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critérios de inclusão e exclusão: 18-80 anos, com diagnóstico de PA crônica. Os participantes serão alocados em dois grupos (n=25/grupo): DM2
com HbA1 = 6,5% e com diagnóstico de DM2 há mais de 1 ano e grupo controle normoglicêmicos com HbA1c ¿ 5,7%, todos com diagnóstico de PA
em pelo menos 1 dente. Um questionário estruturado será aplicado incluindo presença ou ausência de DM2, duração do DM2, presença de doença
cardiovascular, ingestão específica das drogas metformina e estatina. Variáveis comportamentais e informações por meio do questionário de
Qualidade de Vida Relacionada com Saúde Oral (OHIP-14) serão obtidos; após anamnese, todos os pacientes realizarão o exame sérico de
hemoglobina glicada (HbA1c) e o exame TCFC no dia do início do tratamento e após 6 meses. Os indivíduos serão acompanhados em 2 semanas e
6 meses. Em cada visita, amostras de sangue serão coletadas e as análises clínicas e radiográficas da condição periapical serão coletadas. Serão
realizadas coletas do interior do canal radicular: antes do preparo biomecânico (PQM) (S1), após o PQM (S2)  e após a medicação intracanal (duas
semanas) (S3). Ao final da sessão, a escala EVA será fornecida para avaliação da sintomatologia dolorosa apresentada nos períodos de 24hs, 48hs
e 7 dias. A quantidade de células bacterianas totais e das espécies específicas será avaliada  por reação em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real direcionada ao gene de RNA (qPCR). Aos 6 meses de acompanhamento, a volumetria da destruição óssea periapical será realizada por
TCFC pelo software ITK snap. Como proposta adicional, será adicionado a coleta de saliva não estimulada dos pacientes para posteriores análises
bioquímicas.  coleta de saliva não estimulada será realizada em três momentos: antes, imediatamente após e seis meses após a obturação
endodôntica. Após a coleta, as amostras serão devidamente identificados de acordo com o grupo e número da amostra e, por fim, armazenadas em
freezer-80 ºC até a realização das análises bioquímicas. Serão avaliados fluxo salivar, pH, capacidade tampão, proteína total, atividade de amilase,
eletrólitos (Na¿, Cl¿, Mg²¿, Ca²¿, PO¿³¿), ácido úrico, e marcadores de estresse oxidativo, como TBARs (peroxidação lipídica), proteínas
carboniladas e capacidade antioxidante total (FRAP).
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Resumo:

Embora exista uma associação entre a periodontite apical crônica (PA) e pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), os desfechos associados à
diminuição da taxa de sucesso do tratamento endodôntico ainda continuam incertos e controversos. A persistência microbiana parece ser o fator
limitante contribuinte para o fracasso do tratamento endodôntico impactando direta ou indiretamente no controle da dor e qualidade de vida. O
objetivo deste estudo clínico será avaliar a carga bacteriana total de espécies de E. faecalis, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum e C.
Albicans ¿ por métodos moleculares baseados em DNA e RNA, em pacientes com DM2 em comparação a normoglicêmicos, antes e após o preparo
quimico-mecânico e avaliar os desfechos de: controle glicêmico, dor pós-operatória, melhora da qualidade de vida e a reparação de lesões
periapicais por tomografia computadorizada de feixe cônico (TCFC) póstratamento (6 meses). Serão recrutados 50 pacientes, seguindo os seguintes
critérios de inclusão e exclusão: 18-80 anos, com diagnóstico de PA crônica. Os participantes serão alocados em dois grupos (n=25/grupo): DM2
com HbA1 = 6,5% e com diagnóstico de DM2 há mais de 1 ano e grupo controle normoglicêmicos com HbA1c ¿ 5,7%, todos com diagnóstico de PA
em pelo menos 1 dente. Um questionário estruturado será aplicado incluindo presença ou ausência de DM2, duração do DM2, presença de doença
cardiovascular, ingestão específica das drogas metformina e estatina. Variáveis comportamentais e informações por meio do questionário de
Qualidade de Vida Relacionada com Saúde Oral (OHIP-14) serão obtidos; após anamnese, todos os pacientes realizarão o exame sérico de
hemoglobina glicada (HbA1c) e o exame TCFC no dia do início do tratamento e após 6 meses. Os indivíduos serão acompanhados em 2 semanas e
6 meses. Em cada visita, amostras de sangue serão coletadas e as análises clínicas e radiográficas da condição periapical serão coletadas. Serão
realizadas coletas do interior do canal radicular: antes do preparo biomecânico (PQM) (S1), após o PQM (S2)  e após a medicação intracanal (duas
semanas) (S3). Ao final da sessão, a escala EVA será fornecida para avaliação da sintomatologia dolorosa apresentada nos períodos de 24hs, 48hs
e 7 dias. A quantidade de células bacterianas totais e das espécies específicas será avaliada  por reação em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real direcionada ao gene de RNA (qPCR). Aos 6 meses de acompanhamento, a volumetria da destruição óssea periapical será realizada por
TCFC pelo software ITK snap. A estatística será realizada de acordo com cada tipo de análise considerando o nível de significância de 5% (p <0,05).
A saliva, por sua composição bioquímica e propriedades antioxidantes, tem emergido como fluido diagnóstico promissor, refletindo alterações
metabólicas sistêmicas. O presente estudo visa comparar parâmetros bioquímicos e o estado redox salivar em indivíduos com periodontite apical
crônica, com e sem DM tipo 2, bem como monitorar a resposta bioquímica à terapia endodôntica.A coleta de saliva não estimulada será realizada
em três momentos: antes, imediatamente após e seis meses após a obturação endodôntica. Serão avaliados fluxo salivar, pH, capacidade tampão,
proteína total, atividade de amilase, eletrólitos
(Na¿, Cl¿, Mg²¿, Ca²¿, PO¿³¿), ácido úrico, e marcadores de estresse oxidativo, como TBARs (peroxidação lipídica), proteínas carboniladas e
capacidade antioxidante total (FRAP). Os dados serão tratados no software GraphPad Prism 10.0, com análise descritiva inicial e teste de
normalidade (Shapiro-Wilk). O nível de significância adotado será de p < 0,05. Ao monitorar as alterações no perfil bioquímico salivar ao longo da
terapia endodôntica, este estudo busca compreender não apenas os efeitos locais do tratamento, mas também sua potencial repercussão sistêmica,
especialmente em pacientes
diabéticos, nos quais a resolução de focos infecciosos crônicos pode contribuir para a modulação de processos inflamatórios e oxidativos sistêmicos.

