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RESUMO

A doenca periodontal de longa durac&o pode provocar alteracdes pulpares. O objetivo
deste presente estudo clinico foi investigar a microbiota e quantificar os niveis de
endotoxinas (LPS) e acido lipoteicdico (LTA) antes (C1l) e apos (C2) o preparo
guimico-mecénico (PQM) e apds o uso de uma medicacao intracanal (MIC) a base de
hidréxido de calcio por 30 dias (C3) nas bolsas periodontais (BP) e canais radiculares
(CR) de dentes com polpa vital associados a doenca periodontal, que néo
responderam a terapia periodontal. Dez dentes com doenca periodontal e resposta
positiva ao teste de sensibilidade pulpar que estavam sob tratamento periodontal por
no minimo 6 meses foram selecionados. Amostras das BP e CR foram coletadas com
cones de papel estéreis/apirogénicos. A microbiota das BP e dos CR foi caracterizada
através das técnicas moleculares — Nested PCR (17 primers) e Checkerboard DNA-
DNA hybridization (CB) (40 sondas bacterianas). A quantificacdo de LPS e de LTA em
ambos os sitios foram realizadas através do método de LAL pyrogent 5000 e ELISA,
respectivamente. Foi detectado DNA bacteriano em todas as amostras das BP e CR
(10/10). Pelo Nested PCR, das 17 bactérias investigadas, todas estavam presentes
nas BP e 11 nos CR. Foi observada alta prevaléncia de E. faecalis e F. nucleatum nas
BP e CR em todas as etapas do tratamento endodéntico. Pelo CB, 39 espécies foram
detectadas em algum momento do tratamento endodéntico nas BP e 25 espécies nos
CR. Nas BP, 12 bactérias apresentaram carga entre 10° e 10° células e F. nucleatum
apresentou carga de aproximadamente 10° células. Nos CR, apenas 2 espécies
apresentaram carga microbiana entre 10° e 10°. Das 14 bactérias comuns a ambos
os meétodos de identificagdo microbiana, O Nested PCR apresentou maior
sensibilidade que o CB (p<0,05). Niveis de LPS foram detectados nas BP e CR. Ap0s
0 PQM houve reducédo de 31,59% nos niveis de LPS nas BP (p<0,05) e apés a MIC
de 73,38% (p<0,05). Nos CR, apdés o PQM, foi observada reducédo 80% (p<0,05) e
apos a MIC de 90% (p<0,05). Foi detectado LTA nas BP e CR. Apés o PQM, houve
reducéo de 34,49% (p<0,05) e de 28,45% apos a MIC (p>0,05) nas BP. Nos CR, apos
0 PQM houve reducao de 11,55% (p<0,05) e apds a MIC de 47,93% (p<0,05). Conclui-
se que a microbiota das BP e CR de dentes com vitalidade pulpar e doenca periodontal
associada é polimicrobiana, com presenca de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, anaerdbias facultativas e anaerébias estritas. O PQM e a MIC promoveram

reducdo do conteudo infeccioso das BP e CR. Os métodos utilizados foram eficazes



para a caracterizagdo da microbiota das BP e CR. O PQM e a MIC foram efetivos na
reducdo dos niveis de LPS nas BP e CR. A MIC foi eficaz na reducéo significativa dos
niveis de LTA nas BP e CR.

Palavras-Chave: Bactérias. Doenca periodontal. Endodontia. Lipopolissacarideos.

Acido lipoteicoico.



