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Investigacgdo do efeito do preparo quimico-mecdnico sob as bactérias do Complexo
Vermelho e sob os niveis de endotoxinas, em canais radiculares e bolsas periodontais
de dentes com lesoes endo-periodontais combinadas

Introduciao

A relagdo entre polpa e periodonto ¢ entendida como embrioldgica, anatomica e
funcional (Chacker, 1974; Christie e Holthuis, 1990). Devido a embriogénese desses
tecidos ocorrer concomitantemente, sdo formadas diversas vias de comunicacdo entre
eles, como: tubulos dentinarios, forame apical, canais secunddrios/laterais/acessorios
(Gomes et al., 1996a; Rotstein e Simon, 2004). Essas vias de comunicacdo permitem a
troca de agentes nocivos e demostram o efeito que um tecido exerce sob o outro, sendo,
assim um importante fator na etiopatogenia das lesdes endo-periodontais combinadas
(LEPC), ou seja, em que ha presenca concomitante de necrose pulpar e doenca
periodontal em um mesmo elemento dental (Sunitha et al., 2008).

A literatura relata fortes relagdes entre canais radiculares infectados e doenga
periodontal, acometendo um mesmo elemento dental (Kipioti et al., 1984; Kobayashi et
al.,1990; Pereira et al., 2011; Gomes et al., 2015). Entretanto, poucos sdo os estudos que
comprovam a similaridade entre a microbiota endodontica-periodontal. Além disso, a
literatura ainda ¢ escassa quanto aos efeitos do tratamento endodontico sob os
microrganismos e seus fatores de viruléncia nas bolsas periodontais e canais radiculares,
nos dentes com lesdes endoddnticas-periodontais combinadas.

A instrumentacdo mecanica dos canais radiculares, pelos instrumentos utilizados na
Endodontia, ndo ¢ capaz de descontaminar completamente algumas éreas, devido a
anatomia complexa do sistema de canais radiculares (Bystrom et al., 1985; Gomes et al.,
1996a). Portanto, a maxima diminui¢do de patogenos e de seus fatores de viruléncia ¢é
obtida, através da utilizagcdo de substancias quimicas auxiliares, como a clorexidina, que
tem se destacado devido a sua ampla capacidade de acdo antimicrobiana,
substantividade e baixa citotoxicidade (Ferraz et al. 2001, Gomes et al., 2001, Vivacqua
Gomes et al.,, 2002; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005; Ferraz et al., 2007,
Oliveira, 2013).

O Complexo Vermelho ¢ constituido por um grupo de bactérias Gram-negativas
anaerobias estritas (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola), altamente relacionadas a gravidade das patologias periodontais (Socransky et
al., 1998). Por isso, a grande importidncia em estudar esse consorcio bacteriano nas
bolsas periodontais e canais radiculares, em dentes com LEPC, além de verificar a
vulnerabilidade dessas bactérias, em ambos os sitios, aos procedimentos biomecanicos
de desinfec¢do do canal radicular.



A notoria vantagem dos métodos, baseados nos principios da biologia molecular, ¢ o
reconhecimento de bactérias anaerobias, de arduo cultivo, como as que compdem o
Complexo Vermelho (Willis et al., 1999; Gomes e Montagner, 2010). Dentre as
técnicas moleculares existentes, podemos destacar o Nested-PCR. Nesta modalidade de
PCR, o ensaio laboratorial ¢ realizado em duas etapas, consecutivamente. A primeira
reacdo ¢ feita com primers universais, em o que o gene bacteriano 16S rRNA ¢
amplificado, posteriormente a extracdo do DNA das amostras.

Apos, ¢ executada uma segunda reacdo de amplificagdo, através dos primers espécies-
especificos, que irdo se anelar internamente a uma sequéncia de nucleotideos
especificos, no primeiro fragmento, gerado pela reacdo universal, conferindo a técnica
de Nested-PCR especificidade e sensibilidade superiores aquelas obtidas em PCR
simples (Willis et al., 1999; Gomes e Montagner, 2010).

Dentre os fatores de viruléncia bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS), também
denominado endotoxina, faz parte da estrutura da membrana externa, da parede celular,
de espécies bacterianas Gram-negativas. O potencial patogénico, das referidas bactérias,
estd relacionado com a presenca desse importante fator de viruléncia, em processos
inflamatorios que acometem a polpa e os tecidos periapicais.

Sendo assim, esse estudo teve como proposta investigar a capacidade do preparo
quimico mecanico (PQM) sob as bactérias do Complexo Vermelho e sob o contetido
endotoxico, nas bolsas periodontais e nos canais radiculares, de dentes com bolsas
periodontais profundas e necrose da polpa, para fins de estabelecimento de um
protocolo efetivo de tratamento.

Resultados

Os 10 dentes usados nesse estudo foram provenientes de 10 pacientes. Os dentes
apresentavam, sem excecao, bolsas periodontais com profundidade de sondagem maior
ou igual a 6mm, lesdo no peridpice e necrose da polpa. Além disso, eles eram do grupo
dos incisivos, caninos, molares e pré-molares. Clinicamente, todos se apresentavam
com mobilidade, tendo restauragdes ou ndo (higidos).

