peptostreptococcus micros Coco G+ A 55,483 17.4.1
Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A 17.4.2
Actinomyces odontolyticus Bacilo G+ A 17.43
17.5 360 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A| 52,894 17.5.1
17.6 200 1 Propionibacterium granulosum Bacilo G+ A - 17.6.2

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

17.3.3
17.4.1
17.5.1
17.4.2
17.5.1
17.6.2

Peptostreptococcus micros
Peptostreptococcus prevotti
Peptostreptococcus micros
Propionibacterium propionicum
Propionibacterium acnes
Propionibacterium granulosum
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Caso: 18
Idade: 55 anos
Dente: 31

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 13 mm

Sem fistula

Cole UFC - n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo

ta microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados

18.1 | 552000 7 Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 71,365 18.1.1

Prevotella oralis Bacilo G- A 18.1.2

Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 18.1.3

Clostridium tyrobutyricum Bacilo G+ A 18.1.4

Eubacterium limosum Bacilo G+ A 18.1.5

Porphyromonas endodontalis | Bacilo G- A 18.1.6

Prevotella intermedia Bacilo G- A 18.1.8

18.2 240 3 Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A 85,887 18.2.1

Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F 18.2.2

Clostridium tyrobutyricum Bacilo G+ A 18.2.3

18.3 | 1230000 4 Prevotella intermedia Bacilo G- A - 18.3.1
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 18.3.2/18.3.7

Fusobacterium nucleatum Bacilo G- A 18.3.3

Gemella morbillorum Coco G+ COz 18.3.6

18.4 740 2 Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A | 116,688 18.4.1

Bifidobacterium spp. Bacilo G+ A 18.4.2

18.5 720 3 Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A 93,333 18.5.1

Capnocytophaga spp. Bacilo G- A 18.5.2

Bifidobacterium spp. Bacilo G+ A 18.5.3

18.6 4320 2 Gemella morgbilorum Coco G+ CO» - 18.6.2

Eubacterium limosum. Bacilo G- A 18.6.1

F: anaerdbio facultativo; A: anaeroébio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

18.1.2
18.1.3
18.1.8
18.3.7
18.2.1
18.3.1
18.3.3
18.4.1
18.5.1

Propionibacterium propionicum
Actinomyces naeslundii
Prevotella intermedia
Peptostreptococcus prevotti
Propionibacterium propionicum
Prevotella intermedia
Fusobacterium nucleatum

Propionibacterium propionicum
Propionibacterium propionicum
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Caso: 19

Idade: 55 anos

Dente: 41

Medicacgado: CHX gel 2%
Tamanho da lesao: 12

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
19.1 400 2 Clostridium spp. Bacilo G+ A| 124,887 19.1.1
Bifidobacterium spp. Bacilo G+ A 19
19.2 40 1 Lactobacilus acidophillus Bacilo G+ F 108,854 19.2.1
19.3 4000 2 Bifidobacterium adolecentis 1 Bacilo G+ A - 19.3.1
Clostridium spp. Bacilo G+ A 19.3.2
19.4 20 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A | 120,484 19.4.1
19.5 8000 2 Capnocytophaga spp Bacilo G- A| 177,835 19.5.2
Bifidobacterium spp Bacilo G+ A
19.6 | 47200 3 Actinomyces naeslundii Bacilo G+ F - 19.6.1
Propionibacterium propionicum | Bacilo G+ A 19.6.2
Trichosporon spp1 Fungo F 19.6.3

F: anaerébio facultativo; A: anaerdébio; CO,: CO, dependente; G+ :

E-test

Gram positivo; G-: Gram negativo

n® congelamento

Microrganismo

19.4.1
19.6.2

Propionibacterium acnes
Propionibacterium propionicum
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Caso: 20
Idade: 28 anos
Dente: 21

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 7

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL cédigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
20.1 | 2680000 2 Clostridium spp Bacilo G+ A| 173,608 20.1.1
Capnocytophaga spp Bacilo G- A 20.1.3
20.2 140 2 Clostridium paraputrificum Bacilo G+ A | 146,412
Propionibacterium acnes Bacilo G+ A
20.3 | 1130000 3 Capnocytophaga spp Bacilo G- A -
Clostridium paraputrificum Bacilo G+ A
Lactobacilus acidophillus Bacilo G+ F
20.4 600 1 Gemella morbillorum Coco G+ CO2 | 108,922
Lactobacilus acidophillus Bacilo G+ F
20.5 20 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A| 101,501 20.5.1
20.6 2600 2 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A - 20.6.1
Lactobacillus spp. Bacilo G- A 20.6.2

F: anaerdbio facultativo; A: anaeroébio; CO,: CO, dependente; G+ :

E-test

Gram positivo; G-: Gram negativo

n? congelamento

Microrganismo

20.2.2
20.5.1
20.6.1

Propionibacterium acnes
Propionibacterium acnes
Propionibacterium acnes
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Caso: 21
Idade: 54 anos
Dente: 43