ABSTRACT

Long-term periodontal disease can cause pulpal changes. The aim of this clinical study
is to investigate the microbiota and to quantify the levels of endotoxins (LPS) and
lipoteichoic acid (LTA) in root canals (RC) and periodontal pockets (PP) of teeth
submitted to endodontic therapy with chronic periodontal disease with secondary
endodontic involvement that did not respond to the periodontal therapy, before and
after the chemo-mechanical preparation (CMP) and after the use of an intracanal
medication (ICM) for 30 days. Ten teeth with periodontal disease and positive response
to the pulp sensitivity test that were under periodontal treatment for at least 6 months
were selected. Samples from PP and RC were collected by using sterile/apirogenic
paper points. The microbiota of PP and RC was characterized using molecular
methods — Nested PCR and Checkerboard DNA-DNA hybridization. Quantification of
LPS and LTA in both sites were performed using LAL Pyrogent 500 and ELISA,
respectively. Bacterial DNA was detected in all PP and RC samples (10/10). By Nested
PCR, of the 17 bacteria investigated, all were present in the PP and 11 in the RC. A
high prevalence of E. faecalis and F. nucleatum was observed in PP and RC at all
stages of endodontic treatment. By CB, 39 species were detected at some time of the
endodontic treatment in the PP and 25 species in the RC. In PP, 12 bacteria had a
load between 10°and 10° cells and F. nucleatum had a load of approximately 10° cells.
In the RC, only 2 species showed microbial load between 10° and 10°. Of the 14
bacteria common to both microbial identification methods. Nested PCR presented
higher sensitivity than CB (p <0.05). Levels of LPS were detected in PP and RC. After
CMP, there was a reduction of 31.59% in LPS levels in PP (p <0.05) and after ICM in
73.38% (p <0.05). In the RC, after CMP, a bacterial reduction of 80% (p <0.05) and
after ICM of 90% was observed (p <0.05). LTA was detected in PP and RC. After CMP,
there was a reduction of 34.49% (p <0.05) and after ICM of 28.45% ICM (p> 0.05) in
PP. In RC, after CMP, there was a reduction of 11.55% (p <0.05) and after MIC of
47.93% (p <0.05). It was concluded that the microbiota of PP and RC of teeth with vital
pulp associated with periodontal disease is polymicrobial, with presence of Gram-
negatives, Gram-positives, facultative and strict anaerobic bacteria. CMP and ICM
promoted reduction of the infectious content of PP and RC. The methods used were

effective for characterizing the microbiota of PP and RC. CMP and ICM were effective



in reducing LPS levels in PP and RC. ICM was effective in significantly reducing LTA
levels in PP and RC.

Keywords: Bacteria. Periodontal disease. Endodontics. Lipopolysaccharides.

Lipoteichoic acid
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INTRODUCAO

A doenca periodontal é considerada a principal causa de perda dentaria em
adultos, afetando 47% da populacdo norte-americana e brasileira, tendo sido
associada com doengas sistémicas, como doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, resultados adversos da gravidez e osteoporose (Grossi & Genco, 1998;
Pradhan & Goel, 2011; Abariga & Whitcomb, 2016). A doenca periodontal de longa
duracdo pode provocar alteracbes pulpares (Kwon et al., 2013). Por essa razdo a
terapia endodontica tem sido sugerida em casos nos quais a doenca periodontal n&o
responde a terapia (Simring & Goldberg, 1964; Berber, 2009; Duque, 2013; Gomes et
al., 2015; Duque, 2016; Chapola, 2017; Duque et al., 2018). Além disso, o tratamento
endodontico pode favorecer o reparo dos tecidos periodontais doente (Blonléf et al.,
1988; Stashenko et al., 1991; Li et al., 2014).