Reconhecido como um grave problema de saúde pública, o Diabetes Mellitus (DM) destaca-se como uma epidemia global, cujas complicações
impactam significativamente na  qualidade de vida, longevidade e nos custos em saúde pública global com valores aprox. US$850 bilhões/ano (Cho
et al. 2018; American Diabetes Association, 2019). Em 2021, haviam cerca de 536,6 milhões de portadores de DM e estima-se mais de 693 milhões
novos casos até 2045 em todo mundo (Cho et al., 2018).Já no Brasil, em 2017 era o 5º país com a maior prevalência autorreferida de diabéticos,
contabilizando com 12,5 milhões de casos e estimativa de 20,3 milhões para 2045 (PNS, 2017)Recentemente, a possibilidade de uma associação
entre a periodontite apical crônica (PA) e alterações sistêmicas, têm sido amplamente debatida pela medicina endodôntica (Segura-Egea et al.,
2016; Cabanillas-Balsera et al ., 2019; Cintra et al., 2021). Particularmente, nosso grupo de pesquisa ao investigar possíveis relações de causaefeito
da PA associada ao DM evidenciada por estudos experimentais e clínicos abriram horizontes para novos estudos (Processos FAPESP nº
2018/20887-3; nº 2019/24596-6 e 2019/14995-0), que hoje nos possibilitam ver esta infecção bucal como um fator agravante para distúrbios da
homeostasia de órgãos, do metabolismo ósseo e níveis séricos (Cintra et al., 2013b;Cintra et al., 2014a; Cintra et al., 2014b; Cintra et al., 2014c;
Azuma et al., 2017a; Bernardo et al., 2021; Loureiro et al., 2022). As infecções endodônticas são majoritariamente desencadeadas pela
patogenicidade cumulativa de uma comunidade microbiana multiespécie e de seus subprodutos (Siqueira & Rôças, 2022). Apesar dos progressos
da endodontia no que diz respeito à instrumentação do sistema de canais radiculares (SCR), as infecções endodônticas primárias e secundárias
permanecem notavelmente prevalentes afetando diretamente o prognóstico do tratamento endodôntico (Siqueira & Rôças, 2022). Uma revisão
sistemática com metanálise avaliou a frequência das infecções endodônticas em pacientes saudáveis e de alto risco, sob a hipótese de que a
presença de que a PA, influencie negativamente sua prevalência (Tiburcio-Machado et al. 2021). Os dados dos estudos examinados, destacam que
cerca 52% da população adulta mundial tem pelo menos um dente com PA. Nota-se que há um claro consenso na literatura, frente à dificuldade em
tentar identificar os fatores que impactam o sucesso após o tratamento endodôntico, uma vez que, diversas variáveis vêm sendo apontadas, como a
prevalência de PA pós-tratamento e a presença de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) associada à deficiência do processo de reparo (Segura-Egea et al.,
2016; Cabanillas-Balsera et al ., 2019). Estudos realizados a partir de análises de lesões periapicais persistentes em humanos, apontam para o
consenso de que, não são apenas as etapas operatórias inerentes do tratamento endodôntico responsáveis pelo insucesso, como: controle
asséptico inadequado, não localização de canais, instrumentação inadequada e infiltrações de restaurações temporárias ou permanentes, mas
também o estado próinflamatório e a resposta do hospedeiro associada a doenças sistêmicas (Gupta et al., 2020; Cintra et al., 2021).
Recentemente, uma revisão do tipo ¿umbrella¿ descreveu a associação entre DM e os resultados do tratamento endodôntico (Nagendrababu et al.,
2020). Este modelo 5 de revisão abrange todas as revisões sistemáticas com ou sem metanálise, analisando estudos epidemiológicos que
comparem a prevalência de PA em dentes tratados endodonticamente de indivíduos diabéticos e saudáveis (Aminoshariae et al., 2017; Segura-
Egea et al., 2019; Jakovljevic et al., 2020). Seus resultados descrevem que 2 em cada 4 revisões, apontam que pacientes diabéticos apresentam
maior prevalência de lesões periapicais e aumento na frequência
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da perda dentária de dentes submetidos ao tratamento endodôntico (Nagendrababu et al., 2020). Em contrapartida, duas revisões sugerem uma
associação positiva entre DM2 e a elevada percentagem de lesões periapicais, entretanto, devido qualidade dos estudos incluídos, a associação não
pode ser suportada (Nagendrababu et al., 2020). Há quase 3 anos iniciamos a investigação da possível inter-relação entre a expressão diferencial
de proteínas por análise proteômica em infecções endodônticas de pacientes com DM2 (Processo FAPESP nº 2019/14995-0; Loureiro et al., 2022).
As proteínas desempenham funções efetoras, desta forma abordagens proteômicas que examinam a coleção e a abundância de proteínas
presentes nas comunidades microbianas, ou seja, o metaproteoma, informam sobre os processos biológicos em andamento. Os resultados deste
estudo são os primeiros a fornecer evidências de proteínas relacionadas à resposta imuno-inflamatória apresentavam expressão aumentada em
pacientes com DM2. Identificamos 13 imunoglobulinas exacerbadas (até 5 vezes superior). As proteínas identificadas em pacientes com DM2 foram
frequentemente associadas à presença de produtos de glicação avançada (AGEs) relacionando-se ao meio hiperglicêmico, induzindo a expressão
de proteínas específicas (NGAL) e processos oxidativos e apoptóticos. Além disso, proteínas S100A8 e S100A9 apresentaram menores níveis de
expressão no grupo DM2, evidenciando que a regulação negativa da proteína S100 pode indicar uma resposta imune deficiente, o que é consistente
com a exacerbação induzida por uma infecção (Loureiro et al., 2022). Em concordância a nossos achados, uma recente revisão sistemática com
metanálise, avaliando a associação entre DM2 e a persistência de PA em dentes tratados endodonticamente, destacou que subprodutos do DM2
podem se ligar diretamente a receptores toll-like promovendo o aumento de citocinas, como interleucina IL-1, modulando a atividade dos
osteoblastos, afetando assim o metabolismo ósseo no tecido periapical e destruindo o equilíbrio do metabolismo ósseo (Liu et al. 2023). Todas
essas reações adversas perpetuam a inflamação periapical e a destruição óssea, levando à persistência da PA em pacientes diabéticos tratados
endodonticamente. Outra importante relação, diz respeito a deficiência de cicatrização em grandes lesões periapicais de pacientes com DM2. O
estudo observacional retrospectivo de Martinho et al. (2021), avaliou o comprometimento da resposta angiogênica na diminuição do sucesso do
tratamento endodôntico em pacientes com DM2.  A hiperglicemia destaca-se como o principal precursor de complicações microvasculares, devido a
alterações nas funções vasculares e imunológicas. De modo geral, no que diz respeito aos desfechos do tratamento endodôntico, estes mecanismos
podem causar isquemia, desenvolvimento de necrose pulpar, desenvolvimento da PA e, assim, menor taxa de sucesso em pacientes com DM2
(Martinho et al., 2021).  6 A melhor compreensão da complexidade microbiana das infecções do SCR pode contribuir para o aumento das taxas de
