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RESUMO

Objetivo: Avaliar a efetividade de solugdes irrigadoras alternativas associadas ou néo
a irrigagao ultrassénica passiva (PUl) sobre Fusobacterium nucleatum e sua
endotoxina (LPS). Material e Métodos: Noventa cilindros de dentina foram
contaminados com F. nucleatum (ATCC 51190) por 7 dias. Amostras foram divididas
em 1 grupo controle e grupos experimentais de acordo com os irrigantes: Hipoclorito
de sodio 2,5% (NaOCl), Clorexidina 2% (CLX), NaOCI 2,5% + solugao de hidréxido de
calcio 0,14% (Ca(OH)2) e extrato etandlico de propolis 10% (EEP), e os métodos de
agitacdo PUI ou irrigagdo convencional (IC). Coletas antes e apods a irrigagdo foram
realizadas para quantificagdo das unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e LPS,
utilizando o ensaio LAL cinético cromogénico. Em seguida, as amostras foram
submetidas a analise por microscopia confocal de varredura a laser para quantificar a
viabilidade bacteriana. A distribuicado dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Comparagdes intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon
e Kruskal-Wallis, respectivamente, seguido pelo pds-teste de Dunn. O teste de Mann-
Whitney foi realizado para comparagdo entre as técnicas de irrigagdo (a = .05).
Resultados: Todos os irrigantes foram eficazes em reduzir a contagem de UFC/mL
(p>.05). Menores valores de viabilidade bacteriana e LPS foram observados para os
irrigantes PUl-ativados. O maior percentual de redugédo do LPS assim como a menor
viabilidade foram atribuidos ao NaOCI 2,5% (p<.05). EEP 10% e NaOCI + Ca(OH)2
0,14% PUIl-ativados apresentaram desempenho estatisticamente similar ao NaOCI
2,5% (p>.05). Conclusdao: O EEP 10% quando ativado teve a mesma acao
antimicrobiana e anti-LPS que a solugdo de NaOCI 2,5%. A PUI favoreceu a agao de
todas as solugdes investigadas sobre o F. nucleatum e sua endotoxina.

Palavras-chave: Fusobacterium nucleatum. Endotoxinas. Ultrassom. Prépolis. Teste
do Limulus. Hipoclorito de sodio.



ABSTRACT

Ultrasonic agitation effect on different final irrigation protocols on bacterial
LPS inactivation

Objective: To evaluate the effectiveness of alternative irrigating solutions associated
or not with passive ultrasonic irrigation (PUI) on Fusobacterium nucleatum and its
endotoxin (LPS). Material and Methods: Ninety dentin cylinders were contaminated
with F. nucleatum strain (ATCC 51190) for 7 days. The specimens were divided into 1
control group and experimental groups according to the irrigant: 2.5% sodium
hypochlorite (NaOCI), 2% chlorhexidine (CHX), 2.5% NaOCI + 0.14% calcium
hydroxide solution (Ca(OH)2), and 10% ethanolic extract of propolis (EEP), and
agitation methods, PUI ou Cl. Samples before and after irrigation were performed to
quantify colony forming units (CFU/mL) and LPS using the LAL assay. Then, the
specimens were subjected to confocal laser scanning microscopy analysis to quantify
the bacterial viability. Data distribution was confirmed by the Shapiro-Wilk test.
Intragroup and intergroup comparisons were performed using the Wilcoxon and
Kruskal-Wallis tests, respectively, followed by Dunn's post-test. The Mann-Whitney
test was performed to compare the irrigation techniques (a = .05). Results: All irrigants
were effective in reducing the CFU/mL count after irrigation with no significant
differences (p>.05). Lower values of bacterial viability and LPS were observed for PUI-
activated irrigants. The highest percentage of LPS reduction, as well as the lowest
viability, were attributed to 2.5% NaOCI. 10% EEP and NaOCI + 0.14% Ca(OH)2
associated with PUl-activated showed similar performance to 2.5% NaOCI (p>.05)..
Conclusion: The 10% EEP when activated had the same antimicrobial and anti-LPS
action as the 2.5% NaOCI solution. The PUI favored the action of all investigated

solutions on F. nucleatum and its endotoxin.

Keywords: Fusobacterium nucleatum. Endotoxins. Ultrasound. Propolis. Limulus
Test. Sodium hypochlorite.



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

SCR - Sistema de canais radiculares

LPS — Lipopolissacarideos

IL — Interleucinas

TNF — Fator de necrose tumoral

NaOCI — Hipoclorito de sodio

CLX — Clorexidina

IC —irrigagéo convencional

PUI — Irrigac&o ultrassénica passiva

UFC/mL — Unidades formadoras de colénias por mililitro
MCVL - Microscopia confocal de varredura a laser
LAL — Lisado de amebdcito de Limulus

EEP - Extrato etandlico de propolis

Ca(OH)2 - Hidroxido de calcio
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1. INTRODUGAO

O tratamento endodéntico de dentes com necrose pulpar objetiva, através de
meios mecanicos e quimicos, a desinfecgao do sistema de canais radiculares (SCR)
eliminando microrganismos e seus subprodutos, e promovendo assim condi¢gdes
ideais para o reparo dos tecidos periapicais (BASRANI et al., 2010; GRUNDLING et
al., 2015). No entanto, a complexidade anatdbmica apresentada pelo SCR impde
dificuldades a essa sanificagdo, onde a persisténcia de microrganismos e/ou seus
fatores de viruléncia dentro do SCR tem sido relacionada ao fracasso do tratamento
endodéntico (SIQUEIRA; ROCAS, 2008).

Bactérias desempenham um papel importante na indugdo e manutengao das
doengas periapicais (KAKEHASHI, 1965). As Gram-negativas, presentes
principalmente nos casos de infecgao endoddntica primaria possuem na sua parede
celular externa lipopolissacarideos (LPS), também conhecidos como endotoxinas,
representando o principal fator de viruléncia desses patdgenos. S&o liberados durante
multiplicagdo ou lise da célula bacteriana e responsaveis por uma série de efeito
bioldgicos nocivos, na qual o lipideo A é a regido molecular responsavel por tais efeitos
(MERGENHAGEN; VARAH, 1963; LEONARDO et al., 2004; MARTINHO et al., 2012).

Essas endotoxinas, altamente imunoestimuladoras, sao responsaveis pela
quimiotaxia de neutrdfilos, ativacdo do sistema complemento, inducdo de febre,
alteracbes hemodinamicas, ativacao policlonal de linfécitos B e a producao de oxido
nitrico (HORIBA et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2005b). Se liga ao receptor CD-14 de
macrofagos, neutrdéfilos e fibroblastos sendo reconhecida pelo hospedeiro como um
antigeno, levando a liberagdo de uma série de mediadores quimicos e citocinas pro-
inflamatorias comumente envolvidas na patogénese da inflamagao periapical, como
as interleucinas (IL-1a, IL-1b, IL-6 e IL-8) e o fator de necrose tumoral (TNF-a)
(HORIBA et al., 1990). Alem disso, estimula a secregao de prostaglandina E-2, que
leva a ativagao dos osteoclastos contribuindo para o processo de reabsorcao 6ssea
periapical (MARTINHO et al., 2010; LUCISANO et al., 2014).

Foi demonstrada uma correlagao positiva entre a concentragdo dessa endotoxina
nos canais radiculares e a presenga de sinais e sintomas clinicos (JACINTO et al.,
2005; ENDO et al., 2012), assim como maior destruicdo o0ssea periapical (SCHEIN;
SCHILDER, 1975; CARDOSO et al., 2015; MACHADO et al., 2020). Por isso, o
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tratamento endoddntico ndo deve apenas objetivar destruir bactérias, mas também, a
eliminagao do LPS e outros produtos toxicos favorecendo o processo de reparo dos
tecidos periapicais. Sabendo que os dentes com necrose pulpar e lesao periapical
apresentam elevada quantidade de LPS e do seu potencial citotdxico sobre os tecidos
periradiculares, ha uma busca incessante de procedimentos clinicos para a sua
reducdo ou neutralizagdo. No entanto, existe uma grande dificuldade na eliminagao
e/ou inativacao de LPS sobretudo pela sua grande capacidade de difusdo através dos
tubulos dentinarios, podendo atingir a superficie radicular externa a partir de 24 horas
(OLIVEIRA et al., 2005a).

Fusobacterium nucleatum € um microrganismo anaerobio Gram-negativo, isolado
em 100% dos casos de infecgdo endoddntica primaria (DE SOUZA et al., 2005) e de
extrema importancia na formagao de biofiimes, atuando como uma ponte de unido
entre colonizadores primarios e secundarios que ndao conseguem interagir (AMANO,
2010). Além disso, esta presente na microbiota tanto de casos assintomaticos quanto
sintomaticos, sendo nesses ultimos a espécie mais predominante (SAKAMOTO et al.,
2006; SIQUEIRA; ROCAS, 2009).

