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RESUMO

Justificativa: Durante a realizagdo do tratamento endodéntico, buscamos manter e
promover a desinfeccdo do sistema de canais radiculares. O processo de
reabilitacdo com o uso de pinos intrarradiculares deve preservar essa condigao
microbiolégica. Objetivo: Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
presenca de microrganismos sobre pinos de fibra de vidro existentes no mercado
odontolégico. Material e Método: Para isso, foram avaliados 54 pinos cOnicos lisos
de fibra de vidro de cinco marcas comerciais (n = 9): Whitepost DC-E®, Exacto®,
Fiber Post®, Superpost®, Power Point®. As analises microbiologicas foram
realizadas submergindo os pinos em tubos contendo caldo Brain-Heart Infusion
(BHI) e, posteriormente, semeando uma aliquota deste caldo em quatro meios de
cultura diferentes: BHI, Agar Mitis Salivarius, Agar M-Enterococcus, Agar Sabouraud
Dextrose. O numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) na suspensao
de inoculagéo foi determinado por contagem em placa. A extracao de DNA foi feita
seguindo o protocolo do fabricante e as amostras foram analisadas no
espectrofotdbmetro. Apdés a extragdo do DNA, foi feita a Técnica de PCR para
amplificacdo do Gene 16s e as amostras foram submetidas a Eletroforese em gel de
agarose. Resultados: Nenhuma das amostras dos pinos analisados apresentou
crescimento microbiolégico nos meios de cultura selecionados. Na analise da
extracdo DNA e densidade 6ptica em espectrofotometro, os valores de densidade
optica das amostras variaram. No PCR foi observada amplificagcdo do gene 16S
rRNA em todas as amostras dos pinos, indicando a presenca de DNA bacteriano.
Conclusao: Os pinos de fibra de vidro analisados ndo apresentaram contaminacéao
detectavel através do cultivo em placas de Petri. No entanto, na analise qualitativa
do PCR, em eletroforese em gel de agarose, foram detectadas bandas que indicam
a presengca de bactérias provavelmente inviaveis contendo o gene 16S nas

amostras.

Palavras-chave: Endodontia, Dentistica Restauradora, Pino intrarradicular,

Contaminacao, Biossegurancga.



ABSTRACT

Justification: During the execution of endodontic treatment, we aim to maintain and
promote disinfection of the root canal system. The rehabilitation process using
intraradicular posts should preserve this microbiological condition. Objective:
Therefore, this study aims to evaluate the presence of microorganisms on fiberglass
posts available in the dental market. Material and Methods: For this purpose, 54
smooth tapered fiberglass posts from five commercial brands (n = 9 each) were
evaluated: Whitepost DC-E®, Exacto®, Fiber Post®, Superpost®, Power Point®,
and. Microbiological analyses were performed by submerging the posts in tubes
containing Brain-Heart Infusion (BHI) broth and subsequently inoculating aliquots of
this broth onto four different culture media: BHI agar, Mitis Salivarius Agar,
M-Enterococcus Agar and Sabouraud Dextrose Agar. The number of colony-forming
units (CFU/mL) in the inoculation suspension was determined by plate counting. DNA
extraction was performed following the manufacturer's protocol, and the samples
were analyzed using a spectrophotometer. After DNA extraction, PCR (Polymerase
Chain Reaction) technique was carried out for amplification of the 16S gene, and the
samples were subjected to agarose gel electrophoresis. Results: None of the
analyzed post samples showed microbiological growth on the selected culture media.
In the analysis of DNA extraction and optical density in the spectrophotometer, the
optical density values of the samples varied. PCR revealed amplification of the 16S
rRNA gene in all post samples, indicating the presence of bacterial DNA.
Conclusion: The analyzed fiberglass posts did not show detectable contamination
through plate culture. However, in the qualitative analysis of PCR using agarose gel
electrophoresis, bands indicating the presence of probably non-viable bacteria

containing the 16S gene were detected in the samples.