Medicagao: Ca(OH). + CHX gel 2%

Tamanho da lesao: 5 mm

Sem fistula
Coleta | UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes
gasoso
encontrados

211 2000 1 Capnocytophaga spp Bacilo G- A 62,08 21.1.1
21.2 20 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 3,88 21.2.1
21.3 40 2 Capnocytophaga spp Bacilo G- A - 21.3.1
Bifidobacterium spp Bacilo G+ A 21.3.2
21.4 600 1 Capnocytophaga spp 84,187 21.41

21.5 0] 0 7,508
21.6 52600 3 Gemella morgbilorum Coco G+ CO2 - 21.6.1
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 21.6.2
Haemophilus haemolysans Bacilo G- A 21.6.3

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

21.2.1
21.6.2

Propionibacterium acnes
Peptostreptococcus prevotti
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Caso: 22
Idade:27 anos
Dente: 11

Medicagao: CHX

Tamanho da lesao: 14 mm

Sem fistula
Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
22.1 | 456666 2 Eubacterium limosum Bacilo G+ A| 135,351
Clostridium bifermentans Bacilo G+ A
22.2 0 0 39,669
22.3 2000 1 Clostridium acetobutylicum Bacilo G+ A - 22.3.1
224 0 49,237
22.5 0 56,874
22.6 20 1 Clostridium spp Bacilo G+ A - 22.6.1

F: anaerébio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO,dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo
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Caso: 23

Idade: 23 anos

Dente: 12

Medicacao: Ca(OH).
Tamanho da lesao: 14 mm
Sem fistula

Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL | congelamento
diferentes gasoso
encontrados

23.1 30000 2 Propionibacterium acnes Bacilo G+ F| 41,107 23.1.1
Clostridium spp. Bacilo G+ A 23.1.2

23.2 0 22,938

23.3 0 -

23.4 0 32,661
23.5 14 Propionibacterium acnes Bacilo G+ F 35,581 23.5.1
Clostridium argentinense Bacilo G+ A 23.5.2
23.6 | 100000 Propionibacterium acnes Bacilo G+ F - 23.6.1
Listeria Bacilo G- A 23.6.2.
Veillonella spp. Coco G- A 23.6.3

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test
n? congelamento Microrganismo
23.1.1 Propionibacterium acnes
2351 Propionibacterium acnes
23.6.1 Propionibacterium acnes

195



Caso:

Idade:

24
37 anos

Dente: 12

Medicacdo: Ca(OH).+ CHX gel 2%

Tamanho da lesao: 6 mm

Com fistula

Coleta| UFC ~ n%de Identificacdo Morfologia/ | TESTE LAL codigo
microrganismos Requerimento EU/mL congelamento
diferentes gasoso
encontrados
241 | 158000 3 Propionibacterium acnes BaciloG+ F| 62,938 2411
Prevotella intermedia Bacilo G- A 241.2
Prevotella assacharolitica Bacilo G- A 2413
24.2 2200 1 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A 56,29 24.2.1
24.3 | 2350000 3 Propionibacterium acnes Bacilo G+ F - 24.3.1
Peptostreptococcus prevotti Coco G+ A 24.3.2
Peptostreptococcus magnus Coco G+ A 24.3.3
24.4 300 1 Lactobacillus acidophillus BaciloG+ F| 41,735 24.41
24.5 40 Gemella morbillorum Coco G- A| 51,888 24.5.1
Lactobacillus spp. BaciloG+ F

24.6 100 Propionibacterium acnes Bacilo G+ A - 24.6.1
Lactobacillus lactis lactis Bacilo G+ F 24.6.2

F: anaerdbio facultativo; A: anaerdbio; CO,: CO, dependente; G+ : Gram positivo; G-: Gram negativo

E-test

n? congelamento

Microrganismo

2411
24.1.2
24.1.3
24.21
24.3.1
24.3.2
24.3.3
24.6.1

Propionibacterium acnes
Prevotella intermedia
Prevotella assacharolitic
Propionibacterium acnes
Propionibacterium acnes
Peptostreptococcus prevotti
Peptostreptococcus magnus
Propionibacterium acnes
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ANEXOS

CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO
ESPECIFICO PARA A PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO ESPECIFICO PARA
A PESQUISA

TITULO: “Acéo antimicrobiana de medicamentos locais e sistémicos sobre
microrganismos e endotoxinas isolados de canais radiculares infectados”

O objetivo deste estudo sera avaliar a acao antimicrobiana da medicagao
intracanal, que é utilizada entre sessdes, para preencher os espacos dos canais
radiculares. Essa medicagcdo, como o proprio nome diz, pode ter efeito
medicamentoso, auxiliando no combate da infec¢do e ativando a mineralizagao tos
tecidos duros, auxiliando no reparo.

Os microrganismos presentes na infeccdo endodéntica serdao isolados,
identificados.