A irrigacdo durante a terapia endoddntica mostra-se essencial para otimizar a
eliminagcdo e/ou redugcdo dos niveis de LPS (OLIVEIRA et al., 2007). Diversas
substancias quimicas foram estudadas dentre elas o hipoclorito de sodio (NaOCI),
amplamente empregado devido a sua capacidade de dissolugdo tecidual e atividade
antimicrobiana (HAAPASALO et al., 2014) e a clorexidina (CLX), substancia auxiliar
empregada no tratamento endodéntico. Embora apresente inumeras vantagens de
uso, o NaOCI possui algumas desvantagens, incluindo auséncia de substantividade e
irritacdo quando em contato com os tecidos vivos periapicais, independente da sua
concentragcdo (PETERS, 2004; ZEHNDER, 2006; BRAMANTE et al., 2015). Apesar
disso, possui a capacidade de neutralizar de forma parcial o LPS (GOMES;
MARTINHO; VIANNA et al., 2009; MARTINHO et al., 2012; CAVALLI et al., 2017). Ja
a CLX 2%, apesar de possuir atividade antimicrobiana, amplo espectro de acéo, baixa
toxicidade e substantividade (IRALA et al., 2009; HAAPASALO et al., 2014),
demonstra n&o ter acéo eficaz sobre endotoxinas bacterianas (GRUNDLING et al.,
2015; NEELAKANTAN et al., 2018).

Alternativas como o hidroxido de calcio, amplamente utilizado no tratamento

endodéntico, devido a sua capacidade indutora de mineralizagao, agao antimicrobiana



Introducao 17

e principalmente sobre as endotoxinas (LEONARDO et al., 2002; MENEZES et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2005b), tem mostrado resultados favoraveis no uso como
irrigante (agua de cal) sozinho ou associado ao NaOCI na redugéo do LPS (OLIVEIRA
et al., 2005b; CARVALHO et al., 2016). Também a propolis, que possui propriedades
antimicrobianas, antivirais e antifungicas, e tem demonstrando capacidade em reduzir
a quantidade de bactérias e/ou seus fatores de viruléncia dos canais radiculares
quando empregada durante o preparo biomecanico ou como medicagao intracanal,
apresenta-se como opcado na potencializacdo da descontaminacdo do SCR
(FERREIRA et al., 2007; VALERA et al., 2010; JAHROMI; TOUBAYANI; REZAEI,
2012; MAEKAWA et al., 2013; PEREIRA et al., 2019).

O mecanismo mais empregado para a distribuicdo destas solugdes é a irrigacao
convencional (IC), realizada por meio de seringas e agulhas de pequenos calibres,
que apresenta limitacdes na remogao de debris dentinarios, acesso a porgéo apical e
areas de complexidade anatomica (LEE; WU; WESSELINK, 2004; DUQUE et al.,
2017; GENERALI et al., 2017). Consequentemente, recursos adicionais foram
surgindo, dentre eles a irrigagao ultrassoénica passiva (PUI), que consiste na vibragéo
da solucéo irrigante utilizando um inserto acoplado a um ultrassom, que oscila no
interior dos canais radiculares, potencializando a atividade antimicrobiana da solugéo
e favorecendo a limpeza através do efeito da cavitagédo e corrente acustica (AHMAD;
PITTFORD; CRUM, 1987; VAN DER SLUIS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2017).
Além de promover uma melhor entrega do irrigante as regides de maior complexidade
anatomica e levar a uma maior limpeza através da remocgao da smear layer (WELLER,;
BRADY; BERNIER, 1980; VIRDEE et al., 2017), a PUI é responsavel por uma maior
reducdo dos niveis de LPS nos canais radiculares, como exposto na literatura
(AVEIRO et al., 2019; HASNA et al., 2020).

Os estudos que avaliaram a agao do NaOCI e da CLX sobre o LPS, mostraram
0 seu potencial na redugdo dos niveis dessa endotoxina em canais radiculares
infectados (VIANNA et al., 2004; GOMES; MARTINHO; VIANNA et al., 2009;
GRUNDLING et al., 2015; NEELAKANTAN et al., 2018). No entanto, poucos ou
nenhum, abordaram protocolos de irrigagao alternativos e ainda, associados a PUI
que possam corroborar com tal feito. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi

avaliar in vitro a efetividade de solugdes irrigadoras alternativas associadas ou ndo a
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irrigacéo ultrassoénica passiva (PUl) sobre Fusobacterium nucleatum e sua endotoxina

(LPS) presentes no interior do canal radicular e tubulos dentinarios.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a efetividade de solugdes irrigadoras alternativas associadas ou n&o
a irrigagao ultrassonica passiva (PUI) sobre Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)
e sua endotoxina (LPS) presentes no interior do canal radicular e tubulos dentinarios.
Material e Métodos: Noventa cilindros de dentina de pré-molares inferiores foram
contaminados com F. nucleatum (ATCC 51190) por 7 dias em condigbes de
anaerobiose. Os espécimes foram divididas em 1 grupo controle e grupos
experimentais de acordo com os irrigantes: Hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI),
Clorexidina 2% (CLX), NaOCI 2,5% + solugao de hidréxido de calcio 0,14% (Ca(OH).)
e extrato etandlico de prépolis 10% (EEP), e os métodos de agitagdo PUI ou irrigagcéo
convencional (IC). Coletas antes e apos da irrigagdo foram realizadas para
quantificacdo das unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e de LPS, utilizando o
ensaio LAL. Em seguida, os espécimes foram submetidos a analise por microscopia
confocal de varredura a laser para avaliar a viabilidade bacteriana intratubular. A
distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Comparacdes
intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon e Kruskal-Wallis,
respectivamente, seguido pelo pos-teste de Dunn. O teste de Mann-Whitney foi
realizado para comparagao entre as técnicas de irrigacédo (a = .05). Resultados:
Todos os irrigantes foram eficazes em reduzir a contagem de UFC/mL (p>.05).
Menores valores de viabilidade bacteriana e LPS foram observados para os irrigantes
PUl-ativados. O maior percentual de redugéao do LPS assim como a menor viabilidade
foram atribuidos ao NaOCI 2,5% (p<.05). EEP 10% e NaOCI + Ca(OH)2 0,14% PUI-
ativados apresentaram desempenho estatisticamente similar ao NaOCI 2,5% (p>.05).
Conclusao: O EEP 10% quando ativado teve a mesma agao antimicrobiana e anti-
LPS que a solugcdo de NaOCI 2,5%. A PUI favoreceu a acdo de todas as solugdes

investigadas sobre o F. nucleatum e sua endotoxina.

Descritores: Fusobacterium nucleatum. Endotoxinas. Ultrassom. Propolis. Teste do
Limulus. Hipoclorito de sédio.
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Introducgao

A analise da microbiota de canais radiculares com polpa necrética e infectados
revelaram a predominancia de bactérias anaerébias Gram-negativas®. Essas
bactérias possuem na sua membrana externa lipopolissacarideos (LPS) que
representam o seu principal fator de viruléncia* e sdo liberados durante multiplicagéo
ou lise celular®. Altos niveis de LPS estdo relacionados ao desenvolvimento da
sintomatologia clinica, manutengdo da inflamagao e destruigdo dssea periapical®®.

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) é um microrganismo Gram-negativo,
isolado em 100% dos casos de infecgdo endoddntica primaria (DE SOUZA et al.,
2005) e de extrema importancia na formagao de biofilmes pois atua como uma ponte
de unido entre colonizadores primarios e secundarios que ndo conseguem interagir
(AMANO, 2010).

Varias solugdes irrigadoras tem sido testadas contra o LPS em infec¢des do canais
radiculares'®'3, dentre elas o hipoclorito de sédio (NaOCI), mundialmente utilizado
devido a sua capacidade de dissolucdo tecidual e atividade antimicrobiana e a
clorexidina (CLX), solucdo alternativa na terapia endodéntica, que apresenta além de
agdo antimicrobiana associada a substantividade, baixo grau de toxicidade'*. Apesar
das excelentes propriedades antimicrobianas, mostram pouco ou nenhum efeito na
eliminagcdo do LPS quando empregados de forma convencional durante o preparo
biomecanico® 111516,

Alternativas como o hidroxido de calcio (CaOHz) tem mostrado bons resultados na
eliminacdo do LPS de canais radiculares, quando utilizado como irrigante unico (agua
de cal)® ou associado ao NaOCI'’, assim como o extrato etandlico de propolis (EEP),
que também tem apresentando eficacia na eliminagdo de Gram-negativos e sua
endotoxinas'®. Estratégias como a irrigagdo ultrassénica passiva (PUI), melhoram a
descontaminagao e limpeza do canal radicular'®, permitindo maior alcance do irrigante
em areas de complexidade anatdmica e tem mostrado otimizar a redugédo dos niveis
de LPS nos canais radiculares'132°, Existem poucos estudos comparativos sobre a
ativacdo mecanica do NaOCI e CLX e seus efeitos na reducéo bacteriana intratubular
e dos niveis de LPS. E tampouco, investiga¢des sobre agao de solugdes alternativas

como a agua de cal e a propolis nessas condi¢des.
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Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro os efeitos de
solugdes alternativas e a técnica de irrigacéo, na eliminagédo do F. nucleatum e sua
endotoxina (LPS) presentes no interior do canal radicular e tubulos dentinarios. A
hipétese nula é de que ndo ha diferengas significantes entre as solugcbes e os
protocolos de irrigagédo na redugéo de F. nucleatum do canal principal e de dentro dos
tubulos, assim como dos niveis de LPS.

