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INTRODUCAO:

A doenca periodontal de longa duracdo pode provocar alteragfes pulpares (Kwon et al.
2013). Por essa razéo a terapia endodoéntica tem sido sugerida e indicada em casos nos quais a
doenca periodontal ndo responde a terapia (Simring & Goldberg, 1964; Duque et al. 2019). Além
disso, o tratamento endoddntico pode favorecer o reparo dos tecidos periodontais doentes (Blonlof
et al. 1988; Stashenko et al. 1991).

As lesdes endoperiodontais, também conhecidas como lesbes endoperio, sé&o
caracterizadas por alteragfes patoldégicas com envolvimento pulpar e periodontal em um mesmo
dente (Solomon et al. 1995; Al-Fouzan, 2014; Gomes et al. 2015; Duque et al. 2019). Sao lesdes
resultantes de produtos inflamatérios encontrados nos tecidos periodontal e pulpar. Diante da
presenca de necrose pulpar € de senso comum que o tratamento endoddntico deve ser realizado
com o objetivo de promover reparo periodontal mesmo nos casos em que a terapia periodontal ja
tenha sido iniciada (Kwon et al. 2013). Por outro lado, o envolvimento endodéntico secundario, ou
seja, com presenca de vitalidade pulpar, o tratamento endodéntico tem sido sugerido e indicado em
casos em que a doencga periodontal ndo responde a terapia (Simring & Goldberg, 1964; Duque et
al. 2019). Nestes casos, a realizacdo de um tratamento endoddntico de alta qualidade, em termos
de instrumentacao, irrigacdo e utilizacdo de medicacao intracanal é essencial para obtencdo de
altas taxas de sucesso do tratamento em geral (Vianna et al. 2007; Gomes et al. 2009b; Gomes et
al. 2012; Marinho et al. 2015; Barbosa-Ribeiro et al. 2016; Duque et al. 2019).

Os microrganismos presentes nos biofilmes gengivais foram classificados em complexos
relacionados em uma sucessao ecoldgica, sendo os complexos azuis, roxos, verdes e amarelos
responsaveis pela colonizacao inicial das superficies do periodonto, seguidas pelos microrganismos

pertencentes ao complexo laranja e, por sua vez, pelo complexo vermelho (Socransky et al., 1998).
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Apesar de existir uma extensa literatura quanto a microbiota associada a lesdes
periodontais, e a lesbes endodonticas separadamente, poucos estudos se dedicaram a investigacéo
da microbiota de les6es combinadas, ou seja, de lesbes endoperiodontais (LEP), particularmente
de dentes com doencga periodontal cronica e envolvimento endoddntico secundario. Dessa forma, o
presente estudo clinico tem por objetivo caracterizar o perfil microbiolégico dos complexos vermelho
e laranja através do Nested PCR de pacientes submetidos a terapia endoddntica com doencga
periodontal crbnica, avaliar os efeitos da terapia endoddntica usando clorexidina gel 2% sobre o
conteudo infeccioso periodontal e endoddntico em dentes que ndo respondem & longos periodos
da terapia periodontal e avaliar a influéncia do contetdo infeccioso e a correlagdo do perfil
microbiol6gico especifico do complexo vermelho e laranja presente nas bolsas periodontais e no 0s

canais radiculares com as caracteristicas clinicas.

METODOLOGIA:
Autorizacdo para a realizagdo da pesquisa

Este estudo esta aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (CAAE
86140218.0.0000.5418).

Critérios de incluséo e excluséo, aspectos clinicos e radiograficos

Os critérios de inclusdo: a) Tratamento e acompanhamento periodontal prévio de no
minimo 6 meses a 1 ano. b) Mesmo apdés esse periodo de terapia periodontal, os dentes (molares,
pré-molares, caninos e incisivos) apresentando pelo menos uma face do dente comprometida com
bolsas periodontais iguais ou maiores que 6 mm. ¢) Dentes que radiograficamente apresentaram
perda Gssea extensa em uma das faces proximais, acompanhado ou ndo de sinais e sintomas
clinicos. d) Dentes que clinicamente, através do teste térmico a frio e do teste elétrico, apresentaram
resposta positiva ao teste de sensibilidade pulpar comparado ao dente contralateral (controle). e)
Dentes que durante a terapia periodontal ndo apresentaram nenhum tipo de resposta positiva a
terapia, e a profundidade das bolsas aumentam gradativamente. f) Pacientes que néo fazem uso
de anti-inflamatérios sistémicos, antibidticos sistémicos e/ou locais ou agentes imunossupressores
nos ultimos 3 meses.

Aspectos clinicos e radiogréaficos: Para cada paciente foram registradas informacoes
como: idade, sexo, histéria médica e dentéria. Foram anotados os aspectos fisicos do canal durante
a coleta da amostra, tais como canal seco, presenca de exsudado, presenca ou néo de caries e
restauracdes. Todas as caracteristicas clinicas e radiogréficas, referentes ao dente investigado,
foram anotadas na ficha clinica de cada paciente.