As lesdes endoperiodontais, também conhecidas como lesdes endoperio,
sdo caracterizadas por alteracdes patoldgicas com envolvimento pulpar e periodontal
em um mesmo dente (Solomon et al., 1995; Al-Fouzan, 2014; Gomes et al., 2015).
Sao lesdes resultantes de produtos inflamatorios encontrados nos tecidos periodontal
e pulpar. Diante da presenca de necrose pulpar € de senso comum que o tratamento
endodontico deve ser realizado com o objetivo de promover reparo periodontal mesmo
Nnos casos em que a terapia periodontal ja tenha sido iniciada (Kwon et al., 2013). Por
outro lado, com o envolvimento endodontico secundario, na presenca de vitalidade
pulpar, o tratamento endoddntico tem sido sugerido e indicado em casos em que a
doenca periodontal ndo responde a terapia (Simring & Goldberg, 1964). Nestes casos,
a realizacdo de um tratamento endodbntico de alta qualidade, em termos de
instrumentacao e irrigacdo é essencial para obtencéo 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). Atualmente, acredita-se que a
utilizacdo de uma medicacdo intracanal possa servir como um reservatorio com
capacidade de atuacdo nas bolsas periodontais, alterando assim o perfil
microbiologico e endotéxico nestes sitios (Duque, 2013; Gomes et al., 2015; Duque,
2016; Chapola, 2017; Duque et al., 2018). Apesar de existir uma extensa literatura
guanto a microbiota associada a lesdes periodontais, e as lesdes endoddnticas

separadamente, até o0 presente momento poucos estudos se dedicaram a
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investigacdo da microbiota de lesbes combinadas, ou seja, de lesdes
endoperiodontais (LEP), particularmente de dentes com doenca periodontal crénica e
envolvimento endodoéntico secundario, com vitalidade pulpar. Desta maneira, é de
grande importancia a realizacdo de um estudo clinico do perfil microbiolégico, de LPS
e LTA nas diferentes etapas do tratamento endoddntico em dentes com vitalidade
pulpar associados a doenca periodontal, com o objetivo de monitorar o efeito do
tratamento endodontico sobre as bactérias e seus produtos de viruléncia, tanto na

bolsa periodontal como no canal radicular.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. Inter-relacdo entre a polpa e o periodonto

A polpa dentaria e o periodonto sdo duas estruturas anatomicamente
distintas, porém funcionalmente inter-relacionadas, visto que ambas apresentam a
mesma origem embrionéria e formag¢ao concomitante (Chilton & Fertig 1972; Gomes
et al., 2009; Chapola, 2017; Duque et al., 2018).

O desenvolvimento dos tecidos pulpares e periodontais inicia-se no comeco
da fase embrionéria, quando as células da crista neural (ou do tubo neural do embri&o)
migram para o primeiro arco branquial (Katchburian & Arana, 2012; Chapola, 2017).
Apbs a formacao da lamina dental, inicia-se uma série de processos, tais como estagio
de botéo, estagio de capuz, estagio de campanula e o desenvolvimento da raiz, que
resultam na formacao do elemento dental e seus tecidos periodontais, incluindo osso
alveolar (Katchburian & Arana, 2012). Durante o estagio de capuz, células
ectomesenquimais condensam-se em relacdo ao epitélio oral, dando origem a papila
dentaria, que futuramente formara a dentina e a polpa, e o foliculo dentério, que origina
os tecidos periodontais de suporte (Katchburian & Arana, 2012; Duque et al., 2018).
A papila dentaria é circundada pela bainha epitelial de Hertwig que cresce em direcéo
basal entre o foliculo dentario e a papila dentéria, mantendo uma abertura em sua
base, conhecida como forame apical primario (Katchburian & Arana, 2012). A
confluéncia continua desses tecidos na regido apical permanece ap0s o completo
desenvolvimento dental. Sendo assim, é natural que, estruturalmente, o tecido pulpar
proximo ao apice se assemelhe mais ao tecido do ligamento periodontal naquela area,
do que propriamente ao tecido conjuntivo pulpar (Stallard, 1972; Osborn & Ten Cate,
1988). No processo de formacdo da regido radicular, a projecdo apical da bainha
epitelial de Hertwig pode ser interrompida por vasos sanguineos ou nervos passando
através dos tecidos mesodérmicos. A inducdo do desenvolvimento odontoblastico e
subsequente deposi¢do dentinaria e cementaria nas regides com auséncia do tecido
indutor, a bainha epitelial radicular, ocorre a penetracdo de vasos sanguineos ou
nervos. Portanto, um vaso sanguineo, nervo, ou outro tecido passando através da
bainha radicular resulta no desenvolvimento de um canal através do cemento e da