Material e métodos
Estimativa do tamanho da amostra

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa em seres
humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru (CAAE: 39330620.0.0000.5417). O
calculo amostral foi realizado baseado em estudos anteriores usando o software G*
Power v 3.1 para Mac (Heinrich Heine, Universidade de Dusseldorf, Alemanha). Para
8 grupos experimentais usando o erro do tipo alfa de 0,05, o poder beta de 0,95 e a
razao N2/N1 de 1. O teste mostrou um total de 10 espécimes por grupo como o
tamanho ideal. Além disso, foram utilizados 10 dentes como controles positivos (C*)

para o crescimento bacteriano intratubular.

Seleg¢ao dos espécimes

Noventa pré-molares inferiores unirradiculares recém extraidos foram
selecionados através de radiografias mesiodistais e vestibulolinguais. Os dentes
apresentavam raizes totalmente formadas e canais unicos, sem reabsorc¢éo radicular

ou calcificagcdes nos canais radiculares.

Preparo dos espécimes

Detritos, calculos e restos de tecido mole foram removidos da superficie
radicular com curetas periodontais Gracey (SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os
dentes foram decoronados e os 3 mm apicais de cada raiz foram removidos com um
disco diamantado de dupla face 0,10 x 22 mm (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil)
resfriado a agua, padronizando o comprimento da raiz (=15 mm). O comprimento de
trabalho (CT) foi determinado subtraindo 1 mm desta medida?'.

Para padronizar o didmetro dos canais (ou seja, o diametro interno dos cilindros

de dentina), eles foram ampliados com o instrumento X-1 blue 40.06 (MK LIFE, Porto
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Alegre, RS, Brasil), abrindo espago para a inoculagcdo de microrganismos. Os
espécimes foram submetidos a trés banhos ultrassdnicos sucessivos por 10 minutos
cada em NaOCIl 1% (Asfer, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil), EDTA 17%
(Biodinamica, Ibipora, PR, Brazil) e tiossulfato de sédio 1%.

Os cilindros foram secos com pontas de papel esterilizada (Dentsply Ind Com
LTDA, Petrépolis, RJ, Brasil). A regido apical foi selada com resina composta Natural
Look (DFL Industria e Comércio S.A. Taquaral, RJ, Brasil) e as superficies radiculares
externas receberam duas camadas de adesivo epdxi (Brascola, S&o Paulo, SP,
Brasil), exceto na regido cervical®. Em seguida, foram fixados com resina acrilica
quimicamente ativada em placas de 24 pocgos, dez espécimes por placa, e
esterilizados juntamente com todo material utilizado na pesquisa, por radiagdo gama
com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas)??.

Contaminacéo intratubular

Os espécimes foram colocados em microtubos apirogénicos (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) com RCM esterilizado (Reinforced Clostridial Medium, Probac
do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) e submetidos a banho ultrassénico por 10 minutos
para maxima penetracédo do caldo nos tubulos dentinarios.

A cepa bacteriana de F. nucleatum ATCC 51190 (American Type Culture
Collection) foi reativada em caldo RCM e incubada em anaerobiose durante 48h, apos
esse periodo a suspensao bacteriana foi ajustada para concentracdo de 3x108
unidades formadoras de colénia (UFC/mL) utilizando espectrofotdbmetro SF325NM
(Bel Photonics do Brasil Ltda, Osasco, SP, Brasil) e incubada a 37°C por 24h em
camara de anaerobiose para atingir crescimento exponencial. A morfologia da coldnia
e coloragdo de Gram foram avaliadas varias vezes ao longo do experimento para
confirmar a pureza. A contaminagcdo dos espécimes durou 7 dias em meio RCM a
37°C seguindo o protocolo de Andrade et al.?! e a sequéncia de centrifugagdo de Ma

et al.?2 com modificagdes.

Grupos experimentais

Todos os procedimentos foram realizados em condi¢des assépticas dentro de fluxo
laminar. Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos (n=10) de
acordo com o protocolo de irrigagao realizado, irrigagdo convencional (IC) ou PUI: G1:
NaOCI 2,5% (Farmacia Specifica, Bauru, SP, Brasil) + IC; G2: CLX 2% (Farmacia
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Specifica, Bauru, SP, Brasil) + IC; G3: NaOCI 2,5% + Ca(OH). 0,14% (0.14 g de
hidroxido de calcio em agua apirogénica; Biodinamica, PR, Brasil) + IC; G4: EEP 10%
Apis-Brasil, Pindamonhagaba, SP, Brasil) + IC; G5: NaOCI 2,5% + PUI; G6: CLX 2%
+ PUI; G7: NaOCI 2,5% + Ca(OH)20,14% + PUI; G8: EEP 10% + PUI.

A irrigacao convencional (IC) foi realizada em conjunto com aspirag&o simultanea
utilizando 5mL da solug&o de escolha, ficando o ultimo mL durante 60s. A irrigagcao
ultrassonica passiva (PUI) foi realizada com 5mL da solugdo de escolha dividida em
trés ativagdes de 20s cada.

Para os procedimentos de irrigagdo os espécimes foram colocados em um
dispositivo metalico esterilizado. Nos grupos da IC, o irrigante foi entregue por
intermédio de seringa e agulha apirogénicas. A PUI foi realizada usando o inserto
ultrassoénico E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil) (#20.01), inserido
2mm aquém do comprimento de trabalho. A poténcia do aparelho ultrassoénico foi de
10% (Satelec, Microlmagem, Indaiatuba, SP, Brasil)'®?°. Apds os protocolos de
irrigacédo final todos os espécimes foram irrigados com 5mL de agua destilada
apirogénica.

Coletas das amostras

Para amostragem microbiolégica e de endotoxinas, duas pontas de papel
absorvente esterilizadas/apirogénicas (tamanho #25; Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Suiga) foram introduzidas, uma por vez, em toda a extensao do canal e mantidas na
posicdo por 60s cada'??%28 Foram realizadas coletas em dois momentos: antes dos
protocolos de irrigagao (S1), no intuito de confirmar a contaminagéo e servir como
linha de base e imediatamente apds (S2), a fim de determinar a atividade
antimicrobiana e anti-LPS de cada solugéo irrigadora final, associada a IC ou a PUI.

Ensaio Lisado de Amebdcito de Limulus (LAL) - Quantificagdo de endotoxinas
Imediatamente apods a coleta, as pontas de papel foram transferidas para
microtubos apirogénicos contendo 1000uL de solugdo salina apirogénica e
armazenadas em freezer -20°C até o momento do uso. Para a quantificagdo das
endotoxinas, as amostras foram diluidas em 10 devido a sensibilidade do teste
cinético cromogénico (KQCL). A endotoxina de Escherichia coli foi utilizada como
padrdao nas concentragdes de 50 EU/mL, 5 EU/mL, 0,5 EU/mL, 0,05 EU/mL e 0,005
EU/mL, para calcular a quantidade de endotoxina presente em cada amostra dos
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canais radiculares. Para o teste 100uL dessas 5 concentragdes, do blank (agua
apirogénica) e das amostras coletadas dos canais, foram adicionadas em duplicata
na placa de 96 pocos. A placa foi incubada a 37 £ 1°C por 10 min em um leitor cinético-
QCL conectado a um computador usando o software WinKQCL (Lonza). Por fim,
100uL do reagente cromogénico foi adicionado a cada pogo e a absorbancia (405 nm)
foi lida e monitorada continuamente pelo software do leitor de placas KQCL, que
calculou automaticamente a correlagao linear log/log entre os tempo de reagao de
cada solugdo padrao e a respectiva concentragio da endotoxina®2° .

Unidades formadoras de colénias (UFC/mL)

Apds a coleta, as pontas de papel foram transferidas para microtubos?42°
contendo 1mL de caldo RCM (Reinforced Clostridial Medium, Difco, Detroit, EUA). Em
uma camara de anaerobiose os microtubos foram agitados em voértex por 10s, e 100uL
do conteudo foi transferido para outros microtubos com 900uL de RCM até atingir uma
concentragéo de 10“. Em seguida, 50uL das diluigdes foram semeadas em placas de
Petri com agar RCM suplementadas com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
(Laborclin, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) que foram incubadas em cémara

anaerobica a 37°C por 7 dias para contagens subsequentes de UFC/mL.

