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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram: investigar microbiologicamente, por método de
cultura e pelo método do Checkerboard DNA-DNA hybridization, canais radiculares antes
(C1) e apb6s preparo quimico-mecéanico (C2); e, analisar radiograficamente, lesdes
periapicais induzidas em dentes de caes, avaliando a possivel relacao entre comprimento
de dente e tamanho de lesdo periapical. Foram utilizados 21 pré-molares inferiores de
quatro caes. Os dentes foram acessados, as polpas removidas e permaneceram expostos
ao meio oral por 120 dias. ApGs este periodo, as imagens das reacbes periapicais
induzidas foram avaliadas pelo software Imagelab 2.4, mensurando area e perimetro. O
preparo quimico-mecanico foi procedido, sendo os dentes divididos em trés diferentes
grupos, de acordo com a substancia quimica-auxiliar testada: G1- NaCl 0,09%; G2-
Clorexidina 2% gel; e G3- NaOCI 5,25% + EDTA 17%. Em cada uma das amostras foi
investigada a microbiota por método de Cultura que propicia crescimento de bactérias
anaerdbias estritas; e, a presenca de até 40 espécies bacterianas foi investigada pela
técnica de Checkerboard DNA-DNA hybridization. As médias das &reas das imagens
radiograficas das lesdes foram de 0,06 cm?, para os segundos pré-molares, 0,12 cm? para
os terceiros pré-molares e 0,18 cm? para os quartos pré-molares. Houve associacéo entre
os dentes de maior comprimento com as maiores areas de leséao periapical. Em C1 foram
isoladas 60 bactérias cultivaveis, pertencendo a 32 diferentes espécies, variando de 0 a 9
espécies por canal, sendo 70% anaerdbios facultativos e 18% anaerdbios estritos, com
predominio de Gram-positivos (73%). Os géneros bacterianos mais freqlentemente
isolados foram:  Streptococcus, Staphylococcus, Neisseria, Propionibacterium,
Actinomyces e Prevotella. Pelo Checkerboard foram detectadas 158 bactérias,
pertencendo a 29 diferentes espécies, variando de 0 a 19 espécies por canal, sendo 67%
anaerdbios estritos, com predominio de Gram-negativos (67%). Os microrganismos mais
frequentemente encontrados foram Campylobacter gracilis, Capnocytophaga sputigena,
Leptotrichia bucallis, Prevotela intermedia, Streptococcus gordonii e Gemella morbilorum.
Em C2 todos os canais apresentaram auséncia de crescimento microbiano pela Cultura,
porém, pelo Checkerboard foram detectadas 33 bactérias, pertencentes a 9 diferentes
géneros e 11 diferentes espécies, variando de 1 a 8 por canal, em 10 dos 21 dentes
analisados. Gemella morbilorum, Capnocytophaga sputigena, Leptotrichia bucallis e
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Fusobacterium nucleatum sp. Polymorphum (ndo detectada em C1), foram detectadas
com maior freqiéncia apds o preparo quimico mecanico. No G1 houve uma reducao 89%
de células bacterianas. A utilizacao de clorexidina gel 2% (G2) e do NaOCI 5,25 (G3)
permitiram reducédo de 97% e 99%, respectivamente, nao diferindo entre si, ao nivel de
significancia de 5%. Concluiu-se que, a microbiota de canais radiculares de dentes de
caes com lesao periapical induzida, por exposicdo ao meio oral, apos 120 dias, apresenta
grande numero de espécies; que O preparo quimico mecanico promoveu uma grande
reducdo de microrganismos; e que os resultados sugerem existéncia de relacdo positiva

entre comprimento de dente e tamanho de lesao periapical.

Palavras-chave: radiografia, microrganismos, endodontia, inflamacéo.
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ABSTRACT

The objectives of this study were: to investigate, by Culture and by Checkerboard
DNA-DNA hybridization, microorganisms from infected root canals before (S1) and after
chemomechanical preparation (S2), and analyse radiographically induced periapical
lesions in dog's teeth, for a possible relation between tooth length and lesion size. Twenty
one lower premolars of four mongrel dogs were used. Their chambers were accessed and
their pulps removed and left open to the oral environment for the total period of 120 days.
The radiographs were evaluated by Imagelab 2.4 software to measure the area and
perimeter images of the induced periapical lesions. Chemomechanical preparation was
proceded, the teeth were assigned to three groups, according to the substance tested: G1-
NaCl 0.09%; G2- chlorhexidine gel 2%; G3-. NaOCI 5.25% + EDTA 17%. Methodology for
handling, culture and incubation for growth of strict anaerobe species was used; and, 40
bacterial species were investigated in each one of the samples by Checkerboard DNA-
DNA hybridization. Measurements of the radiographic image data of the lesions were 0.06
cm? for the second premolars, 0.12 cm? for the third premolars and 0.18 cm? for the fourth
premolars. There was a positive association between tooth length and size of periapical
lesion. In S1, a total of 60 cultivable isolates were recovered from 32 different species,
ranging from 0 to 9 per canal. Facultative anaerobe species comprised 70% of the
samples and 18% were strict anaerobic species with one microbiota predominantly Gram-
positive (73%). The most frequent genera recovered from the canals were: Streptococcus,
Staphylococcus, Neisseria, Propionibacterium, Actinomyces and Prevotella. One hundred
and fifty eight bacteria were detected from 29 different species, ranging from 0 to 19 per
canal. Strict anaerobe species comprised 67% of the samples with one microbiota
predominantly Gram-negative (67%). The most frequent species detected by
Checkerboard from the canals (S1) were: Campylobacter gracilis, Capnocitophaga
sputigena, Leptotrichia bucallis, Prevotela intermedia, Streptococcus gordonii e Gemella
morbilorum. In S2, no microbial growth was observed by culture. However, by
checkerboard, 33 bacteria were detected, from 9 different genera and 11 differet species,
ranging from 1 to 8 per canal, in 10 of the 21 investigated teeth. Gemella morbilorum,
Capnocytophaga sputigena, Leptotricchia bucallis e Fusobacterium nucleatum sp.

Polymorphun (not detected in S1), were detected with higher frequency after
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chemomechanical preparation. There was 89% of bacteria reduction in G1. Use of
chlorhexidine gel 2% (G2) and NaOCI 5.25% (G3) allow bacteria reduction of 97% and
99%, respectively, with no statistical difference, with 5% significance. In conclusion, the
root canal microbiota of dog teeth with induced periapical lesion, by exposure to the oral
environment, after 120 days presents a great number of different species; results suggest

positive relationship between the tooth length and size of the periapical lesion.

Keywords: radiography, microorganisms, endodontics, inflammation.
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1.  INTRODUCAO

Claramente, a pesquisa embasada em animais tem um papel importante no
avanco dos conhecimentos da etiologia, prevencado e tratamento de doencas orais.
Muitas das pesquisas clinicas apresentadas surgem, como resultado direto de dados
anteriores derivados de pesquisa em animais (Bowen, 1994).

Na pesquisa com drogas ou farmacos (Lee, 1995), na area cirurgica e de novos
equipamentos, a experimentagdo em humanos precisa ser precedida de provas
laboratoriais e da experimentacdo em animais (Vieira & Hossne, 1998). E, portanto,
necessario suplementar as limitadas informacdes disponiveis de fontes humanas com
aquelas da experimentacao animal (Barker & Lockett, 1971).

Para ser usado como modelo experimental em pesquisa médica e odontoldgica,
um animal deve preencher necessidades experimentais, e informacdes na composi¢cao
e variacdo de sua microbiota oral devem estar disponibilizadas (Misirligil & Tuncer,
1990).

Cées sao considerados excelentes animais de experimento por possuirem seus
tecidos orais, especialmente o periodonto, e 0 tamanho de seus dentes bem similares
aos do homem, embora existam diferencas anatémicas, topograficas e fisioldgicas
evidentes (Page & Schoroeder, 1982); além de possuirem uma taxa de crescimento
rapida, o suficiente para permitir a obtencdo dos resultados em periodos de tempo
menores (Rowe, 1980). Os autores tém encontrado estreita similaridade nos processos
de reparo dos dentes e estruturas de suporte entre humanos e caes em diversas
situacoes clinicas (Citrome et al., 1979).

Em Endodontia, o cao tem sido utilizado nas investigacdes de reacdes
periapicais (Hill, 1932) e estudos de toxicidade de diferentes tipos de medicagdes e
materiais obturadores endoddnticos (Masson et al., 1992). As respostas periapicais
também tém sido avaliadas frente a diversos procedimentos operatérios, variando
técnicas e limites de instrumentacdo e obturacdo, além de substancias quimicas
auxiliares (Orban, 1932; Dixon & Rickert, 1938; Ostby, 1961; Matsumiya & Kitamura,
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1960; Seltzer et al., 1964; Snyder et al., 1966; Strémberg, 1969; Davis et al., 1971;
Holland, 1975; Holland et al.,, 1979a, b; West et al., 1979; Allard et al., 1987; Souza
Filho et al., 1987; Soares et al., 1990a, b ; Esberard, 1992; Leonardo, 1992; Leonardo
etal.,, 1994, 1995; Souza Filho et al., 1996; Silveira, 1997; Berbert, 1999; Otoboni Filho,
2000; Berbert et al., 2002).

Na realizacao desses estudos, os autores descreveram diferentes métodos para
promover a infeccdo intra-radicular e induzir lesdo periapical em dentes de cées.
Alguns sugerem a abertura dos dentes para promover uma infeccdo natural (Souza
Filho et al., 1987). Outros preconizam contaminacdo ao meio oral por 5-7 dias e
posterior selamento coronario (Berbert et al., 2002). E ha ainda outros que realizam um
arrombamento periapical, precedendo os procedimentos anteriores (Soares, 1999).
Porém, a identificagdo da microbiota presente nesses canais radiculares infectados
somente esta registrada por Ferreira et al., (2002a; 2006).

Os microrganismos sao 0s principais agentes etiolégicos das infec¢des pulpo-
periapicais (Kettering & Torabinejad, 1994; Baumgartner, 1997), sendo importante
conhecé-los, para direcionar as formas de combate a infeccdo durante o tratamento
endoddntico. A maxima eliminacdo de bactérias do sistema de canais radiculares
propicia um ambiente favoravel ao reparo das lesdes periapicais (Sjégren et al., 1997).
Por esta razdo, a Endodontia é considerada, em esséncia, a disciplina clinica voltada
para prevencao e tratamento das infecgdes pulpares perirradiculares (Siqueira Jr. &
Lopes 1999).

O preparo quimico-mecéanico do sistema de canais radiculares envolve a
associagcdo de meios mecanicos, fisicos e quimicos (Yamashita, 2000). O meio
mecanico, representado pela agdo dos instrumentos endodénticos nas paredes do
canal radicular, promove a sua dilatacdo. Para a remocgédo dos restos inorganicos e
organicos produzidos, torna-se importante a atuacdo dos meios fisicos (irrigacao e
aspiracao) e quimicos (solucodes irrigadoras e auxiliares).

Embora o preparo quimico-mecanico do canal radicular reduza
significativamente os microrganismos predominantes na microbiota endodéntica
(Bystrom & Sundqvist, 1981; Peters et al., 2002), alguns microrganismos sobrevivem.

Isto ocorre, ndo somente pela incapacidade do preparo quimico-mecanico em remové-
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los das complexidades anatémicas, mas também porque alguns nutrientes capazes de
favorecer o crescimento destes microrganismos, ali permanecerao, propiciando a estes
microrganismos condi¢cées de multiplicagédo e restabelecimento da contaminagao pulpar
(Bystrém et al., 1985; Gomes et al., 1996; Siqueira Jr. & Lopes, 1999).

A melhoria das técnicas de cultura de microrganismos anaerobios permitiu maior
detalhamento da microbiota presente nas infeccoes endodénticas. Entretanto, cerca de
60% dos microrganismos da cavidade oral ainda ndo foram cultivados (Aas et al., 2005;
Kumar et al., 2005).

Os estudos conduzidos através de métodos moleculares tém trazido uma
quantidade imensa de novas informagdes para o0s conceitos da microbiologia
endoddntica, o que indica uma necessidade urgente de reavaliagdo dos mesmos
(Tronstad & Sunde, 2003).

A técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization, descrita por Socransky et
al., em 1997, para deteccdo de microrganismos orais da placa gengival, utiliza sondas
de DNA e permite identificagcdo e quantificacdo de até 45 espécies de microrganismos
em até 28 amostras de placa de uma Unica vez.

Portanto, para que haja reproducédo clinica de resultados, o conhecimento da
fisiologia e microbiota presente em canais radiculares de caes é de grande importancia,
ja que este modelo animal é bastante utilizado no amplo espectro da pesquisa
endodéntica. Este conhecimento é ainda mais expressivo para aqueles estudos que
investigam a eficacia de solugcdes quimicas-auxiliares durante o preparo quimico-
mecanico, na desinfeccdo de canais radiculares, em dentes de caes com lesao

periapical induzida, o que vem a ser o0 objetivo do presente trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MICROBIOTA DE CANAIS RADICULARES DE DENTES HUMANOS COM
LESAO PERIAPICAL

As primeiras observagdes diretas da presenca de bactérias vivas foram feitas
durante o século XVII, por Antony van Leeuwenhoek, que aperfeicoou lentes para
estudar organismos vivos cujo indice de refracdo era préximo ao da agua, aos quais
denominou “pequenos animaliculos”. Através de cartas enviadas a Sociedade Real de
Londres, em 1683 e em 1695, van Leeuwenhoek forneceu uma descricdo clara das
bactérias encontradas na cavidade oral, inclusive com desenhos precisos dos trés
padrées morfolégicos utilizados ainda hoje na descricdo das mesmas — bastonetes,
cocos e formas espiraladas (Evans, 1997).

Deste modo, a Microbiologia Oral foi introduzida como ciéncia, sendo as
bactérias da cavidade oral humana os primeiros microrganismos que foram descritos a
uma sociedade cientifica (Uzeda, 2002).

A cavidade oral compreende muitas superficies, cada uma delas coberta com
uma profusdo de bactérias, o conhecido biofilme bacteriano. Mais de 700 espécies
bacterianas ou filotipos, das quais mais de 50% nao foram cultivadas, foram ali
detectadas. Algumas dessas bactérias tém sido implicadas em doencas orais, tais
como carie e periodontite, que estdo entre as infeccées bacterianas mais comuns em
humanos (Aas et al., 2005).

Remonta ha cerca de um século, mais precisamente em 1894, o primeiro relato
na literatura referente ao papel dos microrganismos nas doencas pulpares e
periapicais. Willoughby Dayton Miller, um célebre microbiologista americano,
considerado o pai da Microbiologia Oral, demonstrou, entdo, por meio de material
coletado de canais radiculares, a associacao entre bactérias e as patologias pulpares e
perirradiculares (Siqueira Jr., 1997). Em sua analise bacteriolégica de esfregacos

obtidos de 250 amostras de canais radiculares com polpas necréticas, Miller identificou
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varios tipos morfolégicos de bactérias (cocos, bacilos e espirilos), constatando que as
infeccdes endodbOnticas eram mistas e que, depois de transcorrido longo tempo de
infeccdo, havia uma maior concentracdo bacteriana e uma maior diversidade de
espécies do que em infec¢des iniciais. Além disto, observou que muitas das bactérias
nao foram cultivaveis pelas técnicas disponiveis naquela época (Miller, 1894).

Somente em 1965 os achados de Miller foram confirmados, com a publicacao de
trabalho classico na literatura endoddntica, de autoria de Kakehashi et al., que
investigaram a correlacdo e a importancia de microrganismos com a etiologia das
patologias pulpares. Para tal, desenvolveram trabalho em 36 ratos , com sete semanas
de idade, dos quais 15 eram animais convencionais e 21 eram germ-free. O primeiro
molar superior direito de cada um dos animais foi exposto ao meio oral com uso de
uma broca carbite nimero 2, montada em peca de mao. Os animais foram mortos
apos intervalos pos-operatorios de 1 a 42 dias. Um bloco do quadrante superior direito
foi removido, processado em cortes seriados que foram e corados pelas técnicas
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, Giemsa e Brown e Brenn, para andlise
microscépica. Os autores observaram que todos os preparos cavitarios apresentavam-
se impactados com alimentos e debris. No grupo dos ratos convencionais, 0s
espécimes obtidos apds o oitavo dia do experimento apresentaram tecido pulpar vital
apenas no terco apical das raizes, a porcao corondria apresentava-se necrética e
purulenta, com frequente observacao de colénias de microrganismos. Apos o oitavo
dia, todos os espécimes do grupo de animais convencionais apresentaram necrose
pulpar completa com tecido inflamatério crénico na por¢cdo coronéria e formagao de
abcessos nas areas apicais. Dos 21 animais germ-free, 18 sobreviveram aos
procedimentos operatérios. Contrastando com o grupo dos animais convencionais, n&o
foram encontradas polpas sem vitalidade, granulomas periapicais ou abcessos no
grupo dos germ-free. Nestes, a inflamacao pulpar, resultante da exposicéo, foi minima.
Aos 14 dias a formacado de barreira dentinaria ja foi evidente, com observacdo de
proeminentes quantidades de matriz. Os espécimes com maior tempo de experimento
apresentaram tecido pulpar remanescente vital abaixo de completa ponte dentinaria

que selava a exposicao.
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Devido ao desconhecimento das técnicas de anaerobiose, 0s microrganismos
predominantemente isolados dos canais radiculares com polpas necrosadas, antes de
meados dos anos 70, eram bactérias anaerdbias facultativas do grupo dos
estreptococos, 0s enterococos, micrococos, difteréides, estafilococos, lactobacilos,
bactérias entéricas e as espécies Candida, Neisseria e Veillonella (Morse,1987).

Impulsionada pelo desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de
transporte, isolamento e cultivo de anaerdbios estritos, na década de 70 a Endodontia
entdo, como ciéncia, obteve um grande avanco. Consideravel interesse foi gerado
quanto ao papel desses microrganismos na patogénese das doencas endodonticas
(Siqueira Jr. & Lopes, 1999).

Sundqvist, em 1976, confirmou o papel importante desempenhado por bactérias
na etiologia das lesdes periapicais, assim como combateu o conceito de que o tecido
pulpar necrosado, embora estéril, é um irritante tecidual. Avaliou as condi¢coes
bacteriol6gicas de 32 canais de dentes unirradiculares com polpas necrosadas em
decorréncia de trauma dentério, com coroas higidas, sem carie ou restauragdes. Nao
havia doenca periodontal ou presenca de fistulas. Bactérias foram encontradas apenas
em 18 dos 19 casos em que foi registrada presenca de lesédo periapical associadada.
Do total de 88 cepas bacterianas isoladas apenas 5 foram anaerdbias facultativas.
Desta forma, mais de 90% das cepas bacterianas isoladas foram anaerdbias estritas.
As bactérias mais freqliientemente isoladas foram: Bacteroides melaninogenicus,
fusobactérias, eubactérias e peptostreptococos. O numero de espécies no interior dos
canais variou de 1 a 12. Houve uma correlacdo positiva entre o tamanho da lesao
perirradicular e a densidade e o numero de espécies bacterianas presentes no canal.
Nos dentes com inflamacdo periapical aguda, havia uma maior quantidade de
microrganismos e, seus sinais e sintomas estavam associados a presenca de uma

espécie bacteriana, que naquela época era denominada Bacteroides melaninogenicus.

Zavistoski et al., em 1980, descreveram técnica para obtencdo de cultura
quantitativa em amostras endodénticas. O método foi utilizado em 10 dentes ndo vitais,
demonstrando uma média de concentracdo de 10”7 bactérias por grama de amostra,

compativel com a concentragdo bacteriana encontrada em outros sitios anatémicos na



Revivdo da Siteratura

presenca de infeccdo. Nove espécimes continham uma microbiota aerdbia-anaerébia
mista e havia uma média de 6 diferentes espécies bacterianas por canal, em
concentracdes que excediam 10°g. Do total de microrganismos isolados, 2/3 foram de
anaeroébios. Os resultados indicaram que dentes com polpas ndo vitais contém ampla
populacdo bacteriana, tanto em numero de espécies quanto em concentracao total
dessas espécies. Esses achados apoiaram o conceito de que bactérias podem

desempenhar papel colaborador na doenga endoddntica.

Esses achados foram confirmados posteriormente por Bystrém & Sundqvist
(1983); Sundqvist (1992); Sundqvist (1994); Gomes et al. (1994a,b; 1996a,b,c) pela
constatacdo da prevaléncia de bactérias anaerdbias estritas nos canais radiculares

infectados.

Baumgartner & Falkler (1991) isolaram e identificaram bactérias presentes nos 5
mm apicais de canais radiculares de 10 dentes recém-extraidos com exposicoes
pulpares por carie e lesdo periapical, e relataram que 68% dos microrganismos
isolados foram anaerodbios estritos. As bactérias mais proeminentes cultivadas foram
Actinomyces, Lactobacillus, Bacteroides produtores de pigmento negro,
Peptostreptococcus, Bacteroides nado produtores de pigmento negro, Veillonella,

Enterococcus faecalis, e Streptococcus mutans.

Lomgali et al., em 1996, estudaram na microscopia eletrénica de varredura os
apices de dentes com lesdes periapicais crénicas. Zonas de reabsorgéo, bactérias e
leveduras foram freqlentemente observadas nas superficies radiculares. Placa
bacteriana periapical e uma estrutura polida estavam presentes principalmente ao redor
do forame apical maior. Depdésitos de um tecido semelhante a cemento indicativo de
reparo foram vistos préximos a algumas areas de reabsorcdo. Observaram ainda
células clasticas fortemente aderidas a depressdes semelhantes a crateras. Os autores
sugeriram que microrganismos de um canal radicular infectado podem com sucesso
invadir os tecidos periapicais, podendo ser um significante fator etiolégico na patologia

periapical.

As infeccbes de canais radiculares possuem uma natureza que difere das
apresentadas na carie dental ou na periodontite, pois se estabelecem em

8
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compartimento da cavidade oral que, originariamente, apresentava-se estéril (Chavez
de Paz, 2007).

Outro aspecto que € ressaltado é o de que, embora na cavidade oral existam
aproximadamente 10'° bactérias (Mims et al., 1995) e todas tenham oportunidade de
invadir o espaco do canal radicular, apenas um grupo restrito de espécies tem sido
identificado em canais radiculares infectados (Kantz & Henry, 1974; Wittgow &
Sabiston, 1975; Sundqvist, 1994; Gomes, 1995). A literatura endodéntica é incisiva em
afirmar que as infeccbes por microrganismos anaerobios estritos ocorrem na presenca
de tecido necrético, suprimento sanguineo tecidual comprometido ou apés infecgéo por
aerdbios e anaerdbios facultativos capazes de diminuir o potencial de oxirreducao nos
tecidos e promover interagcées positivas e antagbnicas entre as bactérias. Portanto,
dentre os fatores que promovem a selecado das bactérias nos canais radiculares estao
os fatores nutricionais, baixo potencial de 6xido-reducdo, pH, temperatura, interacoes
positivas e antagonismos entre bactérias, resisténcia do hospodeiro e presenca de
antimicrobianos e inibidores. Estes fatores tendem a favorecer o crescimento de
espécies anaerobias (Bergenholtz & Crawford, 1989; Marsh & Martin, 1992; Sundqvist,
1992; Sundqvist, 1994; Gomes et al., 1994a,b; 1996a,b,c).

Certas espécies bacterianas anaerdbias estritas parecem estar envolvidas com
o desenvolvimento de alguns aspectos clinicos de origem endoddntica (Sundgvist,
1976; Yoshida et al., 1987; Gomes et al., 1994a, 1996a).

Os bacilos produtores de pigmento negro, como  Prevotella
intermedia/nigrescens, Porphyromonas gengivalis e Porphyromonas endodontalis
degradam proteinas séricas tornando os peptideos e amino-acidos disponiveis para
fermentacdo (Sundqvist et al.,, 1985). A degradacao de proteinas por essas espécies
torna possivel o crescimento de bactérias que dependem da disponibilidade de
peptideos, como por exemplo, as eubactérias, fusobactérias e peptostreptococos, que
produzem peptidases, mas ndo sao capazes de degradar proteinas intactas (Jansen &
van der Hoeven, 1997). Esse sinergismo € importante para a capacidade desses
microrganismos de induzirem a formacédo de abcessos periapicais (Sundqvist, 1976).
Tém sido feitas correlagdes entre as combinacdes de Peptostreptococcus micros com
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Prevotella intermedia ou Porphyromonas endodontalis na formacdo de abcessos

periapicais (Sundqvist, et al., 1979).

Em 1994, Sundqvist, conduziu revisdo sobre a taxonomia, ecologia e
patogenicidade da flora do canal radicular. Relacionou as bactérias que até entédo
tinham sido por ele isoladas em canais radiculares de dentes com as paredes das
camaras pulpares intactas (Sundqvist, 1976; Bystrom & Sundqvist, 1981; Bystrom &
Sundqvist, 1983; Sundqvist et al., 1989). Concluiu que a espécie mais freqlientemente
isolada foi o Fusobacterium nucleatum (48%), que naquela época havia sido
subdividido em trés subspécies: nucleatum, polymorphum e vincentii (Dzink et al.,
1990). Nenhuma identificacdo ao nivel destas subspécies tinha sido feita nos isolados
dos canais radiculares. Streptococcus anginosus (incluindo espécies anteriormente
identificadas como  Streptococcus constellatus, Streptococcus intermedius e
Streptococcus milleri) e Streptococcus mitis foram as espécies estreptocdocicas (40%)
mais freqlientes. Somadas, as espécies peptoestreptocécicas foram as bactérias mais
comuns: Peptostreptococcus micros (34%) e Peptostreptococcus anaerobius (31%),
estavam presentes em mais de um terco das amostras e freqlientemente estavam
juntas. Dos bacilos anaerdbios produtores de pigmento negro a Prevotella intermedia
(34%) foi a presenga mais comum. Prevotella loescheii e Prevotella denticola estavam
presentes em 6% dos canais, respectivamente. Das espécies produtoras de pigmento
negro assacaroliticas, Porphyromonas endodontalis ocorreu com mais frequéncia (9%)
do que Porphyromonas gingivalis, que foi um membro um tanto infrequente na
microbiota dos canais radiculares. Foram registrados ainda Bacteroides sp. (35%),
Eubacterium alactolyticum (34%) Eubacterium lentum (31%) e Lactobacillus sp. (32%).
Actinomyces israelii estavam presentes em 11% dos canais. O autor ressaltou que
bactérias anaerdbias, como Pseudomonas aeruginosa, sao raramente encontradas
inicialmente em canais radiculares infectados, mas podem ser introduzidas durante o

tratamento.

Algumas espécies aerdbias ou anaerdbias facultativas estdo associadas a
infecgdes persistentes do canal radicular podendo comprometer o sucesso da terapia
endoddntica. Dentre estas se destacam os estreptococos, Enterococcus faecalis,

10
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Pseudomona aeruginosa e Candida spp. (Ensgstrém & Frostell, 1964; Ranta et al.,
1988; Sundqvist et al., 1998).

O Enterococcus faecalis tem sido um dos poucos microrganismos anaerobios
facultativos associados a periodontite apical persistente (Ensgstrém & Frostell, 1964;
Haapasalo et al., 1983; Pinheiro et al., 2003a,b), aos casos de flare-ups (Matusow,
1995), as infecgbes secundarias e aos casos de retratamento com lesdes
perirradiculares refratarias (Sundqvist et al, 1998). A propdsito, Sundqvist (1992),
enfatizou que os Enterococcus faecalis sao capazes de causar e manter infecgdes de
dificil tratamento porque sado microrganismos resistentes a uma ampla variedade de

agentes antimicrobianos.

Molander et al. (1998) examinaram microbiologicamente 100 dentes tratados
endodonticamente com lesao periapical radiograficamente evidenciadas e 20 dentes
sem sinais de patologia periapical, cujo retratamento foi indicado por razdes técnicas.
Cento e dezessete cepas bacterianas foram isoladas em 68 dentes do grupo com
patologia apical. Na maioria dos casos uma ou duas cepas foram encontradas em cada
dente. As espécies anaerdbias facultativas predominaram entre todas as isoladas
(69%). Enterococcus foi 0 género mais frequentementemente isolado. Em 11 dentes do
grupo sem patologia apical, nenhuma bactéria foi isolada, enquanto nos nove dentes
remanescentes foram isoladas 13 espécies bacterians. Concluiram que a microbiota
dos canais obturados difere tanto qualitativamente como quantitativamente daquela
encontrada nos dentes com polpa necrética sem tratamento endoddntico. Os autores
alertaram que por terem sido isolados microrganismos de dentes sem sinais de
patologia periapical, do ponto de vista clinico, pode ser sugerido que todo dente tratado
endodonticamente deve ser considerado como potencialmente infectado.

Esta comprovado que as bactérias predominantes em infeccées periapicais sao
as anaerobias estritas, como por exemplo, os bacilos Gram-negativos Porphyromonas,
Prevotella e Fusobacterium spp. Esses microrganismos estdo associados ao
desenvolvimento de lesdes periapicais (Tani-Ishii et al, 1994), bem como ao
desenvolvimento de alguns aspectos clinicos de origem endodéntica (Sundqvist, 1976;
Yoshida et al., 1987; Nisengard et al., 1997; Gomes et al., 1994a; 1996a).

11
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Sao também freqlentemente encontrados Peptostreptococcus, Bacteroides,
Eubacterium,  Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium,
Veillonella e Capnocytophaga. Menos frequentes sédo Neisseria, Haemophilus,
Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wolinella ssp. Os anaerdbios facultativos mais
comuns s30 cocos, 0s géneros Enterococcus e Gemella. E relatada a presenca
ocasional de espécies Enterobacter, Bacillus, Tissierella, Campylobacter e
Actinobacillus ssp. Hafnia, Salmonella, Proteus, Aerobacter e Alcaligenes ssp. Sao
mais raramente sdo isolados, assim como os aerdbios Mycobacteria, Nocardia, Mima,
Pseudomonas e Micrococcus ssp. (Baumgartner & Falkler, 1991; Sundqvist, 1994;
Gomes, 1995). Espiroquetas (Thilo et al., 1986; Nair, 1987), Mycoplasma (Serene &
Anderson, 1967) e Candida (Sen et al., 1995; Siren et al., 1997) também foram

isolados.

Enterococci, pseudomonas, fungos, e alguns bacilos entéricos também podem
estar envolvidos em infeccdes persistentes ou secundarias de canal radicular
(Haapasalo et al., 1983; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998).

Os microrganismos de provavel significancia patogénica nas infeccbes
endoddnticas incluem espécies de Porphyromonas, de Prevotella, de Fusobacterium,
espécies do grupo de Streptococcus anginosus, Bacteroides forsythus, Treponema
denticola, espécies de Peptostreptococcus, espécies de Eubacterium, e espécies de
Actinomyces (Sundqvist, 1976; Siqueira Jr. et al., 2000; Siqueira Jr. et al., 2001a,b;
Rocas et al., 2001).

2.2. METODOS DE IDENTIFICAGAO MICROBIANA

Ao longo dos anos, para identificacdo, estudo das caracteristicas e
patogenicidade dos microrganismos, diferentes métodos tém sido utilizados na coleta e
identificacdo. No entanto, apenas duas linhas de trabalhos laboratoriais existem: o
método de cultura e os métodos moleculares. No primeiro, 0s microrganismos sao

coletados na amostra, em seguida sdo isolados e identificados através de testes

12
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bioguimicos. Ja os métodos moleculares utilizam seqliéncias de acidos nucleicos para
a identificacdo microbiana, sendo a por¢cao 16S RNA a mais utilizada nos estudos

moleculares, embora outros estudos utilizem outros genes (Vianna, 2006).

2.2.1. METODO DA CULTURA DE MICRORGANISMOS

Em 1972, Syed & Loesche avaliaram um meio de transporte para cultura de
anaerdbios, que consistia de uma solugédo salina mineral balanceada, adicionada de
ditiotreitol, além de conter sédio etilenodiamino tetracético, ao qual denominaram
Reduced Transport Fluid (RTF). Ao comparar este meio de transporte com o VMG Il e
o SBL ,quanto a manutencgao da viabilidade da flora bacteriana presente nas amostras
testadas, concluiram que o RTF, nas condigcdes daquele experimento, ndo permitiu o
crescimento da flora bacteriana oral, o que os levou a concluir que o RTF seria um

meio satisfatorio para transporte das bactérias orais presentes em amostras.

Com intuito de isolar e classificar bactérias anaerdbias, Kantz & Henry, em 1974,
buscaram desenvolveram um método de coleta de amostras de canais em que todo o
procedimento estaria sendo conduzido em um ambiente anaerdbio. Para tal, coletaram
amostras de 24 dentes ndo vitais com camaras coronarias intactas, de onde isolaram

377 bactérias, onde aproximadamente 104 foram anaerdébios.