Pelo método do Nested-PCR, o microrganismo mais encontrado nos canais radiculares,
na primeira coleta (antes do PQM), foi o Treponema denticola (100%, 10/10), seguido
de Porphyromonas gingivalis (40%, 4/10) e Tannerella forsythia (20%, 2/10). Dados na
Tabela 1. Apos o preparo quimico-mecénico, o mais frequente foi: Tannerella forsythia
(50%, 5/10), seguido de Treponema denticola (40%, 4/10) e Porphyromonas gingivalis
(40%, 4/10). Dados na Tabela 3

Nas bolsas periodontais os valores encontrados foram: Treponema denticola (100%,
10/10), seguido de Tannerella forsythia (70%, 7/10) e Porphyromonas gingivalis (40%,
4/10). Dados na Tabela 1. Apds o preparo quimico-mecanico: Treponema denticola
(90%, 9/10), seguido de Tannerella forsythia (50%, 5/10) e Porphyromonas gingivalis
(50%, 5/10). Dados na tabela 3.



CP1 CP2 CE1 CE 2

Treponema

denticola 100% (10/10) ~ 90% (9/10) 100% (10/10)  40% (4/10)
Porphyromonas

gingivalis 40% (4/10) 50% (5/10) 40% (4/10) 40% (4/10)
Tannerella

forsythia 70% (7/10) 50% (5/10) 20% (2/10 50% (5/10)

Tabela 3 - Avaliacdo das espécies bacterianas Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e
Tannerella forsythia nas bolsas periodontais (CP) e canais radiculares (CE), antes e depois do PQM,
respectivamente

*CP1: coleta na bolsa periodontal antes do PQM/ CP2: coleta na bolsa periodontal depois do PQM/ CE1: coleta no
canal radicular antes do PQM/ CE2: coleta no canal radicular depois do CMP

Quantificagdo de endotoxinas:

Para a avaliacdo quantitiva das endotoxinas, foram considerados os 10 dentes e as
amostras avaliadas: iniciais (CP1 e CEl) e apdés PQM (CP2 e CE2) das bolsas
periodontais (CP) e dos canais radiculares (CE). Por meio do teste turbidimétrico (LAL)
foi observado que o LPS esteve presente em todas as amostras, tanto da bolsa quanto do
canal, em todo o tratamento (antes e apés o PQM).

Nas coletas inciais dos canais radiculares, a média do valor de endotoxinas detectada foi
de 18,92 EU/mL. Apods o PQM, o valor mudou para 0,22 EU/mL, com percentual de
reducgdo de 99,43%. Dados no Grafico 1.

Nas coletas iniciais das bolsas periodontais, a média do valor de endotoxinas detectada
foi 184,63 EU/mL. Ap6s o PQM, a média foi de 89,37 EU/mL, com percentual de
reducgdo de 72,45 %. Dados no Grafico 1.

Grafico 1 - Média e desvio padrdo das endotoxinas nos diferentes momentos de
coleta (bolsa periodontal antes e depois do PQM e canal radicular antes e depois
do PQM)
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*CP1: coleta na bolsa periodontal antes do PQM/ CP2: coleta na bolsa periodontal depois do PQM/ CE1:
coleta no canal radicular antes do PQM/ CE2: coleta no canal radicular depois do PQM Grafico 1 - Média
e desvio padrdo das endotoxinas nos diferentes momentos de coleta (bolsa periodontal antes e depois do
PQM e canal radicular antes e depois do PQM



Discussao / Conclusoes

A literatura cientifica ¢ bastante robusta, no que concerne ao estudo do conteudo
microbiolégico e endotoxico das patologias endodonticas (Gomes et al., 2004, 1996
a,b,c, 2007; Siqueira et al. 2003 a,b 2009; Brito et al., 2012; Noébrega et al., 2013;
Herrera et al., 2016) e periodontais (Slots, 1986; Haffajee et al., 1984; Socransky et al.,
1988, Dahlén et al.,1992; Paster et al., 2001, 2006; Casarin et al., 2013; Dahlen et al.,
2019), separadamente. Entretanto, a escassez de trabalhos, voltados a andlise de
microrganismos periodontopatogénicos e de seus fatores de viruléncia, em canais
radiculares e bolsas periodontais, nos dentes com lesdes endodonticas-periodontais
combinadas foram fatores motivacionais para o desenvolvimento desse estudo. O
predominio de periodontopatogenos, como os que compde o Complexo Vermelho, nas
patologias pulpares e periodontais ¢ subestimado, se analisados por métodos
tradicionais de cultivo microbiolégico, devido a alta exigéncia dos mesmos com relagdo
aos requerimentos nutricionais € gasosos. Por isso a grande importancia dos métodos
moleculares mais sensiveis, para a deteccdo de bactérias de dificil cultivo, como as
espécies do género Treponema ssp. (Conrads et al., 1997; Gongalves eamp; Mouton,
1999; Siqueira et al., 2000a; Siqueira et al., 2000b, Berber, 2009; Gomes et al., 2015).