sucesso através do desenvolvimentos de protocolos específicos para o combate dessa infecção. No entanto, pouco se sabe sobre a microbiota
persistente no SCR nas diferentes fases do tratamento endodôntico em pacientes com DM tipo 2 e sua influência no sucesso do tratamento. Alguns
estudos investigaram a presença de dentes obturados com PA para avaliar o resultado do tratamento endodôntico em indivíduos diabéticos e
controles saudáveis (Arya et al., 2017;Segura-Egea et al., 2019 Marotta et al. 2012,). Relatamse taxas de reparo reduzidas e um atraso no processo
de cicatrização em pacientes com DM (Arya et al., 2017;Segura-Egea et al., 2019 Marotta et al. 2012,).  Além disso, a análise multivariada de um
estudo retrospectivo relata que dentes obturados com lesões pré-operatórias em pacientes diabéticos foram em sua maioria classificados falhos em
comparação com a indivíduos saudáveis (Fouad, 2003). Dentre os fatores com melhores evidências que alterem o prognóstico destacam-se um
aumento na patogenicidade do perfil microbiano e a alta prevalência de C. Albicans em dentes com PA de pacientes com DM2 (Aldoss et al., 2023;
de la Torre-Luna et al., 2020). A prevalência de cepas de C. albicans no interior do SCR é preocupante, uma vez que, associa-se um alto padrão de
destruição em pacientes com DM (Segura-Egea et al., 2015). Como também, associa-se a uma possível repercussão sistêmica da PA em indivíduos
diabéticos, uma vez que, a inflamação crônica ativa a resposta imune inata através do lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas
anaeróbias podendo promover um aumento na resistência geral à insulina e alteração do controle metabólico (Segura-Egea et al., 2015). Em
concordância a este achado, o estudo clínico de De la Torre-Luna et al., (2020), ao avaliar a prevalência de C. albicans na infecção endodôntica de
pacientes com DM2, sugerem sua presença associada a uma resposta do hospedeiro deficiente devido ao DM, associando-se à maior frequência e
gravidade da PA sugerindo por sua vez, a persistência da PA relatada por outros autores. Outra importante relação, diz respeito a alta prevalência,
níveis e proporções de E. faecalis em dentes com PA, e de casos que com ausência de reparo periapical em indivíduos com DM (Tirukkolluru &
Thakur, 2019). O ensaio clínico que avaliou a eficácia antimicrobiana de medicamentos intracanais contra E. faecalis e Streptococcusspp. em
pacientes com PA e DM2, são os pioneiros em demonstrar diferenças pós-instrumentação (S1) e pós-medicação intracanal (S2), descrevendo a
porcentagens ativas de 11% a 60% para E. faecalis e Streptococcus spp. pósinstrumentação do SCR (Tirukkolluru & Thakur, 2019). Tirukkolluru &
Thakur, (2019), são consistentes em reportar inconsistências existentes na literatura no que diz respeito à associação entre DM2 e os desfechos
endodônticos principalmente por variações nos desenhos dos estudos, protocolos de desinfecção, soluções de irrigação, tempo de aplicação do
medicamento, métodos de amostragem e meios de transporte utilizados. O modelo de Cardoso et al. (2017) ao associar TCFC para determinar o
volume de destruição óssea periapical e correlacionando-o com os níveis de endotoxinas e a quantificação de carga microbiana encontradas na
infecção endodôntica primária, parece ser capaz de responder um dos desfechos da relação bidirecional entre DM2 e PA. Seus dados 7 revelam
uma correlação positiva entre níveis elevados de endotoxinas presentes na infecção do canal radicular e maior volume de destruição óssea
(Cardoso et al., 2017).  Devido à falta de melhores evidências científicas, diversos fatores de confundimento são apontados como fator de risco,
dentre eles a influência do tratamento endodôntico perante o controle glicêmico do DM2. Embora vários estudos de intervenção tenham sugerido
que o tratamento pode melhorar o controle glicêmico de pacientes com DM, nem todos os autores chegaram a um consenso e as evidências clínicas
permanecem inconclusivas. Pérez Losada et al. (2020), avaliaram a associação entre a prevalência PA e controle glicêmico e não encontram maior
prevalência de lesões em pacientes com hemoglobina glicada (HbA1c) aumentada. Por outro lado, pacientes diabéticos descompensados, foram
associados a uma maior prevalência de PA e a um aumento na taxa de insucesso no tratamento endodôntico (Smadi, 2017). Como também,
observou-se o tratamento endodôntico não foi capaz de melhorar os níveis de HbA1c ¿ 6,5% em pacientes com DM2 (Sánchez-Domínguez et al.,
2015).  A dor pós-operatória endodôntica é uma complicação frequentemente associada ao tratamento endodôntico, podendo ter um impacto na
qualidade de vida dos pacientes e na sua 4 percepção subjetiva das opções de tratamento. Além disso, têm sido observado que pacientes com
maior percentual de HbA1c podem não responder com precisão ao teste de sensibilidade pulpar. Uma das hipóteses reportadas pela literatura é de
que, provavelmente a neuropatia diabética afete a recepção sensorial da infecção ou da inflamação bacteriana. Embora, a HbA1C seja um fator de
risco independente para a neuropatia diabética, muitos pacientes diabéticos que sofrem de dor neuropática, apresentavam histórico de DM há mais
de 5 anos e aumento nos parâmetros de HbA1C (Gonzalez Marrero et al., 2022). No entanto, melhores evidências científicas são necessárias para
investigar a correlação entre DM e sensibilidade dentária.  Têm crescido de forma consistente o número de evidências que associam as
consequência dos sintomas de dor durante e pós-tratamento na qualidade de vida (QV) com o tratamento endodôntico nos últimos anos (Lakshmi et
al., 2021; Shetty et al., 2023). A consequência destes sintomas na QV ou na rotina diária dos pacientes são importantes parâmetros para identificar a
o impacto das doenças e, em última análise determinar o benefício do tratamento para a vida dos pacientes. Na endodontia, diversos estudos
consideraram os resultados da dor e dos sintomas durante atendimento como moduladores da QV, e cada vez mais atenção está sendo dada aos
resultados de QV em estudos associados ao tratamento endodôntico e ensaios clínicos, seja como medida de resultado primário ou secundário
(Shetty et al., 2023). No contexto das expectativas de um indivíduo, a ¿dor física¿ e ¿desconforto psicológico¿ são os piores parâmetros associados
aos efeitos do pós-operatório. Pontuações mais altas também foram identificadas para dor física e desconforto psicológico em estudos que
examinaram a associação entre fatores endodônticos e qualidade de vida, demonstrando que sintomas e dor pré e pós-operatória são as primeiras
linhas de comunicação para alterações ao tratamento endodôntico (Lakshmi et al., 2021). A saliva, por sua vez, desempenha um papel essencial na
manutenção da saúde bucal, envolvendo
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Hipótese:

De acordo com a literatura publicada até o momento, observa-se, um predomínio de estudos experimentais e observacionais transversais e
diferentes fatores de viés. De um modo geral, a temporalidade, verificada através de estudos longitudinais têm sido pouco explorada, apoiando a
fraca associação como fator de risco entre a infecção endodôntica e o DM2, o que pode explicar a inconsistência nos resultados de ensaios clínicos
que investigaram a associação entre a prevalência de PA e diabetes a uma grande variabilidade e inconsistências nos desfechos secundário (Pérez-
Losada et al., 2020; Segura-Egea et al., 2019; Loureiro et al., 2022). De acordo com as informações anteriores, e da escassez de comprovações
científicas sólidas, até o momento nenhum estudo in vivo foi realizado para identificar a influência da persistência de lesões periapicais em pacientes
com DM2 e com PA e relacioná-los quanto à redução do perfil microbiano dor pós-operatória, controle glicêmico, qualidade de vida e regressão da
lesão periapical por TCFC. Ademais, hipótese nula deste estudo é que não há diferenças nos parâmetros bioquímicos salivares e nos marcadores
do estado
redox salivar entre indivíduos normoglicêmicos com PA crônica e indivíduos com DM tipo II com PA
crônica, nos diferentes momentos de avaliação, a saber: antes do tratamento endodôntico (T0),
imediatamente após a obturação dos canais radiculares (T1) e após 6 meses de proservação (T2).