Gomes et al., através de método de identificacdo por cultura, analisaram 30
(1994a) e 70 (1996a) casos de canais radiculares infectados. Os microrganismos mais
frequentemente isolados foram Streptococcus milleri, Pepstreptococcus micros,

Streptococcus sanguis, Prevotella melaninogenica e Streptococcus angilosus.

Lana et al.,, em 2001, analisaram a microbiota de 31 unirradiculares com necrose
pulpar, sendo 22 com coroa intacta € 9 com comunicacdo com a cavidade oral. Foram
isolados 308 microrganismos de 27/31 (87%) canais radiculares, dos quais foram
identificados 278 espécies/géneros. O numero de microrganismos isolados de cada
canal variou de 1 a 11, representado por uma média de 5 espécies por canal. Dos 27

canais radiculares, 22 (81,5%) apresentaram infeccdo do tipo polimicrobiana. Foram

13



Revivdo da Siteratura

isoladas bactérias anaerdbias estritas, microaerofilas e fungos em 24 (88,9%), 14
(51,8%) e 5 (18,5%), respectivamente, das amostras clinicas. Os género mais
freqUentemente isolados foram Prevotella spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., Clostridium spp., e Peptostreptococcus spp. O género
Streptococcus foi frequentemente associado a presenca de Prevotella spp. e

Fusobacterium spp.

Villanueva (2002) analisou a microbiota de 28 canais radiculares de pacientes
com situacdo de urgéncia apds o inicio da terapia endodéntica. O autor observou
relacao entre Fusobacterium nucleatum e as formas mais severas de reagrudecimento

entre sessoes do tratamento endodontico.

Peters et al. (2002) analisaram 58 canais radiculares infectados de dentes com
lesdo periapical, buscando investigar combinagbes entre as bactérias isoladas.
Encontraram relagOes significantes entre Prevotella intermedia e Peptostreptococcus
micros, Prevotella intermedia e Prevotella orallis, Actinomyces odontolyticus e

Peptostreptococcus micros, Bifidobacterium spp. e Veillonella spp.

Jacinto et al., em 2003, analisaram microbiologicamente 70 amostras coletadas
de canais radiculares de dentes com abcessos periapicais, obtendo 69 culturas
positivas. Foram isoladas 352 cepas pertencendo a 69 espécies, sendo 83%
anaeroébios estritos e 47,5% Gram-negativos. Um maximo de 9 espécies foram isoladas
por canal radicular. Fusobacterium necrophorum, Peptostreptococcus prevotti,
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia /
nigrescens, Gemella morbilorum e Veillonella spp. foram o0s microrganismos mais

frequentemente isolados.

Chu et al. (2005), através do método de cultura, avaliaram se a comunicagao
entre a cavidade pulpar e o meio oral seria capaz de influenciar a microbiota de
infecgbes endoddnticas primarias. Dos 43 canais com camara exposta avaliados foram
isolados um total de 211 microrganismos (28 diferentes géneros e 55 espécies),
enquanto que dos 43 canais sem exposi¢cao foram isolados 185 microrganismos (28
diferentes géneros e 54 espécies). Fusobacterium nucleatum e Propionibacterium

acnes estiveram presentes em proporcdo semelhante nos canais com e sem
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exposicdo. A similaridade entre as espécies encontradas indicou que a exposi¢cao da
camara pulpar ndo é um fator determinante para selecdo da microbiota dos canais

radiculares.

Siqueira Jr. (2008) afirmou que, embora mais de 60% das bactérias orais ainda
nao foram cultivadas, o método de cultura ndo perdeu relevancia ou se tornado-
obsoleto, sendo seu valor indiscutivel. Ressaltou, ainda que esforcos no sentido de
desenvolver estratégias para cultivo da grande maioria das bactérias ainda “nao-

cultivaveis” in natura tém sido desprendidos.

2.2.2. METODOS MOLECULARES

Nas ultimas décadas as técnicas moleculares tém contribuido para detecgéao de
varias espécies, aumentando a gama da microbiota tipica dos canais radiculares
infectados (Vianna, 2006).

Diversas espécies previamente cultivadas, isoladas de infec¢bes endoddnticas,
como Porphyromonas endodontalis, Pseudoramibacter alactolitycus, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, tém sido detectadas em
maior freqiéncia através de métodos moleculares. A maior prevaléncia dessas
espécies cultivadas, quando detectadas por métodos moleculares, parece estar mais
relacionada a caracteristicas dos mesmos, como maior sensibilidade e abilidade de
identificar cepas ndo cultivaveis, cepas com fendtipos aberrantes e células em um

estado viavel, mas nao cultivavel (Siqueira Jr., 2008).

Munsun et al. (2000) coletaram amostras de 5 canais radiculares infectados e as
analisaram através de técnica de cultura e do método molecular de sequenciamento do
16S rDNA. Os autorem ressaltaram que métodos independentes da cultura, em que a
analise é molecular, tém revelado uma microbiota associada com infeccdes
endoddnticas mais diversificada do que aquela revelada pelos métodos de cultura por

Si sO.
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A técnica do PCR (Polimerase Chain Reaction) tem sido bastante utilizada como
método de identificacdo microbiana em infeccbes de origem endoddntica. Conrads et
al. (1997), Jung et al. (2000), Siqueira Jr. et al. (2001a, b, c), Rocgas et al. (2001),
Siqueira Jr. & Rocas (2003a, b, c), Xia & Baumgartner (2003); Baumgartner et al.
(2003); Siqueira Jr. & Rocas (2004), Vianna et al. (2006a,b), Gomes et al. (2006) e
Gomes et al. (2007) estao registrados entre os diversos autores que tém conduzido
trabalhos de pesquisa utilizando esse método no campo da Endodontia.

Referindo-se ao PCR como um método genético molecular sensitivo e
especifico, Siqueira Jr. & Rocas (2003c), constataram, através de sua utilizagdo, que
Propionibacterium propionicus foi encontrado mais freqientemente do que jamais havia
sido antes descrito através de estudos por cultura, tanto em infecgdes primarias quanto
em infec¢des persistentes de origem endodéntica.

Ressaltando que a ocorréncia de Actinomyces em infec¢cdes de origem
endodontica tem sido associada a insucessos nos tratamentos, Xia & Baumgartner
(2003) utilizaram o PCR para examinar o conteudo de canais radiculares infectados e
secrecoes aspiradas de abcessos ou celulites de origem endodéntica, objetivando
investigar a presenca de Actynomices israelii, Actynomices naeslundii, e Actynomices
viscosus. Foram analisadas 131 amostras clinicas, e em 72 de 129 (55,8%)
Actynomices foi detectado. Destes, 41 de 51 amostras (80,4%) provenientes de canais
infectados, 22 de 48 (45,8%) de abcessos, € 9 de 30 (30%) associados a celulite. Os
autores ressaltaram a importadncia da eficiéncia e acuidade do método PCR, ao
constatarem que a ocorréncia de Actynomices por eles encontrada foi muito maior do

que acreditava-se previamente.

Baumgartner et al. (2003) constataram maior associacdo de espiroquetas a
infeccdes de origem endodbéntica do que imaginava-se até entdo, ao investigarem,
através de PCR, amostras de 54 canais radiculares infectados e 84 amostras de
secrecoes aspiradas de abcessos/celulites. Os espiroquetas foram detectados em 51
das 84 (60,7%) amostras de abcessos/celulite e em 20 das 54 amostras de canais

infectados assintomaticos. Treponema socranskii foi a espécie mais frequentemente
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detectada (44,9%), seguida por Treponema maltophilum (29,7%), Treponema denticola

(28,9%), Treponema pectinovorum (13,7%) e Treponema vincentii (5,1%).

2.2.2.1. METODO DO CHECKERBOARD DNA-DNA HYBRIDIZATION

Dentre outras técnicas moleculares existentes, destaca-se a de Socranscky et
al, que em 1994, introduziram a técnica molecular do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization. Com ela foi possivel avaliar 13.261 amostras de placa subgengival
humana. A importancia deste método respalda-se na capacidade de, simultanea e
quantitativamente analisar até 28 amostras por placa, detectando até 40 espécies

bacterianas por amostra.

Papapanou et al., em 1997, compararam a técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization com o método de cultura em amostras subgengivais. Os autores
observaram que tal metodologia resultou em contagens bacterianas significativamente
mais altas que as da cultura, para a grande maioria das espécies testadas, como
Bacteroides forsythus, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens.

O método do Checkerboard DNA-DNA Hybridization também foi utilizado para
analise de lesdes perirradiculares (Sunde et al., 2000; Gatti et al., 2000). Ao utiliza-lo
neste tipo de investigacao, Sunde et al. (2000) observaram detec¢cdo de muito mais
microrganismos do que quando o método de cultura para anaerdbios foi utilizado. Gatti
et al. (2000) ressaltaram que, nesse tipo de pesquisa, o Checkerboard apresenta

vantagem sobre outros métodos moleculares por nao amplificar o DNA na amostra.

Siqueira Jr. et al. (2000) utilizando o método do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, examinaram a microbiota de 28 canais radiculares infectados. As
espécies mais prevalentes por eles encontradas foram Bacteroides forsythus (39,3%),
Haemophilus aphrophilus (25%), Corynebacterium matruchotii (21,4%), Porphyromonas
gingivalis (17,9%) e Porphyromonas endodontalis (17,9%). Enterococcus faecalis,
Capnocytophaga gingivalis, e Streptococcus intermedius foram detectados em 14,3%
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das amostras. Os autores ndao encontraram correlacdo entre o nimero de espécies

encontradas e os sinais e sintomas observados nos pacientes.

Siqueira Jr. et al. (2001d) avaliaram a secrecao purulenta aspirada de 27 casos
de abcesso periapical agudo, e investigaram 49 espécies bacterianas pelo método do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Bacteroides forsythus (29,6%), Porphyromonas
gingivalis (29,6%), Streptococcus constellatus (25,9%), Prevotella intermedia (22,2%),
Fusobacterium periodonticum (18,5%), Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum
(18,5%) e Eukenella corrodens (18,5%) foram as espécies mais prevalentes.

Wall-Manning et al. (2002) consideraram o método do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization como instrumento forte e apropriado para estudo de potenciais
microrganismos encontrados na placa dental, em investigacbes de microrganismos

cariogénicos.

Moraes et al. (2002) compararam a efetividade dos métodos de cultura, PCR e
Checkerboard na deteccdo de Fusobacterium nucleatum em 13 canais radiculares
infectados, com lesao perirradicular associada. A incidéncia detectada pelos métodos
utilizados foi de 15,4% por cultura, 15,4% por PCR e 10% por Checkerboard. Os
autores ressaltaram que, a despeito do pequeno numero de amostras, nao seria

possivel considerar, entre os métodos utilizados, o de superior deteccao.

Socranscki et al. (2004), em revisao da literatura, destacaram a utilizacao do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization na andlise de ecossistemas complexos, como
0s encontrados na cavidade oral. A boa sensibilidade e especificidade do método foi
ressaltada, e recursos que otimizam o uso das sondas de DNA na identificagdo que

podem ser utilizados foram descritos.

Soriano de Souza et al. (2005), através do método Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, analisaram a microbiota de 12 casos de infecgdes endodbnticas
primarias assim como a utilizagdo do hidréxido de calcio como utilizado como
medicacao intracanal. Amostras dos canais radiculares foram coletadas apds o acesso;
instrumentados pela técnica step-down, em que brocas de Gattes-Glidden e limas
manuais foram utilizadas; irrigados com solugédo de NaOCI 5,25%; e preenchidos com

uma pasta de hidréxido de célcio e solucao salina, em uma consisténcia cremosa e
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selados coronariamente com cimento temporario. Apdés 14 dias, o curativo foram
removidos por irrigagdo com solugao salina, e uma segunda coleta microbiolégica dos
canais radiculares procedida. Nas coletas ap6s acesso aos canais radiculares, as
espécies mais prevalentes foram Fusobacterium nucleatum sp. vicentil,
Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga ochracea, Streptococcus constellatus,
Veillonella parvulla, Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica e
Strepptococcus sanguis. A maior parte dos microrganismos analisados foi reduzida
apos a terapia endodéntica. Esta reducdo microbiana apds a terapia foi significativa
estatisticamente. Os autores concluiram, entretanto, que o hidréxido de célcio, por nao

ter sido capaz de eliminar todo o espectro microbiano, é limitado.

A detecgdo, em canais radiculares infectados, de filotipos ainda n&o cultivados
e de espécies recentemente nomeadas, sugere que existem microrganismos
previamente nao reconhecidos que podem desempenhar papel na patogénese de
doencas perirradiculares (Siqueira Jr. & Rocas, 2005). Contudo, até o presente
momento, nd&o existe um Unico método que seja capaz de isolar todos os
microrganismos presentes no sistema de canais radiculares (Vianna, 2006; Jacinto,
2006).

2.3. IMPORTANCIA DO PREPARO QUIMICO-MECANICO

Polpas necroticas sdo rapidamente invadidas e colonizadas por bactérias, pois a
falta de circulacdao sangliinea compromete os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Os produtos da degradacao pulpar e a possibilidade de estagnacao e degradacao de
componentes proteicos dos fluidos tissulares servem como nutrientes essenciais a
sobrevivéncia de microrganismos, que se estabelecem no sistema de canais
radiculares, desencadeando reacdes de defesa do hospedeiro, caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdo periapical. Portanto, as infeccbées endoddnticas devem ser
tratadas, principalmente, por procedimentos mecéanicos auxiliados por substancias
quimicas irrigadoras, capazes de remover as bactérias localizadas nos tubulos

dentinarios a uma pequena distancia da superficie pulpar (Takahashi, 1998).
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Yamashita (2000) destacou que o preparo quimico-mecanico visa a limpeza dos
canais radiculares, remocao de restos organicos e inorganicos, neutralizacdo do
conteudo séptico-toxico, assim como a modelagem do canal radicular, proporcionando
a sua dilatacao e conformacgéo conica. Envolve uma associagdo dos meios mecanicos,
fisicos e quimicos. O meio mecanico, representado pela acdo dos instrumentos
endoddnticos nas paredes do canal radicular, promove a sua dilatacdo. Para a
remocao dos restos organicos e inorganicos produzidos, torna-se importante a atuagcao

dos meios fisicos (irrigacao e aspiracdo) e quimicos (solugcdes quimicas-auxiliares).

Segundo Bystrém & Sundqvist (1981, 1983), a desinfeccao de canais radiculares
apds o preparo quimico-mecanico pode variar de 20% (sem o uso de irrigante

antimicrobiano) a aproximadamente 80% (com o uso de um irrigante antimicrobiano).

Em 1985, Bystrém & Sundqvist concluiram que o preparo mecéanico reduz
consideravelmente o numero de microrganismos e que a adicdo de uma solucao

irrigadora promove a desinfecgao.

De Deus, ja ressaltava, em 1985, que uma substancia quimica auxiliar ideal para
irrigagdo dos canais radiculares deve ter: capacidade antimicrobiana; agdo de
dissolucao sobre tecido organico e mineral, remanescentes durante a instrumentacao
do sistema de canais; apresentar boa tolerancia tecidual; ter agao residual efetiva; e
aumentar a permeabilidade da dentina, para que possa penetrar no interior dos tubulos

dentinarios e ter uma acao direta sobre os microrganismos.

Sen et al. (1995), analizando dentes humanos recém-extraidos em microscopia
eletrdnica de varredura, observaram a presenca acentuada de bactérias em forma de
cocos e bastonetes, constituindo-se em colbnias, principalmente nas paredes dos
canais, e também, em grau variado, penetrando nos tubulos dentinarios dos tercos
médio e apical das raizes, numa profundidade média de 50 um. Em alguns espécimes
chegando a atingir 150 um. Siqueira Jr. et al. (1996) observaram que as bactérias
anaerébias também foram capazes de penetrar nos tubulos dentinarios em diferentes

profundidades, onde ndo podem ser atingidas por instrumentos endodénticos.
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A eficiéncia da limpeza da regido apical dos canais radiculares por diferentes
técnicas de preparo tem sido investigada (Wu & Wesselink, 1995; Siqueira Jr. et al.,
1997).

Wu & Wesselink (1995), utilizando limas tipo K de aco inoxidavel, compararam a
eficiéncia de limpeza das técnicas Step-Back, Cérvico-apical e de Forcas
Balanceadas.na regido apical de canais curvos. Concluiram que, a despeito da técnica
avaliada, a por¢éo apical dos canais foi menos limpa que os tergos médio e cervical.

Siqueira Jr. et al. (1997) prepararam canais com a técnica Step-Back, utilizando
limas de aco inoxidavel ou de niquel- titAnio, uma técnica ultrassénica utilizando lima
ultrassbnica tamanho 15, técnica de Forgcas Balanceadas utilizando limas Flex-R e
instrumentos Canal Master U. Concluiram que nenhuma das cinco técnicas testadas
foram efetivas no completo debridamento do sistema de canais radiculares.

Em 1997, Sjégren et al. avaliaram 55 uniradiculares, com periodontites apicais,
submetidos ao tratamento endodéntico em sessédo Unica. Realizaram coletas apos a
instrumentacao dos dentes, e proservaram o0s casos durante um periodo de 5 anos.
Observaram que no momento da obturacdo, nos dentes com culturas negativas, a
cicatrizacdo completa ocorreu em 94% dos casos. Ja naqueles com culturas positivas,
a completa cicartrizacdo ocorreu em apenas 68% dos casos. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos avaliados.

West & Roane (2000) registraram que a limpeza pode ser assegurada com a
remocao mecéanica do conteudo do canal e da dissolugdo quimica, desintoxicacao e
remocao das substancias inflamatérias e potencialmente inflamatérias. Concluiram,
entdo, que existia um consenso sobre a importancia da irrigacdo, mas o tipo apropriado
de solugao irrigadora ainda permanecia em discussao.

2.3.1. HIPOCLORITO DE SODIO (NaOCl)

A preocupagdo com a descontaminagdo do sistema de canais radiculares tem
sido evidente desde 1894, quando Callahan, propdés uma solucdo aquosa de acido
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sulfarico 40%, que era neutralizada, a seguir, com uma solucao de bicarbonato de
sodio.
O NaOCI tem sido estudado e amplamente utilizado como solugao irrigadora dos

canais radiculares, em diferentes concentragdes, desde que foi introduzido na
Endodontia por Walker, em 1936.

Harrison, em 1984, em revisdo de literatura sobre a irrigacdo do sistema de
canais, analisou as propriedades do NaOCI 5,25%, e observou que, por apresentar boa
capacidade antimicrobiana, dissolu¢do de tecidos necréticos e matéria organica, este
seria o irrigante endodéntico de escolha.

Entre as propriedades do NaOCI, destacam-se também acdo desodorizante,
clareadora, lubrificante, baixa tensdo superficial, capacidade de promover
saponificacdo de lipideos (Grossman & Melman, 1941; Bloomfield & Miles, 1979),
efetiva acao antimicrobiana (Gomes et al.,, 2001; Ferraz et al., 2001; Vianna et al.,
2004), e capacidade de dissolucao de tecido orgéanico (Senia et al., 1971; Cunningham
& Balekjian, 1980; Abou-rass & Oglesby, 1981; Naenni et al., 2004).

Contudo, Yesilsoy et al. (1995) e Santa Cecilia (1999), demonstraram que o
NaOCI, em suas varias concentragdes, apresenta algumas desvantagens, como a falta
de capacidade de dissolucao de material inorganico e um potencial de irritacdo aos
tecidos.

Embora o NaOCI seja um agente efetivo contra um amplo espectro de bactérias
e dissolva tanto tecido vital quanto necrético (Senia et al., 1975), promove efeitos
toxicos aos tecidos vitais resultando em hemolise, ulceracdo e necrose (Pashley et al.,
1985). Com um pH de aproximadamente 11-12, causa injdria primariamente por
oxidacao de proteinas (Hilsmann & Hahn, 2000).

Acidentes com NaOCI resultam em dor severa, febre, rapido desenvolvimento de
edema, hematoma, necrose, abscessos, comprometimento das vias respiratérias e
deficiéncia neurologica. Relatos tém sido registrados na literatura, alertando sobre
esses riscos, como: injecdo nos tecidos periapicais (Sabala & Powell, 1989; Gatot et
al., 1991; Gernhardt et al., 2004); injecao no seio maxilar (Enrich et al., 1993); reacao
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toxica a substancia causada pelo efeito oxidativo nos tecidos vitais da regiao periapical
(Becking, 1991); queimadura por vazamento através do isolamento absoluto (Serper et
al., 2004); edema e equimose tecidual e dano ao nervo infra-orbitario por
extravazamento através de apice radicular reabsorvido por lesdo periapical (Witton &
Brennan, 2005); necrose da mucosa de palato (Gursoy et al., 2006) e necrose gengival

e 0ssea (Pontes et al., 2008) por injecao de NaOCI ao invés do anestésico.

Baumgartner & Mader (1987) avaliaram em microscopia eletrénica de varredura
(MEV) a capacidade de limpeza dos canais com quatro métodos de irrigacao, tanto em
superficies instrumentadas quanto naquelas nao instrumentadas. Quando se utilizou a
solucao salina e o NaOCI 5,25%, formou-se uma tipica camada residual nas paredes
instrumentadas. O uso isolado do NaOCI antes ou ap6s a instrumentagédo endoddntica
teve acdo apenas sobre a camada mais superficial da smear layer, promovendo
remocao de restos pulpares e de pré-dentina. Enquanto que, no grupo irrigado com
EDTA, houve a remocao predominantemente da matriz inorganica. A combinagao de
NaOCl 5,25% e do EDTA 17% propiciou a remocdo da smear layer das paredes
instrumentadas e naquelas nao instrumentadas expds as calcosferitas, mostrando

superficies adequadamente limpas.

Baumgartner & Cuenin (1992) investigaram através de MEV, superficies
radiculares instrumentadas e irrigadas pelo tempo de 12 minutos por diferentes
concentracbes de NaOCI 0,5; 1,0; 2,5 e 5,25%, notaram que, as concentracbes a 1,0;
2,5 e 5,25% foram mais efetivas, removendo os remanescentes pulpares e pré-dentina
de superficies ndo instrumentadas, enquanto que a solugdo a 0,5% deixou algumas

fibrilas na superficie.

Garberoglio & Becce, em 1994, afirmaram que em canais infectados, a dentina
compactada no interior dos tubulos dentindrios e canais acessoérios, denominada de
smear plug, produzida durante a instrumentacdao, também deve ser removida para
facilitar o efeito antibacteriano da medicacao intracanal. O material utilizado para este
fim deve ser biocompativel com os tecidos periapicais e promover apenas limitada

desmineralizacdo da dentina e dos tubulos dentinarios.
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Ayhan et al, em 1999, pesquisaram os efeitos antimicrobianos de varios
irrigantes endodénticos sobre microrganismos selecionados. O NaOCI 5,35%, quando
comparado ao alcool 21%, ao NaOCI 0,5% e a clorexidina 2%, foi o que apresentou 0s
melhores resultados antimicrobianos; e que a reducado da concentracao do NaOCI
5,25% para 0,5% diminuiu significativamente o poder antimicrobiano da solugao.

Jeansonne & White (1994) compararam a agao bactericida da clorexidina a 2%
e do NaOCI a 5,25% e perceberam que ambos possuiam comportamento semelhantes,
porém, relatatarm a importancia da propriedade de dissolucdo de tecido pulpar
conferido apenas ao NaOCI.

2.3.2. CLOREXIDINA

A clorexidina € uma molécula catibnica simétrica, composta por dois anéis
simétricos 4-clorofenil e dois grupos bisguanida conectados por um anel central de
hexametileno. A forma mais estavel de preparacéao € com o sal de digluconato por ser
altamente soluvel em agua, e quando em pH fisiol6gico dissocia-se facilmente,
liberando componentes carregados positivamente da clorexidina. O mecanismo de
acao da clorexidina é mediado por diversos fatores. Suas moléculas com carga positiva
sao atraidas pela carga eletrostatica negativa da bactéria. Isso promove a adsor¢céao da
clorexidina na superficie bacteriana. A ligagcdo ocorre na membrana citoplasmatica e
causa a perda do equilibrio osmético, ocorrendo a extrusao da membrana, formacao de
vesiculas e precipitacdo do citoplasma, o que inibe o reparo da parede celular,

resultando na perda do material intracelular (Roélla & Melsen, 1975).

A literatura tem registrado como suas propriedades de acgdo: antimicrobiana
imediata, amplo espectro antibacteriano sobre bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, anaerobias, facultativas e aerébias, leveduras e fungos (Hennessey, 1973;
Greenstein et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Vianna et al., 2004; Dametto et al.,
2005); especificamente frente a Candida albicans (Waltimo et al, 1999); relativa
auséncia de toxicidade (Greenstein et al., 1986); capacidade de adsorcao pela dentina
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e lenta liberacdo da substancia ativa, o que prolonga sua substantividade residual
(Heling et al., 1992; Jeansonne & White, 1994; White et al., 1997). E menos efetiva
contra esporos, fungos e protozoarios (Rutala & Weber, 1997) e ndo dissolve tecidos
organicos (Abou-Rass & Piccinino, 1982; Jeansonne & White, 1994).

Delany et al., em 1982, avaliaram, in vitro, a capacidade antimicrobiana da
solugdo de clorexidina 0,2%. Utilizaram 40 dentes com polpa necrética recém
extraidos. O preparo quimico-mecéanico empregou a solugédo de clorexidina ou solugéo
salina. A eficiéncia da clorexidina na redugdo do numero de bactérias remanescentes
foi observada apds a realizacao de culturas microbiolégicas, em até 24 horas. Os
autores sugeriram entao a utilizagdo da clorexidina como solugao irrigadora e como

curativo de demora.

Jeansonne e White, em 1994, comparam, in vitro, a atividade antibacteriana do
digluconato de clorexidina 2% e do NaOCIl 5,25%, e observaram uma reducao
significativa do nimero de unidades formadoras de colénias, sem diferenca significante
entre os grupos testados. Os autores sugeriram a utilizacdo de clorexidina em
pacientes alérgicos ao NaOCI e nos casos de grande risco de contato do irrigante com
os tecidos periapicais, devido a sua boa capacidade antimicrobiana e por ser in6cuo a
esses tecidos. Contudo, ressaltaram que, a auséncia da toxicidade da clorexidina nao
basta nos casos em que ha necessidade de dissolucao tecidual e acdo clareadora,
sendo indicado nesses casos o uso do NaOCI, por apresentar estas propriedades.

Gomes et al., (2001) avaliaram, in vitro, através da metodologia de contato direto
(difusdo em caldo), a susceptibilidade do Enterococcus faecalis a diversas
concentracoes de NaOCI (0,5%; 1%; 2,5%; 4% e 5,25%) e 2 formas de gluconato de
clorexidina (gel e liquida) em 3 concentragdes (0,2%; 1% e 2%). As substancias foram
testadas por periodos de 10,30 e 45 s; 1, 3, 5, 10, 20 e 30 min; e 1 e 2 horas. Todos os
irrigantes testados foram efetivos contra o Enterococcus faecalis em diferentes
periodos de tempo. A clorexidina liquida, em todas as concentracdes testadas, e o
NaOCI 5,25% foram os mais eficientes, eliminando os microorganismos em 30 s. A
clorexidina gel 2% também demonstrou um bom desempenho, eliminando os

microorganismos em apenas 1 min.
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Ongag et al., (2003) compararam, in vitro, a propriedade antimicrobiana e a
toxicidade do NaOCL 5,25%, gluconato de clorexidina 2% e gluconato de clorexidina
0,2% adicionado a cetrimida 0,2% (Cetrexidin®) utilizados como irrigantes apdés 5 min e
48 h em dentes humanos recém extraidos, que haviam sido infectados com
Enterococcus faecalis. Os efeitos toxicos foram testados pela injecdo dos irrigantes
testados em tecido subcutaneo de ratos. As reacdes inflamatérias que ocorreram apés
2 h, 48 h e 2 semanas foram avaliadas. Concluiram que o Cetrexidin® e o gluconato de
clorexidina 2% foram mais efetivos, com menor toxicidade que o NaOCI 5,25%.

Sassone et al. (2003b) avaliaram, in vitro, o crescimento bacteriano (ATCC —
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum) ap6s contacto por diferentes tempos
(imediatamente, 5 min, com NaOCI (1% e 5%) e clorexidina (CHX - 0.12% e 0,5% e
1%). Para simular o tecido orgénico presente no sistema de canais radiculares, em
metada das amostras foi adiciona albumina serosa bovina (BSA). A solu¢gdo de CHX
0,12% né&o eliminou o Enterococcus faecalis em nenhum dos tempos testados. A
solucao de CHX 1% eliminou todas os microrganismos, assim como o NaOCI o fez em
todas as concentracdes testadas. foi efetiva em todos os tempos. A BSA nao interferiu
substancialmente com a atividade antimicrobiana de nenhuma das solugdes. Os
autores concluiram que a solugdo de CHX 0,12% foi inefetina na eliminagdo do

Enterococcus faecalis.

Sassone et al. (2003a) concluiram que solu¢des de clorexidina tém que ser
usadas em uma concentragcao maior que 0,12% para obter um espectro antimicrobiano
mais amplo e devem ser usadas quando o contato entre a solucéo irrigante e a regiao
periapical for inevitdvel, tal como frente a apice aberto, perfuragdo ou cirurgia
parendodontica. Tambem deveria ser usada em casos de alergia ao NaOCl e como um
medicamento entre sessodes, tirando vantagem de sua acao de substantividade.

Em 2004, Vianna et al. investigaram, in vitro, a atividade antibacteriana do
gluconato de clorexidina 0,2; 1 e 2%, tanto sob a forma gel quanto sob a forma liquida,
contra os patdgenos endodonticos, e compararam o0s resultados com aqueles
encontrados para o NaOCI 0,5; 1,0; 2,5; 4 e 5,25%. Foi utilizado um teste de diluicao

26



Revivdo da Siteratura

em meio (broth dilution test) e os tempos necessarios para os irrigantes eliminarem as
células microbianas foram registrados e analisados estatisticamente. Os autores
observaram que a clorexidina 2%, tanto sob a forma gel quanto liquida, eliminou
Staphylococcus aureus e Candida albicans em 15 s. Para eliminar o Enterococcus
faecalis a clorexidina gel 2% precisou de 1 min. Todos os irrigantes testados
eliminaram Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia em 15 s. O tempo requerido pela clorexidina liquida 1 e 2% para eliminar
todos os microorganismos foi 0 mesmo requerido pelo NaOCI 5,25%. Concluiram,
entdo, que a acao antimicrobiana esta relacionada ao tipo, concentracao e forma de

apresentacao dos irrigantes, bem como a susceptibilidade microbiana.

Em 2007, Wang et al. avaliaram a eficacia clinica da clorexidina gel 2% na
reducdo bacteriana durante a instrumentacdo, e seu efeito antibacteriano adicional
quando utilizada como medicacdo intracanal em associagdo ao Ca(OH),, por 2
semanas. Foram estudados 39 dentes com periodontites apicais que apresentavam
culturas positivas imediatamente apdés o acesso endodéntico. Os dentes foram
preparados com a utilizagcdo de instrumentos rotatérios e clorexidina gel 2% como
desinfetante. Apds a instrumentacao, os canais foram irrigados com 2 mL de um
agente neutralizante para a clorexidina, por 5 min. Posteriormente foram irrigados com
solugao salina para a coleta microbiologica. Depois de realizada a coleta, os canais
radiculares foram preenchidos com uma pasta de Ca(OH). + clorexidina gel 2%, que
permaneceu nos dentes por um periodo de 2 semanas. Apds este periodo, foram
realizadas novas coletas previamente a obturacdo dos dentes. Os resultados
mostraram que das culturas positivas que os 39 dentes apresentavam inicialmente,
10,3% continuavam positivas apos a instrumentacdo com clorexidina gel 2%, e 8,3%
apds o periodo de 2 semanas de utilizacdo da medicacao intracanal de Ca(OH), +
clorexidina gel 2%. Desta forma, os autores concluiram que a clorexidina gel 2% é um
efetivo desinfetante intracanal, e sua utilizacdo como medicacao intracanal associada
ao Ca(OH), ndao melhorou significativamente a reducdo bacteriana nos canais

radiculares estudados.

Siqueira Jr. et al. (2007) acessaram, in vivo, a reducao bacteriana apds preparo

quimico-mecéanico com solucdo de diglonato de clorexidina (CHX) 0,12% e efeito
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antibacteriano aditivo de medicacéao intracanal com hidréxido de calcio associado a gel
de clorexidina 0,12%. Treze dentes com infecgao intrarradicular primaria e periodontite
apical foram selecionados para o estudo. Amostras foram coletadas dos canais no
inicio do experimento (S1), ap6s o preparo quimico-mecéanico com CHX 0,12% (S2) e
depois de 7 dias de curativo com pasta de Ca(OH)./CHX (S3). As bactérias coletadas
dos canais radiculares foram cultivadas, contadas e identificadas pela analise
sequencial do 16s rRNA-PCR. Uma alta significante na reducdo da contagem
bacteriana foi observada entre S1 e S2 e entre S1 e S3 (p<0,001). Diferencas
significantes também foram observadas tanto em relacdo a quantidade de reducédo de
bactérias (p=0,014) e niumero de casos com culturas negativas (p=0,01). Os autores
concluiram que o preparo quimico-mecanico com uso de solugdo de CHX 0,12% como
irrigante reduziu significantemente o numero de bactérias intra-canal, mas n&o foi
capaz de deixar o canal livre de bactérias em quase metade dos casos. A aplicagdo de
uma medicagdo intracanal com uma pasta de Ca(OH).,/CHX aumentou

significativamente o numero de casos com cultura negativa.