Keywords: Endodontics, Restorative Dentistry, Intraradicular post, Contamination,

Biosafety.
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1. INTRODUGAO

Apos o término de um tratamento endodéntico, € necessario realizar a
restauracdo do dente em questdo, a fim de restituir sua funcédo e estética. Muitas
vezes, dentes tratados endodonticamente sofreram grande perda tecidual,
necessitando de refor¢co adicional a estrutura remanescente. Nesse contexto, a
utilizagcdo de pinos intrarradiculares apresenta-se como uma alternativa restauradora
(Dikbas; Tanalp, 2013; Dibaiji et al., 2017).

Os pinos intrarradiculares surgiram com o objetivo de reforgar a estrutura do
dente fragilizada apés o tratamento endodéntico. Além disso, os retentores ajudam a
promover a retengdo do material restaurador direto ou indireto sob o dente e,
dependendo do tipo de retentor, propiciam uma distribuicdo de tensdes mais
homogénea nas estruturas dentarias (Albuquerque, 2002). Um exemplo de pino que
apresenta este comportamento biomecanico é o pré-fabricado de fibra de vidro.

Os pinos de fibra de vidro sdo compostos por elevado volume de fibras de
reforco continuas incorporadas em matriz polimérica, geralmente, resina epoxi
(Lassila et al., 2004). Existem no mercado odontologico uma variedade de pinos de
fibra de vidro com diferentes topografias e conicidades para serem utilizados de
forma direta e imediata em qualquer condi¢ao dentaria.

Independentemente de qual tipo de retentor intrarradicular a ser utilizado, um
dos fatores que pode levar ao insucesso no tratamento reabilitador com uso de pinos
€ a ruptura nos principios bioldégicos com presencga de fatores que desencadeiam a
contaminagao dentro do canal radicular. A presenga de microrganismos no interior
de canais radiculares € a principal causa do fracasso no tratamento endoddntico
(Wong et al.,, 2021). Até o presente momento, ndo foi encontrado na literatura
nenhum estudo que avalie se ha ou ndo contaminagdo presente nos pinos
pré-fabricados embalados para uso.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar se ha presenca de
microrganismos sobre pinos pré-fabricados. Para isso, foi realizada a anadlise
microbiana em diferentes meios de cultura; extragdo do acido desoxirribonucleico
(DNA) bacteriano para analise em espectrofotdmetro; reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) e Eletroforese.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a presenca de microrganismos sobre pinos de fibra de vidro

pré-fabricados.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar se ha formagdo de col6nias bacterianas e fungicas, através do
plagueamento em meios de cultura seletivos e ndo seletivos. Quantificar o numero
de unidades formadoras de colénia.

- Analisar e detectar a presenca de material genético bacteriano através da técnica
PCR.



3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido a apreciagao e aprovagcado na Comissao de
Pesquisa (COMPESQ) da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) (Anexo 1).

3.1. Tipo e Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo experimental in vitro e controlado.

3.2. Locais de realizagéo do Estudo

A execucgao do experimento e a analise de contaminacgao foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia do Curso de Odontologia da UFRGS e no

Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.3. Célculo Amostral

A amostra foi definida com base no estudo de Silva et al. (2017) e por meio da
utilizacdo do programa estatistico GraphPad Instant (versdo 3.1, GraphPad
Software, USA). Considerou-se a necessidade de detectar, entre os grupos,
diferencas de 0,5 unidades de medida, com nivel de significAncia de 5% e poder
estatistico de 90%.

Dentro de um risco aceitavel de nao estar vendo diferencas onde elas
existam, nem de estar vendo diferengas onde elas nao existam (Erros tipo | e Il,
respectivamente), chegou-se a um numero minimo de nove pinos por grupo
experimental. Para tal, foram realizadas trés triplicatas de experimento, sendo que

em cada momento, trés pinos de cada marca foram testados.