Objetivo Primário:

Comparar a carga e o perfil microbiamo de canais radiculares de dentes com periodontite apical crônica em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 ,
ou não diabéticos antes e após o preparo químico mecânico e medicação intracanal; comparando desfechos de dor pós-operatória, controle
glicêmico, qualidade de vida e regressão da lesão periapical por TCFC nos 2 grupos. valiar os padrões bioquímicos salivares e marcadores do
estado redox salivar em pacientes diabéticos com PA crônica em comparação a pacientes
normoglicêmicos e monitorar os efeitos do tratamento endodôntico no perfil bioquímico da saliva
comparando pacientes com e sem diabetes por meio da análise longitudinal.

Objetivo Secundário:

em sua composição substâncias orgânicas e inorgânicas (de Freitas et al, 2023), que atuam: na constante
hidratação da mucosa oral, fundamental para a integridade dos tecidos moles da cavidade bucal (Dawes
et al., 2015); no sistema de tamponamento, composto por bicarbonato, fosfato e proteínas, na neutralização
da acidez, protegendo os dentes contra a desmineralização e a progressão da cárie dentária (Gao et al.,
2016); na presença de elevadas concentrações de cálcio e fosfato, reguladas por proteínas salivares,
também contribuindo para os processos de remineralização e maturação do esmalte dentário (Humphrey
& Williamson, 2001). Ademais, enfatizamos seu desempenho crucial na eliminação de patógenos e reparo
tecidual (Alhajj and Babos, 2022, de Almeida et al., 2008). Nesse contexto, pacientes com DM,
especialmente aqueles com controle glicêmico inadequado, frequentemente apresentam fluxo salivar
reduzido (xerostomia) e pH salivar mais baixo, alterações que podem favorecer o desenvolvimento de
infecções orais e complicar o processo de cicatrização após tratamentos dentários (Leite et al., 2014; AlMaweri et al., 2021). Um estudo conduzido
com 150 indivíduos, incluindo pacientes com diabetes tipo I
e II e controles saudáveis, demonstrou redução significativa do fluxo salivar nos grupos diabéticos em
comparação aos controles, além de associação entre níveis elevados de hemoglobina glicada (HbA1c) e
menor taxa de secreção salivar, evidenciando o impacto do descontrole glicêmico na função das glândulas
salivares (Hoseini et al, 2017).
O estresse oxidativo, dano causado aos tecidos devido ao desequilíbrio entre espécies reativas de
oxigênio (ROS) e a defesa oxidante, desempenha um papel importante na patogênese de muitas doenças
sistêmicas e orais (Mirnic et al, 2022). O alto índice glicêmico, em exposição prolongada, está diretamente
relacionado ao aumento da produção de ROS e consequentemente nos danos oxidativos provocados aos
lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos e na sinalização da insulina, favorecendo a progressão das
complicações diabéticas (Bhatti et al, 2022). Os níveis de estresse oxidativo podem ser mensurados a partir
de biomarcadores que representam subprodutos das ROS e biomoléculas (Albert-Garay et al, 2022).
Recentemente uma análise bibliométrica evidenciou crescente interesse nas publicações científicas acerca
da inter-relação entre os biomarcadores de estresse oxidativo, doença periodontal e DM, associando
positivamente sua coexistência em 97,36% dos artigos analisados (Lobão, 2023). No entanto, ainda existe
uma lacuna específica da literatura na investigação quanto à relação entre estresse oxidativo salivar e
lesões endodônticas em pacientes com DM tipo II.
A saliva tem se consolidado como uma ferramenta promissora para o diagnóstico não invasivo de
diversas condições sistêmicas e orais, principalmente por sua coleta ser simples, indolor e bem tolerada
pelos pacientes. Diferentemente de outros fluidos biológicos, a saliva pode ser obtida sem necessidade de
procedimentos invasivos, o que a torna especialmente útil em estudos clínicos e epidemiológicos de
grande escala. Além disso, sua composição rica em biomarcadores ¿ como proteínas, ácidos nucleicos,
metabólitos e enzimas ¿ reflete o estado fisiológico e patológico do organismo, permitindo não apenas o
monitoramento da saúde bucal, mas também a identificação precoce de alterações sistêmicas, como a
diabetes mellitus (Rao et al., 2009). Em particular, a análise dos indicadores de estresse oxidativo pode
fornecer insights valiosos sobre os efeitos da hiperglicemia crônica na resposta inflamatória local e no
processo de cicatrização tecidual. Assim, ao comparar os níveis de dano oxidativo salivar entre indivíduos
normoglicêmicos e diabéticos com periodontite apical (PA) crônica, espera-se compreender melhor os
mecanismos bioquímicos mediados pelas espécies reativas de oxigênio (EROs) e sua possível influência
na prevalência, severidade e reparo das lesões endodônticas. Apesar dos avanços na compreensão da
relação entre doenças sistêmicas e condições inflamatórias orais, ainda são escassas as investigações que
associam longitudinalmente o perfil bioquímico salivar ao processo de reparo apical em indivíduos com
diabetes mellitus tipo 2 submetidos à terapia endodôntica. A maioria dos estudos disponíveis limita-se a
avaliações transversais ou centradas na periodontite, não contemplando as alterações oxidativas e
metabólicas em casos de necrose pulpar e PA. Dessa forma, o presente projeto propõe uma abordagem
original ao monitorar, em diferentes fases do tratamento endodôntico, as alterações no microambiente
salivar de pacientes com e sem diabetes, utilizando biomarcadores não invasivos para elucidarmecanismos
inflamatórios e de estresse oxidativo associados à resposta terapêutica. Tal estratégia não apenas amplia o
conhecimento sobre a interface entre saúde sistêmica e endodontia, como também pode contribuir para o
desenvolvimento de novas ferramentas de monitoramento clínico baseadas em saliva. A hipótese nula
deste estudo é que não há diferenças nos parâmetros bioquímicos salivares e nos marcadores do estado
redox salivar entre indivíduos normoglicêmicos com PA crônica e indivíduos com DM tipo II com PA
crônica, nos diferentes momentos de avaliação, a saber: antes do tratamento endodôntico (T0),
imediatamente após a obturação dos canais radiculares (T1) e após 6 meses de proservação (T2).
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a) Monitorar carga bacteriana total e o perfil microbiano específico - E. faecalis, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum e C. albicans -
pelo método de reação em cadeia de polimerase em tempo real - RTqPCR em pacientes com DM2 em comparação a normoglicêmicos;  b) Avaliar a
relação entre DM2 e a prevalência de PA antes e após 6 meses da obturação utilizando tomografia computadorizada de feixe cônico (TCFC);
c)Comparar a persistência de lesões periapicais quanto à redução de UFC/mL, e a volumetria da lesão periapical (VLP) após 6 meses;  d) Avaliar a
dor pós endodôntica pela escala visual analógica de dor (EVA) e a qualidade de vida pós-operatória imediata (OHIP-14), em pacientes com DM2 em
comparação a normoglicêmicos;  e) Avaliar a possível relação do tratamento endodôntico no controle glicêmico de pacientes com DM2 em
comparação em pacientes com DM2 em comparação a normoglicêmicos;  f) Correlacionar o controle glicêmico com a persistência de periodontite
apical em pacientes com DM2, em comparação a normoglicêmicos após 6 meses.
a) Investigar as propriedades bioquímicas salivares por meio da determinação do fluxo salivar,
pH e capacidade tamponante, além da quantificação do conteúdo de proteína total e atividade da amilase
de pacientes com PA crônica com e sem diabetes;
b) Avaliar o estado redox salivar de pacientes com PA crônica com e sem diabetes por meio da
análise do dano oxidativo aos lipídios pelo ensaio de TBARs (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico),
dano oxidativo a proteínas por carbonilação pela reação com 2,4-dinitrofeni-lhidrazina (DNPH) e
capacidade antioxidante total não-enzimática pelo método FRAP (¿ferric reducing - antioxidant power¿).
c) Monitorar os efeitos do tratamento endodôntico no perfil bioquímico da saliva comparando
pacientes com e sem diabetes, antes, imediatamente após e 6 meses após o tratamento o tratamento
endodôntico em duas sessões.
e) Avaliar se a remoção do foco infeccioso endodôntico promove modulação de biomarcadores
salivares sistêmicos relacionados à inflamação e ao estresse oxidativo em pacientes com DM2, indicando
possível impacto terapêutico sistêmico do tratamento odontológico