Avaliagao antimicrobiana por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)
Apods exposigao aos protocolos de irrigacdo e as coletas supracitadas, os
especimes foram seccionados longitudinalmente em Isomet (Buehler, IL, EUA),
tratados com EDTA 17% por 3 min e lavados com solucio salina esterilizada para
remover a smear layer resultante do procedimento de corte?'?3. Os espécimes foram
entdo corados por 15 min em ambiente escuro com 20uL do kit de viabilidade
bacteriana LIVE/DEAD™ BacLight (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, EUA).
Este kit contém o corante SYTO 9™ Green Stain, que cora bactérias viaveis, e
Propidium lodide Red Stain™, que cora as bactérias mortas. As amostras foram
examinadas com um microscopio confocal Leica TCS-SPE (Leica Microsystems
GmbH, Mannheim, Alemanha) em aumento de 40x, tamanho de passo de 1um de
profundidade e uma resolugdo de 1024x1024 pixels. Foram obtidas oito imagens
sequenciais dos espécimes: 4 na porgao superficial e 4 na por¢ao profunda em relagao
ao canal principal, totalizando 80 imagens de cada grupo, incluindo os controles
positivos. Isso permitiu a visualizagado de todas as extensdes de tubulos dentinarios
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contaminados desde o canal radicular principal até o cemento. As imagens adquiridas
foram fragmentadas usando o software Leica Application Suite-Advanced
Fluorescence (LAS AF, Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Alemanha) e
convertidas para o formato TIFF. Essas imagens foram exportadas para o software
biolmage_L v21 para quantificar a porcentagem de bactérias viaveis (coradas de

verde) e n&o viaveis (coradas de vermelho).

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As
contagens de UFC/mL foram transformadas em Log antes da analise estatistica. O
efeito antimicrobiano sobre F. nucleatum e sua endotoxina € expresso em
porcentagem de reducéo, calculada para cada grupo da seguinte forma: (S1/S2 x
100)?6. As comparagdes intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de
Wilcoxon e Kruskal-Wallis, respectivamente, seguido pelo pds-teste de Dunn. O teste
de Mann-Whitney foi realizado para comparagao entre os protocolos de irrigacao, Cl
ou PUI. O software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad San Diego, CA, EUA) foi utilizado

para a analise, adotando-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados
Quantificagdo de endotoxinas (LPS)

O ensaio LAL indicou a presenca de LPS em todas as amostras da primeira
coleta (S1). A irrigagéo final (S2) reduziu o numero de EU/mL em todos os grupos
(p<.05) com relagéo as coletas iniciais (Tabela 1). Em S2, os menores niveis foram
encontrados nos grupos irrigados com NaOCI 2,5%, com e sem a PUI, e NaOClI 2,5%
+ Ca(OH)2 0,14% + PUI em comparagao com a CLX 2%, mesmo agitada (p<.05). Os
maiores percentuais de redugédo foram atribuidos aos grupos irrigados com NaOCI
2,5% com e sem a PUI (99% e 98.3%, respectivamente) seguido do EEP 10% + PUI
(97.9%) e NaOClI 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI (97.3%), sem diferengas estatisticas
(p>.05). Os grupos com a PUI mostraram resultados estatisticamente superiores a IC
(Figura 1).
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Tabela 1 - Mediana (Me), minimo e maxima (Min-Max) EU/mL e redugao percentual
de LPS (%) dos canais radiculares para cada grupo experimental.

Grupos

Grupos IC
NaOCI 2,5%
CHX 2%
NaOCI 2,5% + Ca(OH)20,14%
EEP 10%
Grupos PUI
NaOCI 2,5%
CHX 2%
NaOCI 2,5% + Ca(OH)20,14%
EEP 10%

Antes da irrigagao

Depois da irrigagao

Reducao (%)

(S1) (S2)
(EU/mL) (EU/mL) Me (Min-Max)
Me (Min-Max) Me (Min-Max)

39.00 (17.2 — 50.9)"
55.90 (12.7 — 84.2)Aa
26.10 (10.4 — 81.6)Aa
30.80 (19.0 — 89.5)"a

50.00 (50.0 — 76.7)"a
25.00 (20.0 — 90.0)"@
22.80 (12.3 — 50.0)"@
34.40 (15.2 — 50.0)"@

0.50 (0.5 — 1.3)ABb
3.67 (2.4 — 8.3)™
0.77 (0.5 — 4.4)ABCOP
1.49 (0.9 — 2.6)BC0®

0.50 (0.5 — 0.85)*°
3.40 (0.7 — 5.7)cP®
0.50 (0.5 — 0.7)AB®
0.69 (0.6 — 1.1)"BCh

98.30 (97.0 — 99.0)®
92.20 (65.9 — 96.1)°
93.40 (83.0 — 99.3)8C
94.60 (90.0 — 98.8)EC

99.00 (98.3 — 99.3)"
93.00 (65.7 — 94.9)°
97.30 (95.8 — 99.0)"8
97.9 (96.0 — 98.9)AEC

Comparagéo pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiusculas
sobrescritas em uma coluna representam diferencas significativas entre os grupos; diferentes
letras minusculas sobrescritas em uma linha representam diferengas significativas dentro dos

grupos

Figura 1: Graficos comparativos dos grupos submetidos a irrigagdo convencional
versus a PUI, em relagéo a redugéo de endotoxina (LPS) e porcentagem de viabilidade
bacteriana intratubular. Diferentes letras sobrescritas indicam diferenga entre os
grupos pelo teste de Mann Whitney (p <.05).
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Avaliagao microbiolégica

As coletas iniciais (S1) revelaram o crescimento de bactérias viaveis em 100%

das amostras recuperadas dos canais radiculares contaminados. Todos os protocolos

e irrigantes testados foram eficazes em reduzir a carga microbiana (UFC/mL) em S2

com relagdo as amostras iniciais (p<.05). Ambas as técnicas de irrigacéo, IC ou PUI,

levaram a uma eliminagdo semelhante de UFC/mL (p>.05). O mesmo percentual de

reducao foi observado para todos os grupos (p>.05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Mediana (Me), minimo e maxima (Min-Max) de UFC/mL e redugéo
percentual de F. nucleatum (%) dos canais radiculares para cada grupo experimental.

Grupos

Grupos IC
NaOCI 2,5%

CHX 2%
NaOCI 2,5% + Ca(OH)20,14%
EEP 10%
Grupos PUI
NaOCI 2,5%
CHX 2%
NaOCI 2,5% + Ca(OH)20,14%
EEP 10%

Antes da irrigagao

Depois da

Reducgao (%)

(S1) irrigacao (S2)
(Logio UFC/mL) (Logio UFC/mL) Me (Min-Max)
Me (Min-Max) Me (Min-Max)
5.78 (5.3 - 7.0)* 0.00 (0.0 - 0.0)®° 100.0 (100.0 — 100.0)*
6.25 (5.6 - 7.0)* 0.00 (0.0 — 0.0)®° 100.0 (100.0 — 100.0)*
6.60 (5.3 - 7.2)* 0.00 (0.0 - 0.0)° 100.0 (100.0 — 100.0)*
6.71 (5.6 - 7.3)" 0.00 (0.0 — 0.0)®° 100.0 (100.0 — 100.0)*

5.78 (5.3 - 7.0)"@
6.30 (5.6 - 7.3)"a
6.65 (5.6 - 7.3)"a
6.71 (5.6 - 7.3)"

0.00 (0.0 - 0.0)°
0.00 (0.0 — 0.0)B?
0.00 (0.0 - 0.0)B®
0.00 (0.0 - 0.0)°

100.0 (100.0 — 100.0)*
100.0 (100.0 — 100.0)*
100.0 (100.0 — 100.0)*
100.0 (100.0 — 100.0)*

Comparagéo pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiusculas
sobrescritas em uma coluna representam diferencas significativas entre os grupos; diferentes
letras minusculas sobrescritas em uma linha representam diferencgas significativas dentro dos

grupos. *Sem diferenca estatisticamente significativa.



Artigo 30

Avaliacao da descontaminagao intratubular (MCVL)

Os grupos experimentais apresentaram valores de viabilidade menores do que
0 grupo controle positivo (p<.05). A comparagéo entre grupos mostrou que nas areas
superficiais e profundas a irrigagdo com NaOCI 2,5%, independente da técnica,
produziu uma porcentagem menor de bactérias viaveis (p<.05). Ndo foram
observadas diferencas significativas nas comparag¢des intragrupos quanto as
profundidades (superficial x profundo) (Tabela 3). A ativagdo ultrassénica produziu
valores de viabilidade bacteriana inferiores a irrigacdo convencional (Figura 1), com
diferengas significativas (p<.05) entre as solugdes alternativas e os seus respectivos
nao ativados. Além disso, tiveram desempenho estatisticamente similar ao NaOCI
2,5% e CLX 2%. Imagens representativas da microscopia confocal de varredura a

laser dos grupos sdo mostradas nas Figuras 2A-| e 3A-I.

Tabela 3 - Porcentagem mediana (intervalo de confianga de 95%) de bactérias
viaveis nos tubulos dentinarios apos o protocolo de irrigacdo de cada grupo.

