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1. Introducéo

A polpa e o periodonto possuem relacdes embriologicas,
anatdmicas e funcionais, sendo uma via de mao dupla na
disseminac&o de microrganismos;

O complexo vermelho é constituido por um grupo de bactérias
Gram-negativas anaerobias estritas (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola), altamente
relacionadas a gravidade das patologias periodontais;

A maxima diminui¢do de patdgenos durante o tratamento
endodontico é feita pelo preparo quimico-mecanico, onde
substancias quimicas auxiliares permeiam por onde os
instrumentos néo alcangam;

A clorexidina tem se destacado devido a sua ampla capacidade
de acdo antimicrobiana, substantividade e baixa citotoxicidade.

2. Objetivos

-Investigar a presenca de bactérias do complexo vermelho em
canais radiculares e em bolsas periodontais de dentes com
lesdes endoddnticas-periodontais combinas, pelo método Nested-
PCR;

-Verificar a capacidade do preparo quimico-mecanico em eliminar
0S microorganismos investigados;

-Analisar o efeito do preparo quimico-mecanico na reducéo dos
niveis de endotoxinas, nos canais radiculares e nas bolsas
periodontais associadas.



3. Materiais e métodos

Nesse estudo foram analisadas amostras clinicas de 10
pacientes, sendo 10 bolsas periodontais e 10 canais
radiculares, em concordancia com os critérios de inclusao do
trabalho, destacados no esquema a seguir.

CRITERIOS DE INCLUSAO:
_— CANAL
RADICULAR ¥ Necrose pulpar;
v Lesao periapical;

v Bolsa periodontal > ou = a 6mm.
10 PACIENTES ——
CRITERIOS DE EXCLUSAO:

X Doenga sistémica;

X Tratamento periodontal;
k

PERIBgl;-gl‘:TAL X Antibidtico sistémico e/ou local;

X Dentes abertos, com carie profunda,

trincas, calcificagoes, reabsorgoes

Foram feitas coletas das amostras clinicas, tanto nas bolsas
periodontais (BP) quanto nos canais radiculares (CR) em 4
momentos do tratamento: BP1 (coleta periodontal inicial),
CR1 (coleta endodontica inicial), BP2 (coleta periodontal
apos o PQM) e CR2 (coleta endodontica apos o PQM).

As coletas periodontais foram feitas com auxilio de cones de
papel absorventes, apirogénicos e estéreis, colocados na
bolsa periodontal mais profunda, por 1 minuto.

As coletas endodonticas foram feitas da mesma forma, sendo os
cones de papel introduzidos até o comprimento aparente do dente,
por 60 segundos.

Essas amostras coletadas foram armazenadas para posterior
analise microbiologica.

Nested-PCR: a primeira analise foi feita pelo método do Nested-
PCR, como designado pelo esquema a seguir, de forma a analisar
a presenca dos microrganismos de interesse para o estudo.

| Nested-PCR |
1- aca ni a
. . . A e Tm
Primers Comprimento Sequéncia ©C)
Univ. Forward 1505 b AG AGT TTG ATY MTG GCT CAG 55
Univ. Reverse P ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT
\
Temperatura Tempo
Desnaturagdo inicial a6°C 1 min
Desnaturagao 6°C 45s 26
Anelamento 60°C 455 —~— Ciclos
Extensdo 72°C 1 min
Extensdo final 72°C 4 min
PR
2- Reagdes espécie-especificas
Primers espécie-especificos Comprimento Sequéncia
T denticol s16 h 5'TAA TAC CGT ATG TGC TCATTT ACAT 3’ 58
- denticola 210op 5'TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA 3’
e . 5 TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’ 56
I. forsythia 641bp 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
P. gingivalis 478 bp 5' CAATAC TCG TAT GCC CGT TAT TC 3 58

S"AGAGTT TGATCC TGG CTC AG 3’
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Quantificacdo de endotoxinas- método LAL: Essa analise
foi realizada a partir do teste turbidimétrico Limulus
Amebocyte Lysate, em que cada amostra entrou em contato
com o reagente reconstituido LAL.