Para que servira a sua participacao:

Os resultados obtidos irdo auxiliar na terapia endodéntica, ajudando a entender os
insucessos, que acontecem mesmo apds 0 emprego de técnicas adequadas. Com
esta pesquisa poderemos verificar quais 0s microrganismos que sobreviveram
apds o emprego da medicacgao, verificar se estes oferecem riscos ao sucesso da
terapia e ainda a possibilidade de pesquisar em laboratério a acdo dessas
medicacdes diretamente sobre 0s microorganimos.

Como serd feito?

A coleta de amostra de bactéria é simples e faz parte do tratamento de
canal que ja é realizado nesta Faculdade, ndo existindo outro método alternativo

para tal. Ela consiste em colocar uma ponta de papel absorvente estéril dentro do
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canal radicular, sendo que esta ponta absorvente ja é utilizada rotineiramente no
tratamento endodéntico, para secar o canal.

Os procedimentos a serem realizados serdo: assepsia durante toda a
tratamento de canal e durante a coleta de bactérias; colocagdo do isolamento
absoluto no paciente com a utilizacdo do lencol de borracha; descontaminacéo do
campo operatorio; confeccao da abertura coronaria do dente e, em seguida, a
coleta das bactérias com auxilio de gas nitrogénio, para manter as bactérias
anaerdbias (bactérias que nao vivem na presenca de oxigénio do ar) vivas. Esse
procedimento sera realizado com o uso de um cilindro de gés nitrogénio, ao qual
se encontra acoplado uma valvula de seguranga, uma mangueira e uma canula
sugadora, formando um dispositivo que direciona o0 gas somente para a regiao do
dente no qual sera realizada a coleta.

Nesta pesquisa, depois de secar o canal, a ponta de papel absorvente sera
colocada em um meio de cultura liquido (“meio” utilizado para manter as bactérias
coletadas vivas), que serd posteriormente analisado para verificacdo do
crescimento desses microrganismos.

O procedimento € indolor. Se caso venha sentir dor, esta dor ndo sera por
causa da coleta de bactéria e sim, devido a persisténcia dessa infecgdo nos
canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais (tecido que estd ao redor do
dente). Se a dor ocorrer fora dos dias marcados para a execug¢ao do tratamento,
vocé poderd ser atendido no Plantdo de Urgéncia da FOP-UNICAMP, que
funciona normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00 hs e de 13:30

as 17:30 hs, sendo que o atendimento realizado sera 0 mesmo de rotina do
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Plantdo, que é tirar a dor. Quanto ao tratamento do dente e a outro tipo de
tratamento, vocé sera orientado pelos profissionais do Plantdo a procurar a
Triagem da Faculdade ou outro tipo de Atendimento Odontoldgico, como ja é feito
com todos os pacientes que passam pelo Atendimento do Plantdo (somente o
alivio da dor e orientacao para outro tipo de atendimento).
Pode ocorrer algum risco?

Nao terd nenhum risco de vida ou mudanca no seu atendimento
convencional, j4 realizado diariamente nesta Faculdade.

O uso da ponta de papel absorvente para secar os canais radiculares faz
parte do tratamento de canal de rotina e ndo traz nenhum risco de vida.

Como ja mencionado o procedimento € indolor.

Durante todo o tratamento de canal e coleta de bactéria serdo utilizados

luvas e 6culos de seguranca para protecéao do operador e do paciente.

Quais sao os beneficios?

Os beneficios prestados estdo diretamente relacionados com o
desenvolvimento de um tratamento de canal mais eficaz, baseado nos resultados
da pesquisa clinica.

O procedimento de coleta de bactéria pode interferir no seu tratamento de
canal? Nao, o procedimento de coleta bacteriana néo ira interferir no tratamento

de canal e dessa maneira também nao ira interferir no sucesso do tratamento.
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Esclarecimentos sobre a pesquisa:

Se participar desta pesquisa, tera toda a liberdade de pedir esclarecimentos
sobre a metodologia (como é feito o trabalho) antes e durante a pesquisa,
podendo ou nao concordar em participar. Caso recuse, ndo havera prejuizo ao
seu tratamento, o qual sera prosseguido normalmente, com alivio da dor no
Plantao de Urgéncia e orientagao para a continuagao do tratamento.

Se recusar a participar ou retirar o seu consentimento em qualquer fase da

pesquisa, vocé nao sera penalizado e ndao havera prejuizo ao seu tratamento, o
qual sera prosseguido normalmente.
Apesar dos resultados clinicos e microbiologicos (estudo do tipo de bactéria
encontrada no canal) serem divulgados publicamente para fins académicos e
cientificos, sera preservada a sua privacidade quanto aos dados confidenciais que
possam a ser envolvidos nesta pesquisa.