dentina, promovendo uma comunicacéo direta entre o ligamento periodontal e polpa.
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O suprimento sanguineo do aparato de insercéo periodontal ganha acesso ao tecido
pulpar através de algumas comunicacdes: canais acessorios, canais laterais, canais
da furca, e uma variedade de foraminas apicais (Chacker, 1974; Ten Cate, 1994,
Walton & Torabinejad, 1997; Aguiar, 1999, Berber, 2009; Duque, 2013; Gomes et al.,
2015; Duque, 2016; Rotstein et al., 2017; Chapola, 2017; Duque et al., 2018). Seltzer
et al. (1963) também destacaram que a medida que o germe dentario se desenvolve,
estabelecem-se vias anatbmicas que comunicam o endodonto e o periodonto, tais
como o forame apical (principal delas), os canais laterais e acessorios e éareas

permeaveis da dentina e do cemento radicular.

Na presenca de alteracfes inflamatérias no tecido pulpar ou periodontal,
um pode afetar o outro, pois essas possiveis vias de comunicacdo fazem com que o
transito de micro-organismos e seus subprodutos seja facilitado, podendo funcionar
como caminhos para a reciprocidade inflamatéria e infecciosa entre essas duas
estruturas (Kobayashi et al., 1990; Chen et al., 1997; Leonardo & Leal, 1998; Berber,
2009; Duque, 2013; Li et al., 2014; Gomes et al., 2015; Duque, 2016; Chapola, 2017;
Duque et al., 2018).

2.2. Vias de comunicacdes fisioldgicas

As principais vias de comunicacdo entre a polpa e o periodonto sdo 0s
tubulos dentinarios, canais laterais, secundarios e acessérios e o forame apical
(Chilton & Fertig 1972; Christie & Holthuis, 1990; Jansson et al., 1993; Chen et al.,
1997; Rotstein & Simon, 2004; Gomes et al., 2006a; Gomes et al., 2009, Duque, 2013;
Gomes et al., 2015; Duque, 2016; Duque et al., 2018). A literatura aponta que a
doenca pulpar pode iniciar e/ou manter uma doenca periodontal através dessas vias
de comunicacéao (Chilton & Fertig 1972; Christie & Holthuis, 1990; Jansson et al., 1993;
Chen et al., 1997; Rotstein & Simon, 2004; Gomes et al., 2006a; Gomes et al., 2009;
Berber, 2009; Duque 2013; Gomes et al., 2015; Duque, 2016; Chapola, 2017; Duque
et al., 2018). No entanto, a situacao contraria ainda gera questionamentos, pois pouco
se sabe sobre o real efeito da progressao da doenca periodontal na polpa (Mazur &
Massler, 1964; Bender & Seltzer, 1972; Langeland et al., 1974; Bergenholtz & Lindhe,
1978; Solomon et al., 1995; Walton & Torabinejad, 1997; Paul & Hutter, 1997;
Bergenholtz & Hasselgren, 1999; Petka, 2000; Wang & Glickman, 2002; Rotstein &



35

Simon, 2006; Cardon et al., 2007; Berber, 2009; Duque, 2013, 2016; Chapola, 2017).
2.2.1. Tubulos dentinarios

Os tubulos dentinarios tém sido sugeridos como um caminho comum entre
o periodonto e o tecido pulpar, pois 0s mesmos contém extensdes citoplasméticas ou
processos odontoblasticos que se estendem dos odontoblastos na interface polpa-
dentina a juncdo dentina-esmalte ou juncdo cemento-dentinaria (Gutmann, 1978;
Whyman, 1988; Cohen & Hargreaves, 2017). Tem sido relatado que a camara pulpar
pode se comunicar com a superficie externa radicular através dos tubulos dentinarios,
especialmente quando o cemento estd exposto (Gutmann, 1978; Whyman, 1988;
Cohen & Hargreaves, 2017).