2.4. IMPORTANCIA DO MODELO ANIMAL CAO NA ENDODONTIA

Em muitas situacdes de experimentacgao, principalmente quando se propde uma
nova terapéutica, resultados contrarios aos que seriam o objetivo daquele experimento
podem ocorrer, promovendo danos indesejaveis. Mormente na pesquisa com drogas
ou farmacos, na area cirurgica e de novos equipamentos, a experimentacdo em
humanos precisa ser precedida de provas laboratoriais € da experimentacdo em
animais. Experimentar tratamentos novos em animais serve, entdo, ndo apenas para
adestrar o pesquisador e aperfeicoar a técnica, mas também para avaliar os riscos
envolvidos na experimentacao (Vieira & Hossne, 1998).

Portanto, embora as evidéncias mais valiosas sejam aquelas obtidas de
experimentos em humanos, estes ndo podem ser considerados como métodos de
acesso bioldgico rotineiros, e testes in vivo devem ser conduzidos em animais (Rowe,
1980).
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Weaver et al.,, em 1962, listaram aqueles que seriam os atributos desejados em
um animal de experimento: um padrao de crescimento similar ao homem; uma relacao
de crescimento adequada para estudos analiticos ou experimentais que seja rapida o
suficiente para permitir resultados em periodos razodveis de tempo, e ainda assim
permitir diferenciacdo de passos sucessivos, e a aplicacao de variaveis controladas a
niveis de crescimento criticos; fisiologicamente similar ao homem, incluindo
mastigacdo, movimentos mandibulares, adaptabilidade a mudangas de ambiente,
solidez e resisténcia a infeccdes endémicas; tamanho dos dentes e arcadas adequados
para permitir intervengdes cirdrgicas ou dentais, e medidas de crescimento com
margem de erro experimental relativamente pequena; acesso aos dentes e glandulas

orais para procedimentos clinicos; e baixo custo de aquisicdo e manutengao.

Pode-se discutir que as conclusdes tiradas de experimentos em animais nao
possam ser diretamente relacionadas para o tratamento em dentes humanos, todavia,
uma comparacao dos efeitos de varios materiais em tecidos animais nos dara uma

indicacao do provavel efeito em humanos (Rowe, 1967).

Varios tipos de animais de laboratério tém sido usados ao longo da historia da
pesquisa odontolégica. Para o estudo da carie, ratos, hamsters e macacos tém sido
utilizados, enquanto que para o estudo da doenca periodontal, além destes, incluem-se
céaes, gatos e ovelhas (Levy, 1980).

A escolha do modelo depende de aspectos inerentes ao animal, que sejam
apropriados ao objetivo da pesquisa. Assim, em Endodontia, quando o estudo é
conduzido em dentes e estruturas adjacentes, macacos, caes, gatos, porcos em

“miniatura” e ratos tém sido usados, mas todos apresentam problemas (Rowe, 1980).

Diferentes espécies de macacos tém sido utilizadas como modelo experimental
em odontologia: Macaca mulatta (Vidair & Butcher, 1955; Sinai et al., 1967); Macaca
irus (Torneck & Smith, 1970); Macaca fascicularis (Fabricius et al., 1982; Fabricius et
al., 2006; Bergenholtz et al., 2006); Cebus apella (Assuncao, 1992; Araujo-Filho, 2001).
Como modelo experimental apresentam muitas vantagens, sendo sua intima relacao
com o homem a mais importante delas. Principalmente os de pequeno porte tém sido
utilizados, porém sao animais de alto custo, dificeis de serem criados e domesticados
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(Berbert, 1999). Nao sao ideais para tratamento endodontico, pois sao dificeis de
anestesiar por longos periodos de procedimento, seus dentes sdo pequenos, com
canais estreitos, e os dentes anteriores possuem raizes curvas (Sinai et al., 1967;
Torneck & Smith, 1970; Koenigs et al., 1975). Além disto, possuem resisténcia
distintamente superior a do homem, sendo seu tecido pulpar altamente resistente aos

efeitos da contaminagé&o bucal (Torneck et al., 1973).

Gatos apresentam problemas de anestesia similares aqueles dos macacos de
pequeno porte, além disto, o tamanho e a morfologia de seus dentes, com excecao dos
caninos, em muito limita a viabilidade de sua utilizagdo, j& que em cada animal

somente quatro dentes podem ser utilizados (Rowe, 1967).

O desenvolvimento embriolégico do porco tem sido ha muito reconhecido como
bem similar ao do homem. Por esta similaridade e disponibilidade, embrides de porcos
tém sido usados para estudos comparativos e até mesmo para complementacao de
série embriolégica em livros textos de embriologia humana. Para controlar o
crescimento deste animal, que por razdes comerciais é rapido e de grande porte, foi
desenvolvido laboratorialmente o porco em “miniatura”, com finalidade de emprego em
programas de pesquisas laboratoriais (Weaver et al., 1962). Este modelo animal é
provavelmente adequado para pesquisa no campo da odontologia, possuindo denticao
decidua e permanente, movimentos mandibulares de mordida e trituragdo, porém,
poucos registros de sua utilizacdo sado encontrados na literatura (Su, 1992; Xu et al.,
1997; Nakamura et al., 2002).

Yankell (1985) afirmou que ratos sdo os animais mais freqientemente usados
em experimentos odontolégicos. Esse modelo animal foi utilizado em estudos que
analisaram resposta tecidual em subcutédneo (Torneck, 1966; Torneck, 1967; Gomes
Filho et al., 2001; Holland et al., 2002), assim como em 0sso alveolar (Okamoto, 1964;
Lin et al., 1994; Cintra et al., 2006). O estudo que indicou ser de fato a carie uma
doenca bacteriana transmissivel, foi conduzido em ratos germ-free (Fitzgerald, 1968).
O papel desempenhado pelas bactérias e seus produtos na inducdo das infecgdes
pulpares e perirradiculares foi esclarecido em estudo em que este modelo, “germ-free”
e convencional, foi utilizado (Kakehashi et al., 1965). Embora a espessura de esmalte
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na superficie oclusal dos molares de rato seja menor, existe similaridade de forma com
0s molares humanos. A raiz mesial do primeiro molar de rato tem sido usada, porém,
embora estes animais tenham a vantagem de baixo custo, com criacao simples, o

procedimento operatorio é dificil (Rowe, 1980).

Hamsters sao outro modelo utilizado (Keyes et al., 1962; Jordan & Keyes, 1964),
tendo vantagens similares as dos ratos, além de ter abertura de boca maior que estes.
Sua maior desvantagem, principalmente nas pesquisas de fissuras e caries, é nao

possuirem anatomia oclusal extensiva em seus molares (Yankell, 1985).

Fouad et al., em 1992, na Universidade de lowa, nos EUA, utilizaram caninos de
furdes (Mustela putorius furo L.) em avaliacao radiografica e histolégica de lesdes
periapicais induzidas. Ressaltaram a vantagem do baixo custo deste modelo animal,
tanto para compra quanto para manutencao; o que propicia aos pesquisadores o0 uso
de maior nimero de animais, quando comparados aos gatos, caes ou macacos. Por
serem passiveis de criacdo especifica para pesquisa, grande numero de furdes
estandardizados podem estar disponibilizados.

O cédo é um mamifero onivoro e biologicamente similar ao homem, como
demonstrado pelo carater de reacdes inflamatérias em secgdes histolégicas (Hill, 1932;
Dixon & Rickert, 1938). Ha concordancia corrente de que 0 cao seja um excelente
animal de experimento. Caes sao relativamente pequenos, de facil manuseio e
extremamente cooperativos durante a experimentacdo. Seus tecidos orais,
especialmente a juncao dento-gengival, o periodonto, e o tamanho de seus dentes sao
bem similares aos do homem, embora existam diferengas anatémicas, topogréficas e
fisiologicas evidentes (Page & Schoroeder, 1982). Sdo animais de facil obtencdo e

manutenc¢ao, portanto economicamente viaveis.

A literatura registra varios trabalhos com a utilizagdo do modelo animal céo,
machos ou fémeas, de diferentes espécies, incluindo: beagles (Rowe & Binnie, 1977;
Isermann & Kaminski, 1979; Pitt Ford, 1984; Kolberg, 1992; Friedman et al., 1997,
2000; Ottoboni Filho, 2000), perdigueiros alemaes (Page & Schroeder, 1982), collies
(Orban, 1933; Synder et al., 1966; Shoji et al., 1985), labradores (Salman et al., 1999),
settler irlandés (Kolberg, 1992; Nieves et al., 1997), e de raca indefinida (Bhaskar &
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Rappaport, 1971; Davis et al., 1971; Valdrighi, 1976; West et al., 1979; Holland et al.,
1979b; Shoji et al., 1985; Takahashi, 1985; Allard et al., 1987; Souza Filho et al., 1987;
Soares et al., 1990a,b; Leonardo, 1992; Gadé Neto, 2000; Ferreira et al., 2001; Berbert
et al., 2002; Ferreira et al., 2002a; Rabang et al., 2002; Gadé Neto et al., 2003;
Ferreira, 2003; Holland et al., 2003; Rabang, 2003; Gadé Neto, 2004; Holland et al.,
2005; Holland et al., 2007a,b).

Os autores tém encontrado estreita similaridade nos processos de reparo dos
dentes e estruturas de suporte entre humanos e caes em diversas situagdes clinicas
(Citrome et al., 1979).

Na Periodontia, o modelo animal cdo tem sido utilizado para estudo da etiologia
e evolugcado da doenga periodontal (Jansen & Pilot, 1981; Jansen. 1982; Groisman &
Klinge, 1990). A microbiota oral e das doencas periodontais em dentes de caes tem
também sido investigada (Saphir & Carter, 1976; Kornman et al., 1981; Laliberté &
Mayrand, 1983; Goldstein et al., 1984; Brook, 1989; Allaker et al., 1992; Renvert et al.,
1996; Allaker et al., 1997a, b; Nieves et al., 1997; Gadé-Neto, 2000; Stepanovic, 2001).

Para avaliagdo da resposta do tecido pulpar, Orban, em 1933, investigou a acao
do paraformoldeido, usando caes. Block et al., em 1979, avaliaram a antigenicidade de
tecido pulpar de caes experimentais, antes e apds incubacao com cimento AH-26. Shoji
et al., em 1985, conduziram estudo dos efeitos da irradiacdo do laser de CO; na polpa
dental de cé@es de raga indefinida, num relato preliminar sobre o laser na pulpotomia.

Varios estudos avaliaram a resposta dos tecidos periapicais de caes frente a
diferentes protocolos de tratamento, materiais obturadores e técnicas de obturacdo
endodéntica. Snyder et al., em 1966, utilizando collies, avaliaram os efeitos do cimento
No. Strémberg, em 1969, num estudo comparativo entre diferentes materiais
obturadores, observou o reparo periapical ap6s pulpectomia total em caes. Davis et al.,
em 1971, estudaram o reparo periapical e intra-canal em caes de raca indefinida, com
canais radiculares incompletamente obturados. Holland, em 1975, avaliou o reparo do
coto pulpar e dos tecidos periapicais de caes de racga indefinida, apos biopulpectomia e
obturacdo de canal com duas diferentes substancias. Valdrighi, em 1976, avaliou

radiografica e histopatologicamente, em cades de raga indefinida, a influéncia dos
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“espacos vazios” nos resultados dos tratamentos de canais radiculares. West et al., em
1979, também utilizando caes de raca indefinida, conduziram estudo piloto em caes,
sugerindo o recobrimento de cones de prata com Teflon de carga negativa. Soares et
al. (1990a) avaliaram a influéncia do cimento obturador no comportamento dos tecidos
periapicais de dentes de oito caes, apds o tratamento endoddntico em uma ou em duas
sessdes. Em outro estudo, Soares et al. (1990b) utilizaram 120 raizes de dentes de
cées para observar a resposta dos tecidos periapicais a cimentos endoddnticos
contendo hidréxido de calcio. Holland et al. (2003) observaram histomorfologicamente o
processo de reparo, em 60 raizes de dentes de caes com lesao periapical induzida,
apos tratamento endoddntico em uma ou duas sessdes, em que o hidréxido de calcio
foi utilizado como medicacdo intra-canal. Utilizando diferentes técnicas operatorias,
Leonardo et al. (1994) avaliaram radiograficamente e bacteriologicamente reparo apical
e periapical em dentes de caes com lesao periapical crénica induzida, apds tratamento
endodontico com diferentes protocolos. Holland et al. (2007a) investigaram a influéncia
do tipo de veiculo, na resposta dos tecidos apicais de dentes de caes, apds obturacéo

de canais radiculares com agregado triéxido mineral.

A resposta dos tecidos periapicais também foi avaliada por Benatti et al., em
1985, em caes de racga indefinida, ap6s o efeito do alargamento foraminal da porcao
apical do canal radicular. Em 1987, Souza Filho et al., avaliaram a influéncia do
alargamento do forame apical no reparo de dentes contaminados de caes. Ainda Souza
Filho et al., em 1996, avaliaram a influéncia do nivel da obturacao e do alargamento do
forame apical no processo de reparo tecidual, em cées de racga indefinida. Em 2005,
Holland et al., analisaram o processo de reparo em dentes de caes com polpa vital,
instrumentados com ou sem paténcia apical e obturados com dois diferentes tipos de

cimentos endododnticos.

Utilizando caes labradores, Salman et al., em 1999, conduziram avaliacao de
reparo apos perfuracao de furca com a utilizagdo de membrana reabsorvivel abaixo de
iondbmero de vidro resinoso modificado. Rodrigues (2000), também avaliou,
radiograficamente, reparo de lesbes de furca apds diferentes procedimentos de
descontaminacdo e selamento coronario em cédes de raga indefinida. Holland et al.

(2007b) avaliaram, em dentes de caes de raca indefinida, o processo de reparo tecidual
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em perfuragdes laterais nao-contaminadas e contaminadas, seladas com agregado
trioxido mineral, assim como os efeitos da utilizacdo de um agente bactericida nas

perfuracées contaminadas, antes do selamento.

No campo da cirurgia parendoddntica, o modelo animal cdo foi utilizado por
Bernabé, em 1994, que avaliou histopatologicamente dentes com lesdo periapical,
apos apicetomia e tratamento endoddntico via retrégrada, observando a influéncia do
nivel da obturacdo e do material obturador. Em 2003, Bernabé et al., analisaram o
comportamento dos tecidos periapicais de caes, com lesées periapicais, submetidos a
obturagédo retrograda convencional com auxilio do ultra-som empregando ou nao o

microscopio clinico odontoldgico.

O modelo cdo também tem sido utilizado para o estudo de microinfiltracdo
coronaria. Friedman et al., em 1997, investigaram a penetracdo de bactérias intraorais,
e a eficacia de cimentos endodénticos na prevencao de inflamagao perirradicular, em
dentes de beagles endodonticamente tratados. Para tal estudo, inocularam placa dental
nas camaras pulpares apds duas semanas de preenchimento dos canais com material
obturador. Friedman et al, em 2000, avaliaram resisténcia a infiltracdo bacteriana
coronaria, de um cimento obturador endodéntico experimental de ion6mero de vidro,
utiizando caes beagle. Gadé Neto et al. em 2003, avaliaram a microinfiltragao
coronaria, in vivo, utilizando dois materiais seladores provisérios e um definitivo, em
pré-molares de cédo de raga indefinida. Em 2004, Gadé Neto, avaliou a influéncia do
selamento coronariona na obturacdo endodéntica em dentes de caes de raca
indefinida, afirmando ter optado pelo modelo animal para tornar seus resultados mais

préximos a realidade clinica.

Outro aspecto importante no modelo animal c&o diz respeito ao seu tempo de
crescimento e desenvolvimento, que é bastante adequado para estudos analiticos ou
experimentais, pois €& rapido o suficiente para permitir resultados em periodos
razoaveis de tempo. Labeau, em 1953, apresentou uma forma para calculo da relagao
entre a idade do cao e do homem, multiplicando o nimero de meses ou anos de vida
do cédo por um coeficiente Unico e fixo, obtendo, assim, a equivaléncia etaria nos

humanos. De acordo com o referido autor, 6 meses de idade no cao corresponde a 10

34



Revivdo da Siteratura

anos no homem, enquanto que 4 anos no cao sao 32 anos no homem. Desta forma, a
época da puberdade do cao se situa entre os 7 e 13 meses. Um cédo de 16 anos
apresenta idade relativa a um homem de 80 anos.

Orban, em 1932, bem sumarizou porque os cades sdao modelos ideais, quando
afirmou que os dentes dos caes sao mais sensiveis que os dos humanos, a qualquer
tipo de injuria. Fazendo correlacdo deste fato com a maior permeabilidade da dentina e
cemento no cao que nos humanos, conjecturou que, se o tratamento no muito mais
sensivel cao se prova satisfatério, o mesmo tipo de resultado pode ser esperado em

humanos.

2.4.1. ASPECTOS ANATOMICOS E FUNCIONAIS DA DENTICAO DO CAO

Os caes possuem uma denticdo decidua e outra permanente. A decidua é
composta de 3 incisivos superiores (I' 12 I%), 3 incisivos inferiores (I1, Iz, 1), 1 canino
superior (C'), 1 canino inferior (C1), 3 molares superiores (M', M?, M® e 3 molares
inferiores (My, Mz, Ms). Na denticdo permanente encontram-se 3 incisivos superiores (I',
1 13), 3 incisivos inferiores (I1, I, 13), 1 canino superior (C'), 1 canino inferior (C1), 4 pré-
molares superiores (P!, P2, P%, P%), 4 pré-molares inferiores (P, P2 , Ps, P4), 2 molares
superiores (M', M?) e 3 molares inferiores (M1, Mz, M3) (Shabestari et al., 1967).

Os dentes deciduos iniciam sua erupgcdo por volta de trés semanas apds o
nascimento, que se completa pelo final da quinta semana, na sequtiéncia de caninos,
incisivos e molares. A esfoliacdo destes temporarios inicia-se por volta dos 110 dias de
idade. Os primeiros pré-molares, primeiros dentes permanentes a aparecer,
erupcionam sem a presenca de um precursor deciduo, por volta dos 106 dias na maxila
e 130 dias na mandibula. Seguem-se 0s incisivos, 0s primeiros molares, 0os caninos e
os pré-molares restantes. Os segundos e terceiros molares, ultimos permanentes a
aparecer, erupcionam por volta dos 150 e 175 dias, respectivamente. Portanto, ao final
dos 6 meses, a denticdo permanente esta completa e pronta para funcéao (Shabestari et
al., 1967).
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Os segundos, terceiros e quartos pré-molares inferiores sdo recomendados para
pesquisa em capeamento pulpar e procedimentos endoddnticos. O segundo pré-molar
€ usualmente unirradicular, mas pode, ocasionalmente, ser similar aos segundos e
terceiros pré-molares, que possuem uma raiz mesial e outra distal, com canais amplos
o suficiente para permitir instrumentacdo da regido apical com equipamento
convencional. As coroas possuem forma de lamina e a camara pulpar evolui de um
corno central proeminente para um pequeno corno mesial e outro distal, antes de

adentrar aos canais radiculares (Barker & Lockett, 1971).

A cavidade pulpar é muito mais ampla e a dentina mais delgada em caes em
crescimento; no entanto, quando o cao estda completamente maduro, a dentina ganha
espessura, de modo que a cavidade pulpar de um cao adulto tem aproximadamente
um quarto do didmetro do dente (Lawson et al., 1967).

Pela freqiéncia com que o céo tem sido utilizado nas investigacées de reacdes
periapicais e estudos de toxicidade de diferentes tipos de medicacées endodbnticas,
Masson et al. (1992) conduziram estudo da anatomia do 4pice radicular em 240 dentes
permanentes de oito diferentes caes, com distintas faixas etarias. Observaram que um
canal Unico principal estava sempre presente em cada raiz, mesmo nos dentes
multirradiculados, e que havia uma reducdo no volume da polpa radicular com o
aumento da idade, ratificando os achados de Harvey et al. (1985). Um forame apical
unico nao foi observado. Em cada um dos dentes observou-se que, a alguns milimetros
do término da raiz, o canal dividia-se em numerosas pequenas ramificagdes,
irradiando-se perifericamente através da dentina e do cemento e terminando em
diversas foraminas na superficie externa do cemento. A existéncia deste complexo
delta apical, em todos os dentes de cées estudados, foi confirmada por microscopia
eletrébnica de varredura. Estes achados confirmaram os de Takahashi et al. (1982),
Takahashi (1985), e Roush et al. (1989), em seus estudos prévios a respeito da
arquitetura vascular apical em dentes de cdo. Baltieri et al. (2002), estudando a
anatomia interna de 42 dentes de cées de racga indefinida, através do método de
diafanizacado, encontraram deltas apicais em 78,2% dos dentes estudados, enquanto
canais laterais foram encontrados em 7,2% dos casos, principalmente nos tercos
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cervical e médio. A porcentagem de canais laterais encontrada em pré-molares e

molares foi de 12,5% e 10%, respectivamente.

Em dentes humanos esta complexidade ndao € observada, porém, De Deus
(1975) relatou que as foraminas que formam o delta ou deltas, sdo as ramificacoes
mais comumente encontradas nas raizes dentarias (37,2% em média geral dos
dentes), sendo mais frequentes nos molares e pré-molares superiores. Segundo Hess
& Keller (1988) as ramificacbes apicais estdao presentes, em meédia, em 42 % dos
casos, e o0 canal principal com frequéncia possui um trajeto tortuoso em sua
terminacdo. A impossibilidade de limpeza mecénica desta regido é aceita, pois a
limpeza e a dilatacdo proporcionadas pelo preparo quimico-mecanico atingem apenas
o canal principal (Panzarini, 1996).

O numero de foraminas em dentes de cdes é maior que em humanos, e as
ramificacdes na camara pulpar ocorrem com maior freqiéncia do que no dente
humano. Estas caracteristicas anatomicas devem contar pelo fato de que granulomas
dentarios sdo mais rapidamente produzidos em céaes do que em seres humanos (Hill,
1932).

Portanto, a marcada complexidade do apice radicular do cado é considerada
como um fator morfolégico vantajoso quando se estda empenhado em erradicar
bactérias desta regido. O &pice dental do cado, quando infectado, proporciona um
rigoroso teste para métodos de eliminag&o de bactérias nesta regido (Barker & Lockett,
1971).

2.4.2. METODOS DE INDUGAO DE LESAO PERIAPICAL NO MODELO ANIMAL CAO

A literatura descreve diferentes métodos que promovem a infeccdo intra-
radicular, induzindo lesao periapical em dentes de caes. No Brasil, Holland & Zerlotti

(1965) foram pioneiros nesta metodologia de pesquisa.

Matsumiya & Kitamura, em 1960, promoveram a exposicdo dos canais
radiculares de 17 caes e os deixaram abertos, expostos ao meio oral por 20-83 dias,

37



Revivdo da Siteratura

para promover situacao em que haveria infeccao natural. Estes autores relataram ter
comprovado, radiograficamente, que quase todos estes espécimes infectados
apresentaram um processo inflamatério em sua regido apical. Outros autores tém
utilizado este método de indugcdo de lesdo periapical, com variacées de periodo de
exposicao: Souza Filho et al. (1987), 45 dias; Holland et al. (1979a), 2 a 3 meses;
Esberard (1992), 90 dias; Snyder et al. (1966), 4 meses; Holland et al. (1992), Panzarini
(1996), Rabang (2003a, b), Otoboni Filho, 2000 e Holland et al. (2003), 6 meses. Todos
observando radiograficamente, presenca da area radiollcida junto ao apice dos dentes

estudados.

Em um segundo método relatado na literatura, os canais permanecem expostos
para contaminacdo ao meio oral por apenas 5-7 dias, sendo depois entdo selados.
Ap6s o periodo de 30 dias, controles radiograficos quinzenais sao procedidos. Em
geral, ap6s 45 dias as imagens radiolUcidas sugestivas de reacdo periapical sao
constatadas, radiograficamente, (Leonardo et al., 1994; Leonardo et al, 1995;
Tanomaru Filho, 1996; Silveira, 1997; Berbert, 1999; De Rossi et al., 2005).

Em dentes de cédes com apices incompletamente formados, Leonardo et al.,
(1993) utilizaram método em que o tecido pulpar foi cuidadosamente removido, e os
canais permaneceram expostos ao meio oral por 5 dias para contaminacao. Apés este
periodo, as cavidades foram seladas com éxido de zinco por periodo que variou entre

10 a 15 dias, tempo que se mostrou suficiente para a formagao de lesdes periapicais.

Um terceiro método é descrito, em que se realiza o arrombamento do forame
apical, apos 0 acesso e remocao da polpa radicular, permanecendo 0s canais expostos
por 7 dias ao meio bucal, quando se promove o selamento da camara pulpar. Controles
radiograficos quinzenais s&o efetuados e, normalmente apos 45 dias, observam-se
imagens radiolucidas sugestivas de reacao periapical (Soares, 1999). Ferreira (2003)
ressaltou que este procedimento tem por intencéo obter uma condicdo mais proxima do

canal cementario humano.

Outra variacdo de metodologia para inducao de lesédo periapical no modelo
animal cdo descrita é a em que, ap6s a remoc¢ao da polpa radicular, os canais sao
inoculados com cultura de Streptococcus, hemoliticos ou ndo hemoliticos, (Hill, 1932),
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e apods 2-3 meses a reacao periapical pode ser detectada radiograficamente (Barker &
Lockett, 1971). McCormick et al., em 1983, inoculando Streptococcus gama hemoliticos
em canais radiculares de cédes beagle de 6 meses de idade, observaram extensiva
destruicéao tecidual apés 6 meses do inicio do experimento. Os autores ressaltaram a
extrema viruléncia da cepa de microrganismos por eles utilizada para induzir infeccao
periapical. Allard et al. (1987) induziram inflamacao perirradicular em 44 canais
radiculares de caes de raca indefinida, inoculando Streptococcus faecalis, e mantendo

selamento coronario por 6 meses.

Em 2001, Ferreira et al., concluiram que 50 pg/mL foi a concentracdo minima de
endotoxina utlizada para preencher o canal radicular e induzir reagcdo periapical, no
menor periodo possivel. Em 2003, Ferreira induziu reagdes periapicais em dentes de
caes utilizando essa metodologia. Ap6s remover a polpa radicular e promover o
arrombamento do platé apical, preencheu os canais radiculares com 50 pg/mL de
solugdo aquosa de endotoxina de Escherichia coli e selou as camaras pulpares com
resina composta fotopolimerizavel. As reacbes periapicais foram obtidas apoés o
periodo de 1 a 2 meses.

2.5. AVALIACAO RADIOGRAFICA DE LESOES PERIAPICAIS

Em 1929, Gottlieb et al. afirmaram que 0s raios-x nao nos dizem se um material
obturador endodéntico € irritante, ou nos dao conhecimento quanto ao comportamento
do tecido periapical. Os raios-x sdo de valor para mostrar o crescimento de novo tecido
0sseo. Mas, em hipétese alguma, podem os raios-x ser tomados como prova cientifica

fidedigna.

Dixon & Rickert (1938) também registraram sua atencao quanto as limitacdes da

avaliagdo radiografica, particularmente no diagnéstico de patologias periapicais.

Seltzer et al. (1964), correlacionaram lesbes induzidas em caes, histologica e
radiograficamente. Concluiram que o tamanho da lesdo observada histologicamente,

freqientemente ndo correspondia aquele observado na radiografia. Usualmente era
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maior. Observaram que esta diferenca foi provavelmente devido a diversos fatores,
entre eles: diferencas de angulacao entre tomadas radiograficas, ja que é dificil segurar
a pelicula na cavidade oral do cao; anatomicamente as cristas 6sseas mandibulares do
cao superpbem-se aos 4pices dos dentes, tornando a visualizagcao da lesao dificil ou
impossivel; e lesdes inflamatérias envolvendo estrutura Ossea trabeculada com

freqiéncia nao foram visualizadas na radiografia.

Snyder et al. (1966), em estudo comparativo em dentes de collies com lesao
induzida, ndo encontraram correlacdo entre o tamanho aparente da lesao,
radiograficamente, e a atual extensao da lesao, histologicamente. A auséncia de area
radiolicida na radiografia nao descartou a presenca de area patoldgica

histologicamente.

Rowe & Binnie, em 1977, em dentes de caes com apices incompletamente
formados, correlacionaram a aparéncia radiografica com as mudangas histologicas
examinando 192 canais radiculares obturados endodonticamente, em pré-molares de
caes. Nao houve evidéncia de perda 6ssea em 129 4pices, mas inflamagéao periapical
foi observada ao redor de 57 deles. Um espessamento periodontal foi observado em 32
dos apices radiculares, porém ao redor de oito destes os tecidos periapicais estavam

normais.

Pitt Ford, em 1984, também investigou a correlacdo entre exames radiograficos
e histolégicos de lesdes periapicais em dentes de cédes beagles. No geral, quando a
extensdo da inflamagdo aumentava o mesmo ocorria com o tamanho das lesdes
radiograficas. Por causa do formato da mandibula dos caes beagles, nao foi possivel,
durante a vida dos animais, tomar radiografias que dispusessem os dentes e os tecidos
adjacentes claramente. Portanto concluiu o autor que radiografias sdo um substituto
insatisfatério para o exame histoldégico na deteccdo de presenca ou auséncia de

doenca periapical em caes.

Allard et al. (1987) encontraram boa correlagao entre seus achados radiograficos
e microscopicos, em pesquisa de reparo de dentes caes com lesdo periapical induzida

tratados endoddnticamente.
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Leonardo et al. (1994) também observaram correlacdo entre seus achados

radiograficos e microscopicos em termos de sucesso de tratamento endodontico.

Rabang et al. (2002) e Ferreira et al. (2002a) compararam dois métodos de
inducdo de lesdo periapical em cdes (com a camara exposta ao meio oral; com
arrombamento apical e selamento da camara apos sete dias de exposicao ao meio
oral), quanto aos aspectos radiograficos e microbioldgicos (por identificacdo por
cultura), respectivamente. Observaram que, radiograficamente, os dentes selados
apresentavam reacbes maiores, e microbiologicamente, apresentavam maior numero

de anaerdbios estritos em relagdo aos dentes que permaneceram abertos ao meio oral.

2.6. MICROBIOTA ORAL DO CAO

Dillon, em 1986, descrevendo a microbiologia canina, relatou que a cavidade
oral abriga uma populagdo microbioldégica concentrada e variada, que é distinta das
areas préximas, como narinas, nasofaringe e orofaringe. No inicio da vida, o principal
foco das bactérias € o dorso da lingua. Com a erupcdo dos dentes, distintas
microbiotas comegam a colonizar suas superficies corondrias e acerca do sulco
gengival, formando placa dental. Nos primeiros dias de vida, uma microflora
predominantemente formada (90%) por Streptococcus € estabelecida. Outras bactérias
desenvolvem-se a medida que o animal vai amadurecendo. Algumas espécies, como
espiroquetas e Bacteroides, cujo habitat € 0 sulco gengival, ndo estao presentes até a
erupgcao dos dentes. Alguns organismos Gram-positivos podem precipitar a formacao
de caries dentais, embora esta ocorréncia nao seja consistentemente relatada em caes
(Schneck, 1967) Bactérias podem invadir os tecidos moles, porém infeccdo é
raramente estabelecida porque ha uma resisténcia local. Contudo, a microbiota oral do
cao tem grande potencial de viruléncia quando introduzida em outros tecidos (Goldstein
et al., 1984; Dillon, 1986).

Saphir & Carter, em 1976, isolando e identificando a microbiota aerdbica

encontrada em esfregaco gengival de caes, descreveram-na como sendo composta de:
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Streptococcus (82%), Staphylococcus (60%), Actinomyces (14%), Escherichia coli
(22%), Corynebacterium (26%), Pasteurella (22%), Caryophanon (20%), Mycoplasma
(83%), Acinetobacter (10%), Moraxella (40%), Neisseria (20%), Enterobacter (2%), e
Bacillus (12%).

Misirligil & Tuncer, em 1990, afirmaram que os dados disponiveis sobre a
microbiota bacteriana oral de caes eram limitados. Em sua pesquisa, identificaram 100
espécimes isolados da cavidade oral desses animais. Apenas 17 diferentes espécies
foram isoladas, aerdbicas e anaerdbicas: houve predominéncia de Staphylococcus
(coagulase + e -), e Escherichia coli, levando os autores a concluirem que a
predominancia destas bactérias em seus achados ocorreu pelo habito que o cao tem
de lamber.