Se participar desta pesquisa ndo tera nenhum gasto financeiro. Se por
acaso, houver necessidade de deslocamentos ou procedimentos adicionais para
coleta de amostra, além das necessarias para o tratamento de canal convencional,
os gastos com este deslocamento serdo ressarcidos. Se por acaso ocorrer algum
tipo de dano devido a coleta da amostra microbiol6gica, vocé sera ressarcido com
a reparacdo ao dano ocorrido durante ou devido a coleta da amostra
microbiolégica.

Se houver necessidade de consultas extra programadas para a coleta
microbiolédgica, ou seja além das consultas necessarias para o seu tratamento,

vocé recebera o ressarcimento dos gastos.
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Qualquer davida com relacao a pesquisa, podera nos encontrar através do
telefone 4305215 - Departamento de Endodontia, procurar por Profa Dra. Brenda
Paula Figueiredo de Aimeida Gomes ou Dra. Morgana Eli Vianna, Av. Limeira, 901

— Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP-UNICAMP.
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TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro, com a finalidade de participante, que eu, -----------=-====-m-mmmmmmmmmmm oo
--------------------------------- , me disponho a participar da pesquisa intitulada “Acao
antimicrobiana de medicamentos locais e sistémicos sobre microrganismos
e endotoxinas isolados de canais radiculares infectados” e permito a
divulgacdo dos dados clinicos e microbiolégicos obtidos desta pesquisa. Estou
ciente dos objetivos desta pesquisa e de todos os procedimentos e concordo com
a metodologia para coleta de amostras microbiologicas  do(s) dente(s)
submetido(s) ao tratamento endodbntico, na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba- UNICAMP. Estou também ciente de minha liberdade de recusar a
participar ou retirar o meu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem ser
penalizado e sem prejuizo ao meu tratamento, o qual serda prosseguido

normalmente.

Assinatura:

Local e data:
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ANEXOS

LISTA DE PUBLICAGCOES, PROJETOS, CO-ORIENTACOES
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ANEXOS

4. RESUMOS DE PUBLICACOES COMPLETAS SOBRE
MICROBIOLOGIA E TERAPIA ENDODONTICA (2003-2006)

4.1. MICROBIOLOGIA DOS CANAIS RADICULARES

Vianna M.E., Conrads G., Gomes B.P., Horz H.P. Identification and quantification
of archaea involved in primary endodontic infections. J Clin Microbiol. 2006:
44:1274-82.

Vianna ME, Horz HP, Gomes BP, Conrads G. Microarrays complement culture
methods for identification of bacteria in endodontic infections.Oral Microbiol

Immunol. 2005: 20:253-8.

Vianna ME, Gomes BP, Conrads G, Horz HP. Quantification and characterization

of Synergistes in endodontic infections. Oral Microbiol Immunol. in press
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Vianna ME, Conrads G, Gomes BP, Horz HP. Identification and quantification
of archaea involved in primary endodontic infections. J Clin Microbiol. 2006
Apr;44(4):1274-82

Members of the domain Archaea, one of the three domains of life, are a highly
diverse group of prokaryotes, distinct from bacteria and eukaryotes. Despite their
abundance and ubiquity on earth, including their close association with humans,
animals, and plants, so far no pathogenic archaea have been described. As some
archaea live in close proximity to anaerobic bacteria, for instance, in the human gut
system and in periodontal pockets, the aim of our study was to assess whether
archaea might possibly be involved in human endodontic infections, which are
commonly polymicrobial. We analyzed 20 necrotic uniradicular teeth with
radiographic evidence of apical periodontitis and with no previous endodontic
treatment. Using real-time quantitative PCR based on the functional gene mcrA
(encoding the methyl coenzyme M reductase, specific to methanogenic archaea)
and on archaeal 16S rRNA genes, we found five cases to be positive. Direct
sequencing of PCR products from both genes showed that the archaeal community
was dominated by a Methanobrevibacter oralis-like phylotype. The size of the
archaeal population at the diseased sites ranged from 1.3 x 10(5) to 6.8 x 10(5)
16S rRNA gene target molecule numbers and accounted for up to 2.5% of the total
prokaryotic community (i.e., bacteria plus archaea). Our findings show that archaea
can be intimately connected with infectious diseases and thus support the
hypothesis that members of the domain Archaea may have a role as human

pathogens.

PMID: 16597851 [PubMed - in process]
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Vianna ME, Horz HP, Gomes BP, Conrads G. Microarrays complement culture
methods for identification of bacteria in endodontic infections. Oral Microbiol
Immunol. 2005 Aug;20(4):253-8.

The aim of this study was to investigate the microbial composition of necrotic root
canals using culture methods and microarray technology. Twenty uniradicular teeth
with radiographic evidence of periapical bone loss and with no previous endodontic
treatment were selected for this study. For molecular diagnosis a DNA chip with 20
different species-specific, 16S-rDNA-directed catcher probes was used. The
microorganisms most frequently detected by the DNA chip were: Micromonas
micros, Fusobacterium nucleatum ssp., Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Veillonella parvula, Eubacterium nodatum, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces
odontolyticus, and Streptococcus constellatus. As expected, additional important
bacterial taxa were found by culture analysis, but microorganisms such as T.
forsythia and T. denticola could not be identified. In conclusion, microarrays may
provide significant additional information regarding the endodontic microbiota by
detecting bacterial species that are otherwise difficult or impossible to culture.