3.4. Pinos de fibra de vidro testados

Foram analisados 45 pinos coénicos lisos de fibra de vidro n°. 1, removidos de
seus invélucros fornecidos pelo fabricante, ndo esterilizados de fabrica, de cinco
marcas comerciais: Whitepost® (FGM Produtos Odontologicos, Joinville, Santa
Catarina, Brasil), Exacto® (Angelus Industria de Produtos Odontologicos S/A,
Londrina, Parana, Brasil), Fiber Post® (Maquira Industria de Produtos Odontolégicos

S.A., Maringa, Parand, Brasil), Superpost® (Superdont®, Rio de Janeiro, Rio de



Janeiro, Brasil) e Power Post® (BM4, Maringa, Parana, Brasil). Foram adquiridos 9
pinos de cada uma das empresas.
Os espécimes foram codificados para facilitar a identificagdo durante o

processo, como descrito abaixo (Tabela 1):

CODIGO | ESPECIME MARCA

1 EHI caldo -

2 Gla Whitepost

3 Gib Whitepost

4 Gic Whitepost

5 G2a Fiber Post

g G2b Fiber Post

7 G2c Fiber Post

8 G3a Superpost
G3b Superpost

10 Gic Superpost

" Gda Exacto

12 Gdb Exacto

13 Gdc Exacto

14 Gha Power Post

15 G5b Power Post

16 G5c Power Post

Tabela 1: Identificagdo espécimes.

3.5. Analise microbiana

Os pinos foram removidos da embalagem, com uma pinga clinica esterilizada,
proximo a chama de um bico de Bunsen de modo que ndo perdessem as
caracteristicas de fabricagcdo ou sofressem qualquer tipo de contaminagéo externa.
Todo este processo de manipulagdo das amostras foi realizado em uma capela de
fluxo laminar (SPLabor, Sdo Paulo, Brasil).

Inicialmente, apds removidos da embalagem, os pinos foram inoculados em
um caldo BHI (Himedia Labs, Curitiba, Paranda, Brasil) e foram incubados por 24
horas, a 37°C e em estufa microbiolégica, em ambiente induzido de microaerofilia

(método da vela). Como controle, um frasco contendo meio de cultura liquido



esterilizado foi mantido incubado, nas mesmas condigcbes que o0 meio liquido

contendo as amostras.

Passado o tempo inicialmente proposto de incubacgéo, uma aliquota de 100uL

foi diluida de forma seriada 10x, 100x, 1.000x e 10.000x. Vinte e cinco microlitros

(ML) de cada diluicdo foram plaqueadas, em triplicata, nos seguintes meios de

cultura:

Brain Heart Infusion Agar (Himedia Labs, Curitiba, Parand, Brasil), incubado
em estufa microbiolégica a 37°C, por dois dias, para o crescimento de
microrganismos anaerébios facultativos;

Agar Mitis Salivarius (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil) acrescido de
solugao de telurito de potassio 1%, incubado a 35-37°C por 18-48 horas, em
ambiente de microaerofilia, para a identificacao presuntiva de Streptococcus
sp. (colonias azuis). Colbnias azul-pretas ndo foram consideradas, pois
sugerem Enterococcus faecalis;

Agar M-Enterococcus (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil) acrescido de
esculina 1g/L, incubado a 37°C por 2 dias, para o crescimento de
Enterococcus spp;

Agar Sabouroud Dextrose (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil) acrescido
de cloranfenicol 0,5g/L, incubado aerobicamente em temperatura ambiente
(aproximadamente 26°C) por 48h e a 37°C por mais 3 dias, para o

crescimento de fungos.

Apos o periodo de incubagdo, o numero de Unidades Formadoras de Coldnia

foi determinado em cada gota, de cada diluicdo. O numero total de UFCs/mL de

caldo foi entdo determinado por meio da formula:

UFCiotal = (UFCyqta X diluigio x 40) UFCs/mL

Sendo:

UFC,, = numero total de UFCs/mL

UFCqa = numero de UFCs contadas na gota plaqueada no meio especifico.
Como ha 3 gotas para cada diluigdo, foi considerada aquela gota que
apresentou um numero de UFCs contaveis entre 10 e 50.

Diluicao = fator de diluigao aplicado (se 102 foi convertido para 100)



e 40 = valor correspondente a aliquota retirada para plaqueamento de uma

diluicdo, e sua proporcionalidade com o volume do tubo que a originou.