Rayan et al., em 1991, compararam a microbiota oral de humanos, caes e gatos
e encontraram um maior nimero de anaerébios em relacdo ao de aerdbios nos trés
grupos estudados. O numero total de microrganismos encontrados nos animais foram
maiores no gato, seguido pelo cdo e pelo homem, em ordem decrescente.
“Bacteroides” somente foram encontrados nos humanos (em duas espécies — “B.
Intermedius” e “B. disiens” e nos caes (em quatro espécies — B. capillosus, “B.
loescheii”, “B. asaccharolyticus”, “B. gingivalis”, e “B. bivia”. Também foram
encontrados, preferencialmente nos caes, Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium

necrophorum.

Goldstein (1992), Brook (1992) e Allaker et al. (1992), estudando a microbiota
oral nativa dos caes, relataram que Streptococcus spp., Staphylococcus intermedius,
Haemophilus spp., Eikenella corrodens, Pasteurella multicocida e Neisseria spp. sao
espécies freqliientemente isoladas da boca do céo.

Nieves et al. (1997) identificaram as bactérias de amostras de placa dental em
dentes de cao e verificaram que a maioria das espécies isolada era Gram-negativas,
representadas em 90% por Pasteurella spp, € Pseudomonas spp. Os 10% restantes
eram Actinobacillus ssp, Aeromonas ssp, Branhamella ssp, e Escherichia coli.
Cinglenta e oito por cento das bactérias Gram-positivas isoladas eram Streptococcus
spp. Os 42% Gram-positivos restantes eram Actinomyces ssp (26%) e
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Corynebacterium spp (16%). Dentre os anaerdbios estritos 39% eram Bacteroides spp.
Os 61% anaerobios restantes eram Prevotella spp (13%), Clostridium spp (8.7%),
Fusubacterium spp (8.7%), Porphyromonas spp (8.7%), e Propionibacterium spp
(8,7%); seguidos de Lactobacillus spp (4.4%), Peptostreptococcus spp (4.4%), e
Streptococcus morbilorum (4,4%).

Allaker et al. (1997a), estudando a prevaléncia de espécies de Porphyromonas e
Prevotella em placas dentais de 34 caes, encontraram que Porphyromonas gingivalis
estavam presentes em 68% dos cédes e em 47% das amostras das placas. A contagem
de P. gingivalis aumentou com a quantidade de placa e com o grau de gengivite.
Prevotella intermedia, também relacionada com a quantidade de placa e grau de
gengivite, estava presente em 44% dos cédes e em 23% das placas dentais. Esses
autores também encontraram uma correlacao significante entre a quantidade de placa,

a extensdo de gengivites e a idade do céo.

Segundo Dillon (1986), a exposicao pulpar e conseqliente necrose s6 ocorre em
10% dos céaes. Entretanto, a microbiota desses canais infectados é pouco conhecida.

Gadé Neto (2000) analisando pelo método de cultura a microbiota de canais
radiculares de dentes de caes com les&o periodontal induzida, observou no periodonto
a prevaléncia de Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Peptostreptococcus,
Veillonella, Staphylococcus, Neisseria, Bacteroides, Haemophylus, Pasteurella,
Porphyromonas e Clostridium. No canal radicular, com tecido pulpar ainda vivo,
encontrou Streptococcus, Neisseria, Pasteurella, Cardiobacterium e Actinomyces.

Ferreira et al., em 2001, utilizando metodologia de identificacdo por cultura,
investigaram a microbiota de dentes de caes com lesao periapical induzida com e sem
endotoxina bacteriana. Encontraram maioria de anaerdbios estritos como Prevotella
oralis, Prevotella loescheii, Porphyromonas endodontalis, Peptostreptococcus
productus, Peptostreptococcus assaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii,
Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus
magnus e Peptostreptococcus hydrogenalis. Outros anaerdbios estritos encontrados
foram Eubacterium lentum, Fusobacterium lentum, Fusobacterium necrophorum,

Fusobacterium necrogenes e Veillonella ssp. Anaerdbios facultativos como Aerococcus
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viridans, Micrococcus ssp. Staphylococcus lentus e Staphylococcus intermedius

também foram encontrados.

Rabang, em 2003, identificou em dentes de cédes com lesdes periapicais
induzidas, em que os canais radiculares permaneceram expostos ao meio oral, maioria
de facultativos. Em ordem decrescente, foram isolados: Streptococcus,
Staphylococcus, Neisseria, Propionibacterium, Actynomices, Prevotella,
Bifidobacterium, Enterococcus, Aerococcus, Clostridium, Lactococcus,
Peptostreptococcus, Abiotrophia, Bacteroides, Lactobacillus e Porphyromonas.

Ferreira et al., em 2006, investigaram a composicao da microbiota de canais de
dentes de cdes com lesdes periapicais induzidas por 2 diferentes métodos: canais
abertos e selados. Os dentes do Grupo 1 (n=16) permaneceram abertos por uma
semana e depois foram selados com uma resina composta por 120 dias. Os dentes do
Grupo 2 (n=16) permaneceram abertos pelo mesmo periodo de tempo. Amostras
microbioldégicas foram coletadas dos canais radiculares e processadas, 0s
microrganismos foram entdo identificados e contados pela técnica anaerdbica de
identificacédo, apds o estabelecimento das lesdes periapicais. Setenta e quatro isolados
cultivaveis foram identificados nos canais selados (Grupo 1). Os anerdbios estritos num
total de 64% de todas as espécies isoladas, com 55,4% de Gram-negativos. Os
géneros mais encontrados foram Prevotella, Fusobacterium, Peptostreptococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium e Porphyromonas. Houve associagao
estatisticamente significante entre o0s dentes selados e anaerdbios estritos
(p>0.05).Nos dentes abertos (Grupo 2), de um total de 58 isolados cultivaveis 19%
foram anaerdbios estritos e 81% foram facultativos, com predominancia de espécies
Gram-positivas (75%). Os géneros mais frequentemente isolados foram Streptococcus,
Propionibacterium, Staphylococcus, Neisseria e Prevotella. Concluiram os autores que,
o método que induziu lesbes infamatérias periapicais por exposicdo ao meio oral,
seguida de selamento do dente, produziu uma microbiota do canal radicular similar a

mesma encontrada no homem.
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2.6.1. DIFERENCAS ENTRE OS MICRORGANISMOS IDENTIFICADOS EM CAES E
A MICROBIOTA HUMANA

Estudo realizado por Laliberté & Mayrand (1983) mostrou que espécies de
Porphyromonas gingivalis isoladas de caes eram semelhantes as isoladas de amostras

humanas, com excecao de algumas espécies caninas que podem ser catalase-positiva

Fournier & Mouton, em 1993, investigaram 68 cepas de Porphyromonas
gingivalis, 31 de origem humana e 37 de origem animal, quanto a diferencas em
aspectos tais como, bioquimica, fluorescéncia, catalase, hemaglutinacdo e
cromatografia gasosa. Encontraram, além de pequenas diferencas bioquimicas,
catalase e hemoglutinacdo positiva e pigmentacdo mais rapida em algumas cepas.
Concluiram que havia heterogeneidade dentro da espécie, que poderia ser separada

em dois grupos distintos, um oriundo de uma fonte animal e o outro de humanos.

Em 2001, Fournier et al., através da comparacao pela homologia de DNA com
sequéncia do gene 16S rRNA, propuseram uma nova espécie, Porphyromonas gulae
(catalase positiva), isolada do sulco gengival de animais e distinta da Porphyromonas
gingivalis (catalase negativa) de origem humana.

Conrads et al., (2004) isolaram quatorze cepas de bacilos Gram-negativos,
anaeroébicos, nao-esporulados, fluoroquinolona resistentes, coletados de gatos e caes,
assim como de ferimentos de humanos que haviam sido mordidos por gatos ou caes.
Estas cepas foram caracterizadas por sequenciamento 16S-23S rDNA, 16S rDNA,
DNA-DNA hybridization, anélise filogenética e testes fenotipicos. Os resultados
indicaram que essas novas cepas pertencem a uma espécie distinta, intimamente
relacionada ao Fusobacterium nucleatum. A espécie Fusobacterium canifelinum sp.
nov. foi entao proposta.
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3. PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo em dentes de cdes com lesdo periapical
induzida, por exposicdo dos canais radiculares a contaminacao do meio oral pelo

periodo de 120 dias, foram:

1. Investigar a relagdo entre o tamanho da lesdo periapical induzida, o

comprimento do dente e a microbiota identificada;

2. Investigar a composigdo da microbiota dos canais radiculares de dentes
de caes com lesao periapical induzida antes e apds o preparo quimico-
mecanico pelo método da cultura e pelo método do checkerboard DNA-
DNA hybridization; e

3. Avaliar a acao antimicrobiana da clorexidina gel (CHX) 2% e do hipoclorito
de sbdio (NaOCI) 5,25% associado ao acido diaminotetracético (EDTA)

17%, quando utilizados no preparo quimico-mecanico.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 SELECAO DOS CAES E AMOSTRAS

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados quatro caes, fémeas
(canis familiaris), sem racga definida, pesando de 10 a 14 Kg, com aproximadamente 12
a 18 meses de idade, de aparéncia sadia. Provenientes do Canil Central da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), a partir de doacao pela Prefeitura
local, os caes haviam sido vacinados (anti-rabica - Defensor, Pfizer Animal Health, New
York, U.S.A.), vermifugados (Canex - SESPO, Paulinia, SP) e submetidos a
quarentena. Previamente ao inicio do experimento, o projeto de pesquisa foi submetido
a apreciacdo do Comité de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
UNICAMP (CEEA — IB — Protocolo n° 380-2/2002) e aprovado em 07/06/2002 (ANEXO

1).

Durante o periodo do experimento os animais foram mantidos no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP) — UNICAMP, em baias limpas e
arejadas, tratados com racéo canina balanceada (Racao Pedigree High Performance —
Masterfoods South America, Mogi Mirim, SP) e agua ad libitum. Seu manuseio seguiu

normas previstas pela Lei Federal n® 6.638, de 8 de maio de 1979 (Vieira & Hossne,
1998).

Foram selecionados segundos (P), terceiros (P3) e quartos (P4) pré-molares, da
arcada inferior, totalizando 21 dentes, intactos, livres de carie e doenga periodontal,
apresentando entdo boas condigdes clinicas e auséncia de lesdo periapical. As

mesmas manobras e técnicas operatérias foram seguidas em todos eles.
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4.2. ANESTESIA

Previamente a cada intervengdo, os animais estiveram em jejum por 12-24
horas, mas acesso a agua foi irrestrito. Isto foi importante n&o apenas para reduzir o

risco de vémito, mas também o risco de intussuscepcao (Green, 1979).

A conduta anestésica utilizada, descrita por (Massone, 1999), ¢é

reconhecidamente mais pratica e segura.

Para cada intervencdo, os animais foram pré-anestesiados, recebendo uma
injecdo subcutanea de sulfato de atropina (Atropina 1% - Fraga - Farmagricola S. A.
Importacdo e Exportacdo — Mairipora, SP), no intuito de diminuir a salivagao e
neutralizar as arritmias que pudessem ocorrer (Fischer & Klinge, 1994), na dosagem de
0,044 mg/Kg de peso do animal, utilizando-se seringa de 1 mL (insulina). Apdés um
periodo de 15 minutos, procedeu-se a anestesia com uma associacao de xilasina
(Rompun - Bayer S.A. Saude Animal, Sao Paulo, SP) e ketamina (Francotar - Virbac do
Brasil Ind. e Com. Ltda, Roseira, SP) (Moreland & Glaser, 1985; Fischer & Klinge,
1994; Gadé-Neto, 2000), nas dosagens de 1 mg/Kg e 15 mg/Kg respectivamente,

injetada por via intramuscular.

Este protocolo produziu boa anestesia e relaxamento, proporcionando um
consideravel tempo de trabalho, entre 30-40 minutos (Moreland & Glaser, 1985; Fischer
& Klinge, 1994; Gadé-Neto, 2000, 2002, 2004). No decorrer da intervencao, foi
necessario manter o procedimento anestésico com aplicacdo de doses
complementares, constituidas de metade da dosagem inicial da associacao

xilasina/ketamina, via intramuscular.

Na realizacdo dos procedimentos intra-orais, o animal foi colocado em posigao
decubito dorsal, com manutencdo da abertura bucal através da interposicdo de um

abridor de boca entre os caninos.
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CRONOGRAMA DO EXPERIMENTO POR CAO

12 INTERVENCAO

. inducao das lesdes periapicais;
) acesso aos dentes, deixando-os abertos por 120 dias; e
J controle radiografico.

INTERVENGCOES DE CONTROLE CLINICO E RADIOGRAFICO

J 15, 30, 60 e 90 dias.

22 INTERVENGAO

. exame radiografico (constatacdo das lesdes);

) coleta microbiolégica inicial dos dentes induzidos;

. preparo quimico-mecanico;

. coleta microbilégica apods preparo quimico-mecéanico; e
J obturagéo dos canais radiculares e selamento coronario.
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4.4. INDUGCAO DAS LESOES PERIAPICAIS (12 INTERVENCAO)

4.4.1. FASE INICIAL DO EXPERIMENTO

Previamente as intervencdes, foram feitas radiografias periapicais para
diagnéstico dos dentes selecionados, com a finalidade de observagao das condigdes
de normalidade radicular. Nas tomadas radiograficas, utilizou-se aparelho de Raios-X
(Modelo Time-X 66 — Gnatus Equipamentos Médico-Odontolégicos Ltda, Ribeirdo
Preto, SP) e tempo de exposicdo padronizado em 0,6 segundos. A técnica foi a do
paralelismo (Freitas et al., 2000), com posicionador radiografico infantil (Prisma
Instrumentos Odontologicos Ltda, S&o Paulo, SP). Utilizou-se filme Ultra-speed
(Eastman Kodak, Rochester, NY - USA) e as radiografias foram realizadas em
duplicata, sendo uma revelada manualmente pelo método tempo/temperatura e outra
processada automaticamente (Dent-X 9000 - AFP Imaging Corporation, EImsford, NY -
USA).

Visando o inicio do experimento em condicdo de saude oral semelhante para
todos os caes, os dentes selecionados foram submetidos a raspagem coronéria e

profilaxia com ultra-som, na primeira intervengao (FIG. 1-A e B).
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FIGURA 1- Aspectos clinicos: A- Antes da profilaxia com ultra-som; B- Apds
a profilaxia com ultra-som.
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4.4.2. INDUCAO DAS LESOES PERIAPICAIS

Todos os procedimentos clinicos foram feitos por um uUnico operador. Para
melhor visualizacdo do campo operatorio (Souza-Filho & Teixeira, 1999), estes foram
realizados com a utilizacdo de microscopio operatorio clinico (MOC) (Modelo M900, DF
Vasconcelos, Sao Paulo, SP) (FIG. 2).

: [
FIGURA 2- Aspectos clinicos da inducao de reagao periapical com auxilio de
microscopio operatorio clinico.

Todo o instrumental e material utilizados nos procedimentos operatdrios foram
esterilizados em autoclave (Autoclave Cristofoli H 3000 — Cristéfoli Equipamentos de
Biosseguranca Ltda, Campo Mourédo, PR) a 135°C, por 20 minutos.

54



%MAMQ@KMM

Depois da tomada radiografica inicial, raspagem e profilaxia coronaria, foi
realizada a anestesia terminal infiltrativa a base de cloridrato de lidocaina com
adrenalina 1:100. 000 (Lidocaina 100 — DFL Industria e Comércio Ltda, Rio de Janeiro,
RJ).

A seguir, nos dentes selecionados, foram procedidas as aberturas coronarias
com pontas esféricas diamantadas n® 1011 (KG Sorensen - KG Sorensen Ind. Com.
Ltda, Barueri, SP), montadas em turbina de alta rotacdo, refrigeradas a ar e agua. O
ponto de eleicdo para o inicio do acesso a camara pulpar foi em direcdo ao corno
pulpar mais proeminente, localizado abaixo da maior cuspide do dente (FIG. 3-A). As
aberturas oclusais foram complementadas com pontas diamantadas tronco-conicas de
extremidade inativa n® 3082 (KG Sorensen Ind. Com. Ltda, Barueri, SP) dando a
conformacao apropriada a cavidade, de acordo com a anatomia interna do dente,
removendo-se todo o teto da camara pulpar (FIG. 3-B). Para proporcionar um acesso
livre e reto aos canais radiculares (FIG. 3-C) foi realizado desgaste compensatério, com
a utilizagéo de brocas de Largo n?® 2 (Maillefer Instruments, Baillagues - Switzerland).
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FIGURA 3- Aspectos da abertura coronéria: A- Ponto de
eleicao; B- Forma de contorno; C- Forma de conveniéncia.

56



%Ma@e@ﬁe%&oo

Removida a polpa corondéria, realizou-se irrigacado da camara pulpar com soro
fisiologico (NaCl 0,9%). A seguir, com base nas radiografias para diagnéstico (FIG. 4),
efetuou-se a exploragdo dos canais radiculares com lima tipo-K n? 15 (Maillefer
Instruments, Baillagues - Switzerland) até que fosse atingida a parada ou platé apical,
estrutura anatbmica que se situa aproximadamente de 1,5 a 2 mm do apice dentario
(Soares, 1999), e que serviu-nos como referencial. Confirmado este nivel para a
determinacdo do Comprimento Real de Trabalho (CRT), através de tomada
radiografica periapical, procedeu-se 0 acesso aos canais radiculares para extirpacao
pulpar. Utilizaram-se, sequiencialmente, brocas de Gates-Glidden (Maillefer, Baillagues
- Switzerland) de nimeros 3 e 2, seguidas por limas tipo-Hedstréen de numeros 20 a
30 (Hedstréen File Colorinox, Baillagues - Switzerland), para auxiliar na remocéo do

tecido pulpar, sob copiosa irrigacao com soro fisiolégico e aspiracéo.

FIGURA 4- Aspecto de radiografia periapical inicial.

Os dentes permaneceram abertos, com exposicao da cavidade pulpar ao meio
oral, por aproximadamente 120 dias (Snyder et al., 1966), para que houvesse a
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contaminagdo microbiana, e se instalassem lesbes periapicais detectaveis

radiograficamente.

Ao término de todas as intervencgdes, os animais foram acomodados em local

isolado, com ventilacao e temperatura adequadas, para a reanimacao pos-anestésica.

4.5. INTERVENCOES DE CONTROLE CLINICO E RADIOGRAFICO

Ap6s procedimentos anestésicos, controles clinicos e radiograficos foram
efetuados aos quinze dias, e depois mensalmente, até observacao de imagens
radiolucidas, sugestivas de lesdo periapical crénica, o que ocorreu apos
aproximadamente 120 dias, quando os cdes sofreram nova intervencdo. Neste
momento, foram repetidos os procedimentos anestésicos, 0 exame clinico intra-oral foi
conduzido para observacao de possiveis condicdes de anormalidade, como fraturas ou
fistulas. Em seguida, foram feitas tomadas radiograficas, segundo 0s mesmos
parametros descritos na fase inicial do experimento, para constatacdo da presenca de
lesao periapical crénica.

4.6. PROCEDIMENTOS CLINICOS (22 INTERVENCAO)

Com a constatagédo do estabelecimento das lesdes periapicais, 0s animais foram
novamente anestesiados, nova profilaxia com ultrassom e registros radiograficos
periapicais foram procedidos. Para as coletas microbiolégicas que seriam procedidas

durante a 22 Intervencéao, foram seguidos principios descritos em protocolo.

58



%MAMQ@KMM

4.6.1. PROTOCOLO PARA COLETA DAS AMOSTRAS PARA ANALISE
MICROBIOLOGICA

Principios, previamente detalhados na literatura por Gomes et al. (1994a,b);
Gomes (1995); Gomes et al. (1996a,b,c); Gomes (2002), foram observados nos

procedimentos de coleta das amostras dos canais radiculares:

1. Utilizacao de técnicas assépticas durante a coleta da amostra.

2. Remocéao dos contaminantes coronarios.

3. Isolamento absoluto do dente.

4, Descontaminacédo do campo operatorio.

5. Promocéao de um facil acesso aos instrumentos utilizados para coleta das
amostras.

6. Evitar contaminagéao quimica do espaco pulpar.

7. Coletar amostras eficientemente e efetivamente.

Portanto, antes dos procedimentos de coleta da amostra propriamente ditos,
foram realizadas raspagem e profilaxia coronaria com ultra-som, e o isolamento
absoluto foi procedido com lencol de borracha, preso ao arco de Ostby e fixado com
auxilio de grampos. A seguir, promoveu-se 0 vedamento da interface coroa/lencol com
cianocrilato (Super Bonder — Loclite Brasil Ltda, Itapevi, SP) (Otoboni Filho, 2000), para
evitar a infiltracdo com saliva. Em seguida, a primeira descontaminacao do campo
operatério (dente, grampo, lencol de borracha, arco e cianocrilato) foi feita com a
utilizacdo de swabs esterilizados umedecidos primeiramente em agua oxigenada
(H202) a 30% (v/v), e depois em hipoclorito de sédio (NaOCI) 5.25% (Proderma,
Farméacia de Manipulagdo, Piracicaba, SP) por 30 segundos cada, sendo
subsequientemente neutralizados com solucédo de tiossulfato de sodio a 5% (Méller,
1966; Pinheiro et al., 2003).
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4.6.2. COLETA MICROBIOLOGICA INICIAL (C1)

ApGs a primeira descontaminagdo do campo operatorio, foi promovida cuidadosa
remocao dos detritos que preenchiam a camara coronaria (FIG. 5-A) com a utilizagao
de sonda exploradora reta (FIG. 5-B). Em seguida, executou-se a descontaminagao da
camara com a utilizacao de microbrush (Microbrush-original disposable applicators —
Microbrush Corporation - USA) umedecido em H2O2 a 30% (v/v), e depois em NaOCI
5.25% (FIG. 5-C), por 30 segundos cada. Com o intuito de evitar a contaminagao
quimica do espaco pulpar, o excesso de NaOCI 5,25% do microbrush foi removido em
gaze esterilizada. Logo apods sua aplicacao, para neutralizar a acao quimica dos
agentes antissépticos, outro microbrush umedecido em solucao de tiossulfato de sédio
a 5% foi utilizado (Méller, 1966; Pinheiro et al., 2003).
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FIGURA 5- Aspectos clinicos da descontaminacdo da camara
coronaria: A- Camaras coronarias preenchidas com detritos;
B- Remocgédo de detritos de cé&mara coronaria com sonda
exploradora; C- Procedimento de descontaminacdo da camara
coronaria.
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A esterilidade da coroa e isolamento absoluto foi checada com um swab que foi
plagueado em placas de Fastidious Anaerobe Agar (FAA — Lab M, Bury — UK)
acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado e incubados em condigdes de
aerobiose e anaerobiose (Vianna, 2006).

Foram individualizados, para cada dente, os jogos de instrumentais estéreis

utilizados, de forma que nao houvesse nenhum tipo de contaminagao.

A seguir, sequiencialmente, trés pontas de papel absorventes esterilizadas n® 25
foram introduzidas no CRT, por 60 segundos cada (Kobayashi et al., 1990). Cada uma
das pontas absorventes, ao ser removida do canal, foi imediatamente introduzida em
tubo tipo Eppendorf (Microtubes MCT-150-C, 1.5 mL Clear — Axygen Inc, Union City,
CA - USA) esterilizado contendo trés bolinhas de vidro e 1 mL de meio de transporte
pré-reduzido RTF (Reduced Transport Fluid) (Syed & Loesche, 1972) (FIG. 6). A adicao
das bolinhas de vidro tem por finalidade produzir uma dispersao satisfatéria das
bactérias das pontas de papel no meio de transporte, quando da sua agitagao
(Kobayashi et al., 1990; Wikstrdm et al., 1993). Esse tubo, vedado com parafilme,
devidamente identificado de acordo com o dente do qual a coleta procedia, foi
transportado o mais breve possivel até o Laboratério de Microbiologia da Disciplina de
Endodontia da FOP — UNICAMP, em jarra de anaerobiose, para ndo saturar as coletas
com oxigénio (Ferreira, 2003).

A coleta das amostras dos canais radiculares foi realizada sob fluxo continuo de
nitrogénio, para manter a viabilidade das bactérias anaerdbias (Berg & Nord, 1973).
Esse procedimento foi realizado com o auxilio de um cilindro de gas nitrogénio, ao qual
se acoplam uma valvula de segurancga (White Martins, MOD. R 86-n - Sao Paulo, SP),
uma mangueira e uma canula aspiradora endoddntica, formando um dispositivo que

direciona 0 gas somente para a regiao do dente no qual foi realizada a coleta.

O tempo maximo entre a realizacdo da coleta e o seu processamento

laboratorial pela técnica de identificacao por cultura foi de 4 horas.
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FIGURA 6- Aspecto clinico da coleta das amostras microbioldgicas.

4.6.3. PREPARO QUIMICO-MECANICO E DIVISAO DOS GRUPOS

ApGs a coleta microbiolégica inicial (C1), os tercos cervical e médio dos canais
radiculares foram instrumentados sequUencialmente com limas tipo-K (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues — Switzerland) n°® 35 a n° 15, removendo-se detritos contidos no
interior dos mesmos. Em seguida, foi confirmado o CRT, através de tomada
radiografica periapical do dente com lima tipo-K n° 15, introduzida aproximadamente de
1,5 a 2 mm aquém do apice radiogréfico (area do platd apical). Optou-se por confirmar
essa medida pelo fato de que, em alguns dentes, foi observado desgaste das coroas
dentérias.

Os canais radiculares foram preparados com a Técnica Step-back, empregando-
se limas tipo-K (Dentsply-Maillefer) no CRT do diametro 25 até a lima tipo-K n° 50, a
qual estabeleceu o batente apical, determinando a Lima Anatémica Final (LAF). Em
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seguida, foi realizado o escalonamento com recuo progressivo de 1 mm até a limas
tipo—K n° 70.

A cineméatica empregada durante a instrumentagdo consistiu na realizagdo de
movimentos oscilatérios de penetracdo até o comprimento desejado, seguido de
tentativa de rotacdo no sentido horario e limagem de encontro as paredes. Esta
limagem foi realizada de modo circunferencial envolvendo todas as paredes do canal
radicular. No momento em que o instrumento apresentou-se livre no canal radicular foi

efetuada a sua troca para o didmetro subsequente.

Durante toda a instrumentacéao, e, a cada troca de instrumento (com o objetivo
de remover a solugao saturada do interior do canal e novamente preenché-lo com nova
solucao), foram utilizadas substancias quimicas-auxiliares, segundo os protocolos de
cada grupo experimental (n=7) (TABELA 1).

TABELA 1- Divisao dos grupos de acordo com as substancias quimicas testadas.

Numero
Grupo Substancia quimica testada Grupo Dental de
Espécimes
G1 NaCl 0,9% P 7
G2 CHX 2% P3 7
G3 NaOCI 5,25% + EDTA 17% P4 7

No G1 foram empregados 2 mL de solucdo de NaCl (solugdo salina) 0.9%
(Proderma, Farmacia de Manipulacdo, Piracicaba, SP) como solucao irrigadora, antes
do primeiro instrumento e a cada troca de instrumento durante o preparo quimico-

mecéanico.
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No G2 o preparo foi realizado com os canais totalmente preenchidos com 2 mL
de clorexidina gel 2% (Endogel - Essencial Farma, ltapetininga, SP), sendo esta

substancia renovada a cada troca de instrumento.

No G3 foram empregados 2 mL da solugcdo de NaOCI 5,25% (Essencial Farma,
ltapetininga, SP), antes do primeiro instrumento e a cada troca do instrumento, e, ao
final do preparo, foram aplicados 5 mL de EDTA 17% (Mil Férmulas, Rio de Janeiro,

RJ) por um periodo de 3 minutos.

Em todos os espécimes de todos os grupos, ao final dos procedimentos de
preparo descritos, foi realizada irrigacdo com NaCl 0.9% (Essencial Farma,
ltapetininga, SP), sendo que no Grupo 1 e no Grupo 2 foram utilizados 20 mL,
enquanto que no Grupo 3, 18 mL (totalizando um volume final de 40 mL em todos os

grupos testados).

Os procedimentos de irrigacdo empregados durante todo o preparo quimico-
mecanico foram realizados com o auxilio de seringa de 5 mL (Becton Dickinson
Industrias Cirurgicas Ltda, Sdo Paulo, SP) e agulha hipodérmica BD 20 x 5,5 (Becton
Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda, Sdo Paulo, SP) pré-curvada, introduzida até o

terco médio e terco apical do canal radicular.

A aspiracado do contetudo dos canais radiculares foi realizada com uma canula
aspiradora (Conjunto de aspiragao — Colgran, Sao Paulo - SP) acoplada a uma bomba

aspiradora.

4.6.4. COLETA MICROBIOLOGICA APOS PREPARO QUIMICO-MECANICO (C2)

Foi procedida coleta microbiolégica apdés o término do preparo quimico-
mecanico no intuito de verificar possivel reducdao na microbiota do canal radicular. Para
neutralizar a acao das substancias quimicas testadas, os canais onde foi utilizada
clorexidina gel 2% foram irrigados com 5 mL de solugdo estéril contendo 0,5% de
Tween 80% e 0,07% de lecitina de soja (Siqueira Jr. et al., 1998; Vianna et al., 2006b)
por 1 minuto, enquanto aqueles em que foi utlizado NaOCI 5,25% foram irrigados com
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5 mL de solucao estéril de tiossulfato de soédio 5% durante 1 minuto (Martinho, 2007;
Vianna et al., 2006b). Em seguida, nova amostra microbiolégica dos canais (C2) foi
coletada com 3 pontas de papel absorvente esterilizadas, seguindo o mesmo protocolo
ja descrito para a coleta microbiolégica inicial (C1).

4.6.5. OBTURACAO DOS CANAIS E SELAMENTO CORONARIO

Finalizados os procedimentos da coleta microbiolégica apds o preparo quimico-
mecanico (C2), os canais foram irrigados com 4 mL de soro fisiol6gico, secos com

pontas de papel estéreis e obturados.

As obturacdes de todos os grupos foram realizadas com cones de guta-percha
acessorios Medium (Konne Industria e Comércio de Materiais Odontoldgicos Ltda.,
Belo Horizonte — MG) e cimento endoddntico Endométhasone (Specialités — Septodont,
Saint-Maurdes-Fossés Cedex - France), pela técnica do cone modelado apical (Cortez,
2002), complementada com condensacéo lateral.

Os cones principais foram selecionados e devidamente calibrados empregando-
se régua endodéntica calibradora (Maillefer Instruments, Ballaigues — Switzerland), de
acordo com o o ultimo instrumento empregado na confeccdo do batente apical (lima
tipo-K n° 50). Apos a calibragdo os cones foram introduzidos no interior dos canais e
uma radiografia periapical confirmou seus limites que ficaram no CRT, de 1,5 a 2 mm

aquém do apice radiografico (area do plato apical).

O cimento foi preparado de acordo com as especificagdes do fabricante e levado
para o interior dos canais com o préprio cone selecionado. Apos o assentamento do
cone principal realizou-se a condensacéo lateral por meio de condensadores digitais
(Maillefer Instruments, Ballaigues — Switzerland) e cones acessérios B7 (Konne
Industria e Comércio de Materiais Odontolégicos Ltda., Belo Horizonte, MG) que foram
colocados envoltos com o cimento endoddntico. Apds provar radiograficamente a
qualidade da obturacao apical, os cones de guta-percha receberam um primeiro corte
por meio de condensadores de Paiva (Golgran Instrumentos cirdrgicos e Odontoldgicos

66



%MAMQ@KMM

, Sdo Paulo — SP) aquecidos na embocadura dos canais. Mais dois cortes da obturacéo
com condensadores quentes seguidos de compressao vertical com condensadores
frios foram realizados. Deste modo, a obturacao ficou aproximadamente 2 mm aquém
da embocadura dos canais. Foi realizada cuidadosa limpeza da camara pulpar (curetas
e pelotas de algoddao umedecidas em alcool) e em seguida foi inserido Coltosol
(Vigodent S/A Industria e Comércio, Rio de Janeiro — RJ) em incrementos que foram

condensados nas embocaduras dos canais (Gadé-Neto, 2004).

Ap6s a conclusao desses procedimentos, os dentes receberam selamento
coronario com resina composta (Filtek Z250, 3M, Sumaré, SP), e o isolamento absoluto

foi removido.

ApoGs o periodo de 12 meses dos procedimentos aqui descritos, foram feitas
tomadas radiograficas, os caes foram mortos por sobredose anestésica e os tecidos

preparados para analise histomorfoldgica que sera objeto de trabalhos futuros.