Quantificacao de LPS pelo método de LAL

Figura 1. Processamento de endotoxinas pelo ensaio LAL. A - Kit de endotoxinas composto por dgua apirogénica, Tampdo de
reconstituicdo Pyrogent-5000 LAL, Reagente Pyrogent-5S000 LAL e Endotoxina E. coli 055:B5; B - Leitor Biotek (ELX 808,
Winooski, VT, EUA); C - Software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA)

Apoés os testes, os dados foram coletados e analisados
estatisticamente, sendo descritos a seguir.

4. Resultados

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

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). ApOs o preparo
guimico mecanico, o mais frequente foi: Tannerella forsythia
(50%, 5/10), seguido de Treponema denticola (40%, 4/10) e
Porphyromonas gingivalis (40%, 4/10).

Nas bolsas periodontais os resultados foram: Treponema
denticola (100%, 10/10), seguido de Tannerella forsythia
(70%, 7/10) e Porphyromonas gingivalis (40%, 4/10). Apés o
preparo quimico mecanico: Treponema denticola (90%, 9/10),
seguido de Tannerella forsythia (50%, 5/10) e Porphyromonas
gingivalis (50%, 5/10).
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Os dados estéo resumidos na tabela a seguir (tabela 1).

CP1 CP?2 CE1l 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 1. Frequéncia das espécies bacterianas Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis e Tannerella forsythia nas bolsas periodontais (CP) e canais radiculares (CE), antes
e depois do PQM (preparo quimico-mecanico), 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

Endotoxinas

Nas coletas iniciais dos canais radiculares, a média do valor de
endotoxinas detectada foi de 18,92 EU/mL. Ap6s o PQM, o valor
mudou para 0,22 EU/mL, com percentual de reducéo de 99,43%.

Nas coletas iniciais das bolsas periodontais, a média do valor de
endotoxinas detectada foi 184,63 EU/mL. Apds o PQM, a média
foi de 89,37 EU/mL, com percentual de reducéo de 72,45 %.

Os dados estdao resumidos no Grafico 1.

300,00
250,00
E 20000 - 184,63
~—
-
= 150,00
v
£ 8937
= 100,00
[=]
]
S
2 5000 1792
0,22
0,00 l -
cP1 cP2 CE1 CE2
-50,00

Gréfico 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).
*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

« Bactérias e LPS foram encontrados em 100% dos casos;

« Treponema denticola foi encontrada em 100% dos casos
nas Bolsas Periodontais e nos Canais Radiculares;

« O percentual de reducéo das endotoxinas nos canais foi de
99,43% e nas bolsas periodontais de 72,45%.
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5. Discussao

Através do método Nested-PCR, pudemos observar que a espécie

Treponema denticola foi a mais frequentemente detectada, nas

bolsas periodontais, antes e apés o PQM. Resultados semelhantes
foram encontrados no estudo de Berber, 2009. O predominio dessa

espécie pode ser explicado devido a forma helicoidal que as

bactérias do género espiroquetas possuem, o0 que confere a elas a

capacidade de adentrarem-se nos tecidos periodontais mais
profundos (Foschi et al., 2005, Récas et al., 2003).

Além disso, Treponema denticola esteve presente em 100% dos
casos iniciais em ambos os sitios, 0 que ocorreu de uma forma
semelhante com Porphyromonas gingivalis. Esses resultados
sugerem que as vias de comunicacgao, entre polpa e periodonto,
podem ser importantes fatores etiopatogénicos, envolvidos no
desenvolvimento e manutencéo das lesGes endo-periodontais
(Berber, 2009; Gomes et al., 2015, Duque et al., 2018)).

Com relacéo a concentracéo 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). Apds o PQM, foi
observado uma reducéo de 72,45% desses niveis, 0 que novamente
enfatiza a grande relevancia que as vias de comunicacao anatomica
possuem, dentro das lesbes endo-periodontais combinadas (Martinho

et al., 2010).

6.

Conclusoes

Treponema denticola foi a espécie mais prevalente nas
bolsas periodontais, antes e ap6s o PQM,;

O PQM foi capaz de alterar a carga microbiana, tanto nos
CR’s quanto nas BP’s;

O PQM reduziu os niveis endotéxicos nos CR’s e nas BP’s
dos dentes analisados.
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