Nao foi realizada identificagcdo ao nivel de espécie para as UFCs contadas.
Assim, foi descrito a carga total do grupo microbiano correspondente a cada meio de
cultura néo seletivo (BHI) ou seletivo (agar Mitis Salivarius, agar M-Enterococcus ou

agar Sabouroud).

3.6. Analise PCR

3.6.1. Extragdo DNA e PCR

A extracao de DNA foi feita seguindo o protocolo do fabricante do Kit da
Extracdo de DNA “QlAamp® PowerFecal® DNA Kit Handbook - August 2017, o
processo foi realizado para cada amostra do pino de fibra de vidro, em triplicata.
Apos a extracdo do DNA, uma aliquota 1 pyL de cada amostra foi analisada no
espectrofotdbmetro (NanoDrop 1000). Como forma de criar grupos comparativos para
anadlise em PCR, foi feito um controle positivo através de uma amostra de saliva
diluida em BHI caldo (identificada como a 17° amostra) e o controle negativo, com
BHI caldo puro.

Apds a extragdo do DNA, as amostras foram armazenadas em congelador e
em seguimento, foi feito a Técnica de PCR para amplificagdo do Gene 16s, seguindo
a técnica recomendada pelo fabricante do Kit de extracdo "Applied Biosystems by
Thermo Fischer Scientific”.

Todas as reagdes foram preparadas em gelo. Cada tubo tipo Eppendorf

continha os volumes representados na tabela 2:

COMPONENTE VOLUME PARA UMA REAGAO DE 50 pL

PCR SuperMix 44 uL

Primers para o gene 16S rRNA | 2 uL

Solucédo de DNA da amostra 2 uL

Tabela 2: Volume reagao PCR.




A Sequéncia de primers utilizado para a amplificacdo do gene 16S: Universal
forward primer: CCATGAAGTCGGAATCGCTAG e o Universal reverse prime:
GCTTGACGGGCGGTGT (Shelburne et al., 2000).

Apds o preparo, os recipientes de reacdo, foram carregados em um
termociclador (TECHNE TC-312) e o processo de termociclagem foi realizado de

acordo com o protocolo representado na tabela 3 abaixo:

Numero de ciclos Etapa Temperatura | Tempo
1 Desnaturacéo inicial 94° C 5 min
35 Desnaturacao 94° C 30s
— Anelamento 60° C 30s
— Extenséo 72°C 2 min
1 Espera 4°C —

Tabela 3: Protocolo termociclagem.

3.6.2. Eletroforese

Para a analise do PCR, as amostras foram submetidas a Eletroforese em gel
de Agarose. Para isso, foi preparado uma solucdo de 180 mL de tampdo TBE
(concentragdo a 1%). Adicionado a solugédo, 1.2g Agarose (Sigma) e 3 pL de
corante Sybr Green apos preparo da solugdo. O conjunto foi vertido em um aparato

como ilustrado na figura 1 abaixo:

Pogos
Gel / ) \\
J v Iy

Yy B e [ w—" Y w—
Fonte
de energia
1—

|

Figura 1: llustragdo do Equipamento utilizado para Eletroforese.



Foi adicionado 2,5 uL do produto da PCR sobre um quadrado de parafilme
com 1 pl de Loading Dye e levado até a canaleta do gel. Apds esse processo, a
eletroforese foi feita na voltagem de 100 volts (100 v + 120mA + 100w) por 16

minutos. Para a analise de eletroforese, visualizou-se o gel na imagem.

3.7. Analise Descritiva

Os resultados coletados para cada amostra foram inseridos em uma planilha

e posteriormente analisados de modo descritivo.



4. RESULTADOS

4.1 Analise microbiana

Nao houve turvamento apds 24h de inoculagdo das amostras em BHI caldo.