Tubulos dentinarios expostos em areas desprovidas de cemento podem
servir como vias de comunicagcdo entre a polpa dental e o ligamento periodontal
(Lopes & Siqueira, 2015). A exposicao dos tubulos dentinarios pode ocorrer em virtude
de defeitos do desenvolvimento, doenga ou procedimentos periodontais ou cirdrgicos,
como por exemplo procedimento de raspagem e alisamento radicular (Cohen &
Hargreaves, 2017), favorecendo a invasao de substancias nocivas externas, como por
exemplo, bactérias e seus subprodutos, podendo causar efeitos sobre o tecido pulpar
(Berber, 2009; Duque, 2013; Gomes et al., 2015; Duque, 2016; Chapola, 2017; Dugue
et al., 2018). Isso ocorre devido a sua estrutura tubular, através da qual irritantes

podem se difundir e afetar estruturas pulpares e periodontais.

Alyahya et al. (2017) realizaram um estudo que avaliou o efeito da auséncia
de cemento na penetracdo bacteriana. Foram avaliados 107 dentes unirradiculares
com apices fechados divididos em 2 grupos, cementro presente e cemento removido.
Cada grupo foi dividido aleatoriamente em 2 subgrupos, sendo eles com 2 e 4
semanas de infeccdo. Os resultados suportam a hipotese de que a auséncia de
cemento facilita a penetracdo bacteriana nos tubulos dentinarios e também sugerem
gue o processo de infec¢ao da dentina radicular é tempo-dependente evidenciando a
necessidade e importancia da realizacdo do tratamento precoce dos dentes
infectados, especialmente em situagcdes em que se suspeita de descontinuidade do

cemento.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0099239917302583?via%3Dihub#!
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Bozbay et al. (2018) investigaram os efeitos de trés métodos distintos de
tratamento periodontal em comparacdo com a instrumentacdo manual no cemento
residual de dentes com doenca periodontal, sendo que o método ideal para a terapia
periodontal deve envolver a remocao de biofilme, calculo e endotoxina, preservando
0 cemento radicular. Avaliando 48 dentes unirradiculares de pacientes diagnosticados
com periodontite crdnica severa, os dentes foram instrumentados subgengivalmente
por curetas manuais, insertos ultrassénicos piezoelétricos, insertos ultrassénicos
piezoelétricos apds polimento com ar ou apenas polimento com ar. Apds a extracao
dos dentes, os locais instrumentados e n&o instrumentados foram analisados com um
microscopio de dissecacdo e através da microscopia eletrénica de varredura para
medir a quantidade e observar as caracteristicas superficiais do cemento residual.
Concluiram que, o polimento com ar foi melhor que ultrassom na preservacao do

cemento, enquanto que as curetas foi 0 método que mais removeu cemento.

D

E importante ressaltar que a permeabilidade da dentina radicular néo
uniforme. As regifes cervical e média apresentam permeabilidades superiores a
dentina apical, visto que os tubulos sdo mais calibrosos e numerosos (Berber, 2009,
Duque, 2013, 2016; Chapola, 2017). Segundo Nakabayashi & Pashley (1998) a
permeabilidade dentinaria é a facilidade em que uma substancia tem em se difundir
através de uma barreira, ou seja, um substrato. Os autores ainda relatam que a

permeabilidade dentinaria pode ser tanto intra-tubular quanto inter-tubular.

O diametro dos tubulos diminui com a idade ou em resposta a um estimulo
cronico de baixa intensidade que causa aposi¢cao de dentina peritubular altamente
mineralizada (Mjor & Nordahl, 1996; Komabayashi et al., 2008). O namero de tubulos
dentinarios varia de aproximadamente 8.000 na JCD a 57.000 por milimetro quadrado
na porcao terminal da polpa (Mjor & Nordahl, 1996; Komabayashi et al., 2008). Na
area cervical da raiz, existem cerca de 15.000 tubulos dentinarios/mm2 (Mjor &
Nordahl, 1996; Komabayashi et al., 2008).