4.7. ANALISE RADIOGRAFICA DAS LESOES PERIAPICAIS INDUZIDAS

Para mensurar as imagens das lesbes periapicais induzidas (FIG. 7), as
imagens radiograficas foram capturadas através de scanner, sendo entao avaliadas
pelo software Imagelab 98 versao 2.4 (Softium Informatica Ltda - Sao Paulo, SP), e
suas dimensdes mensuradas segundo area e perimetro (FIG. 8), por trés diferentes
examinadores, em diferentes dias, sem referéncia aos registros anteriores, obtendo-se

uma média de mensuragao.
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FIGURA 7- Aspecto radiografico de lesdes periapicais induzidas.
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4.8. ANALISE MICROBIOLOGICA DOS CANAIS RADICULARES

Ja no laboratério, no interior da cabine de anaerobiose (Don Whitley Scientific,
Bradford - UK) a 37°C, em uma atmosfera de 10% de Hy, 10% de CO, e 80% de N,
cada tubo tipo Eppendorf contendo RTF e as pontas de papel absorventes com as
amostras coletadas foi agitado mecanicamente (Agitador de tubos tipo vortex modelo
MA 162 — Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda, Piracicaba, SP) por 60
segundos, para facilitar a dispersdo dos microrganismos.

De cada um dos tubos que continham 1 mL de RTF com as amostras coletadas,
foram removidos 150 pL para identificagcdo microbiana por cultura (100 pL para
diluicbes seriadas e 50 pL para isolamento primario de fungos) e 250 uL para
identificagdo microbiana pela técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization; o
restante foi congelado para trabalhos futuros.

4.8.1. IDENTIFICAGAO MICROBIANA PELA TECNICA DA CULTURA

4.8.1.1. INOCULACAO E INCUBACAO

Ainda na cabine de anaerobiose, dos 100 uL da amostra removidos do referido
tubo foram feitas diluicdes seriadas a 1/10 (10™), 1/100 (10®), 1/1.000 (10®), e 1/10.000
(10, utilizando FAB (Fastidious Anaerobe Broth — Lab M. Limited Topley House, Bury,
Lancashire - UK) pré-reduzido (FIG. 9-A). Cinqluenta uL de cada diluicdo foram
inoculados em placas pré-reduzidas contendo FAA (Fastidious Anaerobe Agar - Lab M
Limited Topley House, Bury, Lancashire - UK), acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, contendo ou n&o meios seletivos para anaerdbios (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire - England) (FIG. 9-B). Essas placas foram incubadas na
camara de anaerobiose (FIG. 9-C), a 37°C numa atmosfera de 10% de Hs, 10% CO. e

80% Ny até 14 dias, para permitir a deteccao de organismos de crescimento lento.
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o 3
FIGURA 9- Processamento microbiolégico das
amostras para Cultura: A- Diluicdo seriada da amostra;
B- Inoculagéo em placas de agar-sangue; C- Incubagao
em camara de anaerobiose.
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Cinguenta pL foram também inoculados em uma placa de Brain Heart Infusion
(BHI — OXOID - Basingstoke, UK) agar sangue, a qual foi incubada aerobicamente a
37°C por 2 dias, para permitir o crescimento de organismos aerébios ou facultativos.

Para o isolamento primario de fungos, 50 uL nao diluidos do RTF contendo a
amostra foram inoculados em uma placa de Agar Dextrose Sabouraud (OXOID —
Basingstoke - UK) contendo cloranfenicol e incubados a temperatura ambiente por 2
dias. A seguir, as placas foram transferidas para estufa a 37°C, por mais 5 dias.

As amostras do canal radicular foram inoculadas e incubadas como a seguir:

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA (Fastidious
Anaerobe Agar), acrescidos de hemina (5mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L), a 37°C,
anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para permitir o crescimento de anaerdbios estritos
e facultativos.

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL [acido
nalidixico, 0.001% (peso/volume)], a 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para
selecionar anaerdbios Gram-positivos a actinomicetos.

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NAL + VAN
(vancomicina, 0.5 mg/L), a 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para selecionar
anaerobios Gram-negativos.

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + VAN + KAN
[kanamicina, 0.0075% (peso/volume)], a 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias,
para selecionar anaerdbios Gram-negativos (particularmente os "bacilos formadores de
pigmento preto").

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + FAA + NEO
[neomicina, 0.0075% (peso/volume)], a 37°C, anaerobicamente, por 2, 5 e 14 dias, para
selecionar clostridios e outros anaerdbios.

. Placas de agar contendo 5% de sangue de carneiro + Brain Heart Infusion
(BHI) agar (OXOID, Basingstoke, UK), a 37°C, aerobicamente, por 1 dia, para permitir o
crescimento de organismos aerébios ou facultativos.

. Placas de agar contendo Sabouraud Dextrose Agar (OXOID,
Basingstoke, UK), a 37°C, aerobicamente, por 2 dias, para permitir o crescimento de

leveduras.
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O meio de transporte RTF foi preparado de acordo com a férmula original,
descrita por Syed & Loesche, em 1972 (APENDICE 1). Este estudo utilizou meios de
cultura pré-fabricados na forma de pé desidratados, que foram preparados de acordo
com as orientacdes do fabricante (APENDICE 2).

4.8.1.2. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO MICROBIANA

Apés a incubacgéao, cada placa (Fig. 10-A) foi examinada em lupa estereoscopica
(LAMBDA LET 2 - Atto Instruments CO, Hong Kong) em aumento de 3 vezes (Fig. 10-
B). Os diferentes tipos de col6nias foram subcultivadas em meios de culturas recém-
preparados, para obter culturas puras de tantas espécies presentes nos canais quanto
fossem possiveis para serem estudadas posteriormente. A identificacdo inicial foi feita
de acordo com as caracteristicas macroscopicas das colénias na placa, observando-se:
tamanho, cor, forma, elevacao, borda, superficie, textura, consisténcia, opacidade,
efeito no agar e efeito no sangue (nenhum, hemdélise parcial, hemolise total).

As coldnias puras foram entéo isoladas em duas placas contendo 5% de sangue
de carneiro + FAA, e testadas quanto ao seu requerimento gasoso, colocando-se uma
placa na estufa de O2 (Fig. 10-C) e outra na camara de anaerobiose (Fig. 10-D), e
observando em qual condicdo gasosa houve crescimento bacteriano. Ou seja, se
cresceram somente em estufa de O2 eram aerdbias, em ambas: facultativas e se
somente na cabine anaerdbica: anaerdbias estritas. As colbnias que cresceram
somente em anaerobiose foram também plaqueadas em duplicata, sendo que uma
placa foi colocada novamente na camara de anaerobiose e a outra na camara de CO;
(IG 150 CO: Incubator — JOUAN S.A., Saint-Herblain, Cedex, Franca), para que se
pudesse especificar se eram anaerdbias estritas ou capnofilicas. Em seguida, as
culturas puras (Fig. 10-E) foram identificadas de acordo com sua morfologia e
coloracao pelo método do Gram (Fig. 10-F) e testadas quanto a producao de catalase

(Fig. 10-G). Testes bioquimicos apresentados em kits (FIG. 10-H) padronizados foram
utilizados para especificacao priméaria dos microrganismos isolados (APENDICE 3).
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FIGURA 10- Fases da identificagdo microbiana por Cultura:
A- Aspecto de cultura primaria; B- Placa com cultura primaria
posicionada em lupa estereoscopica para Vvisualizagdo das
diferentes  caracteristicas morfolégicas das colbnias de
microrganismos; C- Estufa de O,; D- Camara de anaerobiose; E-
Cultura pura; F- Gram; G- Catalase; H- Kit de identificagao
bioquimica.
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. RaplD 32A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile - France) para bastonetes e
cocos Gram-positivos e Gram-negativos, anaerébios obrigatdrios;

. API Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile - France) para os estreptococos

(cocos Gram-positivos, catalase negativa);

. API| Staph (Bio Mérieux SA, Marcy-I'Etoile - France) para os estafilococos

e micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva); e

. RapID NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA -

USA) para Eikenella, Haemophilus, Neisseria e Actinobacillus.

4.8.2. IDENTIFICACAO MICROBIANA PELA TECNICA DO CHECKERBOARD
DNA-DNA HYBRIDIZATION

A metodologia empregada para a Técnica de Checkerboard DNA-DNA
hybridization seguiu a descrigéo feita por SOCRANSKY et al., em 1994.

4.8.2.1. EXTRAGAO DO DNA MICROBIANO

Os tubos tipo Eppendorf com 250 pyL das amostras (FIG 11-A) que continham
cones de papel e bolinhas de vidro foram agitados no Vortex (Agitador de Tubos) antes
que os mesmos fossem removidos, com auxilio de pinga estéril. Apds esse
procedimento, os tubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 minutos (FIG 11-B). O
sobrenadante neles contido foi entdo descartado e o pellet ressuspendido com 150 pL
de solugao TE e 100 L de solugéo de hidroxido de sodio (NaOH).

As suspensoes contendo as amostras coletadas foram fervidas em banho-maria
por dez minutos (FIG 11-C) e em seguida neutralizadas pela adi¢cdo de 0,8 mL de 5 M
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de acetato de aménia (C2H;NO,). Com isto, as células bacterianas eram lisadas e o

DNA ficava suspenso na solugao (Fig 11-D).

FIGURA 11- Procedimentos para a extracao do DNA das amostras: A- Tubos tipo Eppendorf
contendo as amostras; B- Extracdo do sobrenadante através de centrifugacao; C- Fervura
das amostras para extragdo do DNA; D- Tubos tipo Eppendorf contendo o DNA bacteriano
extraido.

4.8.2.2. COLOCAGAO DAS AMOSTRAS NA MEMBRANA DE NYLON

Uma membrana de nylon (15 X 15cm) com carga positiva (Amersham
Biosciences, Chicago, IL - USA) foi montada no Minislot 30® (Immunetics, Cambridge,
MA - USA) (FIG. 12). Cada suspensao de amostra contendo DNA livre (FIG 13-A) foi
depositada nas fendas do Minislot 30® (FIG. 13-B) e o DNA concentrado permaneceu
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depositado na membrana de nylon. A membrana foi removida do aparato e o DNA,
previamente depositado na mesma, foi fixado por intermédio de aguecimento em forno
a 120°C, por 20 minutos. As duas ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas
para a colocagdo dos controles, contendo uma mistura das espécies dos
microrganismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas
concentracdes, 10° e 10° células bacterianas.

Colocar amostras em
150pi TE pHT.6

W

Colocar 100pl NaOH a 0,5M

Ferver durante 10 minutos

L |

Colocar 800pl Acetato
MeriBrar de Amorla a 5M

de nylon Y

. Depositar amostras nas
filtro canaletas do “MiniSlot”

Canaletas

fixar DNA na
membrana a 120° por
20 min

FIGURA 12- Representacado grafica do Minislot 30® e resumo da preparagdo e
deposicdo das amostras nas canaletas do Minislot 30®, sobre a membrana de nylon
(Técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization).
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FIGURA 13- Colocacao das amostras na membrana de nylon: A- Remocao de aliquota
contendo suspengdo do DNA microbiano; B- Deposicdo das amostras nas canaletas do
Minisolt 30®, sobre a membrana de nylon.

4.8.2.3. HIBRIDIZACAO DA MEMBRANA COM AS SONDAS DE DNA

Apos a fixacdo do DNA na membrana, esta foi pré-hibridizada a 42°C, por uma
hora, numa solucdo de 50% formamida, 1% caseina, 5 X SSC (Solucdo Salina
Citratada), 25 mM de fosfato de s6dio (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. A
membrana foi entdo foi colocada sob a placa acrilica do Miniblotter 45® (Immunetics,
Cambridge, MA - USA) (FIG. 14), rotacionada a 90° de sua posi¢édo original, com as
linhas contendo o DNA fixado, perpendiculares as canaletas do Miniblotter 45®. O
Miniblotter 45® contém 45 canaletas que servem, cada uma, para a colocacao de uma
sonda de DNA.
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Sondas de DNA gendmicas
marcadas com digoxigenina

Pre-hibridizagio a 42°C por 1 h

Girar membrana 90°

Hibridizagdo em solugio de
Canaletas de formamida a IdZ"L por 20 h

hibridizagao ¥
Lavagem de alta adstringéncia a

Membrana 65°C por 40min.

de nylon .

Anticorpo contra digoxigenina

conjugado a fosfatase alcalina
(1:10.000)

Detecgao por quimiofluorescencia
com CDP-Star™ em filme RX

FIGURA 14- Representacdao grafica do Miniblotter 45® e resumo das etapas de
hibridizagdo e deteccao das espécies bacterianas (Técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization).

As sondas de DNA especificas para as quarenta espécies que foram usadas
nesse estudo (TABELA 2) foram confeccionadas usando o random primer digoxigenin
labeling Kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN - USA), como descrito por Feinberg
& Vogelstein (1983). Essas espécies foram selecionadas devido a sua associagdo as
infeccdes endodénticas ou a sua presenca em outras infecgdes orais e saliva (Gomes
et al., 1994a; Haffajee et al., 1997; Socransky et al., 1998; Jung et al., 2000; Siqueira
Jr. et al., 2000; Jung et al., 2001; Siqueira Jr. et al., 2001a; Siqueira Jr. & Ré¢as, 2003a;
Gomes et al., 2004; Soriano de Souza et al., 2005; Gomes et al., 2005).
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TABELA 2- Relagéo das cepas empregadas para o desenvolvimento das sondas de DNA
bacteriano.

Espécies Cepas (ATCC)
Actinomyces gerencseriae” 23860
Actinomyces israelii 12102
Actinomyces odontolyticus” 17929
Actinomyces viscosus (naeslundi genospecies 2) “ 43146
Aggregatibacter actinomycetemcomitans a e b" 43718 e 29523
Campylobacter gracilis* 33236
Campylobacter rectus” 33238
Campylobacter showae“ 51146
Capnocytophaga gingivalis® 33624
Capnocytophaga ochracea” 33596
Capnocytophaga sputigena“ 33612
Eikenella corrodens” 23834
Enterococcus faecalis” 29212
Eubacterium nodatum" 33099
Eubacterium saburreum” 33271
Fusobacterium nucleatum sp.nucleatum 25586
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum® 10953
Fusobacterium nucleatum sp. vincentii 49256
Fusobacterium periodonticum" 33693
Gemella morbillorum 27824
Leptotrichia buccalis” 14201
Neisseria mucosa’ 19696
Peptostreptococcus micros (Parvimonas micra)" 33270
Porphyromonas endodontalis” 35406
Porphyromonas gingivalis® 33277
Prevotella intermedia“ 25611
Prevotella melaninogenica“ 25845
Prevotella nigrescens” 33563
Propionybacterium acnes I e II" 11827 e 11828
Selenomonas noxia" 43541
Streptococcus constellatus” 27823
Streptococcus gordonii* 10558
Streptococcus intermedius” 27335
Streptococcus mitis” 49456
Streptococcus oralis” 35037
Streptococcus sanguinis® 10556
Tannerella forsythia“ 43037
Treponema denticola” B1
Treponema socranskii® D40DR2
Veillonella parvula® 10790

Fonte das Cepas: °ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD - USA) e
°FDC (Forsyth Dental Center, Forsyth, GA - USA).
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Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura controle
contendo as espécies investigadas, numa concentracdo de 10* células bacterianas.
Suas concentrac¢des foram ajustadas de tal modo que a intensidade dos sinais de todas

as sondas fossem semelhantes.

Cada sonda de DNA contida numa solucao de hibridizagdo (45% formamida, 5 X
SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6,5), 0,2 mg/mL de RNA de levedura, 10% de
sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA). (FIG 15-A) foi
removida com pipeta e colocada em canaleta do Miniblotter 45®. De modo que cada
canaleta do Miniblotter 45® foi preenchida com 135 uL de uma determinada sonda
(FIG 15-B). As sondas hibridizaram perpendicularmente as linhas contendo o DNA
bacteriano fixado, propiciando um formato de xadrez com as linhas de DNA,
horizontais, e as sondas, verticais (FIG. 16). O aparato, contendo o Miniblotter 45® e a
membrana com as sondas e o DNA das amostras bacterianas fixado, foi colocado
dentro de um saco plastico umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas (FIG.
17) e incubado a 42°.para que a hibridizagdo ocorresse.

A hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu durante um periodo

minimo de 12 horas (overnight).
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FIGURA 15- Hibridizagdo das membranas com as sondas de DNA: A- Tubos tipo Eppendorf
contendo as sondas de DNA; B- Colocagdo das sondas de DNA perpendicularmente as
amostras ja previamente fixadas, na membrana de nylon, no Miniblotter 45@®.
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FIGURA 16- Representacao grafica do padrao das sondas de DNA com as bactérias
presentes nas amostras dos canais radiculares em forma de tabuleiro de xadrez (Técnica
do Checkerboard DNA-DNA Hybridization).
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FIGURA 17- Aspecto do aparato, contendo o Miniblotter 45® e a
membrana com as sondas € o DNA das amostras bacterianas
fixado, colocado em saco plastico umedecido.

4.8.2.4. DETECCAO DAS ESPECIES

Ap6s a hibridizagdo com as sonda, as membranas foram removidas do
Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65°C, numa solugdo adstringente de PO,
Buffer (tampao de fosfato), a fim de remover sondas que nao hibridizaram
completamente. Em seguida, as membranas foram imersas por 1 hora, sob agitacao,
numa solucédo bloqueadora contendo 0,1 M acido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH,
0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0 e por 30 minutos na mesma solucao contendo o
anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim — Germany) conjugado a fosfatase alcalina (Boehringer, Mannheim -
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Germany), numa diluicdo de 1/25.000%. As membranas foram, entdo, lavadas com uma
solugao de 0,1 M acido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, duas
vezes por 20 minutos, e uma vez por 5 minutos em 0,1 M Tris HCI, 0,1 NaCl, 50 mM
MgClz, pH 9,5. Em seguida, as membranas foram incubadas em uma solugéo
detectora, CDP-Star Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited,
Buckinghamshire - UK), por 60 minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram
colocadas num cassete sob um filme radiogréfico (Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira
Com. e Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP) por aproximadamente 40 minutos, e 0s

filmes revelados logo em seguida.

Cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra dos canais
radiculares foi comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos
dois controles contendo 10° e 10° (FIG. 18). Assim sendo, o nimero (0) era registrado
quando nao havia deteccao do sinal; (1) equivaleu a um sinal menos intenso que o
controle de 10° células; (2) a aproximadamente 10° células; (3) entre 10°e 10° células; e
(5) a mais que 10° células (TABELA 3).

Esses registros foram entdo utilizados para determinar os diferentes niveis das
espécies investigadas em cada amostra. Além disso, foram feitos registros quanto

apenas a presenca (>0) ou auséncia (0) de cada espécie por amostra.

83



SONDAS DE DNA

w
r
-
w
O
=
=L

FIGURA 18- Representagdo esquematica do padrdo de hibridizagao entre as bactérias presentes nas amostras de
canais radiculares e as sondas de DNA (Técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization), com destaque dos
controles, nas ultimas duas linhas, assinaladas por seta.
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TABELA 3- indice utilizado para determinacdo a quantidade de células microbianas nas
amostras dos canais radiculares e seus valores numéricos correpondentes.

Indice Quantidade de Células Valor Numérico
0 Nao detectado 0
1 Menos de 10° 10.000
2 Aproximadamente 10° 100.000
3 Entre 10°e 10° 500.000
4 Aproximadamente 10° 1.000.000
5 Mais de 10° 10.000.000

4.9. ANALISE DOS DADOS

A analise dos dados incluiu quarenta e duas amostras bacterianas provenientes

de vinte e um canais radiculares coletados antes e apds o preparo quimico-mecanico.

Com reféncia aos aspectos radiograficos e microbiolégicos dos dentes
estudados, os dados coletados foram introduzidos numa planilha de calculo e
estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS 145 canc., Chicago,
lllinois - EUA). O teste de Pearson Chi-square ou o Fisher's Exact test, quando
apropriado, foi escolhido para testar a hipétese nula de que nao existe correlacao entre
os aspectos clinico-radiograficos das lesdes periapicais induzidas e os aspectos
microbiolégicos estudados.

Para testar a mudanca na microbiota das diferentes coletas (C1 e C2, antes e
apds o preparo quimico-mecanico) foi utilizado o teste de McNemar.

Todas as analises de correlagcdo estatistica foram realizadas ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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Nas analises de prevaléncia de microsganismos detectados pela Técnica do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization foram consideradas auséncia (0) ou presenca
(>0) do microrganismo. Os niveis das diferentes espécies foram determinados
utilizando-se a média das frequéncias dos registros 0-5 em cada amostra (TABELA 3).
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5. RESULTADOS

51 ANALISE CLINICA E RADIOGRAFICA DAS LESOES PERIAPICAIS
INDUZIDAS

5.1.1 ANALISE CLINICA

Foram procedidos exames clinicos, com sondagem periodontal e avaliacdes
radiograficas aos 15, 30, 60 e 90 dias. Nao houve evidéncia de edema, trajeto fistuloso
ou alteracdes periodontais associados a qualquer dos dentes envolvidos neste estudo.
Foi observada grande quantidade de detritos que preenchia a camara pulpar, porém
ndao houve presenca de fraturas no tempo deste experimento, com excec¢do de um
dente, onde se observou uma pequena fratura coronaria.

Dos 21 dentes inferiores estudados, sete foram segundos pré-molares (P2), sete
terceiros pré-molares (P3), e sete quartos pré-molares (Py).

O comprimento real de trabalho (CRT) dos dentes variou entre 10 e 14 mm
(APENDICE 3). Os P, apresentaram média de CRT de 9,89 mm, os P; de 10,86 mm e
os P4 apresentaram as maiores médias de CRT, 13,36 mm (FIG. 19).

16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

P2 P3 P4

FIGURA 19— Média e desvio padrao do comprimento real de
trabalho (CRT) dos elementos dentais analisados.
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5.1.2 ANALISE RADIOGRAFICA DAS LESOES PERIAPICAIS

Na analise radiografica, observou-se inducao de lesdes periapicais em todos os
dentes estudados no periodo de 120 dias.

A média das areas das imagens radiogréficas foi de 0,12 cm?, sendo 0,06 para
P2; 0,12 cm? para Ps e 0,18 cm? para P4 (FIG. 20).

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05 -

P2 P3 P4

FIGURA 20- Média e desvio padrdo das areas das lesdes
periapicais induzidas associadas aos elementos dentais
analisados.

A média dos perimetros das lesbes periapicais induzidas foi de 2,47, sendo 1,47
mm para os P, 2,07 mm para os Pz e 2,45 mm para os P4 (FIG. 21).
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P? P3 P4
FIGURA 21- Médias e desvio padrao dos perimetros das
lesbes periapicais induzidas associadas aos elementos
dentais analisados.

A anadlise estatistica dos dados demonstrou associacdo entre os dentes de
menor CRT e as menores areas de imagem radiografica de lesao periapical (p=0,001,
IC=4.141-1.469.186). Da mesma forma, houve associacdo entre os dentes de maior
CRT e as maiores areas de imagem radiografica de lesdo periapical (p=0,025;
IC=1.387-216.602).

5.2 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS CANAIS RADICULARES PELA TECNICA
DA CULTURA

5.2.1 COLETA INICIAL (C1)
Foram isoladas 60 bactérias cultivaveis, as quais pertenciam a 14 diferentes

géneros e 32 diferentes espécies (TABELA 4). As espécies microbianas isoladas de
cada dente podem ser visualizadas no APENDICE 4.
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TABELA 4- Morfologia, coloracdo de Gram e frequéncia dos microrganismos
isolados de 21 canais radiculares de dentes de cdo, nas coletas

iniciais (C1).

Espécie Morfologia Gram Requerimento Gasoso N° %
Neisseria spp Coco Negativo Facultativo 7 11.67
Néo identificados - - - 5 8.33
Streptococcus bovis | Coco Positivo Facultativo 4 6.67
Propionibacterium acnes Coco Positivo Estrito 4 6.67
Prevotella oralis Bacilo Negativo Estrito 4 6.67
Staphylococcus intermedius Coco Positivo Facultativo 3 5.00
Bifidobacterium spp. Bacilo Positivo Estrito 3 5.00
Streptococcus salivarius Coco Positivo Facultativo 2 3.33
Streptococcus bovis Il Coco Positivo Facultativo 2 3.33
Staphylococcus aureus Coco Positivo Facultativo 2 3.33
Propionibacterium

o Coco Positivo Estrito 2 3.33
propionicum
Lactococcus lactis cremoris Coco Positivo Facultativo 2 3.33
Actinomyces odontolyticus Bacilo Positivo Estrito 2 3.33
Streptococcus suis I Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Streptococcus suis Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Streptococcus spp Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Staphylococcus xylosus Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Staphylococcus lentus Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Staphylococcus epidermidis Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Staphylococcus capitis Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Porphyromonas gingivalis Bacilo Negativo Estrito 1 1.67
Peptostreptococcus spp Coco Positivo Estrito 1 1.67
Peptostreptococcus . ]
anaerobius Coco Positivo Estrito 1 1.67
Lactobacillus acidophilus Bacilo Positivo Facultativo 1 1.67
Enterococcus avium Coco Positivo Estrito 1 1.67
Clostridium tyrobutiricum Bacilo Positivo Estrito 1 1.67
Clostridium clostridiforme Bacilo Positivo Estrito 1 1.67
Aerococcus viridans 3 Coco Positivo Facultativo 1 1.67
Actinomyces naeslundii Bacilo Positivo Facultativo 1 1.67
Actinomyces israelii Bacilo Positivo Facultativo 1 1.67
Abiotrophia adiascens Coco Positivo Facultativo 1 1.67
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O crescimento bacteriano foi verificado em 17 dos 21 dentes envolvidos nesta
pesquisa, com o numero de espécies por canal variando de 0 a 9 (FIG. 22). Os dentes
com as maiores médias de CRT, P4, apreentaram crescimento microbiano em 100%

dos casos.
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FIGURA 22- Distribuicdo de microrganismos, por canal radicular, em 21
dentes de caes com lesao periapical induzida, isolados através do Método de
Cultura microbiana, na coleta inicial (C1).

Do total de bactérias isoladas, 70% eram anaerobios facultativos, sendo estes
encontrados em canais radiculares de 14 dentes. Por sua vez, anaerdbios estritos
foram isolados de 8 dentes, correspondendo a 18% do total de bactérias. Os canais
radiculares apresentaram uma microbiota predominantemente Gram-positiva, num total
de 44 cepas, correspondendo a 73% dos isolados (FIG. 23).

Nao foram isolados fungos dos canais radiculares investigados.
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FIGURA 23- Freqiiéncia de espécies Gram-positivas e Gram-negativas e
distribuicdo dos tipos morfolégicos quanto a coloragdo de Gram em canais
de cées, isoladas através do Método de Cultura microbiana, na coleta inicial
(C1) (n=60).

Na analise dos aspectos radiograficos e microbiolégicos, ndo houve associacao
estatisticamente significante entre estes dois aspectos. Quanto a relacao existente
entre area da lesdo e numero de espécies microbianas isoladas por coleta, observou-
se que quanto maior a area da lesdo, maior o numero de espécies microbianas
isoladas, de tal forma que os dentes com maiores médias das areas das lesbes
periapicais (P3; e P4) apresentavam frequentemente infecgdes com 4 ou mais
microrganismos (APENDICE 4).

Os anaerdbios facultativos mais freqientemente isolados dos canais radiculares
foram: Neisseria spp (7/21) e Streptococcus bovis | (4/21). Propionibacterium. acnes
(4/21).e Prevotella oralis (4/21) foram as espécies anaerobias estritas mais isoladas.

Os géneros bacterianos mais frequentemente isolados estao relacionados na
FIGURA 24.
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FIGURA 24- Prevaléncia dos géneros bacterianos em 21 canais de dentes de caes com
lesdo periapical induzida, isolados através do Método de Cultura microbiana, na coleta
inicial (C1).

Foram observadas correlacbes estatisticamente significantes entre as espécies
Prevotella oralis e Propionibacterium propionicum (p=0.029; 1C=0.751-5.329);
Prevotella oralis e Streptococcus bovis 2 (p=0.029; IC=0.751-5.329); e, Streptococcus
bovis 1 e Streptococcus bovis 2 (p=0.029; 1C=0.751-5.329).

5.2.2 COLETA APOS O PREPARO QUIMICO-MECANICO (C2)
Independente da substancia quimica empregada, apdés o preparo quimico-

mecéanico (C2) todos os canais radiculares apresentaram auséncia de crescimento

microbiano na cultura.
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5.3 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS CANAIS RADICULARES PELA TECNICA
DO CHECKERBOARD DNA-DNA HYBRIDIZATION

5.3.1 COLETA INICIAL (C1)
Nas coletas iniciais (1), pela Técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization,
foram detectadas 158 bactérias, as quais pertenciam a 18 diferentes géneros e 29

diferentes espécies (FIG. 25). As espécies microbianas detectadas em cada dente
podem ser visualizadas no (APENDICE 5).
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FIGURA 25- Prevaléncia dos géneros bacterianos em 21 canais de dentes de caes com lesdo periapical induzida,
detectados através do método de Checkerboard DNA-DNA Hybridization, nas coletas iniciais (C1).
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As espécies bacterianas avaliadas foram detectadas em 19 das 21 amostras

desta pesquisa, com o numero de espécies variando de 0 a 19 (FIG. 26).
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FIGURA 26— Distribuicdo de microrganismos, por canal radicular, em 21
dentes de caes com lesao periapical induzida, detectados através do método
de Checkerboard DNA-DNA Hybridization, nas coletas iniciais (C1).

Do total de bactérias detectadas na C1, 67% foram anaerdbios estritos, sendo
encontrados em canais radiculares de 19 dentes. Por sua vez, anaerobios facultativos
foram detectados em 15 dentes, correspondendo a 33% do total de bactérias. Os
canais radiculares apresentaram uma microbiota predominantemente Gram-negativa,

num total de 106 cepas, correspondendo a 67% dos isolados (FIG. 27).
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FIGURA 27- Freqliiéncia de espécies Gram-positivas e Gram-negativas e
distribuicdo dos tipos morfolégicos quanto a coloragdo de Gram em 21
canais de céaes, detectadas através do método de Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, nas coletas iniciais (C1) (n=158).

Na andlise entre os aspectos radiograficos e os aspectos microbioldgicos, nao
houve associagéo estatisticamente significante.

Os microrganismos mais freqlentemente detectados nos canais radiculares em
C1, foram: Campylobacter gracillis (17/21), Capnocytophaga sputigena (13/21),
Leptotrichia bucallis (13/21), Prevotella intermedia (12/21), Streptococcus gordonii
(10/21) e Gemella morbilorum (8/21).

Os géneros bacterianos mais frequentemente detectados em C1 estao
relacionados na FIGURA 28.
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FIGURA 28- Prevaléncia dos géneros bacterianos em 21 canais de dentes de caes com
lesdo periapical induzida, detectados através do método de Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, na coleta inicial (C1).

Foram observadas correlacbes estatisticamente significantes entre as espécies
Capnocytophaga ochracea e Enterococcus faecalis (p=0.02; 1C=3.649-1.342.660);
Capnocytophaga sputigena e Leptotrichia buccalis (p=0.018; 1C=1832-148.606);
Capnocytophaga sputigena e Prevotella intermedia (p=0.002; |C=2915-508463);
Gemella morbillorum e Prevotella melaninogenica (p=0.047; 1C=1019-141336); e
Leptotrichia buccalis e Prevotella intermedia (p=0.032; IC=1280-78117).

Além disso, a presenca de Gram-positivos esteve associada a deteccao de
Leptotrichia buccalis (p=0.047; 1C=1019-141336).
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5.3.2 COLETA APOS O PREPARO QUIMICO-MECANICO (C2)

Ap6s o preparo quimico-mecanico (C2), pela Técnica do Checkerboard DNA-
DNA Hybridization, foram detectadas 33 bactérias, as quais pertenciam a 9 diferentes
géneros e 11 diferentes espécies (FIG. 29).

As espécies microbianas detectadas em cada dente podem ser visualizadas no
(APENDICE 6).
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FIGURA 29- Prevaléncia das espécies bacterianas em 21 canais de dentes de caes com leséo
periapical induzida, detectados através do método de Checkerboard DNA-DNA Hybridization,
apds o preparo quimico-mecanico (C2).
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As espécies bacterianas avaliadas ap6s o preparo quimico-mecéanico (C2) foram
detectadas em 10 das 21 amostras, com o numero de espécies variando de 0 a 8, com
prevaléncia de deteccao negativa para as espécies selecionadas (47,6%) (FIG. 30).
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FIGURA 30- Distribuicao de microrganismos por canal radicular, em 21
dentes de caes com lesao periapical induzida, detectados através do
método de Checkerboard DNA-DNA Hybridization, apds preparo
quimico-mecanico (C2).

Do total de bactérias detectadas, 55% foram anaerdbias estritas, sendo
encontradas em canais radiculares de 5 dentes. Por sua vez, anaerdbias facultativas
foram detectadas em 10 dentes, correspondendo a 45% do total de bactérias. Os
canais radiculares apresentaram uma microbiota predominantemente Gram-negativa,
num total de 19 cepas, correspondendo a 58% dos microrganismos detectados (FIG.
31).
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FIGURA 31- Frequéncia de espécies Gram-positivas e Gram-negativas e
distribuicao dos tipos morfolégicos quanto a coloracdo de Gram em canais
de caes, detectadas através do método de Checkerboard DNA-DNA
Hybridization , apds o preparo quimico-mecanico (C2) (n=33).