Metodologia Proposta:

Serão recrutados 50 pacientes. Os participantes serão alocados em dois grupos (n=50/grupo): DM2 com HbA1 = 6,5% e com diagnóstico de DM2 há
mais de 1 ano e grupo controle normoglicêmicos com HbA1c ¿ 5,7%, todos com diagnóstico de PA em pelo menos 1 dente. Um questionário
estruturado será aplicado incluindo presença ou ausência de DM2, duração do DM2, presença de doença cardiovascular, ingestão específica das
drogas metformina e estatina. Variáveis comportamentais e informações por meio do questionário de Qualidade de Vida Relacionada com Saúde
Oral (OHIP-14) serão obtidos; após anamnese, todos os pacientes realizarão o exame sérico de hemoglobina glicada (HbA1c) e o exame TCFC no
dia do início do tratamento e após 6 meses. Os indivíduos serão acompanhados em 2 semanas e 6 meses. Em cada visita, amostras de sangue
serão coletadas e as análises clínicas e radiográficas da condição periapical serão coletadas. Serão realizadas coletas do interior do canal radicular:
antes do preparo biomecânico (PQM) (S1), após o PQM (S2)  e após a medicação intracanal (duas semanas) (S3). Ao final da sessão, a escala EVA
será fornecida para avaliação da sintomatologia dolorosa apresentada nos períodos de 24hs, 48hs e 7 dias. A quantidade de células bacterianas
totais e das espécies específicas será avaliada  por reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real direcionada ao gene de RNA
(qPCR). Aos 6 meses de acompanhamento, a volumetria da destruição óssea periapical será realizada por TCFC pelo software ITK snap. A
estatística será realizada de acordo com cada tipo de análise considerando o nível de significância de 5% (p <0,05).A coleta de saliva não
estimulada será realizada em três
momentos: antes, imediatamente após e seis meses após a obturação endodôntica. Serão
avaliados fluxo salivar, pH, capacidade tampão, proteína total, atividade de amilase, eletrólitos
(Na¿, Cl¿, Mg²¿, Ca²¿, PO¿³¿), ácido úrico, e marcadores de estresse oxidativo, como TBARs
(peroxidação lipídica), proteínas carboniladas e capacidade antioxidante total (FRAP). Os
procedimentos endodônticos seguirão protocolo padronizado em duas sessões, incluindo
instrumentação reciprocante, irrigação ativada por ultrassom com NaOCl 2,5% e medicação
intracanal com hidróxido de cálcio. As análises serão conduzidas por métodos colorimétricos
padronizados em espectrofotometria UV-Vis. Os dados serão tratados no software GraphPad
Prism 10.0, com análise descritiva inicial e teste de normalidade (Shapiro-Wilk).

Critério de Inclusão:

1.Homens e Mulheres, de 18 a 80 anos com PA confirmada por radiografia intraoral;2.Os dentes incluídos devem apresentar radiolucidez apical nas
radiografias, não responderão ao teste de vitalidade pulpar ou foram previamente tratados endodonticamente, com ou sem outros sinais e
sintomas;3.Pacientes pré-diabéticos e diabéticos cujos níveis de HbA1c estejam entre 5,5-9%.