Nenhuma das amostras quando cultivadas nos meios de cultura selecionados

apresentaram crescimento microbiolégico no momento do experimento. Portanto, os

pinos de fibra de vidro analisados ndo apresentavam presenca de contaminagao

detectavel no momento da analise (Tabela 4).

acrescido de cloranfenicol 0,5g/L

MEIO DE CULTURA CULTURA HOUVE CRESCIMENTO?
Brain Heart Infusion Agar Anaerdbios Facultativos Nao
Agar Mitis Salivarius telurito de Streptococcus sp. Nao
potassio 1%
Agar M-Enterococcus acrescido Enterococcus spp Nao
de esculina 1g/L
Agar Sabouraud Dextrose Fungos Nao

Tabela 4: Resultado Cultivo Microbiolégico em Placas de Petri.




4.2 Extracdo DNA e densidade 6ptica em espectrofotémetro

Cada amostra tinha 50 yL de volume, quando foi submetida aos testes
(Tabela 5):

CODIGD DA AMOSTRA CSNCE‘-\_R-LQ::-.S DE DA | AZ280/AZED
{ngil]
1 3.1 343
2 13.3 1.82
3 1.8 1.81
4 3.3 2.01
5 3.3 173
& 2.4 2.34
7 3.2 252
8 14 1.55
: 3.3 1.40
10 37 174
" 19 1.03
12 29 2.21
13 27 1.44
14 3.0 1.49
15 26 1.39
16 23 1.65
17 2.2 1.66

Tabela 5: Analise densidade optica.

A razao entre 260/280 de aproximadamente 1,8 - 2,0 & aceita como “pura”
para DNA. Proporgdes anormais de 260/280 geralmente indicam que a amostra esta
contaminada por fenol residual, guanidina ou outro reagente utilizado no protocolo
de extracao (LEHNINGER et al., 2004).

Portanto, idealmente, um valor de A260/A280 entre 1,8 e 2,0 é considerado
adequado para indicar uma pureza aceitavel. Tendo isso em vista, os valores 1,82,
1,81, 2,01, 1,73, 1,74, 2,21, 1,65 estdo proximos ao intervalo de 1,8 a 2,0, indicando
uma pureza aceitavel. Os valores 2,34, 2,52 estdo acima do intervalo ideal, mas
ainda estdo proximos o suficiente para serem considerados relativamente puros. O
valor 3.43 esta acima do intervalo ideal de 1,8 a 2,0. Isso pode sugerir a presenga de
contaminantes que aumentam a absor¢do na faixa de 280 nm. Os valores 1,55,
1,40, 1,03, 1,44, 1,49, 1,39, 1,06 estdo abaixo do intervalo ideal de 1,8 a 2,0. Isso



pode sugerir a presengca de contaminantes que diminuem a absorg¢ao na faixa de
280 nm.

Portanto, os espécimes 2,3,4,5,10,12,16 estdo puros, considerando o
intervalo de 1.8 a 2.0, mediante a analise feita. Os espécimes 6 e 7 estao préximos

as faixas aceitaveis. Os espécimes 8,10,12,13,14,17 n&o foram purificados.

4.3 Analise de PCR

Observou-se amplificagao do gene 16S rRNA nas amostras dos pinos e do controle
positivo (Figura 2). Nao se observou amplificacdo de DNA no controle negativo.
Assim, é possivel definir que havia presenca de DNA bacteriano em todas as

amostras de pinos.

117 12 13 14 15 16 17

Figura 2. Gel de agarose apo6s eletroforese: No pogo 1 encontra-se o controle
negativo, do pogo 2 ao 16 séo referentes as amostras. O pogo 17 corresponde ao

controle positivo.

Mediante a analise de PCR apds a extracdo do DNA, é possivel tragcar uma
relagdo entre as amostras purificadas e a presenga das Bandas ap0s a eletroforese.
Tem-se que as amostras que continham os pinos purificadas séao: 2,3,4,5,10,12,16.
Sendo elas as amostras 2,3 e 4 da marca Whitepost, 5 da marca Fiber Post, 10 da

marca Superpost, 12 da marca Exacto e 16 da marca Power Post.



5. DISCUSSAO

A desinfeccao do sistema de canais radiculares € objetivo do tratamento
endodéntico. Pensando nisso, no momento de reabilitacdo estética e funcional da
estrutura dentaria, a inser¢cdo de um material intracanal deve garantir a manutengao
da acdo quimico-mecanica realizada durante a endodontia. Tendo em vista o
exposto, o presente estudo analisou diferentes pinos de fibra de vidro, investigando

a possibilidade de contaminag¢ao bacteriana ou fungica.