Treponema denticola, Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis sdo bactérias
anaerdbias Gram-negativas, € a notdria importancia das mesmas, dentro das doengas
endodonticas e periodontais, ¢ justificada pela presenca do lipopolissacarideo
bacteriano, presente da membrana externa, da parede celular, das bactérias Gram-
negativas (Seltzer eamp; Farber, 1994; Nissan et al., 1995; NelsonFilho et al., 2002;
Oliveira et al., 2005; Pereira, 2011; Herrera et al., 2016).

Diante do exposto, o intuito deste trabalho foi analisar a suscetibilidade das bactérias do
Complexo Vermelho aos procedimentos quimicos-mecanicos, em 10 canais radiculares
e 10 bolsas periodontais de dentes com lesdes endo-periodontais combinadas, através do
Nested-PCR e investigar os efeitos do PQM na reducdo dos niveis endotdxicos, através
da quantifica¢do de LPS, presentes nas amostras coletadas de ambos os sitios.

Através do método Nested-PCR, pudemos observar que a espécie Treponema denticola
foi a mais frequentemente detectada, nas bolsas periodontais, antes (100% - 10/10) e
apds o PQM (90% - 9/10). Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de
Berber, 2009, em que a espécie esteve presente em 75% das amostras iniciais das bolsas
periodontais e em 80% das amostras coletadas apds o PQM.

Chapola, 2017 demostrou que a mesma espécie também foi a mais frequentemente
detectada, nas bolsas periodontais, antes do PQM, e que apds o mesmo, as trés espécies
do Complexo Vermelho foram igualmente prevalentes (71,4%). O predominio de
Treponema denticola, dentre as espécies integrantes do Complexo Vermelho, nas bolsas
periodontais, pode ser explicado devido a forma helicoidal que as bactérias do género
espiroquetas possuem, o que confere a elas a capacidade de adentrarem-se nos tecidos
periodontais mais profundos (Rogas et al., 2003; Siqueira eamp; Rocas, 2003; Foschi et
al., 2005; Montagner et al., 2010).

Treponema denticola esteve presente em 100% dos casos iniciais nas bolsas
periodontais e nos canais radiculares. Semelhantemente, Porphyromonas gingivalis, foi
encontrada em 40% dos casos iniciais, em ambos 0s sitios.



Esses resultados sugerem que as vias de comunicagdo, entre polpa e periodonto, podem
ser importantes fatores etiopatogénicos, envolvidos no desenvolvimento e manutengao
das lesdes endo-periodontais (Berber, 2009; Gomes et al., 2015; Chapola, 2017, Duque
et al., 2018).

Com relacdo a concentragdo de endotoxinas, inicialmente ao PQM, nas bolsas
periodontais, apresentou valores elevados, fato que pode ser explicado devido a maior
prevaléncia de Gram-negativos, em bolsas periodontais profundas (Paster et al., 2000;
Mineoka et al., 2008; Liu et al., 2012; Suzuki et al., 2014; Puig-Silla et al., 2016). Apos
o PQM, foi observado uma reducdo de 72,45% desses niveis, o que novamente enfatiza
a grande relevancia que as vias de comunicacdo anatdmica possuem, dentro das lesdes
endo-periodontais combinadas.

Paralelamente a isso, existem estudos que defendem a neutralizagao do LPS, pelo uso
da clorexidina, que ¢ uma bisbiguanida anfipatica (Zorko, Jerela, 2008).

Um dos critérios de inclusdo para este estudo foi dentes que apresentassem condi¢ao
pulpar necrotica, por isso, a média inicial encontrada nos canais radiculares, apresentou
valor relativamente alto (18,92 EU/mL). Esses dados corrobam com Chapola, 2017,
que, estudando o conteido microbioldgico e endotdxico das lesdes endo-periodontais
combinadas, antes e apds as diferentes etapas do tratamento endoddntico, obteve um
valor médio inicial, nos CR’s, de 15,6 EU/mL. Apds os procedimentos biomecanicos de
desinfec¢do dos canais radiculares, a média da concentragdo de endotoxinas apresentou
valor praticamente nulo (0,22 EU/mL), ou seja, houve uma redugdo de 99,43% em
comparagdo com a média inicial, dados que corrobam com os estudos prévios da
literatura (Safavi; Nichols, 1993; Silva et al., 2002; Nelson Filho et al., 2002; Signorreti,
2009; Marinho et al., 2015; Chapola, 2017).

Assim, pudemos concluir que Treponema denticola foi a espécie do Complexo
Vermelho mais prevalente nas bolsas periodontais, antes € apds o preparo quimico
mecanico; O PQM foi capaz de alterar a carga microbiana tanto nos canais radiculares
quanto nas bolsas periodontais; E o PQM reduziu o nivel das endotoxinas nos canais
radiculares e nas bolsas periodontais dos dentes analisados.