Critério de Exclusão:

1.Consumo de imunossupressores;2.Distúrbios hereditários da coagulação (hemofilia A ou B ou doença de Von Willebrand);3.Uso de antibióticos por
pelo menos 3 meses antes do estudo;4.Gravidez;5.Doença Hepática e Renal Crônica;6.Histórico de traumatismo dentário;7.Dente Fraturado;8.Dente
Perfurado;9.Reabsorção radicular interna;10.Casos de retratamento de canais calcificados;11.Rizogênese Incompleta;12.Indivíduos que adquiriram
alguma condição sistêmica que interfira  com o tratamento;13.Canais previamente tratados.

Riscos:

A participação neste estudo envolve um risco mínimo. Os participantes serão submetidos a coleta de saliva antes do tratamento endodôntico e a
coleta do biofilme microbiano (bactérias) de dentro do dente (que será tratado o canal) que não são invasivas e a de sangue que é uma técnica
invasiva. No entanto,  embora a coleta de sangue possa gerar desconforto, ansiedade e algumas complicações, ela será realizada por um
profissional competente, treinado e apto a manejar as possíveis complicações relacionadas com ela.

Benefícios:

A principal terapia empregada será o tratamento endodôntico (forma mais comum de tratamento da infeção endodôntica, não existindo tratamento
alternativo), que será o principal benefício direto que os participantes receberão do estudo. Além disso, os participantes receberão informações
sobre como realizar higiene oral e sua importância para a saúde bucal e geral, bem como acompanhamento e orientação frente a importância da
adesão e motivação do paciente no sucesso da terapia endodôntica em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

Metodologia de Análise de Dados:

A hipótese de nulidade a ser testada estatisticamente é a de que não existe nenhuma diferença entre os grupos experimentais para os desfechos
primários e secundários. O indivíduo será considerado a unidade de análise e todos os parâmetros clínicos serão agregados através do cálculo de
médias. Diferenças entre os grupos experimentais serão comparadas através de Análises de Variância para variáveis contínuas e Testes de Qui-
quadrado para variáveis categóricas. Comparações ao longo do tempo em cada grupo experimental serão realizadas através do teste t pareado.
Todos os testes levaram em consideração um ¿=5%. Para as análises salivares, os dados serão organizados em planilhas eletrônicas e analisados
com o auxílio do software
GraphPad Prism 10.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
Inicialmente, será realizada análise descritiva (médias, desvios-padrão, medianas, intervalos
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Tamanho da Amostra no 50

interquartis) e verificação da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para variáveis com distribuição
normal, será aplicado o teste t de Student para comparações entre dois grupos independentes (DM2 vs.
controle) e a ANOVA de medidas repetidas para comparações intra-grupo ao longo do tempo (prétratamento, pós-obturação e 6 meses). Caso os
dados não atendam aos pressupostos de normalidade, serão
empregados testes não paramétricos equivalentes, como o teste de Mann-Whitney U e o teste de Friedman,
com pós-testes de Dunn.
Associações entre biomarcadores e variáveis clínicas serão exploradas por correlação de Pearson
ou Spearman, conforme a distribuição dos dados. Para uma abordagem mais robusta, será empregada
análise multivariada por regressão linear múltipla, visando investigar o impacto do tratamento
endodôntico nos parâmetros bioquímicos salivares, ajustando os modelos para potenciais fatores de
confusão, como idade, sexo, índice de massa corporal, tempo de diagnóstico do diabetes e controle
glicêmico (HbA1c). As análises multivariadas serão conduzidas no software IBM SPSS Statistics (versão
29.0 ou superior), que permite a modelagem estatística com controle de covariáveis contínuas e
categóricas. Essa abordagem permitirá identificar preditores independentes de resposta bioquímica e
oxidativa. O nível de significância adotado será de 5% (p < 0,05).

Desfecho Primário:

Após anamnese, todos os pacientes realizarão o exame sérico de hemoglobina glicada (HbA1c) e o exame TCFC no dia do início do tratamento e
após 6 meses. Os indivíduos serão acompanhados em 2 semanas e 6 meses. Em cada visita, amostras de sangue e saliva serão coletadas e as
análises clínicas e radiográficas da condição periapical serão coletadas. Serão realizadas coletas do interior do canal radicular: antes do preparo
biomecânico (PQM) (S1), após o PQM (S2)  e após a medicação intracanal (duas semanas) (S3). As amostras serão coletadas de ao menos um
dente dos participantes em apenas canais largos e retilíneos (diâmetro inicial mínimo de arquivo K tamanho 15). Antes da coleta da amostra do
canal radicular, uma lima K estéril será introduzida com instrumentação mínima para confirmar o acesso ao canal radicular (Loureiro et al., 2022).  As
coletas serão realizadas da seguinte forma: Coleta Inicial - 1ªColeta/S1 ¿ antes do PQM, 2ª coleta/S2 ¿ após PUI ,   3ª coleta/S3após MIC ¿ 14 dias.
Para a coleta de amostras do canal radicular 4 cones de papel absorventes estéreis (Dentsply Maillefer Ind. E Com. Ltda, Petrópolis, RJ, Brasil)
serão introduzidos, individualmente, no interior do canal radicular respeitando-se o comprimento de trabalho e permanecendo nesta posição por 60
segundos para todos os grupos. O primeiro cone de papel introduzido no canal radicular será armazenado em tubo tipo eppendorf (2mL) estéril
contendo . Os cones serão armazenados em 1 mL de RNA Ladder e imediatamente armazenadas a -80 °C para posterior processamento molecular
(RT-PCR). A saliva coletada será armazenada em microtubos e levadas ao freezer -80 °C até o momento das análises bioquímicas.