5.1 Andlise microbiana

5.1.1 O dinamismo bacteriano

Sabe-se que na cavidade bucal, existe a presenca de diversos
microrganismos. Entretanto, durante a infecgdo endodéntica, existe um dinamismo
bacteriano, sendo inicialmente predominado por microrganismos anaerobios
facultativos, que consomem oxigénio e produzem didxido de carbono e hidrogénio.
Assim, mediante a baixa disponibilidade de oxigénio e o metabolismo bacteriano, os
niveis de diéxido de carbono e hidrogénio tornam-se elevados, assim, o meio é
alterado, sendo desfavoravel as bactérias anaerdbias facultativas e seletivo para as
bactérias anaerodbias estritas, que se reproduzem independente do oxigénio e em

presenca da didxido de carbono e hidrogénio (Leonardo et. al, 2012).

5.1.2 Cultura bacteriana

Inicialmente, os pinos foram inoculados em BHI caldo, um meio de cultura
bacteriana que promove o crescimento de microrganismos variados, ja consolidado
na literatura. Utilizados em estudos semelhantes como de Xavier et al (2014), Da
Silva et al (2017) , Prado et al (2016). No BHI caldo, ndo houve turvamento apés 24h
de cultivo para todos os espécimes testadas, constatando que nao houve
crescimento de microrganismo. Ainda assim, foram feitos os plaqueamentos em
Placas de Petri, utilizando a metodologia de diluic&do, a partir do BHI caldo.

Foram utilizados meios de culturas ndo seletivos e seletivos, visando
identificar a presenga de microrganismos cultivaveis nos pinos de fibra de vidro
pré-fabricado. O Brain Heart Infusion Agar (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil),

foi utilizado para o crescimento de microrganismos anaerobios facultativos, o meio



de cultura Agar Mitis Salivarius (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil) acrescido de
solucao de telurito de potassio 1%, foi utilizado para a identificagao presuntiva de
Streptococcus sp. (colbnias azuis) e possivel de fazer a diferenciagdo com Colbnias
azul-pretas,que sugerem Enterococcus faecalis. O E. faecalis é uma bactéria
anaerobia facultativa gram-positiva que tem sido frequentemente associada a
infeccbes endoddnticas secundarias e persistentes (Rbégas et al., 2004; Bouillaguet
et al., 2018).0 Agar M-Enterococcus (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil)
acrescido de esculina 1g/L, para o crescimento de Enterococcus spp; e o Agar
Sabouroud Dextrose (Himedia Labs, Curitiba, Parana, Brasil) acrescido de
cloranfenicol 0,5¢/L, para o crescimento de fungos.

Apesar dos pinos de fibra de vidro ndo serem esterilizados, mostraram-se
livres de contaminagdo quando submetidos a analise microbiana, nos meios de
cultura utilizados. Visto que os resultados frente a cultura em placas de Petri foram
negativos, tem-se que ndo ha contaminagdo nos pinos de fibra de vidro analisados
com bactérias ou fungos que usualmente crescem nestes meios de cultura. Em um
estudo semelhante (Silva et al., 2017) com o cultivo bacteriano em placas de petri,
com amostras de cones de papel e guta percha, também, ndo demonstrou-se
crescimento bacteriano frente aos meios de cultura em placas de petri.

Isso € uma informagdo e analise extremamente relevante, até porque
segundo os estudos de Poggio et al. (2017) e Finger et al. (2019), os pinos de fibra
de vidro apresentam falta de atividade antimicrobiana frente ao E. faecalis em placas

de Petri contaminadas.