Os microrganismos mais freqientemente detectados nos canais radiculares
apdés o0 preparo quimico-mecanico (C2) foram: Gemella morbilorum (9/21),
Capnocytophaga sputigena (5/21), Leptotrichia bucallis (5/21) Fusobcterium nucleatum
sp. polymorphum (4/21) e Enterococcus faecalis (2/21).

Os géneros bacterianos mais frequentemente detectados ap6s o preparo
quimico-mecanico (C2) estao relacionados na FIGURA 32.
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FIGURA 32- Prevaléncia dos géneros bacterianos detectados em 21
canais de dentes de cdes com lesdo periapical induzida, ap6s preparo
quimico-mecénico (C2).

Nao foram observadas correlagcbes estatisticamente significantes entre as

espécies apos o preparo mecanico (C2).

5.3.3 ANALISE COMPARATIVA DA DETECCAO DE ESPECIES ANTES (C1) E

APOS O PREPARO QUIMICO-MECANICO (C2) DOS CANAIS RADICULARES

Os dados da deteccdo de espécies, antes (C1) e apds a utilizacdo das

diferentes substancias avaliadas no preparo quimico-mecénico (C2) dos canais

radiculares, foram analisados observando-se dois aspectos para a analise comparativa:

0 numero de espécies e a quantidade de células.
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5.3.3.1 ANALISE QUANTO AO NUMERO DE ESPECIES

A TABELA 5 demonstra o niumero e percentual de espécies microbianas,
antes (C1) e apds o preparo quimico-mecéanico (C2), independente da substéancia
quimica auxiliar empregada, detectadas pela Técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hibridization.

Observou-se que as espécies Gemella morbillorum (5,06% em C1 e 28,13%
em C2), Capnocytophaga sputigena (8,23% em C1 e 15,63% em C2), Leptotrichia
buccalis (8,23% em C1 e 15,63% em C2) e Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum
(0% em C1 e 12,5% em (C2) foram detectadas com maior frequéncia apds os
procedimentos de desinfeccao (C2).

A espécie Fusobacterium nucleatum sp polymorphum nao foi detectada nas
amostras iniciais (C1) avaliadas. No entanto, foi observada apds o preparo quimico-
mecanico (C2), independente da substancia empregada.

104



Reonlladon

TABELA 5- Numero e percentual de espécies bacterianas, detectadas antes (C1) e apds o
preparo quimico-mecanico (C2) (Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

Espécie N° Ci % N° C2 %
Campylobacter gracilis 17 10.76 0 0
Capnocytophaga sputigena 13 8.23 5 15,63
Leptotrichia buccalis 13 8.23 5 15,63
Prevotella intermedia 12 7.59 0 0
Streptococcus gordonii 10 6.33 0 0
Gemella morbillorum 8 5.06 9 28,13
Streptococcus intermedius 7 4.43 1 3,13
Capnocytophaga ochracea 6 3.80 0 0
Enterococcus faecalis 6 3.80 2 6,25
Fusobacterium periodonticum 6 3.80 1 3,13
Neisseria mucosa 6 3.80 2 6,25
Streptococcus mitis 6 3.80 0 0
Prevotella melaninogenica 5 3.16 0 0
Prevotella nigrescens 5 3.16 1 3,13
Treponema denticola 5 3.16 0 0
Streptococcus sanguis 4 2.53 1 3,13
Tannerella forsythia 3 1.90 0 0
Capnocytophaga gingivalis 3 1.90 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 3 1.90 0 0
Selenomonas noxia 3 1.90 0 0
Streptococcus constellatus 3 1.90 0 0
Actinomyces viscosus 2 1.27 0 0
Campylobacter showae 2 1.27 0 0
Eikenella corrodens 2 1.27 0 0
Eubacterium saburreum 2 1.27 1 3,13
Parvimonas micra 2 1.27 0 0
Veillonella parvula 2 1.27 0 0
Eubacterium nodatum 1 0.63 0 0
Porphyromonas gingivalis 1 0.63 0 0
Actinomyces gerencseriae 0 0 0 0
Actinomyces israelii 0 0 0 0
Actinomyces odontolyticus 0 0 0 0
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0 0 0 0
Campylobacter rectus 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 0 0 4 12,5
Fusobacterium nucleatum sp. vicentii 0 0 0 0
Porphyromonas endodontalis 0 0 0 0
Propionibacterium acnes 0 0 0 0
Streptococcus oralis 0 0 0 0
Treponema socranskii 0 0 0 0
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ApGs o preparo quimico-mecanico (C2), espécies pertencentes aos géneros
Gemella, Leptotrichia, Fusobacterium, Capnocytophaga, Enterococcus, Neisseria,
Streptococcus, Prevotella e Eubacterium permaneceram nos canais radiculares, sendo
passiveis de detecgao.

A FIGURA 33 demonstra o numero de cepas pertencentes a cada género,

antes (C1) e apds o preparo quimico-mecénico (C2) dos canais radiculares.
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FIGURA 33- Comparacgao entre a presencga de cepas bacterianas, distribuidas em géneros, antes (C1) e ap6s o preparo quimico-mecanico
(C2) dos canais radiculares, detectadas pelo Checkerboard DNA-DNA Hybridazation.
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Os numeros e percentuais de espécies bacterianas, detectadas antes (C1) e
apos o preparo quimico-mecéanico (C2) com o NaCl 0,09%, o gel de clorexidina (CHX)
2% e o NaOCI 5,25%, podem ser observados na TABELA 6, na TABELA 7 e na
TABELA 8, respectivamente.

Quando os canais radiculares foram instrumentados empregando-se NaCl
0,09% como substancia auxiliar, as espécies Gemella morbillorum (33,3%),
Capnocytophaga sputigena (22,2%), Leptotrichia buccalis (22,2%), e Neisseria mucosa

(11,1%), persistiram apds o preparo quimico-mecanico (TABELA 6).
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TABELA 6- Numero e percentual de espécies bacterianas detectadas pelo Checkerboard DNA-
DNA Hybridization.em C1 e em C2, com o uso de NaCl 0,09%.

Espécies N° C1 % N° C2 %
Campylobacter gracilis 6 12,77 0 0
Capnocytophaga sputigena 4 8,51 2 22,2
Prevotella intermedia 4 8,51 0 0
Enterococcus faecalis 3 6,38 0 0
Gemella morbillorum 3 6,38 3 33,3
Leptotrichia buccalis 3 6,38 2 22,2
Streptococcus gordonii 3 6,38 0 0
Capnocytophaga ochracea 2 4,26 0 0
Prevotella melaninogenica 2 4,26 0 0
Selenomonas noxia 2 4,26 0 0
Streptococcus intermedius 2 4,26 0 0
Streptococcus mitis 2 4,26 0 0
Treponema denticola 2 4,26 0 0
Campylobacter showae 1 2,13 0 0
Capnocytophaga gingivalis 1 2,13 0 0
Eubacterium saburreum 1 2,13 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 1 2,13 0 0
Fusobacterium periodonticum 1 2,13 0 0
Neisseria mucosa 1 2,13 1 11,1
Prevotella nigrescens 1 2,13 0 0
Streptococcus constellatus 1 2,13 0 0
Streptococcus sanguis 1 2,13 0 0
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0 0 0 0
Actinomyces gerencseriae 0 0 0 0
Actinomyces israelii 0 0 0 0
Actinomyces odontolyticus 0 0 0 0
Actinomyces viscosus 0 0 0 0
Tannerella forsythia 0 0 0 0
Campylobacter rectus 0 0 0 0
Eikenella corrodens 0 0 0 0
Eubacterium nodatum 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 0 0 1 11,1
Fusobacterium nucleatum sp. vicentii 0 0 0 0
Parvimonas micra 0 0 0 0
Porphyromonas endodontalis 0 0 0 0
Porphyromonas gingivalis 0 0 0 0
Propionibacterium acnes 0 0 0 0
Streptococcus oralis 0 0 0 0
Treponema socranskii 0 0 0 0
Veillonella parvula 0 0 0 0
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As espécies Capnocytophaga sputigena (11,1%), Leptotrichia buccalis (11,1%),
Capnocytophaga ochracea (5,6%), Fusobacterium periodonticum (5,6%), Neisseria
mucosa (5,6%), Enterococcus faecalis (5,6%), Prevotella nigrescens (5,6%),
Streptococcus sanguis (5,6%) e Eubacterium saburreum (5,6%) foram detectadas
antes e apdés o preparo quimico-mecanico (C2) com gel de CHX 2%. A espécie
Gemella morbillorum apresentou nivel de deteccao superior apds o preparo quimico-
mecanico (C2) (27,8%), sendo detectada inicialmente em 2 amostras e posteriormente
em 5 (TABELA 7).
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TABELA 7—- Numero e percentual de espécies bacterianas detectadas pelo Checkerboard
DNA-DNA Hybridization em C1 e em C2, com o uso de gel de CHX 2%.

Espécies N° C1 % N° c2 %
Campylobacter gracilis 5 9,1 0 0
Capnocytophaga sputigena 4 7,3 2 11,1
Leptotrichia buccalis 4 7,3 2 11,1
Streptococcus gordonii 4 7,3 0 0
Capnocytophaga ochracea 3 55 1 5,6
Fusobacterium periodonticum 3 55 1 5,6
Neisseria mucosa 3 55 1 5,6
Prevotella intermedia 3 55 0 0
Streptococcus intermedius 3 55 0 0
Enterococcus faecalis 2 3,6 1 5,6
Gemella morbillorum 2 3,6 5 27,8
Prevotella melaninogenica 2 3,6 0 0
Prevotella nigrescens 2 3,6 1 5,6
Streptococcus mitis 2 3,6 0 0
Streptococcus sanguis 2 3,6 1 5,6
Treponema denticola 2 3,6 0 0
Actinomyces viscosus 1 1,8 0 0
Tannerella forsythia 1 1,8 0 0
Campylobacter showae 1 1,8 0 0
Capnocytophaga gingivalis 1 1,8 0 0
Eubacterium saburreum 1 1,8 1 5,6
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 1 1,8 0 0
Parvimonas micra 1 1,8 0 0
Streptococcus constellatus 1 1,8 0 0
Veillonella parvula 1 1,8 0 0
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0 0 0] 0
Actinomyces gerencseriae 0 0 0 0
Actinomyces israellii 0 0 0 0
Actinomyces odontolyticus 0 0 0 0
Campylobacter rectus 0 0 0 0
Eikenella corrodens 0 0 0 0
Eubacterium nodatum 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum sp vicentii 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 0 0 2 11,1
Porphyromonas endodontalis 0 0 0 0
Porphyromonas gingivalis 0 0 0 0
Propionibacterium acnes 0 0 0 0
Selenomonas noxia 0 0 0 0
Streptococcus oralis 0 0 0 0
Treponema socranskii 0 0 0 0
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Ap6s o preparo quimico-mecanico (C2) com NaOCI| 5,25%, as espécies
Leptotrichia buccalis (20%), Gemella morbillorum (20%), Streptococcus intermedius
(20%) e Enterococcus faecalis (20%) persistiram aos procedimentos de desinfeccao

(TABELA 8).
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TABELA 8- Numero e percentual de espécies bacterianas detectadas pelo Checkerboard
DNA-DNA Hybridization em C1 e em C2, com o uso de NaOCl 5,25%.

Espécies N° C1 % N° c2 %
Campylobacter gracilis 6 10,91 0 0
Leptotrichia buccalis 6 10,91 1 20
Capnocytophaga ochracea 5 9,09 0 0
Prevotella intermedia 5 9,09 0 0
Gemella morbillorum 3 5,45 1 20
Streptococcus gordonii 3 5,45 0 0
Tannerella forsythia 2 3,64 0 0
Fusobacterium periodonticum 2 3,64 0 0
Neisseria mucosa 2 3,64 0 0
Prevotella melaninogenica 2 3,64 0 0
Streptococcus intermedius 2 3,64 1 20
Streptococcus mitis 2 3,64 0 0
Actinomyces viscosus 1 1,82 0 0
Capnocytophaga gingivalis 1 1,82 0 0
Capnocytophaga sputigena 1 1,82 0 0
Eikenella corrodens 1 1,82 0 0
Enterococcus faecalis 1 1,82 1 20
Eubacterium nodatum 1 1,82 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 1 1,82 0 0
Parvimonas micra 1 1,82 0 0
Porphyromonas gingivalis 1 1,82 0 0
Prevotella nigrescens 1 1,82 0 0
Selenomonas noxia 1 1,82 0 0
Streptococcus constellatus 1 1,82 0 0
Streptococcus sanguis 1 1,82 0 0
Treponema denticola 1 1,82 0 0
Veillonella parvula 1 1,82 0 0
Aggragatibacter actinomycetemcomitans 0 0 0 0
Actinomyces gerencseriae 0 0 0 0
Actinomyces israelii 0 0 0 0
Actinomyces odontolyticus 0 0 0 0
Campylobacter rectus 0 0 0 0
Campylobacter showae 0 0 0 0
Eubacterium saburreum 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 0 0 1 20
Fusobacterium nucleatum sp. vicentii 0 0 0 0
Porphyromonas endodontalis 0 0 0 0
Propionibacterium acnes 0 0 0 0
Streptococcus oralis 0 0 0 0
Treponema socranskii 0 0 0 0
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5.3.3.2 ANALISE QUANTO AO NUMERO DE CELULAS

Foi constatada grande reducdao no numero de células bacterianas detectadas
apds os procedimentos de preparo quimico-mecanico (C2) dos canais radiculares, em
relacdo ao que se detectou na coleta inicial (C1), conforme pode ser observado na
FIGURA 34.
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FIGURA 34— Reducdo do numero de células, detectadas através do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization, apés preparo quimico-mecanico (C2)
com diferentes substancias auxiliares.

Na TABELA 9 pode ser observada essa redugdo do numero de células
bacterianas detectadas ap6s os procedimentos de preparo quimico-mecéanico (C2), em
cada um dos espécimes avaliados, em relacdo ao que foi detectado na coleta inicial
(C1).
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TABELA 9 — Numero de células bacterianas (x10°) detectadas pelo Checkerboard DNA-DNA
Hybridization antes (C1) e apds o preparo quimico-mecanico (C2), nos dentes

avaliados).
NaCl 0,09% | NaCl 0,09% | CHX2% | CHX 2% | NaOCI5,25% | NaOCI 5,25%
C1 Cc2 C1 c2 C1 c2
Dente P2 P2 P3 P3 P4 P4
1 0,20 1,00 0 0 8,00 0
2 1,70 0,40 1,40 0,70 1,40 0
3 1,40 0,10 3,70 0 2,60 0,60
4 0,70 0 0 0,10 8,60 0
5 0,30 0 19,30 0,10 0,10 0
6 0,30 0,30 26,80 0,10 10,90 0
7 11,30 0 0,70 0,70 18,20 0
Total 15,9 1,80 51,90 1,70 49,80 0,60

Na FIGURA 35 observa-se o percentual da reducdo de células bacterianas

detectadas apds os procedimentos de preparo quimico-mecanico (C2) em relacao ao

detectado na coleta inicial (C1).
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FIGURA 35- Percentual de reducdo do numero de células, detectadas pelo
Checkerboard DNA-DNA Hybridization, apds preparo quimico-mecénico (C2) com

diferentes substancias auxiliares.
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O emprego do NaCl 0,09% como agente irrigante possibilitou uma reducéao de
89% da contaminagao no interior dos canais radiculares.

No entanto, a utilizagdo do NaOCI 5,25% e da clorexidina gel 2% permitiram
uma reducdo de 99% e 97%, respectivamente, nao diferindo entre si ao nivel de
significancia de 5%.

Na TABELA 10 podem ser observados aspectos relativos ao nimero (X 10°) de
células bacterianas detectadas, antes (C1) e apds o preparo quimico-mecanico (C2),

com as diferentes substancias avaliadas.
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TABELA 10- Numero (X 10°) de células bacterianas detectadas pelo Checkerboard DNA-DNA Hybridization em C1 e em
C2, com as diferentes substancias testadas.

NaCl 0,9% CHX 2% Gel NaOCl 5,25%

Espécie Antes Depois Antes Depois  Antes  Depois

Actinomyces gerencseriae 0 0 0 0 0 0
Actinomyces israelii 0 0 0 0 0 0
Actinomyces odontolyticus 0 0 0 0 0 0
Actinomyces viscosus 0 0 0,1 0 0,1 0
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0 0 0 0 0 0
Campylobacter gracilis 7,3 0 12,1 0 211 0
Campylobacter rectus 0 0 0 0 0 0
Campylobacter showae 1,0 0 0,1 0 0 0
Capnocytophaga gingivalis 10 0 5,0 0 5,0 0
Capnocytophaga ochracea 0,2 0 0,3 0,1 0,1 0
Capnocytophaga sputigena 0,4 0,2 1,3 0,2 2,3 0,1
Eikenella corrodens 0 0 0 0 0,2 0
Enterococcus faecalis 0,3 0 5,1 0,1 5,0 0,1
Eubacterium nodatum 0 0 0 0 0,1 0
Eubacterium saburreum 0,1 0 0,1 0,1 0 0
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 0,1 0 5,0 0 1,0 0
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 0 0,1 0 0,2 0 0,1
Fusobacterium nucleatum sp. vicentii 0 0 0 0 0 0
Fusobacterium periodonticum 1,0 0 1,2 0,1 1,1 0
Gemella morbillorum 0,3 0,3 0,2 0,5 1,2 0,1
Leptotrichia buccalis 0,3 0,2 0,4 0,2 1,4 0,1
Neisseria mucosa 1,0 1,0 5,2 0,1 1,2 0
Parvimonas micra 0 0 1,0 0 0,1 0
Porphyromonas endodontalis 0 0 0 0 0 0
Porphyromonas gingivalis 0 0 0 0 0,1 0
Prevotella intermedia 0,4 0 1,2 0 0,5 0
Prevotella melaninogenica 0,2 0 0,2 0 0,1 0
Prevotella nigrescens 0,1 0 0,2 0,1 0,2 0
Propionibacterium acnes 0 0 0 0 0 0
Selenomonas noxia 0,2 0 0 0 0,1 0
Streptococcus constellatus 0,1 0 0,1 0 0,1 0
Streptococcus gordonii 1,2 0 6,2 0 6,1 0
Streptococcus intermedius 1,1 0 0,3 0 0,2 0,1
Streptococcus mitis 0,2 0 0,2 0 1,1 0
Streptococcus oralis 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sanguis 0,1 0 1,1 0 0,1 0
Tannerella forsythia 0 0 0,1 0 1,1 0
Treponema denticola 0,2 0 0,2 0 0,1 0
Treponema socranskii 0 0 0 0 0 0
Veillonella parvula 0 0 5,0 0 0,1 0
Total de células bacterianas 15,9 1,8 51,9 1,7 49,8 0,6
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6. DISCUSSAO

O modelo animal cao foi selecionado para a execucao deste trabalho pois
aléem de apresentar facilidade de manuseio e manutengdo, possui anatomia
dentaria (Page & Schoroeder, 1982), padrdo de mastigacdo, resposta bioldgica
(Hill, 1932; Dixon & Rickert, 1938) e processo de reparo dos dentes e estruturas
de suporte semelhantes ao humano (Citrome et al., 1979; Souza et al., 1989).
Outro aspecto que favorece a opc¢ao por este tipo de modelo de estudo é o de que
apresenta resposta tecidual rapida o suficiente para que o resultado seja obtido
em menor periodo de tempo (Torneck & Smith, 1970; Rowe, 1980; Pitt Ford,
1984), pois o desenvolvimento do cdo é muito mais rapido que o do humano
(Labeau, 1953; Andrade et al., 2002).

Com o objetivo de obter melhor padronizacdo dos procedimentos a serem
efetuados, os dentes empregados neste trabalho foram aqueles que apresentaram
aspectos anatbmicos semelhantes. Portanto, caninos e molares foram
desprezados (Otoboni Filho, 2000). Apenas os segundos, terceiros e quartos pre-
molares inferiores, que apresentam anatomia semelhante entre si (Andrade et al.,
2002; Kowalesky, 2005), quase totalmente retilinea e amplitude dos canais
radiculares, foram utilizados. Assim, as manobras operatérias foram facilitadas, e
a padronizacao dos procedimentos instituidos foi favorecida (Cintra, 2008).

Embora o fato de que todos os dentes de caes apresentem delta apical
(Pitts et al., 1982) possa ser considerado uma acentuada diferenca em relacao
aos dentes humanos, isto nao corresponde a realidade (Otoboni Filho, 2000). De
Deus (1975) relatou que as foraminas sdo encontradas em 37,2% na média geral
dos dentes humanos, assim como Hess & Keller (1988) demonstraram que, em
média, 42% dos dentes humanos exibem ramificagdes periapicais. Seltzer (1971)
chegou até mesmo a afirmar que a presenca de ramificagcdes apicais nos dentes

humanos é uma regra e ndo uma excessao.
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Sinais de dor ou desconforto oral em cées incluem bater com as patas na
face ou boca, esfregar a cara no chdo ou paredes, mastigacao ou movimentos de
degluticado excessivos ou inapropriados (Burrows & Harvey, 1985). Quando a
condicao progride, o cao pode pender sua cabeca para um lado, ter seus habitos
alimentares alterados, perder peso. A sensibilidade é particularmente notada apds
a ingestao de alimentos ou agua (Dillon, 1986). Os caes utilizados nesta pesquisa
foram observados diariamente. Todos toleraram bem os procedimentos, e nenhum
demonstrou sinais de sofrimento durante o periodo de observagéo.

Portanto, nossas observacdes nesse aspecto clinico corroboram as de
Otoboni Filho (2000), que utilizaram método similar para inducdo de lesdes
periapicais em caes (exposicdo ao meio oral por 4/6 meses), ressaltando a
desvantagem de outros métodos empregados, que agilizam a instalacdo das
lesbes, mas podem promover quadros de infiltrado inflamatério agudo. Essa
ocorréncia pode passar desapercebida ao pesquisador, além de, muitas vezes,
ser de dificil controle clinico. O animal, na presenca de dor em processo agudo,
torna-se irriquieto e tenta mastigar algum objeto duro, donde fraturas dentéarias
podem advir.

Para o estudo microbioldgico dos canais radiculares, seguindo os principios
ja detalhados por Gomes (1995), houve a necessidade da promog¢ao de um facil
acesso aos instrumentos utilizados para a coleta das amostras, além da remocéao
de todo teto da cAmara pulpar (Ferreira, 2003; Gadé-Neto, 2004). Desta forma, as
aberturas coronarias foram estendidas no sentido mésio-distal, com remoc¢ao da
ponte de esmalte vestibulo-lingual, porém sem destruicdo da cuspide mediana.
Por ser objetivo desta pesquisa avaliar a presenca de microrganismos no interior
dos canais radiculares, antes e apdés o0 preparo quimico-mecanico, a opcao por
esse tipo de procedimento no acesso proporcionou a exposi¢ao total da camara
pulpar, sem que houvesse risco de permanéncia de um nicho microbiano naquela
area (Ferreira, 2003). Esse tipo de procedimento difere do método de acesso
descrito por outros autores (Leonardo, 1992; Tanomaru Filho, 1996; Silveira, 1997;

Berbert, 1999). Estes, com o objetivo de propiciar maior resisténcia as paredes
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dentérias e evitar possiveis fraturas, realizaram uma abertura coronaria na fossa
mesial e outra na distal da face oclusal dos dentes, mantendo a ponte vestibulo-
lingual. Barker & Lockett (1971) relataram que a manutencao das cuspides dos
pré-molares diminui a ocorréncia de fraturas coronarias. Entretanto, no presente
estudo, embora a referida ponte tenha sido removida, ndo houve presenca de
fraturas no tempo do experimento, com exce¢do de um dente, onde se observou
uma pequena fratura coronaria.

Neste trabalho, a utilizacdo do microscopio clinico, que pode propiciar
visualizacdo de aspectos internos e profundos do canal radicular, com ampliagao
de até 20 vezes e melhor iluminagdo do campo operatério (Souza-Filho & Teixeira,
1999, 2001; Rabang, 2003; Ferreira, 2003; Gadé-Neto, 2004), foi de grande
importancia para a condugdo de todas as fases da metodologia. Com este
recurso, a abertura de acesso coronario foi conduzida conservadoramente e a
localizagdo dos canais foi facilitada, concordando com Baldassari-Cruz et al.
(2002), que demonstraram o aumento da habilidade do clinico na localizagéo de
canais de dificil acesso. O microscépio também facilitou a remocao da grande
quantidade de contaminantes coronarios que preenchiam a camara pulpar, que
ficaram expostas ao meio oral por todo o periodo do experimento. Além da
remocao mecanica dos contaminantes coronarios, de acordo com principios que
devem ser observados, foi realizada a descontaminacdo do campo operatério
previamente a coleta microbiolégica (Mdller, 1966; Bystrdom & Sundqvist, 1983;
Gomes, 1995; Gomes et al.,, 1994, 1996a,b,c; Gomes, 2002; Baumgartner et al.,
1999; Siqueira Jr. et al., 2000, 2001a,b,c,d).

As coletas da superficie externa da coroa e da face interna da cavidade de
acesso resultaram em cultura negativa, confirmando a desinfecgcdo do campo
operatorio e da camara pulpar.

O meio de transporte RTF, utilizado no presente trabalho, é eficiente em
manter a viabilidade das células bacterianas e impedir a sua proliferacao por até
24 horas em temperatura ambiente (Syed & Loesche, 1972). Além disto, embora
as sessdes no centro cirargico do biotério fossem longas, as coletas feitas
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inicialmente n&o eram prejudicadas, pois ficavam em jarras de anaerobiose e,
eventualmente, o auxiliar levava as coletas ja feitas para o laboratério de
microbiologia, ainda durante o procedimento nos caes. Isto ocorria de tal forma
que nao fossem ultrapassadas as 4 horas da coleta até o processamento
(Ferreira, 2003).

O método classico da coleta e cultura bacteriana pode sofrer interferéncias
de agentes quimicos ou fisicos, dando falsos resultados. No presente trabalho,
apds o processamento das coletas antes do preparo quimico-mecanico (C1), em 4
dentes nao foi conseguido o cultivo de bactérias. Este fato pode ser devido a
descontaminagao do campo operatério, que foi realizada com H2O, 30% e NaOCI
5,25% (Moéller, 1966; Dougherty et al., 1998; Pinheiro et al., 2003a, b; Ferreira,
2003; Jacinto, 2006). Embora estas substancias tenham sido neutralizadas com
tiossulfato de sédio 5%, uma possivel contaminacdo quimica do espaco pulpar
pode ter ocorrido devido ao menor comprimento radicular e ao maior didmetro dos
canais dos dentes de caes.

Os resultados mostraram que os canais com auséncia de crescimento
bacteriano apresentavam menores comprimentos de trabalho (CRT), enquanto
crescimento bacteriano foi observado em 100% das coletas dos dentes com
maiores CRT.

Além disso, a nao deteccdo de microrganismos através do método de
cultura, ja foi observada por Yoshida et al. (1987), Gomes et al., (1994), Jacinto et
al. (2003), Rabang (2003), Martinho (2007), podendo estar relacionada a presenca
de espécies ndo cultivaveis, a espécies nao sobreviventes durante as diversas
fases do processamento laboratorial e ao baixo numero de células bacterianas,
impossibilitando a deteccao pelo método de cultura.

Mais de 700 espécies bacterianas tém sido detectadas na cavidade oral
(Aas et al., 2005). Estima-se que menos de 1% das bactérias do planeta e menos
de 50%/60% das presentes na microbiota oral ainda ndo foram cultivadas (Aas et
al., 2005; Kumar et al.,2005). E possivel que muitos patégenos verdadeiros ainda

nao tenham sido detectados, por ndo serem suficientemente sensiveis para sua
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deteccgdo (Siqueira Jr. & Lopes, 1999). Em trabalho de Wade et al. (1997) algumas
cepas de Porphyromonas endodontalis e de Fusiobacterium nucleatum apenas
foram detectaveis pela técnica molecular, ndo tendo sido possivel cultiva-las. O
crescimento de microrganismos anaerobicos fastidiosos pela cultura pode nao
ocorrer (Siqueira Jr. et al., 2001). Além disto, o método de cultura somente é
capaz de revelar bactérias vivas, e € menos sensivel na identificacdo de baixos
nimeros de células bacterianas (Tomazinho et al., 2007). E conveniente lembrar
que resultados negativos nao indicam apenas auséncia de bactérias, mas também
concentracao bacteriana insuficiente para que ocorra o crescimento em meio de
cultura, ou falha na técnica microbioldgica.

Nao foi intencdo do presente estudo comparar a detecgdo de
microrganismos pelos dois métodos utilizados, pois, Moraes et al. (2002) ja
haviam concluido que nao seria possivel considerar tal aspecto.

Siqueira Jr. et al. (2002) compararam os métodos PCR e Checkerboard
DNA-DNA hybridization na deteccao de patégenos endoddnticos em 50 casos de
infeccbes endoddnticas primarias em humanos e constataram resultados
coincidentes mas também discrepancias entre os métodos, onde por meio do PCR
houve resultado positivo e por meio do Checkerboard o resultado foi negativo. Os
autores relataram que na auséncia de um método padrdo de referéncia
incontestavel, nenhuma conclusao definitiva poderia ser tirada sobre a capacidade
de um dos métodos refletir melhor a realidade. Sabe-se, no entanto, que o método
Checkerboard DNA-DNA hybridization, como foi concebido, ndo amplifica o DNA,
enquanto o PCR o faz.

E, portanto, uma das caracteristicas negativas da técnica do Checkerboard
DNA-DNA hybridization utilizada no presente estudo a ndo ampliacdo do DNA, o
que ja tem sido apontado como uma desvantagem do método (Chan, 2004).
Assim, modificacbes tém sido introduzidas por diferentes autores (Brito et al.,
2004; Rocas et al, 2004), no sentido de promover a ampliacdo do DNA
microbiano antes da aplicacdo das amostras no Checkerboard. No entanto,
mesmo utilizando a técnica do Checkerboard original, Sassone et al. (2007)
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investigando microbiota de dentes humanos com infecgcdo endoddntica primaria,
detectaram alta prevaléncia de Enterococcus faecalis (89,3%) naquelas amostras,
e ressaltaram que seus resultados foram similares aos de Sedley et al. (2006)
(67,5%) e aos de Gomes et al. (2006) (82%), que utilizaram o PCR em suas
investigacoes.

Nieves et al. (1997), em pesquisa de identificacdo bacteriana de placas
dentarias de caes, com método de cultura, observaram que alguns géneros nao
puderam ser especificados porque as caracteristicas das colbénias ou as
caracteristicas bioquimicas nao puderam ser correlacionadas com espécies
conhecidas daqueles géneros.

Pela metodologia da cultura empregada neste estudo, as coletas
microbioldégicas dos canais radiculares em C1 revelaram uma microbiota
predominantemente anaerodbia facultativa e Gram-positiva. Essa microbiota difere
daquela encontrada em canais radiculares com polpas necrosadas e lesao
periapical em dentes humanos, em trabalhos que empregaram a cultura, que
apresentam uma microbiota predominantemente anaerdbia estrita com iguais
proporcoes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Sundqvist, 1992;
Gomes, 1995; Gomes et al., 1994a,b, 1996a,b,c; Baumgartner et al, 1999;
Gomes, 2002). Embora tenha sido isolado um maior numero de bactérias
anaerdbias facultativas, os métodos microbiolégicos empregados neste estudo
foram adaptados para isolar o maior nimero de espécies bacterianas possivel,
inclusive anaerodbios estritos (Gomes, 1995; Gomes, et al.,, 1994a,b, 1996 a,b,c;
Gomes, 2002).

Ferreira (2003) empregando a mesma metodologia de cultura, encontrou
maioria de anaerdbios estritos, em caes, perfil similar ao encontrado por autores
que conduziram avaliagdo por cultura em humanos (Sundqvist, 1992; Gomes,
1995; Gomes et al., 1994a,b, 1996a,b,c; Baumgartner et al., 1999; Gomes, 2002;
Jacinto, 2006). Porém, o método de inducéo utilizado por Ferreira (2003) fechou a
camara pulpar, apés 7 dias de exposicdo ao meio oral, 0 que provavelmente
possibilitou um ambiente anaedbio, propicio ao crescimento dos estritos. Além
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disto, os modelos animais cées utilizados por Ferreira (2003) apresentaram
presenca de edemas e fistulas e uma microbiota anerdbia estrita, com
predominancia de Gram-positivos, que corroboram os achados de Sousa (2000)

em humanos com abcessos periapicais.