PMID: 15943771 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Vianna ME, Gomes BPFA, Conrads G, Horz HP. Quantification and
characterization of Synergistes in endodontic infections. Oral Microbiol
Immunol. In press

Bacterial species belonging to the Synergistes group have been recently reported
to be involved in human endodontic infections, and therefore may participate in the
etiology of the perirradicular diseases. The prime objective of this study was to
identify and quantify the species from the Synergistes group and also compare
their prevalence and abundance to the microbial community of species Prevotella
intermedia and Porphyromonas gingivalis, genus Treponema, and total bacteria
present in the root canals containg necrotic pulp tissue. We analyzed third-two
necrotic uniradicular teeth with radiographic evidence of apical periodontitis and
with no previous endodontic treatment. All teeth investigated were asymptomatic
and without periodontal disease. By use of real-time quantitative PCR based on
specific primers for Synergistes-group, 21.87% of the cases were positive. The
size of the Synergistes population ranged from 1.5x10° to 5.0x10*16S rRNA gene
targeted molecule numbers, and accounted 0.03% of the total bacteria community.
Prevotella intermedia was present in 15.63% of the infected root canals, while
Porphyromonas gingivalis in 28.12%, and Treponema sp. in 56.25%. Their
population of the total bacteria community coresponded to <0.1%, 0.2% and 0.35%
respectively. The prevelence and quantity of Synergistes are in the range of the
endodontopathogens, therefore they may participate from the etiology of the

perirradicular diseases in the primary endodontic infections.

221



4.2. REDUCAO MICROBIANA

Horz HP, Vianna ME, Gomes BP, Conrads G. Evaluation of universal probes and
primer sets for assessing total bacterial load in clinical samples: general
implications and practical use in endodontic antimicrobial therapy. J Clin
Microbiol. 2005: 43:5332-7.

Vianna ME, Horz HP, Gomes BP, Conrads G. In vivo evaluation of microbial

reduction after chemo-mechanical preparation of human root canals containing
necrotic pulp tissue. Int Endod J. 2006: 39:484-92.
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Horz HP, Vianna ME, Gomes BP, Conrads G. Evaluation of universal probes
and primer sets for assessing total bacterial load in clinical samples: general
implications and practical use in endodontic antimicrobial therapy. J Clin
Microbiol. 2005 Oct;43(10):5332-7.

Division of Oral Microbiology and Immunology, Department of Operative and
Preventive Dentistry & Peridontology, RWTH Aachen University Hospital, Aachen,

Germany.

By re-examining 10 previously published "universal" PCR assays using the ARB
phylogenetic software package and database with 41,000 16S rRNA gene
sequences, we found that they differed considerably in their coverage of the
domain Bacteria. We evaluated the broadest-range real-time quantitative PCR
protocol for its efficacy in measuring the antimicrobial effects of endodontic

treatments.

PMID: 16208011 [PubMed - indexed for MEDLINE]

225



Vianna ME, Horz HP, Gomes BP, Conrads G. In vivo evaluation of microbial
reduction after chemo-mechanical preparation of human root canals
containing necrotic pulp tissue Int Endod J. 2006 Jun;39(6):484-92.

AIM: To determine in vivo, the degree of microbial reduction after chemo-
mechanical preparation of human root canals containing necrotic pulp tissue when
using two endodontic irrigating reagents, sodium hypochlorite (NaOCI) or
chlorhexidine gel (CHX). METHODOLOGY: Thirty-two single rooted teeth with
necrotic pulp were divided into two groups. One group (n=16) was irrigated with
2.5% NaOCI, whilst the other group (n=16) was irrigated with 2% CHX gel.
Assessment of the bacterial load was accomplished by use of real-time
quantitative-polymerase chain reaction (RTQ-PCR) directed against the small
subunit ribosomal DNA using the SYBRGreen and TagMan formats. Statistical
analysis was performed using the Mann-Whitney test. For contrast, bacterial load
was also determined by traditional culture techniques. RESULTS: The bacterial
load was reduced substantially in both groups (over 96%). However, using RTQ-
PCR the bacterial load before and after chemo-mechanical preparation was
greater when compared with evaluation using colony forming units (CFU).
Furthermore, as measured by RTQ-PCR, the bacterial reduction in the NaOCI-
group (SYBRGreen 99.99%; TagMan: 99.63%) was significantly greater (P<0.01)
than in the CHX-group (SYBRGreen 96.62%; TagMan: 96.60%). According to
culture technique 75% of cases were free of bacteria after chemo-mechanical
preparation in the NaOCI-group, whilst 50% of cases were bacteria free in the
CHX-group. CONCLUSION: NaOCI has not only a higher capacity to Kkill

microorganisms but is also more able to remove cells from the root canal.