Quando o cemento e o0 esmalte ndo se encontram na jungdo cemento-
esmalte (JCE), esses tubulos ficam expostos, criando, assim, vias de comunicacao
entre a polpa e o ligamento periodontal (Lopes & Siqueira 2015). Sdo exemplo desse

fendmeno, pacientes que apresentam hipersensibilidade dentinaria cervical (Lopes &
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Siqueira 2015). Fluidos contaminados e agentes irritantes podem escoar por meio dos
tubulos dentinarios patentes e, na auséncia de um esmalte intacto ou de um
revestimento cementario, a polpa pode ser considerada exposta ao meio oral atraves
do sulco gengival ou bolsa periodontal (Lopes & Siqueira 2015). Estudos
experimentais demonstram que o material solivel da placa bacteriana aplicado sobre
a dentina exposta pode causar inflamacédo pulpar, indicando que os tubulos
dentinarios podem proporcionar acesso imediato entre o periodonto e a polpa
(Bergenholtz & Lindhe, 1978). Muller & Van (1984) e Schroeder & Scherle (1988)
investigaram por microscopia eletrénica de varredura que a exposicdo dentinaria na
JCE ocorreu em cerca de 18% dos dentes em geral e em 25% dos dentes anteriores
em particular, sendo que o mesmo dente pode apresentar diferentes caracteristicas
na JCE mostrando exposi¢cdo dentinaria em uma superficie enquanto as outras
superficies estdo recobertas por cemento. Essa érea se torna importante na avaliacao
da progressao dos patdégenos endododnticos, bem como no resultado da raspagem
radicular e no planejamento da integridade cementaria, trauma e alteracao patolégica
induzida por clareamento (Rotstein et al., 1991a; Rotstein et al., 1991b; Ehnevid et al.,
1995, Berber, 2009; Duque, 2013, 2016).

2.2.2. Canais laterais, secundéarios e acessoérios

Os canais laterais e acessorios, principalmente na area apical e na furca
dos molares, também conectam a polpa dentaria com o ligamento periodontal e
caracteristicamente contém tecido conjuntivo e vasos que conectam o sistema
circulatério da polpa com o do periodonto (Berber, 2009; Duque, 2013, 2016; Chapola,
2017).

Rubach et al. (1965) avaliaram 74 dentes e este estudo revelou que 45%
dos canais acessorios estao presentes principalmente na regido apical. Entre eles, a
conexdo dos canais acessorios com as bolsas periodontais foi microscopicamente
demonstrada em cinco dos espécimes. Concluiram que a doenca periodontal pode

contribuir para mudancas indesejaveis do tecido pulpar.

Kirkham (1975) estudando 100 dentes humanos com doenca periodontal

extensa, investigou a localizacdo e a frequéncia de canais acessorios e encontrou
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canais laterais em 23% dos dentes examinados. Destes, em apenas 2% observou-se

ramificacdes associadas a bolsa periodontal presente.

De Deus (1992) relatou, através da técnica de diafanizacao, utilizando 1140
dentes humanos adultos extraidos, que 17% dos dentes apresentavam mdultiplos
sistemas de canais no ter¢o apical da raiz, cerca de 9% no tergco médio e menos de
2% no terco coronario. Na regido de bi e trifurcacdo dos molares e pré-molares
estudados, 2,3% apresentavam-se com canais laterais que emanavam do canal
principal. O autor ainda cita como comunicac¢des diretas entre a cavidade pulpar e o
ligamento periodontal as ramificagdes da cavidade pulpar (forame apical, foraminas,
deltas apicais e os canais acessorio, secundario, lateral e cavo inter-radicular), os
tubulos dentinarios em situacdes especiais e, eventualmente, as reabsorcbes de
origem endodontica, as perfuragdes dos canais radiculares, as fraturas radiculares

totais ou parciais e os defeitos anatdomicos (fissuras) das coroas de alguns dentes.