Grupos Total Superficial Profundo
Controle 75.50 (12.1 —99.4)F2 73.66 (18.9 — 98.9)% 70.00 (3.3 — 86.6)°?
Grupos IC
NaOCI 2,5% 9.72 (0.6 — 97.7)e 6.62 (0.3 — 90.8)"2 8.95 (0.8 — 95.9)"ka
CHX 2% 35.01 (0.0 — 98.9)BcPa 28.66 (0.0 - 97.84)82 40.24 (0.0 — 98.9)"82
NaOCl 2,5% + Ca(OH)20,14% 45.48 (0.7 — 94.2)°P2 42.69 (0.7 — 93.9)°2 52.98 (0.1 — 94.2)82
EEP 10% 59.91 (0.0 — 99.9)"= 30.03 (0.0 — 94.3)Fa 65.57 (0.0 — 93.6)"2
Grupos PUI
NaOCl 2,5% 7.78 (0.8 —95.9) 9.96 (0.6 — 93.2)F2 8.35 (0.1 —97.7)*
CHX 2% 23.80 (0.1 — 98.6)"BCa 21.08 (0.6 — 91.5)"2

NaOCl 2,5% + Ca(OH).0,14%

EEP 10%

18.41 (0.2 — 88.5)"82
14.61 (0.2 — 99.9)"82

14.88 (0.2 — 80.0)82
12.87 (1.3 — 96.2)8e

(
32.59 (0.1 — 98.6)ea
27.62 (1.2 — 88.5)"8a
16.90 (0.2 — 99.9)"B2

Comparagéo pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras mailsculas
sobrescritas em uma coluna representam diferencas significativas entre os grupos; diferentes
letras minusculas sobrescritas em uma linha representam diferengas significativas dentro dos
grupos.
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Figura 2: Imagens MCVL representativas das areas superficiais dos tubulos
dentinarios (perto do canal radicular). (A) NaOCI 2,5% + IC; (B) CLX 2% + IC; (C)
NaOCI 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + IC; (D) EEP 10% + IC; (E) NaOCI 2,5% + PUI; (F)
CLX 2% + PUI; (G) NaOCI 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI; (H) EEP 10% + PUI; (1) C*.
Células viaveis coradas em verde e as ndo viaveis em vermelho. Ampliagao: 40x.
Barras: 20,0 um.
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Figura 3: Imagens MCLYV representativas das areas profundas dos tubulos dentinarios
(longe do canal radicular). (A) NaOCI 2,5% + IC; (B) CLX 2% + IC; (C) NaOClI 2,5% +
Ca(OH)2 0,14% + IC; (D) EEP 10% + IC; (E) NaOCI 2,5% + PUI; (F) CLX 2% + PUI;
(G) NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI; (H) EEP 10% + PUI; (1) C*. Células viaveis
coradas em verde e as nao viaveis em vermelho. Ampliagdo: 40x. Barras: 20,0 um.
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Discussao

Considerando os resultados do presente estudo, a hipdtese nula foi
parcialmente rejeitada, pois houveram diferencas significativas entre as técnicas de
irrigacédo quanto a reducao da viabilidade bacteriana intratubular e dos niveis de LPS,
porém nao entre todas as solugdes investigadas.

O critério de selecdo do F. nucleatum para a contaminagdo dos canais foi
baseado ndo sé pela sua prevaléncia em infecgdes primarias, mas também, pela
toxicidade do seu LPS3%3'. Embora um biofilme monoespécie tenha sido empregado
no presente trabalho, este método foi pensado como maneira preliminar de avaliar a
resisténcia e viabilidade de um anaerdbio estrito, confirmada pelo controle positivo
(Figuras 2l e 3l), a sequéncia de centrifugacbes propostas pela contaminagao
intratubular antes de associa-lo a outras espécies. Até o momento, nao ha estudos
acerca da descontaminacdo intratubular promovida por irrigantes utilizando F.
nucleatum como microrganismo patogénico.

Nossos resultados demonstraram que todos os irrigantes e técnicas utilizados
foram capazes de eliminar o F. nucleatum do interior dos canais radiculares conforme
demonstrado pelos resultados da contagem de UFC/mL (Tabela 2), em concordéancia
com estudos prévios'?1328 A provavel razdo para esses resultados se deve ao fato
de que as coletas foram realizadas apenas do canal radicular principal com cones de
papel absorvente, que sdo capazes de coletar bactérias nesta area somente e tém
dificuldade de acesso a regides estritas como os tubulos dentinarios. Portanto, os
dados de contagem de UFC/mL obtidos do canal radicular principal devem ser
interpretados com cautela.

No presente trabalho houve uma reducao drastica dos niveis de endotoxina em
todos os grupos (p<.05), em concordancia com Aveiro et al.'> que observaram
resultados semelhantes na comparacado da agitagcao ultrassénica com a irrigagao
manual, clinicamente. Ja Nakamura et al.®2 ndo observaram diferenga entre PUl e IC
na reducao do LPS e, esse contraste se deve provavelmente a diferenca do volume
utilizado na irrigac&o, além da microbiota dos canais radiculares. Os protocolos finais
de irrigagao propostos foram eficazes em erradicar o F. nucleatum, mas ainda assim,
suas endotoxinas permaneceram no sistema de canais radiculares (SCR). Isso pode
ser explicado, pois a morte de bactérias Gram-negativas leva a liberagdo de LPS, que
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pode aderir as paredes dentinarias e se difundir pelos tabulos dentinarios3,
dificultando a sua remogé&o pelo fluxo da irrigagdo convencional. No entanto, a PUI
pode favorecer a sua eliminagao''-'2.

Nesse estudo, os niveis de endotoxinas inicialmente encontrados nos canais
radiculares contaminados variou de 22.80 EU/mL a 55.90 EU/mL. Apds a irrigagao
esses valores decairam para uma faixa de 0.50 EU/mL a 3.67 EU/mL, inferiores aos
encontrados em casos sintomaticos de infeccdo primaria conforme demonstrado por
estudos anteriores®834 que exibiram valores médios de LPS variando de 7,49 EU/mL
a 19,10 EU/mL, Apesar de ndo promoverem a erradicagao da endotoxina, as solugoes
e técnicas empregadas foram capazes de reduzir os seus niveis abaixo daqueles
compativeis ao desenvolvimento de sintomatologia clinica e destruicdo Ossea
periapical tendo importante contribuicdo no processo de reparo dos tecidos
perirradiculares.

Os espécimes tratados com NaOCI 2,5% + PUI tiveram a maior porcentagem
de reducdo de endotoxinas (99%), embora nenhum irrigante ou protocolo tenha
conseguido eliminar por completo a mesma dos canais. Resultado similar foi
observado anteriormente ao comparar o NaOCl com e sem a PUI'3, A ativacdo
ultrassénica provavelmente melhorou a eficacia da solugdo irrigadora, através do
estresse de cisalhamento em células bacterianas causado pela corrente acustica e
cavitagao'®. O NaOClI, assim como a CLX, reduz o nivel de endotoxinas, mas nio as
elimina completamente®'"-'8, indo de encontro aos presentes achados.

O EEP 10% quando agitado mostrou-se igualmente eficaz ao NaOCI 2,5%
podendo ser considerado como uma alternativa a ser utilizada durante a irrigacao final.
Atribui-se este resultado ndo somente a composicao e eficacia antimicrobiana da
prépolis®33¢ mas também, ao efeito sinérgico da ativagéo ultrassonica. Valera et al.'8
observaram uma redugdo significativa dos niveis de LPS nos canais radiculares
quando a prépolis foi utilizada como irrigante, em concordancia com os presentes
achados. A agao da propolis sobre o LPS também foi demonstrada por Maekawa et
al.?> com resultado semelhante.

O uso do hidréxido de calcio como irrigante endoddntico tem mostrado efeito
sobre o LPS no SCR?%%, Esses resultados estdo relacionados principalmente a
capacidade do hidréxido de célcio de neutralizar as propriedades bioldgicas do LPS.
Neste estudo, a irrigagdo dos canais radiculares com NaOCI 2,5% + Ca(OH). 0,14%,

mostrou potencial desintoxicante, independente da técnica utilizada, reduzindo a
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quantidade de endotoxina de forma similar ao NaOCI 2,5% e EEP 10%, superior a
CLX 2%. O uso in vitro de NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14%, como irrigante foi relatado
por Carvalho et al."”, que observaram excelente resultado em comparagao ao NaOCI
2,5% sozinho, quando usado durante o preparo biomecanico. Em contrapartida, no
presente estudo, houve resultado estatisticamente similar entre ambos, o que
provavelmente pode ser atribuido a diferenca da microbiota e auséncia da agao
mecanica do instrumento em conjunto com a irrigagéo.

Na analise de MCVL, todos os grupos experimentais apos o tratamento
mostraram um numero reduzido de bactérias viaveis na dentina infectada. No regime
de IC, o NaOCI 2,5% produziu os menores percentuais de viabilidade, o que confirma
sua atividade antimicrobiana e anti-biofilme. Rodrigues et al.3° observaram resultados
similares com o emprego do NaOCI 2,5% em relagdo a atividade antimicrobiana
intratubular quando comparado a clorexidina 2%. Para os irrigantes PUI-ativados,
maior reducao foi observada em comparacédo a IC, em concordancia com estudos
anteriores*%4! onde a PUI foi responsavel pela penetragdo em maior profundidade do
irrigante.

