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RESUMO

Lesdes endo-periodontais combinadas sdo definidas como as alteracfes
patolégicas que acometem tanto o tecido pulpar como o periodontal no mesmo
dente. Bactérias e seus subprodutos sdo o0s principais responsaveis pelo
desenvolvimento destas patologias. A deteccéo destes patégenos pelos método
de cultura apresenta limitagfes, pois muitos sado de dificil crescimento. O objetivo
deste estudo foi investigar a presenca das bactérias Tannerella forsythia (Tf),
Treponema denticola (Td) e Porphyromonas endodontalis (Pe) em canais
radiculares (CR) e bolsas periodontais (BP), de dentes com lesdes endo-
periodontais combinadas. Foram realizadas coletas clinicas nos CR’s e BP's de
14 dentes com necrose pulpar e bolsa periodontal associada. Os
microrganismos foram identificados através do Nested-PCR, utilizando-se
primers espécies-especificos para Tf, Td e Pe. Nas amostras dos CR’s, a maior
frequéncia foi de Pe (8/14 — 57,1%), seguida de Td (7/14 — 50%) e Tf (3/14 —
21,4%). Nas BP’s Td foi a bactéria mais encontrada (13/14 - 92,8%), seguida de
Tf (11/14 - 78,5%) e Pe (8/14 — 57,1%). Pode-se concluir que as bactérias T.
forsythia, T. denticola e P. endodontalis sdo patégenos envolvidos em diferentes
frequéncias na etiopatogenia das lesdes endo-periodontais, sendo mais

detectadas nas bolsas periodontais.
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1. INTRODUCAO

As lesbes endoperiodontais, sdo caracterizadas por alteracoes
patolégicas com envolvimento pulpar e periodontal em um mesmo dente. Elas
surgem em decorréncia de uma infec¢do polimicrobiana que ativa as células do
hospedeiro, causando uma ampla liberacdo de mediadores inflamatorios, que

promovem destruicdo nos tecidos periodontal e pulpar (Gomes et al., 2015).

A deteccdo de inumeros supostos patdgenos orais em infeccdes
endodobnticas é dificultada se apenas os métodos tradicionais de cultura
microbiana forem utilizados. Dentre os microrganismos dificeis de cultivar estao:
Tannerella forsythia, Treponema denticola e Porphyromonas endodontalis
(Gomes et al., 2005, 2006, 2007).

2. OBJETIVO
investigar a presenca das bactérias Tannerella forsythia, Treponema
denticola e Porphyromonas endodontalis em canais radiculares e bolsas

periodontais, de dentes com lesGes endo-periodontais combinadas.

3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FOP/UNICAMP (Numero do CAAE: 86140218.0.0000.5418). Todos os
procedimentos clinicos e coletas das amostras foram realizados pela

Doutoranda Rafaela Casadei Chapola.

3.1 Coleta das amostras

Para coleta no interior dos canais, ap0s a abertura coronaria, tres cones
de papel absorventes foram introduzidos no comprimento pré-determinado pelo
localizador foraminal, permanecendo nesta posi¢do por 60s (Figura 1A). As
respectivas bolsas periodontais dos dentes afetados foram coletadas utilizando
3 cones de papel absorventes estéreis em contato de 60s (Figura 1B). Em
seguida, as amostras foram inseridas em tubos estéreis contendo 1 mL de

tampéo TE para a extracdo de DNA.
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Figura 1 — Coleta das Amostras. A-Coleta das amostras no canal radicular. B-
Coleta das amostras na bolsa periodontal.

3.2 Extragdo de DNA e Nested PCR
Para a execucao da técnica de Nested-PCR foi necessaria a extracao do
DNA microbiano pelo QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

A técnica de Nested-PCR foi empregada para a deteccéo das espécies T.
forsythia, T. denticola e P. endodontalis. As condi¢des da reacdo de PCR foram
descritas previamente por Kumar et al. (2003). Os primers especificos para cada

espécie podem ser verificados na Tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizado neste estudo para realizagdo de Nested-PCR

Primer Localizacéo Sequencia (5’-3’)
785 Primer universal (12 reacéo) GGATTAGATACCCTGGTAGTC
422 Primer universal (12 reacdo) GGAGTATTTAGCTT
L189 Primer universal (22 reacdo) GGTACTTABATGTTTCAGTTC
Tf T. forsythia TGCGATATAGTGTAAGCTCTACAG
Td T. denticola CAAGAGCAATGACATAGAGATATGG
Pe P endodontalis TTTAGATGATGGCAGATGAGAG

4. RESULTADOS

Entre as espécies bacterianas investigadas nas 14 amostras coletadas dos

canais radiculares foram encontradas: P. endodontalis (8/14 — 57,1%), T.
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denticola (7/14 — 50%) e T. forsythia (3/14 — 21,4%). Nas bolsas periodontais
foram encontradas: T. denticola (13/14 - 92,8%), T. forsythia (11/14 - 78,5%) e
P. endodontalis (8/14 — 57,1%) (Figura 2).

Frequéncia dos microrganismos em dentes com lesao
endoperiodontal

T. forsythia

P. endodontalis

M Bolsa Periodontal ® Canal Radicular

Figura 2 - Frequéncia das espécies bacterianas nas bolsas periodontais e nos
canais radiculares de dentes com lesdo endo-periodontal combinadas.

5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou amostras clinicas coletadas de 14 dentes
com lesdo endo-periodontal combinadas buscando detectar através da técnica
de Nested-PCR, as bactérias T. forsythia, T. denticola e P. endodontalis. Estas
espécies investigadas foram detectadas em diferentes frequéncias nos casos
investigados, sendo que a bactéria mais frequente nos canais radiculares foi P.
endodontalis e nas bolsas periodontais foi T. denticola. A deteccdo destas
espécies esta de acordo com os resultados de Gomes et al (2015) que também
encontraram tais bactérias em canas radiculares e bolsas periodontais de dentes
com lesé@o endo-periodontal combinadas.

Estudos anteriores que buscaram detectar P. endodontalis por cultura
demonstraram baixa frequencia destas bactérias nas infecgbes endododnticas
(Jacinto et al., 2003). No entanto, no presente trabalho, utilizando Nested-PCR,
esta espécie foi detectada na maioria dos casos, e em ambos o0s sitios. Segundo

Socransky & Haffajee (2003), o Complexo Vermelho, formado pelas bactérias
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Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, é o
grupo mais investigado dentro das patologias periodontais. Neste estudo foi
investigada a presenca de dois dos patdgenos pertencentes a este grupo (T.
forsythia e T. denticola) e eles estiveram presentes na maioria das amostras das

bolsas periodontais.

6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que as bactérias T. forsythia, T. denticola e P.
endodontalis séo patdégenos envolvidos em diferentes frequéncias na
etiopatogenia das lesGes endo-periodontais, sendo mais detectadas nas bolsas

periodontais.
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