Coletas de amostras

Foram coletadas amostras iniciais, ap0s o0 preparo quimico-mecéanico e apds a medicacao

intracanal a base de hidréxido de calcio e clorexidina gel 2% de 10 canais radiculares (CR) e bolsas

periodontais (BP) de dentes com lesdo periodontal primaria com envolvimento endodontico
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secundario. As coletas foram realizadas através de cones de papéis absorventes estéreis calibre
FM (Dentsply - Petrépolis, RJ). As metodologias relacionadas as coletas e analises das amostras,
utilizadas neste trabalho, foram baseadas em estudos prévios (Gomes, 1995; Gomes et al. 2015,
Martinho & Gomes 2007, Duque 2019).

Procedimentos Laboratoriais

Identificacdo microbiana pelo método molecular Nested — PCR

As extracOes de DNA dos dentes com polpa vital foram realizadas com o QIA amp DNA kit
(QYAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

O Nested-PCR consiste em duas etapas. As etapas iniciais (FILE 11) do ciclo de PCR
compreenderam uma deshaturacao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturacdo (94°C, 1 min),
anelamento (42°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min); seguidos de uma extensao final (72°C, 10 min).

Produtos da reacdo da PCR foram analisados pelo gel eletroforético de agarose 1%
(Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampéao de Tris-borato EDTA (pH 8,0) (TBE) corado
com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen®, Séao Paulo, SP, Brasil). Foi incluido em cada gel, um
padrdo de peso molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Ap6s o
término de cada corrida (60 volts por 40 min), as bandas foram observadas com transiluminador de
luz ultravioleta. Uma identificag@o positiva ou negativa foi baseada na presenga de bandas limpas
do esperado tamanho da molécula na altura do fragmento.

Verificado o sucesso da reacao universal, uma aliquota do produto desta reacao foi utilizada
para realizacdo de outra reacao PCR, agora usando um primer espécie-especifico juntamente com
o L189R. As espécies investigadas foram: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e
Parvimonas micra.

As etapas finais (FILE 12) do ciclo de PCR compreenderam 27 ciclos de desnaturagao (94°C,
1 min), anelamento (52°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min). Para essa etapa final foram utilizados
0s reagentes nas mesmas concentracdes da primeira reacao FILE 11 e os produtos analisados pelo
gel eletroforético de agarose 1%.

Analise estatistica

Os dados coletados foram introduzidos numa planilha de célculo e estatisticamente

analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Os dados referentes ao

Nested PCR foram avaliados através do teste de Friedman.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As espécies mais prevalentes nas bolsas periodontais (BP) foram E. faecalis, T. forsythia,
P. gingivalis, P. micra, T. denticola e A. naeslundii. Considerando o complexo laranja, nos canais
radiculares (CR) houve prevaléncia de P. micra. P. gingivalis e T. Forsythia pertencentes ao
complexo vermelho prevalecem apenas em bolsas periodontais. Sendo assim, os achados

revelaram que o0s microrganismos do complexo vermelho ndo foram encontrados muito
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frequentemente no canal radicular. Porém, a similaridade microbiana presente nos dois sitios
reforca a teoria de que um pode exercer influéncia sobre a contaminacdo do outro (Gomes et al.,
2015, Gambin et al., 2021).

O presente estudo encontrou uma alta frequéncia de P. micra em doenca periodontal cronica
primaria com envolvimento endodéntico secundario e com presenca de vitalidade pulpar, que
pertence ao complexo laranja. O processo de colonizacdo desses microrganismos em tecido
periodontal estd bem estabelecido. No entanto, o processo de coloniza¢do do tecido pulpar por
esses microrganismos ndo é totalmente elucidado na literatura cientifica (Li et al., 2014, Louzada et
al., 2020). Os tubulos dentinarios tém um didmetro entre 1,7 a 4 um (Carda & Peydro, 2006) e o
forame apical de 240 um (Abarca et al., 2014). O tamanho dos microrganismos também mostra
didmetros variados, sendo P. micra 0,3-0,7 um. Tais condi¢cdes permitem que esses microrganismos
tenham passagem entre os sitios periodontais e endodbnticos (Gambin et al., 2021; Louzada et al.,
2020).

O complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola) esta associado a gravidade
de doencgas periodontais, principalmente periodontite, essa relacdo de sinergismo desses
microrganismos foram observados nas amostras iniciais deste estudo. Porém, o tratamento
endodoéntico completo com PQM e 30 dias de MIC favoreceu a redugdo microbiana do complexo
vermelho e laranja tanto nas BP quanto nos CR. Somente a terapia quimica e mecéanica endodéntica
néo pode eliminar completamente todas as bactérias envolvidas nesse tipo de lesdo. No entanto, a
diminuicdo da quantidade bacteriana e o controle de fatores modificadores através da terapia
endodéntica e manutencado da terapia periodontal apés 3 meses da finalizacdo do primeiro
tratamento podem paralisar a atividade da doenca (Gambin et al.,, 2021; Duque et al., 2019;
Mombelli, 2018).

CONCLUSOES:

Pode-se concluir que lesdes endododnticas-periodontais séo colonizadas por microrganismos
patogénicos e semelhantes entre as BP e CR, com prevaléncia de P. micra do complexo laranja
nos CRs e P. gingivalis e T. Forsythia do complexo vermelho nas BPs. A prevaléncia de
microrganismos especificos nesse tipo de lesdo é importante para entender o perfil microbiolégico
dos pacientes envolvidos e para correlaciona-lo com possiveis condi¢des clinicas e de reparo desta

patologia.
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