PMID: 16674744 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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4.3 SOLUCOES IRRIGADORAS

Sena NT, Gomes B.P.F.A., Vianna M.E., Berber V.B., Zaia A.A., Ferraz C.C.R.,
Souza-Filho F.J. In vitro antimicrobial activity of sodium hypochlorite and
chlorhexidine against selected single species biofilms. Int Endod J.,. 2006: 39: 878-
85.

Berber V.B., Gomes B.P.F.A., Sena N.T., Vianna M.E., Ferraz C.C., Zaia A.A.,
Souza-Filho F.J. Efficacy of various concentrations of NaOCI and instrumentation
techniques in reducing Enterococcus faecalis within root canals and dentinal
tubules. Int Endod J. 2006: 39:10-7.

Vianna M.E., Gomes B.P.F.A., Berber V.B., Zaia A.A., Ferraz C.R., de Souza-Filho

FJ. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine and sodium
hypochlorite. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2004: 97: 79-84.
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Sena NT, Gomes BP, Vianna ME, Berber VB, Zaia AA, Ferraz CC, Souza-Filho FJ. In
vitro antimicrobial activity of sodium hypochlorite and chlorhexidine against
selected single-species biofilms. Int Endod J. 2006 Nov;39(11):878-85.

AIM: To investigate the antimicrobial activity of 2.5% and 5.25% sodium
hypochlorite and 2.0% chlorhexidine gel and liquid as endodontic-irrigating
substances against selected single-species biofilms. METHODS: Single-species
biofilms of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis
and Fusobacterium nucleatum were generated on a cellulose nitrate membrane
placed on agar medium. The biofilms were then immersed in the endodontic-
irrigating substances for 30 s and also for 5, 10, 15, 30 and 60 min, with and
without mechanical agitation. Sterile saline was used as control. After each time
period, the membrane filters were then transferred to tubes containing 2 mL of
fresh broth medium plus neutralizers (in order to prevent the residual action of the
tested substances). The micro-organisms were suspended using a vortex, and the
inoculum was serially diluted 10-fold. Aliquots of the dilutions were plated on 5%
sheep blood agar medium, and incubated under adequate gaseous conditions.
Colony-forming units were calculated. The samples were compared using the
Friedman and Tukey test, when necessary, at a significance level of P < 0.05.
RESULTS: Mechanical agitation promoted the effectiveness of the antimicrobial
agents, resulting in less time to eliminate the same micro-organisms, except for S.
aureus with 2.5% NaOCI. Antimicrobial agents in liquid presentation, especially
5.25% NaOCI and 2% chlorhexidine, killed the tested micro-organisms more
rapidly. Saline did not inhibit the growth of any of the tested micro-organisms, with
or without agitation, being statistically different (P < 0.05) from NaOCI and
chlorhexidine. P. intermedia, P. gingivalis, P. endodontalis and F. nucleatum were
eliminated in 30 s by all antimicrobial agents, with our without agitation, in contrast
with the facultative and aerobe strains. CONCLUSIONS: Mechanical agitation
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improved the antimicrobial properties of the chemical substances tested using a
biofilm model, favouring the agents in liquid presentation, especially 5.25% NaOCI
and 2% chlorhexidine.

PMID: 17014526 [PubMed - in process]
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Berber VB, Gomes BP, Sena NT, Vianna ME, Ferraz CC, Zaia AA, Souza-Filho
FJ. Efficacy of various concentrations of NaOCl and instrumentation
techniques in reducing Enterococcus faecalis within root canals and dentinal
tubules. Int Endod J. 2006 Jan;39(1):10-7.

AIM: To evaluate the efficacy of 0.5%, 2.5% and 5.25% sodium hypochlorite
(NaOCl) as intracanal irrigants associated with hand and rotary instrumentation
techniques against Enterococcus faecalis within root canals and dentinal tubules.
METHODOLOGY: A total of 180 extracted human premolar teeth were infected for
21 days with E. faecalis. The specimens were divided into 12 groups, as follows:
group 1: 5.25% NaOCI + Hybrid technique (Valdrighi et al. 1998); group 2: 5.25%
NaOCI + nickel-titanium (NiTi) rotary technique 4 mm shorter than the apex (by
FOP-UNICAMP); group 3: 5, 25% NaOCI + NiTi rotary technique (Hero 642); group
4: 2.5% NaOCI +Hybrid technique; group 5: 2.5% NaOCI + NiTi rotary technique 4
mm shorter than the apex; group 6: 2.5% NaOCI + NiTi rotary technique (Hero
642); group 7: 0.5% NaOCI + Hybrid technique; group 8: 0.5% NaOCI + NiTi rotary
technigue 4 mm shorter than the apex; group 9: 0.5% NaOCI| + NiTi rotary
technique (Hero 642); group 10: sterile saline solution + Hybrid technique; group
11: sterile saline solution + NiTi rotary technique 4 mm shorter than the apex;
group 12: sterile saline solution + NiTi rotary technique (Hero 642). Canals were
sampled before and after preparation. After serial dilution, samples were plated
onto brain heart infusion (BHI) agar, and the colony forming units (CFU) that were
grown were counted. The teeth were sectioned into three thirds and dentine chips
were removed from the canals with conical burs. The samples obtained with each
bur were immediately collected into test tubes containing BHI broth, and were
incubated at 37 degrees C and plated onto BHI agar. The CFU were counted and
analysed. RESULTS: At all depths and thirds of the root canals and for all
techniques used, 5.25% NaOCI| was shown to be the most effective irrigant
solution tested when dentinal tubules were analysed, followed by 2.5% NaOCI. No