A comparacdo da microbiota presente em canais radiculares com lesdes
periapicais dos dois diferentes métodos de inducao pelo método da cultura ja tem
registro na literatura. Com o objetivo de melhor estudar o modelo cao para a
pesquisa em Endodontia, foram realizados trabalhos nos quais se avaliou a
microbiota dos canais radiculares (Ferreira et al., 2002a) e a evolucao radiografica
de lesGes periapicais (Rabang et al., 2002) utilizando dois métodos de inducgéo:
dentes contaminados com a microbiota oral por 1 semana e posteriormente
selados; e dentes que permaneceram abertos por todo periodo do experimento
(120 dias). Nesses estudos, observou-se que nos canais dos dentes selados
houve uma maior propor¢cdo de anaerdbios estritos, o género Fusobacterium foi
estatisticamente mais isolado em relacdo aos dentes fechados e as lesbes
induzidas nesses dentes foram significantemente maiores que as dos dentes
abertos. Alguns dentes que foram selados também desenvolveram abscessos
durante o periodo experimental e reabsorcdes radiculares externas foram
observadas em algumas imagens radiograficas dos dentes desse grupo. Estas
observacdes radiograficas sao semelhantes aos achados de Tanomaru et al.
(2008) que observaram reacao periapical e reabsorcdo de tecido mineralizado
menos intensas no grupo de dentes abertos, sem perfuracdo do platdé apical,
quando compararam métodos de indugcédo de reagao periapical em dentes de cao
pelos métodos fechados e abertos com ou sem perfuracao do platé apical.

Ferreira et al., em 2006, também compararam os métodos de indugcao com
camara selada e camara aberta. Concluiram que o método em que a camara foi
selada ap6s 7 dias de exposicdo ao meio oral produziu microbiota no interior dos
canais radiculares de caes similar aquela encontrada em humanos, com maioria

de anaerdbios estritos Gram-negativos. Seus achados diferiram dos de Tanomaru-
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Filho et al. (2005), que avaliaram a influéncia do selamento coronario e da
perfuracdo apical, rompendo o platé apical em cées, na inducdo de lesdes
periapicais. Embora estes autores tenham também concluido que foi maior o
namero de anerdbios estritos isolados pelos métodos de inducdo por eles
testados, observaram que foi 0 método aberto, sem selamento apds 7 dias de
exposi¢cdo, que apresentou maior numero de microrganismos no interior dos

canais radiculares.

Na coleta inicial (C1) do presente estudo, quando o método do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi empregado, em que as sondas
utilizadas foram predominantemente de bactérias anaerdbias estritas Gram-
negativas, foi encontrada maioria de anaerdbios estritos, com predominancia de
Gram-negativos. Seria interessante que fossem analisadas amostras de canais
que tiveram lesdes periapicais induzidas pelo método de camara fechada, como
na metodologia utilizada por Ferreira, em 2003, pelo método do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization, para que também fossem comparados os resultados

frente a este método de deteccao.

A microbiota presente no interior do sistema de canais radiculares é o
resultado de fatores de sele¢do, tais como: tensao de oxigénio, fatores nutricionais
e interagdes bacterianas, formando um ambiente propicio para o desenvolvimento
de determinadas espécies (Sundqvist, 1992). Pelo método da cultura, no presente
estudo, a presenca de uma maior proporcao de anaerébios facultativos nos canais
estudados pode estar relacionada ao fato desses dentes possuirem menores
comprimentos, o que dificultaria a geracdao de anaerobiose na porcado apical
desses canais, diferentemente do que ocorre em dentes humanos (Baumgartner
et al., 1991; Sundqvist, 1992). Enquanto estes apresentam, em sua maioria,
comprimento médio entre 19 e 27 mm (De Deus, 1960), os CRT dos dentes
estudados variaram entre 9 e 14 mm. Observou-se no presente estudo que a
proporcao de anaerébios estritos era menor nos dentes com menor CRT. Estes

dentes, que eram representados em sua maioria pelos P,, também apresentaram
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menores dareas de lesbGes periapicais induzidas. Da mesma forma, os P4
apresentaram os maiores CRT e as maiores areas de lesédo, e os Ps, valores

intermediarios entre os P> e 0s Pg.

Na deteccdo pelo Checkerboard DNA-DNA Hybridization, método com
maior sensibilidade para deteccdo de anaerdbios estritos, e onde as sondas de
DNA utilizadas foram predominantemente para este tipo de espécie, o perfil
microbiano encontrado foi diferente e ndo foi possivel encontrar associacéo
estatisticamente significante entre os aspectos radiograficos e microbiolégicos
observados. Entretando, associacdes significantes foram registradas entre
espécies microbianas detectadas por esse método molecular, tendo o numero de
detecgbes sido maior que o encontrado pela Cultura. Isto corrobora o que
registram outros autores, quando afirmam, a luz de seus resultados, que métodos
moleculares detectam maior quantidade e diversidade de microrganismos (Soriano
de Souza et al., 2005; Gomes et al., 2006; Sedley et al., 2006, Sassone et al.,
2007, 2008; Siqueira Jr., 2008).

Embora sem associacdo estatisticamente significante, observou-se que
quanto maior a area da lesdao, maior o numero de espécies microbianas isoladas,

0 que concorda com os achados prévios de Sundqvist (1976, 1992).

Seltzer et al. (1964), Snyder et al. (1966), Rowe & Binnie, (1974) nao
observaram correlagdo entre o tamanho aparente da lesdo periapical,
radiograficamente, e a real extensdo da lesao, histologicamente, e Pitt Ford (1984)
concluiu que as radiografias ndo sdo um substituto satisfatorio para o exame
histolégico na deteccdo de presenca ou auséncia de doenca periapical em caes.
Entretanto, Allard et al. (1987) e Leonardo et al. (1994) observaram correlacao

entre seus achados radiogréaficos e microscopicos.

Neste estudo, as areas das imagens das lesdes periapicais nas radiografias
variaram de 0,06 a 0,18 cm? Sugerimos, entdo, que estudo futuro avalie

histologicamente o desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas. Allard et al.
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(1987) e Leonardo et al. (1994) observaram correlacdo entre seus achados
radiograficos e microscopicos.

Durante o tempo do experimento, clinicamente, ndo foram observadas
exarcebacdes agudas (edema e abscessos). Como os processos agudos estao
relacionados a presenca de bactérias anaerdbias estritas e Gram-negativas
(Gomes, 1995; Gomes et al.,, 1994a,b; Gomes, 1996a,b,c; Gomes, 2002), a
auséncia, nos casos estudados, de aspectos clinicos caracteristicos de processos
agudos pode ser explicada pela presenca de uma microbiota endoddntica

predominantemente anaerodbia facultativa e Gram-positiva.

Na cavidade oral do cdo, hd uma prevaléncia de espécies de Streptococcus
e Staphylococcus, seguidos de Actinomyces e enterobactérias (Dillon 1976;
Misirligil & Tuncer, 1990; Stepanovi¢ et al., 2001). O presente trabalho mostrou
que os Streptococcus e Staphylococcus também sao importantes componentes da
microbiota de canais radiculares infectados pela metodologia empregada, na qual
0s canais estavam em contato direto com o meio oral. A microbiota periodontal de
dentes de cées tem sido estudada (Kornman et al.,, 1981; Renvert et al., 1996),
porém, trabalhos que identifiquem a microbiota de canais radiculares desses

animais ainda sdo escassos na literatura.

Fournier et al. (2001) através de comparacao pela metodologia de DNA
com a sequéncia do gene 16S rRNA, propuseram uma nova espécie,
Porphyromonas gulae, que é isolada do sulco gengival de varios animais e distinta
da Porphyromonas gingivalis de origem humana, porém muito parecida. A
principal diferenga esta na catalase positiva das isoladas em animais. Este poderia
ser um outro fator que dificulte a identificacao deste tipo de bactéria, pela cultura,

em animais.

Em relagdo a C2, os resultados do presente estudo mostraram que alguns
microrganismos ndo estavam presentes em C1 e foram detectados em coletas
posteriores (apds preparo quimico-mecanico). Provavelmente, a presenga desses

microrganismos na coleta incial (C1) ficou mascarada pela grande quantidade de
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celulas, pois podiam estar em menor numero ou até protegidos pelo biofilme. Este
foi 0 caso da espécie Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum, que apés o
preparo quimico-mecanico pode ser detectada nos 3 grupos de substancias
quimicas-auxiliares testados. Musson (2002) ressaltou a predominéncia desta
espécie sobre as outras, embora no presente estudo a mesma sé tenha sido
detectada em C2, demonstrou maior resisténcia aos procedimentos de
desinfecgéo.

Espécies de Fusobacterium ssp. sao comumente encontradas na
microbiota da cavidade humana. Embora até 7 espécies de fusobactéria sejam
reportadas como patogénicas, Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium
necroforum sdo 0s mais comumente isolados nas infeccées humanas (Jacinto et
al., 2008). Ressalta-se, portanto, que o Fusobacterium nucleatum, que € um
espiroqueta anaerobio estrito, comumente é encontrado na cavidade oral humana
(Ogawa et al., 2006), tendo sido intimamente associado com doengas periodontais
humanas e pode ser agente causador de outras infeccdes, tais como pericardite,
artrite séptica e abcessos de amigdalas e figado (Bolstad et al., 1996). Entretanto,
0 papel das subspécies do Fusobacterium nucleatum ainda nao foi determinado
nas infeccées endodonticas (Moraes et al., 2002), embora exista registro de que
sua deteccdo em dentes sintomaticos tenha sido duas vezes maior do que em
assintomaticos (Jacinto et al., 2003). Assim, a deteccéo, no presente estudo, deste
género microbiano em C2, corrobora o concluido por Jacinto et al. (2008), que,
pela freqiéncia com que esse microrganismo foi isolado em infec¢des primarias
em humanos, sugeriu que o mesmo deva ter papel importante nesta patogenia.

Chan et al. (2004) afirmaram que, embora o checkerboard DNA-DNA
hybridization consistentemente tenha revelado mais espécies e numeros de
bactérias por amostras do que a cultura, 0 mesmo é susceptivel a falsos positivos
e o0 DNA pode ser perdido durante o processamento, resultando em falso negativo.
Socranscki et al. (2004) ressaltaram, no entanto, que a especificidade da técnica
ocorre num percentual de 93,5%, e que as reacdes cruzadas, quando ocorreram,
sempre foram intragénero e bastante limitadas.
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Pela cultura ndo foi detectado crescimento em 4 amostras em C1, e em 2
destas, nem mesmo pelo Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi possivel
detectar microrganismos. Mais uma vez observa-se o0 aspecto do processo de
desinfeccdo da camara radicular, prévio as coletas, em que se utilizou NaOCI
5.25%, relacionado com o tamanho curto dos dentes avaliados.

E interessante ressaltar que as DNases produzidas por algumas espécies
de microrganismos existentes em infec¢des do canal radicular (Leduc et al., 1995),
podem degradar o DNA livre no ambiente microbiano investigado. Além deste
aspecto, Siqueira Jr. (2008) ressalta que as DNases sao uma preocupacao para
aqueles que lidam com métodos moleculares, pois podem ser carreadas com a
amostra e degradar o DNA produzindo um falso negativo.

Gemella morbillorum tem sido relacionada a infeccbes primarias e
resistentes em Endodontia (Gomes et al., 2008). Descritas como “patdgenos
oportunistas” Gemellae sdo capazes de causar infec¢cdes severas e generalizadas,
inclusive tendo sido relacionadas a bacteremia e endocardite (La Scolla & Rauoult,
1998). Em infeccbes endoddnticas tém sido reportadas com o uso de diferentes
técnicas como Cultura (Sundqvist, 1992; Jacinto et al., 2003) e Checkerboard
(Siqueira Jr. & Rocas, 2000; Siqueira Jr. et al., 2001c). A alta prevaléncia de
Gemella morbillorum encontrada no presente estudo, inclusive persistindo mesmo
em C2, corrobora a suspeita de que este microrganismo apresenta papel de
destaque na infeccao endodéOntica, devendo ser investigados, em trabalhos
futuros, seus fatores de viruléncia, susceptibilidade antimicrobiana e relagédo com o
sistema imune do hospedeiro (Gomes et al., 2008).

Estudos no campo da instrumentacdo endoddntica que nao empregaram
substancias quimicas-auxiliares com propriedade antibacteriana reportaram que a
acdo mecanica da instrumentacdo e irrigacdo foi efetiva em reduzir
significativamente o niumero de células bacterianas no canal radicular (Bystrom &
Sundqvist, 1981; Siqueira Jr. et al., 1999). Entretanto, na maioria das vezes, a total

eliminagado das bactérias ndo foi observada.
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No presente estudo, embora as substancias testadas apresentem
capacidade antimicrobiana, esse mesmo aspecto foi observado, pois grande
reducao bacteriana sob a acdo do preparo quimico-mecanico, independente das
substancias quimicas-auxiliares testadas, foi alcancada. Isto esta em
concordancia com os achados neste tipo de investigacao conduzida em humanos,
onde, apesar da constatacdo de altas taxas de reducao bacteriana, os 100% nao
foram alcangados (Waltimo et al., 2005; Soriano de Souza et al., 2005; Vianna et
al., 2006b; Siqueira Jr. et al., 2007; Vianna et al., 2008). E consonante o conceito
da importancia do preparo quimico-mecéanico no combate a infeccdo durante a
terapia endodontica e a busca de substancias quimicas-auxiliares que sejam
efetivas. Fabricius et al. (2006) ressaltaram, inclusive em estudo conduzido no
modelo animal macaco, que quando 0s microrganismos permaneceram no interior
do canal ap6s o tratamento endoddntico, 79% dos canais apresentaram lesdes
periapicais que ndo regrediram apods 2-2,5 anos.

Siqueira Jr. et al. (2007) concluiram, em estudo conduzido em humanos,
que a solucao de clorexidina 0,12% reduziu significativamente o numero de
bactérias intra-canal, mas falhou em liberar totalmente o canal radicular de
bactérias em 50% dos casos por eles avaliados. A maior taxa de bactérias em
suas amostras apos preparo quimico-mecanico foi de Gram-positivos, o que difere
dos resultados do presente estudo, em que a maior taxa em C2 foi de Gram-

negativas.

Outro aspecto € o que corrobora a importancia da concentracdo de
clorexidina utilizada na presente pesquisa, ja que Sassone et al. (2003) concluiram
que, para que se obtenha um espectro antimicrobiano maior é necessario que
concentracbes maiores que 0,12% sejam utilizadas. Vianna et al. (2004)
concluiram que a acao antimicrobiana do NaOCI e da clorexidina esta relacionada
ao tipo, concentracao e forma de apresentacdo dos irrigantes, assim como a
susceptibilidade bacteriana.
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Foi observada grande reducdo bacteriana sob a acdo do preparo quimico-
mecanico, independente das substancias auxiliares testadas. E importante
ressaltar, porém, que a técnica de irrigacao com o gel de clorexidina 2% utilizada a
época da realizacao da presente pesquisa, ndo foi associada ao uso de NaCl
0,09%, hoje em dia preconizada (Cintra, 2008). Pode-se questionar entédo se, caso
o NaCl 0,09% tivesse sido usado, uma redug¢do ainda maior no grupo da
clorexidina gel 2% teria sido alcancada, ja que o0 mesmo poderia ajudar na
remocao do DNA remanescente. O mesmo poderia ter acontecido caso o EDTA

17% houvesse sido utilizado.

Embora Vianna et al. (2006b), em investigacdo em humanos, utilizando
contagem de colonias e Checkerboard, tenham observado que tanto o NaOCI
2,5% quanto a clorexidina gel 2% obtiveram sucesso na reducdo do numero de
bactérias na maioria dos casos avaliados, os mesmos concluiram que o NaOCiI
2,5% se mostrou superior, quando acessado por ambos os métodos. Por outro
lado, Zamany et al. (2003) demonstraram que a solu¢ao de clorexidina 2%, usada
como irrigagao final, reduziu significativamente as concentragdes bacterianas em
canais radiculares que haviam sido irrigados com NaOCI 1%. Em concordancia,
Wang et al. (2006) concluiram que a clorexidina gel 2% é um efetivo desinfectante
do canal, ressaltando que investigacdes e estudos comparativos futuros devam

ser conduzidos.

Estas diversidades sugerem que outras metodologias, in vivo, devam ser
aplicadas avaliando a clorexidina gel 2% associada ao NaCl 0,09%, assim como
ao EDTA 17%.

Ercan et al. (2004) bem concluiram que uma possivel vantagem clinica da
clorexidina sobre o NaOCI seja a de que, mesmo que os dois sejam efetivos como
agentes antimicrobianos, a clorexidina € relativamente ndo téxica, sendo um
agente de amplo espectro e possui acao residual, com menor potencial de efeitos

adversos.
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Ha que se ressaltar que, mais recentemente, pressdées de ordem legal,
originadas por consciéncia de protecdo aos animais em muitos paises, incluive no
nosso, dificultam ou proibem o uso de modelos animais em pesquisa. Desta
forma, ressalta-se ainda mais a relevancia da oportunidade de conduzir pesquisa
no modelo cdo. Em nosso estudo, procuramos desenvolver nossas investigacdes
em diferentes aspectos, objetivando aproveitar ao maximo esta oportunidade
impar. Portanto, além da analise radiografica e da andlise microbiol6gica por dois
diferentes métodos em relagdo ao método de indugdo de lesdo periapical,
avaliamos ainda as solucdes auxiliares empregadas, e encontramo-nos em

processo de avaliagdo histopatoldgica do processo de reparo tecidual.
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7. CONCLUSAO

Embasados nos resultados obtidos e nas condigdes experimentais do

presente estudo, concluiu-se que:

1.

Existe uma relagdo entre comprimento do dente, tamanho da leséo e o tipo
de microbiota, em que quanto mais curto o dente, menor o tamanho da

lesdo e menor presenca de microrganismos;

2. A microbiota dos canais radiculares de dentes de caes com lesao periapical

induzida, por exposicdo ao meio oral, identificada pela cultura é
predominantemente anaerdbia facultativa e Gram-positiva, representada
pelos géneros Streptococcus e Staphylococcus; quando identificada pelo
Checkerboard DNA-DNA hybridization, € predominantemente anaerdbia
estrita e Gram-negativa, com maior incidéncia de bactérias pertencentes

aos géneros Streptococcus, Prevotella e Capnocytophaga; e

3. Tanto a clorexidina gel 2% quanto o NaOCI 5,25% associado ao EDTA 17%

utilizados no preparo quimico-mecéanico sdo capazes de reduzir qualitativa
e quantitativamente os microrganismos presentes no interior do canal

radicular.
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ANEXO 1 — Certificado de Aprovacdo do Comité de Etica na Experimentacdo Animal.
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APENDICE 1 — Meio de Transporte.

1.1. RTF — Reduced Transport Fluid *
1.1.1. Descricao

E um meio ndo seletivo de transporte e estocagem. Com excecédo de 0,02% de
dithiothreitol (DTT), que é adicionado ao meio como um agente redutor, ndo ha nenhum
outro componente que propicie 0 crescimento bacteriano. A adicdo de uma pequena
concentracdo de EDTA (0,1M) ao RTF promove uma distribuicdo mais uniforme das
células bacterianas. Como EDTA atua como um agente quelante, sua incorporacao ao
RTF € util por se ligar a cations bivalentes, como Ca*?, que estao presentes em altas

concentracdes na placa e contribuem para a agregacgao da placa bacteriana.

RTF ndo contem agentes bacteriostaticos que poderiam afetar a multiplicacao
de bactérias na amostra. Conseqlientemente, crescimento pode ocorrer neste meio, se
a amostra contiver nutrientes que permitam a multiplicacdo por periodo limitado.
Contudo, nao foi comprovado crescimento de microrganismos da placa neste meio.
Embora sua eficiéncia como um meio de estoque varie de acordo com a natureza da
amostra, o desempenho do RTF é melhor do que outros meios ja testados. A
suplementagdo do meio com Dithiothreitol (DTT) o torna mais resistente a oxidagdao em
condicdes de aerobiose. A viabilidade dos organismos pode ser mantida neste meio
quando congelado. A adicdo de Resazurin ao RTF indica se houve ou ndo oxidacao

durante o experimento.

*Syed AS, Loesche WJ. Survival of human dental plaque flora in various transport media. Appl Microbiol
1972: 24: 638-644
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1.1.2. Formula

Solucédo 1 (Estoque)

NaCl 1,29
KH2PO4 0,69
(NH4)2SO4 1,29
Mg SOg4 0,259
H.O 100mL
RTF 100mL

- Soluggot 7,5mL
Solugéo 2 7,5mL
EDTA 0,1M (0,3722g/10mL) imL
Na2CO3 8% (0,4g/5mL) 0,5mL
Dithiothreitol 1% (0,05g/5mL) 2mL
Resazurin 0,1% (0,01g/10mL) 0,1mL
H.O 81,4mL
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APENDICE 2 — Meios de Cultura.

2.1. Fastidious Anaerobe Agar(FAA) - LAB M (Bury, UK)
2.1.1. Descricao

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios isolados clinicamente.
As peptonas sao incorporadas para a maxima estimulacdo de crescimento. Amido e
bicarbonato atuam como agentes desintoxicantes, enquanto a hemina favorece a
producdo de pigmento nos “Bacteroides” produtores de pigmento preto. Agentes
especificos de estimulacdo de crescimento: cisteina para Fusobacterium spp,
Propionibacterium acnes, e Bacteroides fragilis; arginina para Eubacterium spp.;
pirofosfato solluvel para Porphyromonas asaccharolytica. Piruvato contribui para a
neutralizacdo do peréxido de hidrogénio e pode ser também utilizado pela Veillonella
spp. como fonte de energia. Vitamina K e succinato de sédio fornecem fatores
essenciais de crescimento para alguns anaerébios, como também 0,1% de glicose. O
nivel baixo de glicose impede a producao de niveis elevados de acidos e alcoois que

podem inibir o crescimento bacteriano.
2.1.2. Preparo

Adicionar 23,0 g do p6 em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a
121°C por 15 min. e resfriada a 47 °C. Entdo adicionar assepticamente 5% de sangue
desfibrinado de carneiro, misturar bem e distribuir nas placas de petri.

2.1.3. Aparéncia

Vermelho devido a adicdo de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais tarde

devido a adicao de redutores.
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2.1.4. Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4 °C fora do alcance da luz.

2.1.5. Inoculacao

Plagueamento na superficie da placa.

2.1.6. Incubacao

@pndice 2

37 °C anaerobicamente (80% Ha, 10% N2 10% CO., por periodos de 48 horas e

7 dias).

2.1.7. Formula

Mistura de peptonas
Cloreto de sédio
Amido soluvel

Agar n° 2

Glicose

Piruvato de sédio
HCL cisteina monoidratada
Hemina

Vitamina K
L-arginina
Pirofosfato solavel
Succinato de sodio

12,0
0,4
1,0
1,0
0,5
0,001
1,0
0,25

pH: 7,4+ 0,2

Este meio pode ser enriquecido através da adi¢ao de Vitamina K; e Hemina:
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2.2. Solucao Vitamina K; (1 mg/mL) — Sigma (Aldrich, USA)
2.2.1. Preparo

Pese 0,1 g de Vitamina K; e adicione a um tubo contento 100 mL de etanol
absoluto. Armazene o vidro em refrigerador, devidamente vedado e protegido da luz.
Para usar como suplemento para o meio de cultura adicione 1 pL/mL.

2.3. Solucao de Hemina (5 mg/mL) — Sigma (Aldrich, USA)
2.3.1. Preparo

Dissolva 0,5 g de Hemina em 10 mL de Hidréxido de sédio (1N). Complete com
agua destilada até atingir 100 mL. Autoclave a 121°C por 15 minutos. Para usar como

suplemento para o meio de cultura adicione 1 pL/mL.

Este meio pode se tornar seletivo para varias espécies de anaerébios através da

adicao do antibiotico apropriado:

2.4. FAA (Fastidious Anaerobe Agar) + NAL (acido nalidixico-X 091) — LAB-M
(Bury, UK)

Meio seletivo para anaerdbios Gram-positivos ndo formadores de esporos.
2.4.1. Preparo

Para 500mL de agua deionizada + FAA (g) + 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, utiliza-se um vidro de acido nalidixico (X091) (5 mg), previamente diluido em 5
mL de agua destilada, adicionando-o assepticamente ao meio estéril e resfriado a

47°C.

Concentragao final: Acido nalidixico=0,01mg/mLI
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2.5. FAA + NAL+ VAN (Vancomicina-X090)- LAB-M (Bury, UK)
Meio seletivo para anaerdbios Gram-negativos.
2.5.1. Preparo

Para 500mL de agua deionizada + FAA (g) + 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, utiliza-se um vidro de &cido nalidixico (X091) (5mg) e um vidro de
vancomicina (X090) (1,25 mg), previamente diluidos em 5mL de agua destilada, em
seguida as misturas sao adicionadas assepticamente ao meio estéril e resfriado a
47°C.

Concentragéo final:

Acido nalidixico=0,01mg/mL

Vancomicina=0,0025mg/mL

2.6. FAA + NEO (neomicina-X015)- LAB-M (Bury, UK)

Meio seletivo para clostridios e outros anaerdbios, como Bacteroides fragilis e
alguns cocos anaerobios.

2.6.1. Preparo

Para 500mL de agua deonizada + FAA (g) + 5% de sangue de carneiro, utiliza-
se um vidro de neomicina (37,5 mg) que €& previamente diluido em 5mL de agua
destilada. Em seguida a mistura é adicionada assepticamente ao meio estéril e
resfriado a 47°C.

Concentragao final: neomicina=0,075mg/mL
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2.7. FAA + VAN(X090) + KAN (Kanamicina-X018) — LAB-M (Bury, UK)

Meio seletivo para anaerdbios Gram-negativos, particularmente bactérias
produtoras de pigmento negro.

2.7.1. Preparo

Para 500mL de agua deionizado + FAA (g) + 5% de sangue de desfibrinado de
carneiro, um vidro de vancomicina (X090) (1,25 mg) e um vidro de Kanamicina (X018)
(37,5 mg) que sdao previamente diluidos em 5mL de agua destilada. Em seguida as
misturas sdo adicionadas assepticamente ao meio estéril e resfriado a 47°C.

Concentracgéao final: Vancomicina =0,0025mg/mL; Kanamicina=0,075mg/mL

2.8. FAA + SUPLEMENTO ANAEROBICO G-N
Anaerobe Selective Supplement G-N (OXOID, Hamshire, UK)
Suplemento seletivo para anaerébios Gram-negativos.

Cada vidro é suficiente para suplementar 500mL de meio.

2.8.1. Composicao

Hemina 2,50mg
Menadiona 0,25mg
Succinato sodico 1,23mg
Acido nalidixico 5,0mg

Vancomicina 1,25mg

2.8.2. Preparo

Agregar ao vidro 10mL de agua destilada e misturar suavemente até dissolver
completamente. Agregar o conteudo do vidro a 500mL de meio de cultura + 5% de
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sangue desfibrinado de carneiro que deve estar a 47°C. Misturar bem e distribuir em

placas de petri estéreis.
2.9. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) - LAB M (Bury, UK)
2.9.1. Descricao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias
anaeroébias e facultativas. As peptonas sao incorporadas para a maxima estimulacao
de crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteina sdo também fatores de crescimento
para alguns anaerdbios. L-cisteina e tioglicolato de sodio reduzem o Eh (redox) do
meio e o agar inibe a absorcao do oxigénio.
2.9.2. Preparo

Dispensar 14,85g do pé em 500 mL de agua deionizada. A mistura é dispensada
em tubos que sdo deixados semiabertos durante a esterilizacdo, que é feita por
autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sao fechados o mais rapido possivel apds
a autoclavagem.
2.9.3. Aparéncia

Amarelo claro.

2.9.4. Armazenagem

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20 °C fora do alcance da luz.
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2.9.5. Inoculacao

Se usado como meio de cultura com sangue, uma diluicdo minima de 1:10 deve

ser usada.

2.9.6. Incubacao
37 °C por 24-72 horas. Tubos bem fechados.

2.9.7. Formula

g/L
Mistura de peptonas 150
Cloreto de sédio 2,5
Extrato de levedura 1,0
Agar n? 1 0,75
L-cisteina 0,5
Hemina 0,005
Vitamina K 0,005
Resazurina 0,001
Bicarbonato de sodio 0,4
pH:74 02

2.10. Brain Heart Infusion Agar (BHI) — LAB M (Bury, UK)

2.10.1. Descricao

Este meio foi desenvolvido inicialmene para o isolamento de patégenos orais.
Com a adicdo de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da
maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os
acidos produzidos pela utilizagdo da glicose, mantendo a Vviabilidade dos
microrganismos. Este meio ndo é recomendado para a determinacdo das reacdes

hemoliticas porque contém glicose em sua composi¢ao.
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2.10.2. Preparo

Adicionar 24.5 g do p6 em 500 ml de 4gua deionizada. A suspensao deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem a
121°C por 15 min. e resfriada a 47 °C antes de distribuir sobre as placas. Caso deseje
adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e
distribuir nas placas de petri.

2.10.3. Aparéncia

Amarelo claro (sem a adicdo de sangue) ou vermelho devido a adicdo de

sangue.
2.10.4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.
2.10.5. Inoculacao

Em superficie.
1.10.6 Incubacao

Tempo e temperatura para cada microrganismo.
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1.10.7. Formula

Infusdo de sdélidos de cérebro e coracao
Proteose petona

Glicose

Cloreto de sédio

Fosfato di-sédico

10,0

1.11. Brain Heart Infusion Broth (BHI) — LAB M (Bury, UK)

1.11.1. Descricao

Meio de infuséo isotdnico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas do

leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentracao baixa de glicose

é utilizada para estimular o crescimento precoce. E ligeiramente tamponado para

impedir a morte rapida de algumas espécies devido a produgao de acido.

1.11.2. Preparo

Dispensar 18,5 g do p6é em 500 mL de agua deionizada. A suspensao deve ficar

em repouso por 10 minutos, sendo a seguir dissolvida sob aquecimento brando, antes

de ser dispensada em tubos que sédo deixados semiabertos durante a esterilizacao. A

esterilizagcao é feita por autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sdo fechados o

mais rapido possivel apds a autoclavagem.

1.11.3. Aparéncia

Amarelo claro.
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1.11.4. Armazenagem

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20 °C no escuro.

1.11.5. Inoculacao (como meio de cultura para sangue)
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Usar um volume minimo de 50 mL de meio e adicionar sangue numa diluicao de

1:10 a 1:20. Usar em conjunto com um meio de cultura anaerébico.

1.11.6. Incubacao

37 °C aerobicamente até 15 dias.

1.11.7. Férmula

Infusdo de sélidos de cérebrode boi
Infusé@o de sélidos de coracao

Proteose peptona

Glicose

Cloreto de sédio

Fosfato di-sédico

g/L

12,5
5,0
10,0

pH: 7,4 + 0,2

1.12. Brucella Medium Base (OXOID — Hampshire, UK)

1.12.1. Descricao

As peptonas sao incorporadas para maxima estimulacdo do crescimento

microbiano. A glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns

anaeroébios. O nivel baixo de glicose impede a producao de niveis elevados de acidos e
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de alcoois que poderiam inibir o crescimento microbiano. O agar inibe a absorcao do

oxigénio e corrente de propagacao.
1.12.2. Preparo

Misturar 22,59 do p6 a 500mL de &gua deionizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. Autoclavagem a 121°C por 15
minutos e resfriada a 47°C. Adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, 500uL de hemina e menadiona preparados previamente. Misturar bem e
distribuir em placas de petri estéreis.

1.12.3. Aparéncia

Vermelho devido a adicdo de sangue. O meio fica escurecido apds acrescentar

a hemina.
1.12.4. Armazenagem
Placas: até 7 dias a 4°C fora do alcance da luz.
1.12.5. Inoculacao
Plagueamento na superficie da placa.
1.12.6. Incubacao

A 37°C anaerobicamente em atmosfera de 80% Hz, 10% Nz 10% CO, por
periodos entre 48 horas e 7 dias.
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1.12.7. Formula

Extrato de carne
Glicose
Cloreto de soédio

g/L
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10,0
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APENDICE 3 - Kits de Identificacdo Microbiana.

3.1. API 20 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France.
3.1.1. Descricao

Api 20 Strep € um método padronizado que combina 20 testes bioquimicos que
permitem a identificacdo, em grupos ou espécies, da maioria dos Streptococcus
encontrados na microbiologia médica.

A fita do Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos
desidratados para demonstracao da atividade enzimatica ou fermentacéo de acgucares.

Os testes enzimaticos sado inoculados com uma suspensdao densa de
microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os substratos
enzimaticos. Os produtos metabdlicos finais produzidos durante o periodo de
incubacao sao revelados através de reacdes caracterizadas por alteracées cromaticas
que ocorrem espontaneamente ou por adicao de reagentes.

Os testes de fermentagdo sao inoculados com um meio enriquecido (APl GP
Medium) que reconstituem os substratos de acucares. A fermentacao de carboidratos é
detectada por uma mudanga no indicador de pH.