5.1.3 O armazenamento e manipulagdo dos pinos de fibra de vidro

Por outro lado, os pinos de fibra de vidro sdo armazenados em embalagens
contendo 5-10 unidades. E, no estudo, os pinos foram retirados do seu invélucro
cuidadosamente, dentro de uma capela de fluxo laminar, com pinca estéril, luvas e
com as maos devidamente higienizadas. Até o presente momento, também né&o
foram encontrados estudos que submetam os pinos de fibra de vidro pré-fabricados
a testes microbiolégicos, num momento em que os involucros sdo abertos e o
material é armazenado para uso em um momento posterior. Antes da manipulagao,
os pinos ficam sujeitos a acdo do ambiente. O estudo de Prado et al (2016), avaliou

a contaminagado de cones de papel em células abertas e expostas ao ambiente



clinico por 1 més. Apds esse periodo, observou-se contaminagdo nas pontas de
papel, entretanto, elas foram submetidas ao processo de esterilizacdo e ficaram
livres de contaminacao.

Com isso, surge o questionamento quanto a possibilidade de esterilizagao ou
descontaminacdo dos pinos de fibra de vidro antes de sua utilizagdo clinica, sem
alteragdes das propriedades fisicas. Em estudo de Baltezan et al. (2023) foram
testados diferentes formas de desinfeccéo de pinos de fibra de vidro (alcool 70%,
hipoclorito de sédio 2.5%, gluconato de clorexidina 2%, acido fosférico 35%,
peroxido de hidrogénio 10% e esterilizagdo em autoclave) e apos a desinfecgéo, os
pinos foram submetidos a analise topografica,e em todos os grupos, apds analise
em microscopia eletrbnica de varredura os pinos apresentavam areas de fibras
cobertas pela resina epoxi e areas de fibra de vidro exposta. Na analise por energia
dispersiva em raio-x, verificou-se que nao ha diferenca no predominio dos elementos
quimicos entre os grupos. o maior pico foi referente aos elementos carbono (c) e
oxigénio (0), seguido de silicio(si), zircdnio (zr), sédio (na), aluminio (al) e calcio (ca).
O estudo conclui que os métodos de desinfeccao testados nao promoveram

alteragdes significativas na morfologia da superficie dos pinos de fibra de vidro.

5.2 Analise biomolecular

ApOs a resposta negativa para a cultura bacteriana, foi utilizada a técnica de
PCR para identificacdo da presenga ou auséncia de bactérias nas amostras
coletadas. Para isso, foi feita a extragdo de DNA, seguida de sua analise em
espectrometria, a reagdo de PCR e sua leitura em gel de agarose, através de luz UV

no equipamento Imager.

5.2.1 A extragdo do DNA

A extragdo do material genético € uma etapa fundamental para se obter alta
eficiéncia de amplificagdo nos protocolos que usam a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR). A extracdo de DNA é o processo de isolamento do material
genético da amostra (Oliveira et al., 2007). No presente estudo, utilizou-se o método
de extragao do QlAamp® PowerFecal® DNA Kit.



5.2.2 Densidade optica em espectrofotbmetro

Todas as amostras de DNA obtidas no laboratério podem ser avaliadas
quanto a sua concentracdo e a sua pureza por meio da analise da densidade 6ptica
(DO) em espectrofotdbmetro. (Oliveira et al., 2007)

O DNA absorve luz no comprimento de onda de 260 nm e as proteinas, de
280 nm. A razao entre 260/280 proporgcao de aproximadamente 1,8 é aceita como
‘pura” para DNA (LEHNINGER et al.,, 2004). Propor¢des anormais de 260/280
geralmente indicam que uma amostra esta contaminada por fenol residual,
guanidina ou outro reagente utilizado no protocolo de extragdo. Quanto mais DNA,
maior absorbancia a 260 nm. No presente estudo, as amostras apresentaram
resultados insatisfatorios apos o processo de extragcdao de DNA, através do método

aplicado.

5.2.3A PCR

A técnica PCR ou reagdo em cadeia da polimerase, € um dos métodos de
biologia molecular idealizada em 1983 por Mullis et al., que visa sintetizar, a partir de
uma tira matriz de DNA, por meio da reagao enzimatica in vitro, amplificacdes de
DNA. A técnica PCR tem muita importancia para a microbiologia, devido ao fato de
possibilitar a analise de amostras clinicas, mesmo em concentragbes muito baixas
(Fredricks & Relman, 1999).