A quantidade de células bacterianas totais e das espécies específicas será avaliada  por reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
direcionada ao gene de RNA (qPCR). A extração de DNA será realizada com o MasterPure kit de purificação (Epicentre, Madison, WI, EUA) de
acordo com as instruções do fabricante.

Desfecho Secundário:

Um questionário estruturado será aplicado incluindo presença ou ausência de DM2, duração do DM2, presença de doença cardiovascular, ingestão
específica das drogas metformina e estatina. Variáveis comportamentais e informações por meio do questionário de Qualidade de Vida Relacionada
com Saúde Oral (OHIP-14) serão obtidos. Cada paciente receberá instruções sobre como utilizar o questionário para avaliação numérica e verbal,
antes do início do tratamento e após o tratamento em um intervalo de tempo definido de 15 dias e 6 meses pós-tratamento.  A qualidade de vida pós
-operatória (POQoL) incluiu pontuações de resposta em uma escala Likert de 5 pontos codificada como 0 = Nunca; 1 = Quase nunca; 2 =
Ocasionalmente; 3 = Frequentemente; 4 = Muitas vezes.

Ao final da 1ª sessão do tratamento, será fornecida uma escala analógica visual analógica de dor (EVA)  A escala EVA foi adaptada com faces de
Wong-Baker a fim de facilitar a compreensão dos pacientes, embora os mesmos tenham sido orientados a indicar numericamente os níveis a
intensidade de dor, quando presente, nos períodos após a finalização do tratamento e 6 meses de pós-operatório.

País de Origem do Estudo Nº de participantes da pesquisa

Países de Recrutamento

País

Sim 50BRASIL
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Outras Informações

Haverá uso de fontes secundárias de dados (prontuários, dados demográficos, etc)?

Sim

ID Grupo Intervenções a serem realizadasNº de Indivíduos

Grupos em que serão divididos os participantes da pesquisa neste centro

¿	Grupo Controle Indivíduos não diabéticos com HbA1c ¿ 5,7% diagnosticados com pelo
menos um dente com PA.

25

¿	Grupo DM2 Indivíduos diabéticos com HbA1 = 6,5% e com diagnóstico de DM2 há
mais de 1 ano, com pelo menos um dente com PA.

25

Detalhamento:

Os participantes responderão a um questionário estruturado, o qual incluirá informações a respeito dos dados demográficos, socioeconômicos,
histórico médico detalhado, presença ou ausência de DM2, duração do DM2, presença de doença cardiovascular, lista de medicamentos, ingestão
específica das drogas metformina e estatina e variáveis comportamentais como fumo e consumo de álcool. Essas entrevistas serão conduzidas pelo
pesquisador responsável.
Informe o número de indivíduos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerão algum tipo de intervenção neste centro de
pesquisa:

50

O Estudo é Multicêntrico no Brasil?

Não

Propõe dispensa do TCLE?

Não

Haverá retenção de amostras para armazenamento em banco?

Sim

Justificativa:

As amostras serão congeladas a -80 para futuras análises.

Identificação da Etapa Término (DD/MM/AAAA)Início (DD/MM/AAAA)

Cronograma de Execução

5. Redação 10/04/202710/10/2026

6. Análise Estatística 10/01/202710/08/2025

8. Incorporação da metodologia da coleta da saliva e
análises bioquímicas salivares

10/01/202710/05/2026

7. Encaminhamento para publicação 10/06/202710/04/2027

2.Submissão do Projeto ao CEP 01/11/202422/10/2024

4. Tabulação dos Dados 10/01/202710/08/2025

3. Levantamento de dados 30/12/202601/11/2024

1.	Autorização para a realização da pesquisa 01/11/202422/10/2024

Identificação de Orçamento Valor em Reais (R$)Tipo

Orçamento Financeiro

Analise Sérica - Exame de Hemoglobina Glicada R$ 2.000,00Custeio

Total em R$ R$ 2.000,00
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Finalizar

Manter sigilo da integra do projeto de pesquisa: Sim

Prazo: 3 anos

Justificativa da Emenda:

A presente emenda tem como objetivo a incorporação da metodologia de coleta de saliva e análise de
parâmetros bioquímicos salivares ao projeto de pesquisa previamente aprovado por este Comitê de Ética
em Pesquisa. A inclusão dessa metodologia fundamenta-se no crescente reconhecimento da saliva como
um fluido biológico não invasivo, capaz de refletir alterações metabólicas sistêmicas e o estado redox do
organismo. Dessa forma, a análise salivar permitirá complementar os dados já previstos no estudo,
ampliando a compreensão das possíveis interações entre a periodontite apical crônica, o diabetes mellitus
tipo 2 e a resposta ao tratamento endodôntico. Ressalta-se que a coleta de saliva é um procedimento
simples, indolor, não invasivo e amplamente utilizado em pesquisas clínicas, não acarretando riscos
adicionais aos participantes nem interferindo nos procedimentos clínicos previamente estabelecidos. A
emenda proposta não altera os objetivos principais do estudo, os critérios de inclusão e exclusão, nem o
delineamento clínico previamente aprovado, consistindo apenas em um aprimoramento metodológico que
agrega valor científico à pesquisa. Dessa forma, a modificação visa aumentar a robustez e a relevância dos
achados, sem impactar negativamente a segurança, o bem-estar ou os direitos dos participantes
envolvidos. Ademais, foram feitas modificações no TCLE incorporando, na natureza da pesquisa, a coleta
salivar. Um item de cronograma foi acrescentado à plataforma, elucidando as datas propostas da ação
após aprovação ética. Por fim, foi feita a solicitação do acréscimo de membro de pesquisa, responsável
pelas coletas salivares.
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