As reacbes sdo lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do
fabricante, e a identificagdo obtida no catalogo “Api 20 Strep Analytical Profile Index”.

3.1.2. Materiais

Cada Kit contém:

o 25 fitas AP1 20 STREP

e 25 caixas para incubacao

e 25 ampolas de APl GP Medium
e 25 folhas de resposta

e 25 swabs
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Produtos adicionais que nao estao incluidos no Kit:

Meio para suspensao: Suspension Medium, 2 ml
Reagentes: NIN, VP 1, VP 2, ZYM A, ZYM B
Padrao de McFarland

Pipetas platicas

Oleo mineral

Catélogo: Api Staph Analytical Profile Index
Rack para ampolas

Placas de agar-sangue

Equipamentos laboratoriais requeridos:

Estufa de incubagéo a 37 °C
Refrigerador
Bico de Bulsen

Cabine ou jarra de anaerobiose

3.1.3. Procedimentos para identificacao
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Microrganismos sdo cultivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a

37°C, em condigOes aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condigbes

de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela

morfologia e coloragdo do Gram, producéo de catalase e requerimento gasoso. Esses

procedimentos permitem a identificagdo priméria das amostras como cocos Gram-

positivos, catalase negativos e anaerébios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacao da bactéria no meio para

suspensao (Suspension Medium) ou em agua destilada estéril, para formar uma

suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland

4.

Cinco mL de agua sao colocados no recipiente de incubacido para manter a

umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.
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Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do Api
Strep com o indculo bacteriano preparado até a metade da fita (até o teste da arginina-
ADH). A seguir, abre uma ampola de “APl GP Medium” e transfere o resto da
suspensao para dentro dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da fita (testes
de ribose-RIB até glicogénio-GLYG). O recipiente para incubacdo é tampado, e
incubado a 37 °C por 4 horas.

ApGs o periodo de incubacgdo, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sédio (VP); ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e NIN no
teste HIP. Todas as reacdes sao lidas baseadas em cores que sao classificadas como
reacoes positivas e negativas de acordo com o quadro do item.

Os resultados s&o colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e 0s codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo

“Api Strep Analytical Profile Index”.
3.2. Rapid ID 32 Strep - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France.
3.2.1. Descricao

Rapid ID 32 A é um sistema de identificacdo para streptococos e
microrganismos relacionados utilizando testes enzimaticos estandardizados e
miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para incubacao, folhas de
resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cupulas que sao utilizadas
para testes e contém substratos desidratados. Apds o periodo de incubagdo de 4
horas, as reagdes podem ser lidas visualmente, e a identificacdo obtida usando o
catalogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index.”ou o mini API.

3.2.2. Materiais

Produtos adicionais que nao estao incluidos no Kit:

Meio para suspensao: Suspension Medium, 2 ml
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e Reagentes: FB, NIN, VP A, VP B
e Padréao de McFarland

e Pipetas

e Swabs estéreis

e Catalogo: Rapid ID 32 Strep Analytical Profile Index

Equipamentos laboratoriais requeridos:
e Estufa de incubagéo a 37 °C
e Refrigerador

e Bico de Busen
3.2.3. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sdo cultivados em placas Agar sangue. A cultura pura foi
anteriormente confirmada pela morfologia e coloragdo de Gram, producao de catalase
e requerimento gasoso.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
liquido Suspension Medium ou em agua destilada estéril para formar uma suspensao
bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdao de McFarland 4.

Uma pipeta estéril é entao utilizada para preencher as cupulas com o inéculo
bacteriano preparado no Suspension Medium. Duas gotas de 6leo mineral sao
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubacao € tampado, e incubado a
37°C anaerobicamete por 4 horas.

Apbs o periodo de incubacao, sdo adicionados os reagentes VP A e VP B no
teste do VP (cupula 0.0); FB nos testes APPA a GTA (cupulas 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5);
e NIN no teste de HIP (cupula 0.6). Todas as reagdes sdo lidas apds 5 minutos
baseadas em cores que sao classificadas como reagdes positivas e negativas.

Os resultados s&o colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e os codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Rapid ID 32 Strep Analytical Profile Index” ou a leitura é feita no aparelho mini API.
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3.3. API Staph - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France
3.3.1. Descricao

Api Staph (# 20 500) é um sistema de identificacdo dos géneros Staphylococcus
e Micrococcus utilizando testes bioquimicos padronizados. O sistema consiste de uma
tira contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os testes sao
realizados adicionando a cada tubo uma aliquota do meio Api Staph Medium que foi
inoculado com a amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25 tiras,
recipientes para incubacao, ampolas de Api Staph Medium, folhas de resultados e um
manual do Kit. A identificagdo das amostras pode ser interpretada no catalogo “Api
Staph Analytical Profile Index” (bioMeriéux, ref. 20 590).

3.3.2. Materiais

Produtos adicionais que nao estao incluidos no Kit:

e Reagentes: VP 1, VP 2, NIT 1, NIT 2, ZYM A, ZYM B
e Padréao de McFarland

e Pipetas platicas

e Swabs estéreis

e Oleo mineral

e (Catélogo: Api Staph Analytical Profile Index
3.3.3. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sao cultivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a 37
°C. a cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram,
producdo de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a
identificacao primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase positiva e

aerébios ou anaerébios facultativos.
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Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
lliquido “Api Staph Medium” para formar uma suspensao bacteriana homogénea com a
turbidez equivalente ao padréo de McFarland 0,5.

Cinco mL de agua sao colocados no recipiente de incubagdo para manter a
umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do Api
Staph com o in6culo bacteriano preparado no Api Staph Medium, evitando a formacgao
de bolhas. Apés preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina (ADH) e
uréia (URE) sao preenchidos com 6leo mineral para promover anaerobiose. O
recipiente para incubacgéo é tampado, e incubado a 37 °C por 18-24 horas.

ApGs o periodo de incubacgdo, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sddio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potassio (NIT); e
ZYM A e ZYM B no teste do acido B-nafttil fosfato (PAL). Todas as reacbes sao lidas
baseadas em cores que sao classificadas como reacbes positivas e negativas de
acordo com o quadro do item 2.4. Os resultados sao colocados em uma folha de
resposta, os numeros correspondentes as reagdes positivas sdo somados, e 0s
codigos numéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao
interpretados no catalogo “Api Staph Analytical Profile Index”.

3.4. Rapid ID 32 A - BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France
3.4.1. Descricao

Rapid ID 32 A é um sistema de identificacdo para anaerdbios utilizando testes
enzimaticos estandardizados e miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes
para incubacao, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32
cupulas, 29 das quais sao utilizadas para testes e contém substratos desidratados.
Apés o periodo de incubacao de 4 horas, as reacoes podem ser lidas visualmente, e a
identificacédo obtida usando o catalogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index.”
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3.4.2. Materiais

Produtos adicionais que néo estao incluidos no Kit:

. Meio para suspensao: Suspension Medium, 2 ml

) Reagentes: JAMES, NIT 1, NIT 2, FB

e Padrédo de McFarland

o Pipetas

e  Swabs estéreis

e  Oleo mineral

e (Catélogo: Rapid ID 32 A Analytical Profile Index

. Placas de agar-sangue com suplementos para o crescimento de bactérias

anaerodbias.

Equipamentos laboratoriais requeridos:
e  Estufa de incubagéo a 37 °C

e Refrigerador

e Bicode Busen

e  Cabine ou jarra de anaerobiose
3.4.3. Procedimentos para identificacao

Microrganismos s&o cultivados em placas contendo Fastidious Anaerobe Agar
mais sangue de carneiro desfibrinado por 24-48 horas a 37 °C anaerobicamente. A
cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloracdo de Gram,
producao de catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
liquido Suspension Medium ou em agua destilada estéril para formar uma suspensao
bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdao de McFarland 4.

Uma pipeta estéril é entao utilizada para preencher as cupulas com o inéculo
bacteriano preparado no Suspension Medium. Duas gotas de Oleo mineral séo
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adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubacao € tampado, e incubado a
37°C anaerobicamete por 4 horas.

ApGs o periodo de incubacao, sdo adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no
teste do NIT (cupula 0.0) para verificar a reducado de nitratos; JAMES no teste IND
(cupula0.1) para verificar a producao de indol; e FB nos testes de PAL a SerA (cupula
0.2 a 0.E). Todas as reacoes sao lidas baseadas em cores que sao classificadas como
reacOes positivas e negativas.

Os resultados sdo colocados em uma folha de resposta, os numeros
correspondentes as reacoes positivas sdo somados, e os codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e sao interpretados no catalogo
“Rapid ID 32 A Analytical Profile Index”.

3.5. Api20C AUX
3.5.1. Descricao

Api 20 C AUX é um sistema de identificacao preciso para a maioria dos fungos
encontrados na clinica microbioldgica.

O API 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos desidratados
para demonstracdo da atividade enzimatica ou fermentacdo de acgucares. Os
microtubos sao inoculados com um meio semi-sélido e os fungos crescerao apenas se
forem capazes de utilizar cada substrato. As reacdes sao lidas em comparacédo com o
crescimento controle e identificacdo € obtida pelo catadlogo Analytical Profile Index ou
usando um programa computadorizado de identificagéao.

3.5.2. Materiais

Um Kit contém:
. 25 fitas AP1 20 C AUX
. 25 caixas para incubacgao

. 25 ampolas de C Medium
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. 25 folhas de resposta

Produtos adicionais que nao estao incluidos no Kit:

e Meio para suspensédo: Suspension Medium (2 mL) ou NaCl 0,85% (2 mL)

e Agar Sabouraud

e Padrdo de McFarland #2

e Pipetas plasticas

e Oleo mineral

e Catalogo: API 20 C AUX Analytical Profile Index ou programa
computadorizado de identificacao

e Rack para ampolas

Equipamentos laboratoriais requeridos:
e Estufa de incubacgéo a 30 °C

e Refrigerador

e Bico de Busen

e Caneta para vidro
3.5.3. Procedimentos para identificacao

Microrganismos sao cultivados em placas de agar-sabouraud 18-24 horas a
37°C, em condigbes aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condi¢des
de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela
morfologia e coloragdo do Gram, producao de catalase e requerimento gasoso. Esses
procedimentos permitem a identificacdo primaria das amostras como cocos Gram-
positivos, catalase negativos e anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacdo da bactéria em 2 mL
meio para suspensao Suspension Medium ou em agua destilada estéril, para formar
uma suspensao bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdao de

McFarland 2. Sao colocados 100 uL no tubo “C Medium”.
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Uma pipeta estéril € entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do API
C AUX com o inéculo bacteriano preparado C Medium. Evite a formacao de bolhas.
Incubar a 30°C por 48-72 horas.

Apoés o periodo de incubagédo checar o crescimento, apdés 48 h o GLU deve
estar mais turvo que o controle (cupula “0” da galeria) para ser interpretada a leiturad e
toda galeria. Através do catalogo “Analytical Profile Index” os resultados numéricos
obtidos pelas reacdes podem ser identificados.

3.6. RapID ANAIl - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA.
3.6.1. Descricao

O sistema RaplD ANA Il € um método miniaturizado empregado para
identificagao bioquimica de substratos cromogénicos e convencionais, neste caso, de
bactérias anaerobias clinicamente significantes.

Cada kit consiste de 20 recipientes para testes de RaplD ANA Il, bloco de
anotacdes para os resultados, manual de instrucdes, manual de dados (RaplD ANA Il
System Code Compendium) e 1 frasco de reagente RapID ANA I1.

Cada recipiente de RapID ANA Il contém 10 cavidades com reacgdes (reagdes
dehidratadas) e proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10 séo
bifuncionais, contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Teste bifuncional
significa que o primeiro score € obtido sem adigdo do reagente, mostrando o primeiro
resultado do teste. Na mesma cavidade é observado outro score com a adicdo do
reagente fornecendo o resultado do segundo teste. A identificacdo € obtida apds 4
horas de incubacéo.

O recipiente de teste RapIlD ANA Il e reagentes devem ser estocados a 2-10°C.
O fluido para inoculagdo RapID (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-
30°C, na embalagem original.
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Materiais

e 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagdo RapID

(#25-102)

O TR 7,5

[OF= 10 P 0,59

Agua deionizada...........cocoveveveeeeeeeeeceeeeeeeee e, 1000 mL
Ph: 7,5-9,5.

3.6.3.

e 1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002)

1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RaplD ANA Il
Reagent

e Ingredientes reativos

3-fenil 4 metilaninoacrolein........ccccccceeeeiiiiiieeeccc 0,01 %
Acido hidroClOrANCO. ........cveeeeee et 0,1 %
ACIHO QCEHICO. ...t 1%
Detergente. ... . e e 0,1 %

e Swabs estéreis

e Pipetas estéreis

e Padrao McFarland: 3

e Placas contendo FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado

e Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID,
Hampshire-Inglaterra) + indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-
Inglaterra) ou Camara de anaerobiose

Procedimentos para identificacao

Os microrganismos sao subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue

de carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras sio primariamente checadas

pela morfologia da coldnia, coloracdo de Gram, producao de catalase e requerimento

gasoso.
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Um swab estéril € usado para inoculagdo das colbnias bacterianas no fluido de
inoculacao RaplID. A suspensao do microrganismo que sera testado deve atingir no
minimo o equivalente ao padrdao MacFarland 3 (uma suspensédo com turbidez menor
que o padrdo MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste). As
suspensdes sao agitadas (se necessario) e usadas até 15 minutos do preparo. A
pelicula de protecdo do recipiente é devidamente deslocada para a inoculacao
bacteriana.

Uma pipeta estéril é introduzida na suspenséo bacteriana e todo o conteudo é
transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito superior. O recipiente
para teste é entdo selado novamente pela pelicula de protecdo, mantendo-o em
posicao horizontal em superficie plana. Este é gentilmente inclinado, de forma que a
suspensao seja distribuida uniformemente nas cupulas superiores. Em seguida o
recipiente é inclinado aproximadamente 45° C durante 4 horas.

Apls a incubacao do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a reacao
enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloragdo, sendo este o primeiro
resultado.

Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtém-se o
segundo resultado, através da reacao do reagente e observando-se a alteracao de cor.

O resultado obtido é comparado com o padrao, que é encontrado no manual de
dados.

3.7. RaplD NH system - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA.
3.7.1. Descricao

O sistema RaplD NH é um método miniaturizado qualitativo empregado para
identificagdo de espécies clinicamente significantes de Neisseria e Haemophilus, e
também Eikenella e Actinobacillus, através de substratos convencionais e
cromogénico.

Cada Kit consiste de 20 recipientes para testes de RaplD NH, blocos de

anotacgdes para resultados e um manual de instrucoes.
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Ap6s 4 horas de incubacao as reacOes sao obtidas através da leitura visual.

Identificagbes sdo realizadas usando cada score de teste individual, em conjunto com

as informacgdes obtidas através da morfologia colonial, coloracdo de Gram, producao

de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrdo do score positivo e negativo é

usado como base para identificacdo do teste isolado pela comparacédo dos resultados

obtidos com resultado padrdo que é encontrado no manual de dados (Rap/D NH

System Code Compendium).

O recipiente de teste RaplD NH e reagentes devem ser estocados a 2-10°C. O

fluido para inoculacao RaplID (RaplD Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30°C,

na embalagem original.

3.7.2. Materiais

25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculagédo RaplD

(#25-102)

] ST 7,59

(@710 1S 0,59

Agua deionizada............cceveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000mL
Ph: 7,5-9,5.

1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Spot Indole (#30-9002)

1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent A (#30-9003)

1 frasco contendo 15 mL de reagente Innova Nitrate Reagent A (#30-9004)
Swabs estéreis

Padrao MacFarland: 3

Placas contentdo FAA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro

Jarras para anaerobiose + gerador de anaerobiose (Anaerogen-OXOID,
Hampshire-Inglaterra) + indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-

Inglaterra) ou Camara de anaerobiose.
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3.7.3. Procedimentos para identificacao

Os microrganismos sao subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue
de carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras sio primariamente checadas
pela morfologia da coldnia, coloracdo de Gram, producao de catalase e requerimento
gasoso.

Um swab estéril € usado para inoculagao das colénias bacterianas no fluido de
inoculacao RapID. A suspensao do microrganismo que sera testado deve atingir no
minimo o equivalente ao padrao MacFarland 3 (uma suspensao com turbidez menor
que o padrdao MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste). As
suspensdes sdo agitadas (se necessario) e usadas até 15 minutos do preparo. A
pelicula de protecdo do recipiente é devidamente deslocada para a inoculacao
bacteriana.

Uma pipeta estéril é introduzida na suspensao bacteriana e todo o contetdo é
transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito superior. O recipiente
para teste € entdo selado novamente pela pelicula de protecdo, mantendo-o em
posicdo horizontal em superficie plana. Este é gentilmente inclinado, de forma que a
suspensao seja distribuida uniformemente nas cupulas superiores. Em seguida o
recipiente é inclinado aproximadamente 45° C durante 4 horas.

Apos a incubacgao do recipiente, cada cavidade é examinada quanto a reacao
enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloracdo, sendo este o primeiro
resultado.

Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtém-se o
segundo resultado, através da reacao do reagente e observando-se a alteracao de cor.

O resultado obtido é comparado com o padrdo, que é encontrado no manual de
dados.
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APENDICE 4. Aspectos microbioldgicos (identificagdo por Cultura) e radiograficos de 21 dentes investigados.

CRT

AREA

C1.1 P2 D 9,75 0,06 1,44 CoCo + ANF Enterococcus faecalis
C1.3 P3 D 10,5 0,13 1,9 coco/bacilo - ANE Prevotella oralis
C2.1 P2 D 10 0,06 1,79 coco/bacilo - ANE Porphyromonas gingivalis
bacilo - ANE Clostridium tyrobutyricum
coCo + ANE  Peptostreptococus  anaerobius
coco/bacilo - ANE Prevotella oralis
C2.3 P3D 11 0,11 2,04 s e e ———
C25 P4 D 14 0,18 2,94 bacilo - L N e —
COCOo + ANF Staphylococcus intermedius
Cca.7 P2 E 10 0,16 2,23 CoCo - ANF Neisseria sicca/subflava
C2.9 P3 E 11 0,16 2,41 bacilo + ANE  Propionibacterium acnes
CoCo + ANF Staphylococcus intermedius
bacilo - ANF -
COCOo - ANF Neisseria sicca/subflava
CoCo + ANF Streptococcus bovis |
C2.11 P4 E 14 0,15 2,38 COCOo - ANF Neisseria sicca/subflava
bacilo + ANF  Propionibacterium  propionicum

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo; P4 D=
quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaerdbio estrito; ANF= anaerobio facultativo.
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APENDICE 4. Aspectos microbioldgicos (identificacdo por Cultura) e radiogréficos de 21 dentes investigados (continuacao).

CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H,/O, GENERO ESPECIE
AMOSTRA DENTE (mm) (mm?)
C2.11 P4 E 14 0,15 2,38 COCOo + ANF Streptococcus bovis |
COCo + ANF Streptococcus bovis Il
bacilo - ANE Prevotella oralis
C3.1 P2 D 9,5 0,05 1,41 bacilo + ANE Propionibacterium acnes
bacilo + ANF Actinomyces odontolyticus
C3.3 P3 D 11 0,12 2,21 COCOo - ANF Neisseria sicca/subflava
bacilo + ANF Lactobacillus acidophilus
bacilo + ANF Actinomyces naeslundii
bacilo + ANF Bifidobacterium ssp
bacilo + ANF Propionibacterium acnes
COCOo - ANF Streptococcus suis Il
COCOo - ANE -
coco + ANE  Peptostreptococcus ssp
COCo + ANF Staphylococcus capitis
C3.5 P4 D 13 0,19 2,61 coCco + ANF Streptococcus bovis |
COCo + ANF Streptococcus bovis Il
bacilo - ANE Prevotela oralis
bacilo + ANF Bifidobacterium ssp
bacilo + ANF Propionibacterium _ propionicum
bacilo + ANF Propionibacterium acnes

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo; P4 D=
quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaerdbio estrito; ANF= anaerdbio facultativo.
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APENDICE 4. Aspectos microbioldgicos (identificacdo por Cultura) e radiogréficos de 21 dentes investigados (continuacio).

CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H./O, GENERO ESPECIE
AMOSTRA DENTE (mm) (mm?)
C3.7 P2 E 9,5 0,07 1,79 e e e
C3.9 P3 E 10,5 0,13 2,09 bacilo + ANF Propionibacterium  propionicum
coco + ANF Enterococcus faecium
coco + ANF Aerococcus viridans
C3.11 P4 E 13 0,13 12,31 CoCo + ANF Enterococcus avium
coco + ANF Aerococcus airidans 3
coco - ANF Neisseria sicca/subflava
CoCo + ANF Staphylococcus epidermidis
bacilo + ANF s
C4A1 P2D 10,5 0,05 1,28 €oCo + ANF Staphylococcus intermedius
C4.3 P3 D 11 0,12 1,79 cee e e
C4.5 P4 D 13 0,21 2,43 bacilo + ANF Bifidobacterium ssp
€oCco + ANF Staphylococcus xylosus
CoCo + ANF Streptococcus bovis |
C4.5 P4 D 13 0,21 2,43 CoCo + ANF Abiotrophia adiacens
C4.7 P2 E 9,5 0,04 1,11 coCo + ANF Streptococcus salivarius
C0Co + ANF Streptococcus ssp
coco + ANF Staphylococcus aureus

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo; P4 D=
quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaerdbio estrito; ANF= anaerdbio facultativo.
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APENDICE 4. Aspectos microbioldgicos (identificagdo por Cultura) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuagao).

CRT AREA PERIMETRO FORMA GRAM H,/O, GENERO ESPECIE
AMOSTRA DENTE (mm) (mm?)

C4.9 P3 E 11 0,07 1,63 coCco + ANF  Lactococcus lactis cremoris
coco + ANF  Staphylococcus aureus
coco - ANF  Neisseria sicca/subflava
coco + ANF  Staphylococcus lentus
CoCo + ANF  Streptococcus suis

C4.11 P4 E 13 0,15 2,21 COoCo - ANF  Neisseria sicca/subflava
coco + ANF  Lactococcus latis cremoris
COCo + ANF  Streptococcus salivarius

C5.1 P2D 9,75 0,04 1,44 e e

C5.3 P3D 10,5 0,17 2,57 e e e

C5.5 P4 D 13,5 0,23 2,95 bacilo + ANF  Actinomyces israelli

C5.7 P2 E 10 0,02 1,03 bacilo + ANE  Clostridium clostridiforme
bacilo - ANE  Prevotella oralis

C5.7 P2 E 10 0,02 1,03 bacilo + ANF  Actinomyces odontolyticus

C5.9 P3 E 11 0,08 1,82 bacilo + ANE -

C5.11 P4 E 13,5 0,12 2,49 bacilo - ANE  Bacteroides uniformis
bacilo + ANF  Actinomyces odontolyticus
bacilo + ANF  Propionibacterium propionicum
bacilo - ANE  Bacteroides capillosus

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo;

P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo; ANE= anaerdbio estrito; ANF= anaerdbio facultativo.
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APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacdo

Driniice 5

por checkerboard) e radiogréficos de 21 dentes investigados.

MEDIADO | AREA ) H./O, |FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° |AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO (mm2) PERIMETRO
(mm)

3 C2.1 P2D 10* 0,06 1,79 Streptococcus gordonii

Campylobacter gracilis
11 0,11 2,04

4 Cc2.3 P3D

5 C2.5 P4 D 14 0,18 2,94 Streptococcus intermedius
Treponema denticola
Prevotella nigrescens
Streptococcus gordonii
Bacteroides forsythus
Prevotella melaninogenica
Streptococcus mitis
Eikenella corrodens
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificagéo por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacéo).
N° | AMOSTRA |DENTE MEDIA DO AREA |PERIMETRO [H2/0 [FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
COMPRIMENTO | (mm2) 2
(mm)

6 C2.7 P2 E 10* 0,16 2,23 Treponema denticola
Prevotella nigrescens
Prevotella melaninogenica
Streptococcus mitis
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

7 C2.9 P3 E 11 0,16 2,41 Treponema denticola
Prevotella nigrescens
Capnocytophaga | sputigena
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

8 C2.11 P4 E 14 0,15 2,38 Prevotella nigrescens
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacao

MEDIADO | AREA ) H./O, |FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° | AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO | (mm?) |PERIMETRO
(mm)

9 C3.1 P2D 9,5 0,05 1,41 Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

10 C3.3 P3D 11 0,12 2,21 Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Streptococcus gordonii
Bacteroides forsythus
Prevotella melaninogenica
Streptococcus mitis
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacao

MEDIADO | AREA ) H./O, |FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO | (mm?) |PERIMETRO

N° (mm)

11 C3.5 P4 D 13 0,19 2,61 Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Streptococcus gordonii
Bacteroides forsythus
Selenomonas noxia
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis

14 C3.11 P4 E 13 0,13 12,31 Streptococcus constellatus
Eubacterium nodatum
Porphyromonas gingivalis
Streptococcus mitis
Eikenella corrodens
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar

esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacao

MEDIA DO | AREA ) Ho/O, |FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° |AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO | (mm?) |PERIMETRO
(mm)

15 C41 P2D 10,5 0,05 1,28 Selenomonas noxia
Streptococcus mitis
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

16 C4.3 P3D 11 0,12 1,79

17 C4.5 P4 D 13 0,21 2,43 Campylobacter gracilis

18 C4.7 P2 E 9,5 0,04 1,11 Enterococcus faecalis
Streptococcus gordonii
Campylobacter gracilis

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacdo

Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

MEDIA DO | AREA ) H./O, |[FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° | AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO (mmz) PERIMETRO
(mm)

19 C4.9 P3 E 11 0,07 1,63 Eubacterium saburreum
Peptostreptococcus | micros
Veillonella parvula
Actinomyces viscosus
Enterococcus faecalis
Streptococcus sanguis
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius
Prevotella nigrescens
Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Streptococcus gordonii
Prevotella melaninogenica
Streptococcus mitis
Gemella morbillorum
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar

esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificagdo por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuagao).
MEDIA DO AREA ) H,/O, |[FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° | AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO | (mm?) [PERIMETRO
(mm)
20 C4.11 P4 E 13 0,15 2,21 Peptostreptococcus | micros
Veillonella parvula
Actinomyces viscosus
Enterococcus faecalis
Streptococcus sanguis
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia
21 C5.1 P2D 9,75 0,04 1,44 Enterococcus faecalis
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar

esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacdo

Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

MEDIA DO | AREA ) H./O, |[FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° | AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO (mmz) PERIMETRO
(mm)
22 C5.3 P3D 10 0,17 2,57 Enterococcus faecalis
Streptococcus sanguis
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius
Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Fusobacterium nucleatum sp.
nucleatum
Capnocytophaga gingivalis
Streptococcus gordonii
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Driniice 5

APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificagdo por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuagao).
MEDIA DO AREA ) H,/O, |[FORMA |GRAM GENERO ESPECIE
N° | AMOSTRA |DENTE | COMPRIMENTO (mmz) PERIMETRO
23 C5.5 P4D (T:;? 0,23 2,95 Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Fusobacterium nucleatum sp.
nucleatum
Capnocytophaga gingivalis
Streptococcus gordonii
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacdo

Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

N° [AMOSTRA |DENTE MEDIA DO AREA |PERIMETRO |H2/02 [FORMA |GRAM |GENERO ESPECIE
COMPRIMENTO | (mm2)
(mm)

24 C5.7 P2 E 10 0,02 1,03 Streptococcus constellatus
Eubacterium saburreum
Enterococcus faecalis
Streptococcus sanguis
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius
Treponema denticola
Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum
Neisseria mucosa
Fusobacterium nucleatum sp.

nucleatum

Capnocytophaga gingivalis
Streptococcus gordonii
Selenomonas noxia
Prevotella melaninogenica
Capnocytophaga | sputigena
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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APENDICE 5. Aspectos microbioldgicos (identificacdo

Driniice 5

por checkerboard) e radiograficos de 21 dentes investigados (continuacao).

N° [AMOSTRA |DENTE MEDIADO | AREA |PERIMETRO [H2/02 |[FORMA |GRAM |GENERO ESPECIE
COMPRIMENTO | (mm2)
(mm)

25 C5.9 P3 E 11 0,08 1,82 Streptococcus constellatus
Capnocytophaga ochracea
Streptococcus intermedius
Treponema denticola
Streptococcus gordonii
Leptotrichia buccalis
Campylobacter gracilis

P2 D= segundo pré-molar direito; P2 E= segundo pré-molar esquerdo; P3 D= terceiro pré-molar direito; P3 E= terceiro pré-molar
esquerdo; P4 D= quarto pré-molar direito; P4 E= quarto pré-molar esquerdo.
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Dreniice 6

APENDICE 6. Aspectos microbiolégicos (identificacdo por checkerboard) e radiograficos apds preparo quimico-mecanico de 21 dentes

investigados. i ) _ )
MEDIA DO AREA ; H./O, FORMA GRAM GENERO ESPECIE
N° AMOSTRA DENTE COMPRIMENTO (mm? PERIMETRO
3 c2.2- P2D (Tg:) 0,06 1,79 ANF coco - Neisseria mucosa
11 0,11 2,04 e -
4 C24- P3D
5 C2.6 - P4D 14 0,18 294 - -
6 C2.8- P2 E 10* 0,16 2,23 ANE bacilo - Fusobacterium nucleatum sp.
polymorphum
ANF coco + Gemella morbillorum
ANE bacilo - Capnocytophaga  sputigena
ANE bacilo - Leptotrichia buccalis
7 C2.10 - P3 E 11 0,16 2,41 ANE bacilo + Eubacterium saburreum
ANF coco + Enterococcus faecalis
ANF coco + Streptococcus sanguis
ANE bacilo - Capnocytophaga  ochracea
ANE bacilo - Fusobacterium nucleatum sp.
polymorphum
ANF coco + Gemella morbillorum
ANE  bacilo - Capnocytophaga  sputigena
ANE bacilo - Leptotrichia buccalis

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo;
P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo.
APENDICE 6. Aspectos microbiolégicos (identificacao por checkerboard) e radiograficos apds preparo quimico-mecéanico de 21 dentes

investigados.



Ppondice 6

MEDIADO  AREA ) H/O, FORMA GRAM GENERO ESPECIE
N° AMOSTRA DENTE COMPRIMENTO (mm? PERIMETRO
8 C2.12 - P4 E (TT ) 0,15 2,38 ANF coco + Enterococcus faecalis
ANF coco + Streptococcus intermedius
ANE bacilo - Fusobacterium nucleatum sp.
polymorphum
ANF + Gemella morbillorum
ANE bacilo - Capnocytophaga  sputigena
ANE bacilo - Leptotrichia buccalis
9 C3.2- P2D 9,5 0,05 1,41 ANF coco + Gemella morbillorum
10 C3.4- P3D 11 0,12 2,21 e e
11 C3.6 - P4D 13 0,19 2,61 e e
14 C3.12 - P4 E 13 0,13 231 e e
15 C4.2- P2D 10,5 0,05 1,28 e e
16 C4.4- P3D 11 0,12 1,79 ANF coco + Gemella morbillorum
17 C4.6 - P4D 13 0,21 243 e e
18 C4.8 - P2 E 9,5 0,04 1,11 e e
19 C4.10 - P3 E 11 0,07 1,63 ANF coco + Gemella morbillorum
20 C4.12 - P4 E 13 0,15 221 e e

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo;
P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo.
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Dreniice 6

APENDICE 6. Aspectos microbiolégicos (identificacdo por checkerboard) e radiograficos apés preparo quimico-mecanico de 21 dentes

investigados (continuacéo).

MEDIADO  AREA ) H/O, FORMA GRAM GENERO ESPECIE

N° AMOSTRA DENTE COMPRIMENTO (mm? PERIMETRO

21 C5.2- P2D (g‘,r7n5) 0,04 1,44 ANF coco + Gemella morbillorum
ANE bacilo - Capnocytophaga  sputigena
ANE bacilo - Leptotrichia bucalis

22 C54- P3D 10 0,17 2,57 ANF coco + Gemella morbilorum

23 C5.6 - P4D 13,5 0,23 295 e e

24 C5.8 - P2 E 10 0,02 1,03 eeeem e

25 C5.10 - P3 E 11 0,08 1,82 ANE bacilo - Prevotela nigrescens
ANE  bacilo - Fusobacterium nucleatum sp.

polymorphum

ANE bacilo - Fusobacterium periodonticum
ANF coco - Neisseria mucosa
ANF coco + Gemella morbillorum
ANE bacilo - Capnocytophaga  sputigena
ANE  bacilo - Leptotrichia buccalis

P2 D= segundo prémolar direito; P2 E= segundo prémolar esquerdo; P3 D= terceiro prémolar direito; P3 E= terceiro prémolar esquerdo;
P4 D= quarto prémolar direito; P4 E= quarto prémolar esquerdo.
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