Dentre os grupos ativados, o menor percentual de viabilidade total, superficial
e profunda foi observado para o NaOCI 2,5%, indo de encontro aos achados de
Harrison et al.*> que avaliaram a ag&o antimicrobiana intratubular do NaOCI PUI-
ativado. Ainda de acordo com nossos achados, tanto o EEP 10% quanto o NaOCI
2,5% + Ca(OH). 0,14%, foram eficazes na redugdo da viabilidade bacteriana
intradentinaria. Ferreira et al.3¢ ja havia demonstrado a habilidade da propolis em
eliminar F. nucleatum, fato esse que pode explicar os resultados desse grupo. Apesar
da eficacia do NaOCI + Ca(OH)2 na descontaminagéo intratubular, nossos resultados
mostraram que o NaOCI 2,5% foi melhor sozinho do que em conjunto com o Ca(OH)a,
tornando o emprego dessa associagao, desvantajosa nesse cenario. No entanto n&o
existem, até o momento, investiga¢gdes que corroborem nossos resultados.

Até onde sabemos, ndo ha estudos avaliando o efeito da PUlI em solucdes
como a propolis e a agua de cal na descontaminacéo intratubular e redug¢ao do LPS,
sobretudo, em comparacédo a IC, sendo portanto, o presente estudo inédito. Os
poucos estudos in vitro que avaliaram o efeito do NaOCI e da CLX sobre endotoxina
concordam que estes ndo séo tdo eficazes sobre a mesma. No entanto, como s&o

irrigantes comumente utilizados na pratica endoddntica, € interessante a busca por
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protocolos e alternativas que sejam coadjuvantes ao seu uso e potencializem essa
desintoxicagdo. Além disso, foi utilizado um microrganismo tipicamente endodéntico
apesar da dificuldade do seu cultivo, diferindo dos demais trabalhos que fazem uso
de endotoxinas comerciais de Eschericia coli.

As solugdes alternativas propostas quando combinadas a PUIl foram tao
eficazes quanto o NaOCI, e superior a CLX tanto na redug¢ao dos niveis de LPS quanto
da microbiota intratubular, ressaltando a importéncia da agitacdo ultrassénica na
potencializagao da ag&o antimicrobiana do farmaco e no seu alcance em profundidade
através dos tubulos dentinarios. No presente trabalho, a ativagéo ultrassénica foi mais
significativa para EEP 10% e NaOCI 2,5% + Ca(OH). 0,14% do que para as
substancias convencionais (Tabela 3).

De forma geral todas as solugdes testadas foram eficazes sobre o F. nucleatum
e sua endotoxina, sendo o emprego da PUI benéfico para todas elas. As solugdes
alternativas tiveram seu desempenho melhorado pela ativagao ultrassonica tanto na
descontaminagao intratubular quanto na reducdo do LPS. Apesar da associagao
NaOCI 2,5% + Ca(OH). 0,14% apresentar bons resultados, o NaOCI 2,5% foi melhor
quando utilizado sozinho. Em todas as analises, o EEP 10% associado a PUI teve a

mesma ag¢ao antimicrobiana e anti-LPS que a solugdo de NaOCI 2,5%.

Agradecimentos
Este estudo foi parcialmente financiado pelo Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq.
Os autores negam qualquer conflito de interesse.

Referéncias

1.Kakehashi S, Stanley HF, Fitzgerald RJ. The effects of surgical exposures of dental
pulps in germ-free and conventional laboratory rats. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
1965;20:340-9. https://doi.org/10.1016/0030-4220(65)90166-0.

2.Oliveira LD, Carvalho CA, Carvalho AS, et al. Efficacy of endodontic treatment for
endotoxin reduction in primarily infected root canals and evaluation of cytotoxic
effects. J Endod 2012;38:1053-7. https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.04.015.

3. Gomes BP, Endo MS, Martinho FC. Comparison of endotoxin levels found in
primary and secondary endodontic infections. J Endod. 2012;38(8):1082-1086.
doi:10.1016/j.joen.2012.04.021



37
Artigo

4.Schein B, Schilder H. Endotoxin content in endodontically involved teeth. J Endod
1975;32:293-5. https://doi.org/10.1016/j.joen.2006.02.008.

5.Leonardo MR, Silva RA, Assed S, Nelson-Filho P. Importance of bacterial
endotoxin (LPS) in endodontics. J Appl Oral Sci. 2004;12(2):93-98.
https://doi.org/10.1590/s1678-77572004000200002.

6.Martinho FC, Chiesa WM, Leite FR, et al. Correlation between clinical/radiographic
features and inflammatory cytokine networks produced by macrophages stimulated
with endodontic content. J Endod 2012;38:740-745.

7.Lucisano MP, Nelson-Filho P, Silva PA, et al. Role of endotoxin in the etiology of
periapical lesions: molecular mechanisms involved in endotoxin’s recognition and cell
activation. Rev Gauch Odontol 2014;62:289-298.

8.Machado FP, Khoury RD, Toia CC, et al. Primary versus post-treatment apical
periodontitis: microbial composition, lipopolysaccharides and lipoteichoic acid levels,
signs and symptoms. Clin Oral Investig 2020;24:3169-3179.
https://doi.org/10.1007/s00784-019-03191-6.

9. Oliveira LD, Jorge AO, Carvalho CA, et al. In vitro effects of endodontic irrigants on
endotoxins in root canals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
2007;104:135-42.

10.Endo MS, Martinho FC, Zaia AA, et al. Quantification of cultivable bacteria and
endotoxin in post-treatment apical periodontitis before and after chemo-mechanical
preparation. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2012;31:2575-2583.
https://doi.org/10.1007/s10096-012-1598-6.

11.Gomes BP, Martinho FC, Vianna ME. Comparison of 2.5% sodium hypochlorite
and 2% chlorhexidine gel on oral bacterial lipopolysaccharide reduction from
primarily infected root canals. J Endod 2009;35:1350-1353.
https://doi.org/10.1016/j.joen.2009.06.011.

12.Aveiro E, Chiarelli-Neto VM, de-Jesus-Soares A, et al. Efficacy of reciprocating
and ultrasonic activation of 6% sodium hypochlorite in the reduction of microbial
content and virulence factors in teeth with primary endodontic infection. Int Endod J
2020;53:604-618. https://doi.org/10.1111/iej.13261.

13.Abu Hasna A, Pereira Da Silva L, Pelegrini FC, et al. Effect of sodium
hypochlorite solution and gel with/without passive ultrasonic irrigation

on Enterococcus faecalis, Escherichia coli and their endotoxins. F1000Res
2020;9:642. https://doi.org/10.12688/f1000research.24721.1.

14.Haapasalo M, Shen Y, Wang Z, et al. Irrigation in endodontics. Br Dent J
2014;216:299-303. https://doi.org/10.1038/sj.bdj.2014.204.

15.Grundling GL, Melo TA, Montagner F, et al. QMix® irrigant reduces
lipopolysacharide (LPS) levels in an in vitro model. J Appl Oral Sci 2015;23:431-435.
https://doi.org/10.1590/1678-775720140488.



Artigo 38

16.Neelakantan P, Herrera DR, Pecorari VGA, et al. Endotoxin levels after
chemomechanical preparation of root canals with sodium hypochlorite or
chlorhexidine: a systematic review of clinical trials and meta-analysis. Int Endod J.
2019;52:19-27. https://doi.org/10.1111/iej.12963.

17.Carvalho AS, Oliveira LD, Cardoso FG, et al. Limewater and Polymyxin B
Associated with NaOCI for Endotoxin Detoxification in Root Canal with Necrotic
Pulp. Braz Dent J 2016;27:573-577. https://doi.org/10.1590/0103-6440201600934

18.Valera MC, da Rosa JA, Maekawa LE, et al. Action of propolis and medications
against Escherichia coli and endotoxin in root canals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod 2010;110:70-4. https://doi.org/10.1016/j.tripleo.2010.01.029.

19. Van der Sluis LW, Versluis M, Wu MK, et al. Passive ultrasonic irrigation of the
root canal: a review of the literature. Int Endod J 2007;40:415-426.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01243.x.

20.Matos FS, Khoury RD, Carvalho CAT, et al. Effect of EDTA and QMIX Ultrasonic
Activation on the Reduction of Microorganisms and Endotoxins in Ex Vivo Human
Root Canals. Braz Dent J 2019;30:220-226. https://doi.org/10.1590/0103-
6440201902470

21. Andrade FB, Arias MP, Maliza AG, et al. A new improved protocol for in vitro
intratubular dentinal bacterial contamination for antimicrobial endodontic tests:
standardization and validation by confocal laser scanning microscopy. J Appl Oral
Sci 2015;23:591-8.

22. Csako G, Elin RJ, Hochstein HD, et al. Physical and biological properties of U.S.
standard endotoxin EC after exposure to ionizing radiation. Infect Immun
1983;41:190-6. https://doi.org/10.1128/iai.41.1.190-196.1983.

23. Ma J, Wang Z, Shen Y, et al. A new noninvasive model to study the effectiveness
of dentin disinfection by using confocal laser scanning microscopy. J Endod
2011;37:1380-1385.