differences among concentrations in cleaning the canals were found.
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CONCLUSIONS: Especially at higher concentrations, NaOCI, was able to disinfect
the dentinal tubules, independent of the canal preparation technique used.

PMID: 16409323 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Vianna ME, Gomes BP, Berber VB, Zaia AA, Ferraz CC, de Souza-Filho FJ. In
vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine and sodium
hypochlorite. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2004
Jan;97(1):79-84.

The aim of this study was to investigate in vitro the antimicrobial activity of 0.2%,
1%, and 2% chlorhexidine gluconate (CHX gel and CHX liquid), against endodontic
pathogens and compare the results with the ones achieved by 0.5%, 1%, 2.5%,
4%, and 5.25% sodium hypochlorite (NaOCI). A broth dilution test was performed,
and the timing for irrigants to kill microbial cells was recorded and statistically
analyzed. Both 2.0% gel and liquid formulations eliminated Staphylococcus aureus
and Candida albicans in 15 seconds, whereas the gel formulation killed
Enterococcus faecalis in 1 minute. All tested irrigants eliminated Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, and Prevotella intermedia in 15 seconds.
The timing required for 1.0% and 2.0% CHX liquid to eliminate all microorganisms
was the same required for 5.25% NaOCI. The antimicrobial action is related to
type, concentration, and presentation form of the irrigants as well as the microbial

susceptibility.

PMID: 14716261 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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4.4. MEDICAMENTOS INTRACANAIS

Vianna M.E., Gomes B.P.F.A., Ferraz C.C.R., Zilio C.C.R., Zaia A.A., Souza-
Filho F.J. pH evaluation of several calcium hydroxide pastes at different periods of
time. Braz Dent J. in press

Gomes B.P.F.A., Vianna M.E., Sena N.T., Zaia A.A., Ferraz C.C.R., Souza-Filho
F.J. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of calcium hydroxide combined
with chlorhexidine gel used as intracanal medicament. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod. in press.

Vianna ME, Gomes B.P., Sena N.T., Zaia A.A., Ferraz C.R., Souza Filho F.J. In

vitro evaluation of the susceptibility of endodontic pathogens to calcium hydroxide
combined with different vehicles. Braz Dent J. 2005: 16:175-80.
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Vianna ME, Gomes BPFA, Ferraz CCR, Zilio DM, Zaia AA, Souza-Filho FJ. pH
evaluation of several calcium hydroxide pastes at different
periods of time. Braz Dent J. in press

The purpose of this in vitro study was to measure the pH of calcium hydroxide
[(Ca(OH);] pastes combined to different vehicles in seven periods of time. The
Ca(OH), were manipulated with the vehicles: (i) sterile water; (ii) glycerin; (iii)
camphorated paramonocholorophenol (CMCP) + glycerin; (iv) CMCP; (v) local
anesthetics (Lydocaine 2% with 1: 100.000 epinephrine; (vi) iodoform plus sterile
water; (vii) polyethyleneglycol; (viii) polyethyleneglycol plus CMCP; and (ix) 2.0%
chlorhexidine gel. The pastes were made in glass plate at tooth pastes consistency
and measured in the periods: 5 min, 1, 24, 48 h, 7, 14 and 28 days. The data were
statistically analyzed (Kruskal-Wallis at p< 0.05). At 5 min, 1 and 24 h the pH of all
tested pastes ranged from 13.05 to 11.16. At 48 and 7 days the pH of all tested
pastes ranged from 11.66 to 8.92. At 14 and 28 almost all pastes showed the pH
means lower than 10. In conclusion, the pH means of all tested calcium hydroxide
pastes decreased according to time.
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Gomes BP, Vianna ME, Sena NT, Zaia AA, Ferraz CC, de Souza Filho FJ. In
vitro evaluation of the antimicrobial activity of calcium hydroxide combined
with chlorhexidine gel used as intracanal medicament. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2006 Oct;102(4):544-50. Epub 2006 Aug 4.