Utilizou-se sequéncia de Primers que permite a replicacdo do Gene 16s do
rDNA, que estd presente em diversas bactérias. Em infeccdes de origem
endodontia, a PCR com anadlise da sequéncia 16s, permitiu a detecgao de bactérias
quando a cultura em placas de Petri geraram resultados negativos, isso possibilitou
a identificacdo de MOs em amostras pequenas (Rolph et al., 2001;Munson et al,
2002).

5.2.3 Eletroforese em gel de agarose

Existem diferentes métodos usuais para visualizar o DNA em géis de
agarose. Neste estudo, utilizou-se o corante Sybr Safe®, um corante fluorescente
que cora o DNA no gel de agarose, que apds a eletroforese, € visualizado no
transiluminador de luz azul (SAMBROOK et al., 2001). Dessa forma, & possivel

identificar a presenca de material genético através da intensidade da fluorescéncia.



Quanto mais intensa a banda representada na imagem, maior a concentragao de
DNA na amostra. No presente estudo, o objetivo com a técnica era verificar se
existia a presenca de material genético, mesmo que nao houvesse crescimento
bacteriana através do plaqueamento das amostras.

Portanto, neste estudo, identificou-se a presenga de material genético nos

pinos de fibra de vidro pré fabricados, apds a reacdo da PCR.

5.3 Limitagbes do estudo

As técnicas de Eletroforese em gel de agarose, principalmente as
quantitativas, usam um marcador de peso molecular, com a concentracido de DNA
conhecida. No estudo ndo foi utilizado devido ao objetivo inicial, que é analisar se
existe a presenga ou ndo de microrganismos. Pensando nisso, foi utilizada uma
amostra que, conhecidamente, ha a presenga de material genético - a saliva.

Sabe-se, que para um resultado satisfatorio da PCR, é necessario trabalhar
com amostras de DNA o mais puro possivel (Oliveira et al., 2007). No presente
estudo, ha a presenga de contaminantes nas amostras apds a extragao do DNA, que
é indicada pela Densidade Optica através da Espectrofotometria realizada.

Além disso, os niveis de microrganismos presentes nas amostras nao foram
cultivaveis frente aos testes de Plaqueamento em diferentes meios de Cultura. Isso
nos faz questionar quanto a viabilidade dos microrganismos presentes e se eles sado
fatores provocadores da recolonizagao bacteriana, que geram comprometimento do

progndstico do tratamento endodéntico.



6. CONCLUSOES

Conclui-se, portanto, que este estudo indica que os pinos de fibra de vidro
pré-fabricados analisados ndo apresentaram contaminagédo bacteriana ou fungica
detectavel mediante ao cultivo em placas de petry. E, apds extracdo de DNA e
analise qualitativa do resultado da PCR, através da Eletroforese em gel de agarose,
das amostras pinos de fibras de vidro pré-fabricados, constatou-se que existe a
presenca de bactérias que contenham o Gene 16s, mediante as condigdes de
realizacdo da pesquisa. E importante considerar as limitagdes do estudo e a
necessidade de mais pesquisas para entender melhor a viabilidade dos
microrganismos presentes nos pinos de fibra de vidro e sua influéncia sobre o
prognostico do tratamento endodéntico.

Ainda assim, sugere-se mais estudos sobre protocolos de desinfec¢ao e a
esterilizacdo dos pinos de fibra de vidro pré-fabricados, se ha alteragdo das
propriedades fisicas e mecanicas dos pinos de fibra de vidro de diferentes marcas
quando submetidos a esses processos, com 0O objetivo da incorporacédo da
informacgéo nas instrugbes de uso do fabricante.

Ja é conhecido que esse material refor¢ca a estrutura do dente, tem o mddulo
de elasticidade semelhante ao da dentina, € necessario menos desgaste do
remanescente no momento do preparo quando comparado a outras formas de
reabilitacdo, tem resultados estéticos favoraveis e é eficaz em promover a

reabilitacao funcional (Silva et al.,2020).
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