24. Martinho FC, Gomes BP. Quantification of endotoxins and cultivable bacteria in
root canal infection before and after chemomechanical preparation with 2.5% sodium
hypochlorite. J Endod 2008;34:268-272. https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.11.015.

25.Maekawa LE, Valera MC, Oliveira LD, et al. Effect of Zingiber officinale and
propolis on microorganisms and endotoxins in root canals. J Appl Oral Sci
2013;21:25-31.

26. Ferrer-Luque CM, Bejarano |, Ruiz-Linares M, et al. Reduction in Enteroccocus
faecalis counts: a comparison between rotary and reciprocating systems. Int Endod
J2014;47:380-6. https://doi.org/10.1111/iej.12158.



39
Artigo

27.Soriano de Souza CA, Teles RP, Souto R, et al. Endodontic therapy associated
with calcium hydroxide as an intracanal dressing: microbiologic evaluation by the
checker board DNA-DNA hybridization technique J Endod 2005;31:79-83.

28.Al-Madi EM, Almohaimede AA, Al-Obaida M, et al. Comparison of the
Antibacterial Efficacy of Commiphora molmol and Sodium Hypochlorite as Root
Canal Irrigants against Enterococcus faecalis and Fusobacterium nucleatum. Evid
Based Complement Alternat Med 2019;4:6916795.

29. Brennan CA, Garrett WS. Fusobacterium nucleatum - symbiont, opportunist and
oncobacterium. Nat Rev Microbiol 2019;17:156-166. https://doi.org/10.1038/s41579-
018-0129-6.

30. Horiba N, Maekawa Y, Matsumoto T, et al. A study of the distribution of endotoxin
in the dentinal wall of infected root canals. J Endod. 1990;16(7):331-4. doi:
10.1016/S0099-2399(06)81944-8.

31. Gomes BP, Endo MS, Martinho FC. Comparison of endotoxin levels found in
primary and secondary endodontic infections. J Endod. 2012;38(8):1082-6. doi:
10.1016/j.joen.2012.04.02.

32. Nakamura VC, Pinheiro ET, Prado LC, et al. Effect of ultrasonic activation on the
reduction of bacteria and endotoxins in root canals: a randomized clinical trial. Int
Endod J 2018;51:12-22. https://doi.org/10.1111/iej.12783

33. Oliveira LD, Carvalho CA, Valera MC, et al. Diffusion ability of endotoxin throught
dentinal tubles. Braz Oral Res 2005; 91:5-10.

34. Gabrielli ES, Lima AR, Francisco PA, et al. Comparative analysis of bacterial
content, levels of lipopolysaccharides and lipoteichoic acid in symptomatic and
asymptomatic endodontic infections at different stages of endodontic treatment. Clin
Oral Investig. 2022; 26(1):287-302. doi: 10.1007/s00784-021-03998-2.

35. Scazzocchio F, D’Auria FD, Alessandrini D, et al. Multifactorial aspects of
antimicrobial activity of propolis. Microbiol Res 2006;161:327-33.

36. Ferreira FB, Torres SA, Rosa OP, et al. Antimicrobial effect of propolis and other
substances against selected endodontic pathogens. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod 2007;104:709-16.

37. Oliveira LD, Le&do MV, Carvalho CA, et al. In vitro effects of calcium hydroxide
and polymyxin B on endotoxins in root canals. J Dent 2005;33:107-114.
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2004.08.008.

38. Leonardo MR, Silveira FF, Silva LA, et al. Calcium hydroxide root canal dressing.
Histopathological evaluation of periapical repair at different time periods. Braz Dent J
2002;13:17-22.

39. Rodrigues CT, Andrade FB, Vasconcelos LRSM, et al. Antibacterial properties of
silver nanoparticles as a root canal irrigant against Enterococcus faecalis biofilm and



Artigo 40

infected dentinal tubules. Int Endod J 2018;51:901-911.
https://doi.org/10.1111/iej.12904.

40. Vasconcelos LRSM, Midena RZ, Minotti PG, et al. Effect of ultrasound streaming
on the disinfection of flattened root canals prepared by rotary and reciprocating
systems. J Appl Oral Sci 2017;25:477-82. https://doi.org/10.1590/1678-7757-2016-
0358.

41. Cuellar MRC, Velasquez-Espedilla EG, Pedrinha VF, et al. Can kinematics, file
diameter, and PUI influence the intracanal decontamination and apical bacterial
extrusion? Braz Oral Res 2020;35:e003.

42. Harrison AJ, Chivatxaranukul P, Parashos P, et al. The effect of ultrasonically
activated irrigation on reduction of Enterococcus faecalis in experimentally infected
root canals. Int Endod J 2010;43:968-77. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2591.2010.01715.x.



Referéncias



Referéncias 42

REFERENCIAS

AHMAD, M.; PITTFORD, T.R.; CRUM, L.A. Ultrasonic debridement of root canals:
acoustic streaming and its possible role. J Endod, v.14, p. 490-9, 1987.

AMANO, A. Bacterial adhesins to host components in periodontitis. Periodontol
2000, v. 52, n. 1, p. 12-37, 2010.

AVEIRO, E, et al. Efficacy of reciprocating and ultrasonic activation of 6% sodium
hypochlorite in the reduction of microbial content and virulence factors in teeth with
primary endodontic infection. Int Endod J, [S.l.], v. 53, n. 5, p. 604-618, mai. 2019.

BASRANI, B.R. et al. Determination of 4-Chloroaniline and Its Derivatives Formed in
the Interaction of Sodium Hypochlorite and Chlorhexidine by Using Gas
Chromatography. J Endod. v. 36, n. 2, p.312-314, fev. 2010.

BRAMANTE C.M. et al. Use of a 660-nm Laser to Aid in the Healing of Necrotic
Alveolar Mucosa Caused by Extruded Sodium Hypochlorite: A Case Report. J
Endod, v. 41, n. 11, p. 1899-1902. 2015.

CARDOSO, F.G. et al. Correlation between volume of apical periodontitis determined
by cone-beam computed tomography analysis and endotoxin levels found in primary
root canal infection. J Endod, [S.L.], v. 41, n. 7, p. 1015-1019, jul. 2015.

CARVALHO, A.S. et al. Limewater and Polymyxin B Associated with NaOCI for
Endotoxin Detoxification in Root Canal with Necrotic Pulp. Braz Dent J, [S.1.], v. 27,
n. 5, p. 573-577, out. 2016.

CAVALLLI, D. et al. Effectiveness in the Removal of Endotoxins and Microbiological
Profile in Primary Endodontic Infections Using 3 Different Instrumentation Systems: a
randomized clinical study. J Endod, [S.L.], v. 43, n. 8, p. 1237-1245, ago. 2017.

DE SOUZA, C.A. et al. Endodontic therapy associated with calcium hydroxide as an
intracanal dressing: microbiologic evaluation by checkerboard DNA-DNA
hybridization technique. J Endod. V.31, n.2, p. 79-83, 2005.

DUQUE, J.A et al. Comparative Effectiveness of New Mechanical Irrigant Agitating
Devices for Debris Removal from the Canal and Isthmus of Mesial Roots of
Mandibular Molars. J Endod, [S.L.], v. 43, n. 2, p. 326-331, fev. 2017.

ENDO, M.S. et al. Quantification of cultivable bacteria and endotoxin in post-
treatment apical periodontitis before and after chemo-mechanical preparation. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis, [S.L.], v. 31, n. 10, p. 2575-2583, mai. 2012.

FERREIRA, F.B. et al. Antimicrobial effect of propolis and other substances against
selected endodontic pathogens. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod, v. 104, p. 709-16. 2007.



Referéncias 43

GENERALLI, L. et al. Effect of Different Irrigation Systems on Sealer Penetration into
Dentinal Tubules. J Endod, [S.L.], v. 43, n. 4, p. 652-656, abr. 2017.

GOMES, B.P.F.A.; MARTINHO, F.C.; VIANNA, M.E. Comparison of 2.5% Sodium
Hypochlorite and 2% Chlorhexidine Gel on Oral Bacterial Lipopolysaccharide
Reduction from Primarily Infected Root Canals. J Endod, [S.L.], v. 35, n. 10, p. 1350-
1353, out. 2009.

GRUNDLING, G.L. et al. QMix® irrigant reduces lipopolysacharide (LPS) levels in an
in vitro model. J Appl Oral Sci, [S.L.], v. 23, n. 4, p. 431-435, ago. 2015.

HAAPASALO, M. et al. Irrigation in endodontics. Br Dent J, v. 216, n. 6, p. 299-303,
Mar, 2014. DOI: 10.1038/sj.bdj.2014.204

HASNA, A.A. et al. Effect of sodium hypochlorite solution and gel with/without
passive ultrasonic irrigation on Enterococcus faecalis, Escherichia coli and their
endotoxins. F1000Research, [S.L.], v. 9, p. 642, 24 jun. 2020.

HORIBA, N. et al. A study of the distribution of endotoxin in the dentinal wall of
infected root canals. J Endod, v.16, n.7, p.331-4. 1990.