The aim of this study was to investigate the antimicrobial activity of calcium
hydroxide (Ca(OH)2) combined with 2% chlorhexidine gluconate (CHX) gel against
endodontic pathogens and to compare the results with the ones achieved by
Ca(OH)2 mixed with sterile water and by CHX gel alone. Two methods were used:
the agar diffusion test and the direct contact test. Ca(OH)2 + 2% CHX gel
produced inhibitory zones ranging from 2.84 to 6.5 mm, and required from 30
seconds to 6 hours to eliminate all tested microorganisms. However, 2% CHX gel
showed the largest microbial growth zones from 4.33 to 21.67 mm, and required 1
minute or less to inhibit all tested microorganisms. A paste of Ca(OH)2 plus sterile
water inhibited only the microorganisms with which it was in direct contact and
required from 30 seconds to 24 hours to kill all tested microorganisms. In
conclusion, 2% CHX gel + Ca(OH)2 showed better antimicrobial activity than

Ca(OH)2 manipulated with sterile water.

PMID: 16997123 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Vianna ME, Gomes BP, Sena NT, Zaia AA, Ferraz CC, Souza Filho FJ. In vitro
evaluation of the susceptibility of endodontic pathogens to calcium
hydroxide combined with different vehicles. Braz Dent J. 2005;16(3):175-80.
Epub 2006 Jan 12

The aim of this study was to investigate in vitro the antimicrobial activity of calcium
hydroxide [Ca(OH)2] in combination with different vehicles against endodontic
pathogens. For such purpose, a broth dilution test was performed. Pastes were
prepared with Ca(OH)2 powder and the following vehicles: sterile water, glycerin,
camphorated monochlorophenol (CMCP), CMCP + glycerin, polyethyleneglycol
and CMCP + polyethyleneglycol. The time required for the pastes to produce
negative cultures against the tested microorganisms was recorded and analyzed
statistically using the Kruskal Wallis test at 5% significance level. Timing for pastes
to eliminate the aerobic and facultative anaerobic microorganisms ranged from 6 to
24 h, while strict anaerobic microorganisms were inhibited within 30 s to 5 min.
Microbial susceptibility, ranked from weakest to strongest, can be presented as
follows: Enterococcus faecalis (the most resistant microorganism), Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis and Prevotella intermedia (the last two microorganisms required the
same time to be eliminated). In conclusion, calcium hydroxide pastes needed more
time to eliminate facultative than anaereobic microorganisms. These findings
suggest that the antimicrobial property is related both to paste formulation and to
microbial susceptibility.
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OBJECTIVES: To evaluate the effectiveness of chlorhexidine (CHX) or sodium
hypochlorite (NaOCI) in disinfecting gutta-percha cones, to verify contamination of
gutta-percha cones in their boxes, and to identify microorganisms after intentional
contamination by handling cones. STUDY DESIGN: Gutta-percha cones
contaminated in vitro with several microorganisms were left in contact with tested
disinfecting solutions for different times, sterility of storage boxes was evaluated by
immersing cones in broth medium, and the microorganisms most frequently found
in handling cones were identified using biochemical tests. RESULTS: CHX was not
effective in eliminating Bacillus subtilis spores on gutta-percha cones after 72 h of
contact with the disinfecting substance. 5.25% NaOCI eliminated spores from
gutta-percha after 1 min of disinfection. The cones evaluated from their boxes did
not show contamination in 94.5% of the cases. The microbial genus most
frequently found after intentional contamination with gloves was Staphylococcus.
CONCLUSION: 5.25% NaOCl is an effective agent for a rapid disinfection of gutta-
percha cones.
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Pedroso JA, Jacinto RC, Vianna ME, Ferraz CC, Zaia AA, Souza-Filho FJ. In
vitro evaluation of the antimicrobial activity of five root canal sealers. Braz
Dent J. 2004;15(1):30-5. Epub 2004 Aug 16

The aim of the present study was to analyze the antimicrobial properties of five
endodontic sealers: Endo Fill, Endomethasone, Endomethasone N, Sealer 26 and
AH-Plus, against the following microorganisms: Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguis and Actinomyces
naeslundii. The sealers were tested immediately, 24 h, 48 h and 7 days after
manipulation.The direct contact method through the observation of the microbial
growth in liquid medium and the agar diffusion test were used to evaluate the
antimicrobial properties of the sealers. The results, in both methodologies used,
showed that immediately after manipulation, Endo-Fill and Endomethasone
demonstrated the highest antimicrobial activity, with no statistically significant
difference between them. Sealer 26 demonstrated the lowest antimicrobial activity.
At all other times after manipulation, there were no statistically significant
differences among all the sealers tested. In conclusion, none of the sealers totally
inhibited the growth of the microorganisms. Furthermore, the antimicrobial activity
of each sealer decreased with time and was dependent upon the microbial

susceptibility to them.
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