IRALA, L.E.D. et al. Avaliacdo da formacao de pigmento escuro quando da mistura
da solugao de hipoclorito de sédio, em diferentes concentragdes, com digluconato de
clorexidina a 0,2%. Rev Sul-Bras Odontol, [s.i], v.6, n.3, p.286-290, sep. 2009.

JACINTO, R.C. et al. Quantification of endotoxins in necrotic root canals from
symptomatic and asymptomatic teeth. J Med Microbiol, v. 54, p.777-83, 2005.

JAHROMI, M.Z.; TOUBAYANI, H.; REZAEI, M. Propolis: a new alternative for root
canal disinfection. Iran Endod J, [S.L.], v. 7, n. 3, p. 22-26, 21 jul. 2012.

KAKEHASHI, S.; STANLEY, H.F.; FITZGERALD, R.J. The effects of surgical
exposures of dental pulps in germ-free and conventional laboratory rats. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol, v. 20, p. 340-9, 1965.

LEE, S.J.; WU, M.K; WESSELINK, P.R. The effectiveness of syringe irrigation and
ultrasonics to remove debris from simulated irregularities within prepared root canal
walls. Int Endod J. v. 37, p. 672-8, 2004.

LEONARDO, M.R. et al. Calcium hydroxide root canal dressing. Histopathological
evaluation of periapical repair at different time periods. Braz Dent J. v.13, p. 17-22,
2002.

LEONARDO, M.R. et al. Importance of bacterial endotoxin (LPS) in Endodontics. J of
Appl Oral Sci. V. 12, p. 93-8, 2004.

LUCISANO, M.P. et al. Role of endotoxin in the etiology of periapical lesions:
molecular mechanisms involved in endotoxin’s recognition and cell activation. Rev
Gauch Odontol. v.62, n.3, p. 289-298, out./dez., 2014.



Referéncias 44

MACHADO, F.P. et al. Primary versus post-treatment apical periodontitis: microbial
composition, lipopolysaccharides and lipoteichoic acid levels, signs and
symptoms. Clin Oral Investig, [S.L.], p. 1-11, 13 jan. 2020.

MAEKAWA, L.E. et al. Effect of Zingiber officinale and propolis on microorganisms
and endotoxins in root canals. J Appl Oral Sci, [S.L.], v. 21, n. 1, p. 25-31, fev. 2013.

MARTINHO, F.C. et al. Clinical investigation of the efficacy of chemomechanical
preparation with rotary nickel-titanium files for removal of endotoxin from primarily
infected root canals. J Endod, v. 36, n. 11, p. 1766-1769, 2010.

MARTINHO, F.C. et al. Correlation between clinical/radiographic features and
infammatory cytokine networks produced by macrophages stimulated with
endodontic content. J Endod, v.38, p.740-745, 2012.

MENEZES, M.M. et al. In vitro evaluation of the effectiveness of irrigants and
intracanal medicaments on microorganisms within root canals. Int Endod J. v.37,
p.311-9, 2004.

MERGENHAGEN, S.E.; VARAH, E. Serologically specific lipopolysaccharides from
oral Veillonella. Arch Oral Biol, [S.L.], v. 8, n. 1, p. 31-36, jan. 1963.

NEELAKANTAN, P. et al. Endotoxin levels after chemomechanical preparation of
root canals with sodium hypochlorite or chlorhexidine: a systematic review of clinical
trials and meta-analysis. Int Endod J, [S.L.], v. 52, n. 1, p. 19-27, 3 jul. 2019.

OLIVEIRA, L.D. et al. Diffusion ability of endotoxin through dentinal tubules. Bras
Oral Res, v.19, n. 1, p. 5-10. 2005a.

OLIVEIRA, L.D et al. In vitro effects of calcium hydroxide and polymyxin B on
endotoxins in root canals. Journal Of Dentistry, [S.L.], v. 33, n. 2, p. 107-114, fev.
2005b.

OLIVEIRA, L.D. et al. In vitro effects of endodontic irrigants on endotoxins in root
canals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod, v. 104, p. 135-42.
2007.

PEREIRA, T.C. et al. Intratubular decontamination ability and physicochemical
properties of calcium hydroxide pastes. Clin Oral Investig, v. 23, n. 3, p. 1253-1262.
2019.

PETERS, O. A. Current challenges and concepts in the preparation of root canal
systems: a review. J Endod, v. 30, p. 559-567, 2004. DOI: 00004770-200408000-
00001

RODRIGUES, C.T. et al. Comparison of two methods of irrigant agitation in the
removal of residual filling material in retreatment. Braz Oral Res, [S.L.], v. 31, p. 328-
334, 18 Dez, 2017.



Referéncias 45

SAKAMOTO, M. et al. Molecular analysis of bacteria in asymptomatic and
symptomatic endodontic infections. Oral Microbiol Immunol, v. 21, n. 2, p. 112-122.
2006.

SCHEIN, B.; SCHILDER, H. Endotoxin content in endodontically involved teeth. J
Endod, v. 32, n.4, p. 293-5, 1975 DOI: 10.1016/S0099-2399(75)80244-5

SIQUEIRA, J.F.; ROCAS, I. Clinical implications and microbiology of bacterial
persistence after treatment procedures. J Endod, v. 34, n. 11, p. 1291-301, 2008.

SIQUEIRA, J.F.; ROCAS, |. The microbiota of acute apical abscesses. J Dent Res,
v. 88, n.1, p. 61-65. 2009.

VALERA, M.C. et al. Action of propolis and medications against Escherichia coli and
endotoxin in root canals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod,
[S.L.], v. 110, n. 4, p. 70-74, out. 2010.

VAN DER SLUIS, L.W. et al. Passive ultrasonic irrigation of the root canal: a review
of the literature. Int Endod J. v.40, p.415-426, 2007.

VIANNA, M.E. et al. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine
and sodium hypochlorite. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod,
[S.,.], v. 97, n. 1, p. 79-84, jan. 2004.

VIRDEE, S.S. et al. Efficacy of irrigant activation techniques in removing intracanal
smear layer and debris from mature permanent teeth: a systematic review and meta-
analysis. Int Endod J, [S.L.], v. 51, n. 6, p. 605-621, dez. 2017.

ZEHNDER, M. Root canal irrigants. J Endod, v. 32, p. 389-398, 2006. DOI:
0.1016/j.joen.2005.09.014

WELLER, R.N.; BRADY, J.M.; BERNIER, W.E. Efficacy of ultrasonic cleaning. J
Endod, [S.L.],v.6,n. 9, p. 740-743, set. 1980.



Apéendices



Apéndice 47

APENDICE A - Grafico representativo do percentual médio de redugdo do
Fusobacterium nucleatum nos canais radiculares apds os protocolos finais de

irrigacao (S2) em relagao a coleta inicial (S1). Analise de UFC/mL.

Reducao Fusobacterium nucleatum

150

100

Grupos

Comparagao pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). *Sem diferenga estatisticamente
significativa.
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APENDICE B - Gréfico representativo do nivel médio de endotoxina (LPS) apds os

protocolos finais de irrigagédo (S2). Analise do ensaio LAL.
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Comparagao pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiusculas
representam diferengas significativas entre os grupos.
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APENDICE C - Grafico representativo da porcentagem das bactérias viaveis apds os
protocolos finais de irrigacéo (S2). Analise em MCVL.
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Comparagao pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiusculas
representam diferengas significativas entre os grupos.
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APENDICE D - Graficos representativos das porcentagens de bactérias vidveis nas

regides superficial e profunda em relagdo a luz do canal, apds os protocolos finais de

irrigacao (S2). Analise no MCVL.
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Comparagao pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiusculas
representam diferengas significativas entre os grupos.
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ANEXO A - Descricao da propolis verde utilizada

CERTIFICADO DE ANALISE DE PRODUTO ACABADO |

N et J ACAE €00 c‘coonT
\‘.‘ ".u I-u-. c* - ) — ' S —
Apibrost ANALISE FISICO-QuimMICA S
- agiea 1 de 1
Data de emissao 130052022
Fabricante/SIF Green Eucalyp! Propolis LTDA / 3619 :
Produto Extrato de Propolis Pastoso 80% 7
Lote Produto acabado M509
Validade 10723
RESULTADOS FiSICO-QUIMICOS
Analises &mﬂ " Resultado | Conforme/Nio |
conforme
QA::‘aze;stus organoleptcas” | Caracteristico Caracleristico Corfarme
A o Cxidagio - Maximo ce 22 seg v 0003 Conforme
Compostos fendlicas L Minimo de 5,0% (mim) « 1 - 10,2% mim Conforme
Compostos flavonoides _Minmo do 0,50% ™ 3.4 % mim Conforme
_Reacao com acetsto dechumbo |~ Postwo | _ Positiva Conforme
Reacdo com hidraxidodesodie |/ '\ Postwo 2, Positivo Conforme
Extrato seco - ) — Conforms
Espactro de absorgao UV-visivel Conforme
L
Umicade L\ Conforme
Teor de cera o Conforme
' Cinzas e Conforme
| Densidade 0\ i . Conforme
“*Andlises sensoriais: A — Am’i“-«i \ \}\*\\\‘
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