Ruccuci & Siqueira (2010), analisaram o estado histopatolégico e
histobacterioldgico dos tecidos presentes em canais laterais e ramificacfes apicais,
em diversas condi¢des clinicas, bem como em resposta ao tratamento endodontico.
Os resultados mostraram que em relacdo aos dentes tratados, observaram que o
tecido no interior das ramificagcbes permanece relativamente pouco afetado por
instrumentos e irrigantes apds o preparo quimico-mecanico, independentemente das
condicBes pulpares iniciais. Materiais obturadores que foram forcados em canais
laterais, em casos de polpa vital, apresentaram danos aos tecidos e inflamacéo.
Mesmo que, radiograficamente o material obturador aparega nos canais laterais e
ramificacdes apicais, isso nao indica que a ramificacao foi selada ou desinfectada.
Concluiram que como bactérias localizadas em grandes ramificacdes podem causar
ou manter uma doenca, outras estratégias devem ser avaliadas com o objetivo de
desinfectar essas regides e melhorar o progndstico do tratamento. Assim, canais
laterais e ramificagdes apicais compreendem possiveis caminhos, através dos quais
micro-organismos e/ou seus produtos podem transitar do canal radicular para bolsas
periodontais e vice-versa. Eles sao, indiscutivelmente, de dificil acesso, limpeza e

desinfeccdo durante o tratamento endodontico.

Sob condi¢des clinicas rotineiras, sdo poucos 0s casos em que € possivel
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a identificacdo de canais laterais, secundarios e acessorios, com base na
interpretacdo de radiografias (Chapola, 2017). Entretanto, alguns cuidados clinicos
podem ser Uteis para sua identificacdo, como: presenca de uma imagem radiogréafica
de uma lesdo periapical lateral associada a uma polpa necrética, identificacao
radiogréafica de uma imagem na superficie lateral radicular, sugerindo a presenca de
um orificio e imagem de extravasamento de material obturador para o interior das
ramificacdes (Walton & Torabinejad, 1997; Chapola, 2017).

O canal cavo inter-radicular € encontrado no assoalho da camara pulpar,
saindo desta e percorrendo a dentina interradicular, até alcancar o ligamento
periodontal, em nivel de furca, podendo servir como uma avenida de contaminacao
entre polpa e periodonto (Cesconetto et al., 2016; Chapola, 2017). Dessa forma, a
existéncia do canal-cavo inter-radicular justificaria manifestacdes clinico-patoldgicas,
como rarefagcBes Osseas, envolvendo estruturas periodontais na regido de furca de

dentes multirradiculares (Seltzer et al., 1967).

Cesconetto et al. (2016) avaliaram a presenca do canal cavo inter-radicular
em cinco primeiros molares superiores, dez segundos molares superiores, dez
primeiros molares inferiores e dez segundos molares inferiores, utilizando-se a
microscopia eletrénica de varredura. Foi observada a presencga de forames em 30%
dos assoalhos e 50% das furcas dos primeiros molares inferiores, e 40% e 60% no
assoalho e na furca dos segundos molares inferiores, respectivamente. A anatomia
da cavidade pulpar dos molares é muito complexa, portanto é de fundamental
importancia, para o profissional de Odontologia, ter ciéncia de todas as suas
variacoes, pois esses canais podem servir como vias de acesso de micro-organismos
elou suas toxinas. A presenca dessa comunicacdo com o periodonto parece nao
influenciar na saude periodontal quando a polpa esta vital; contudo, quando
necrosada, pode desencadear, nos moldes do que ocorre na regido apical, uma
reacdo inflamatoria, originando uma lesdo periodontal ou, por outro lado, as
intervencdes periodontais podem também provocar aumento do nimero de canais
expostos na regido, tornando-os uma via de contaminacao da polpa com um elevado

grau de importancia.
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2.2.3. Forame apical

O forame apical é a principal via de comunicacdo entre a polpa e o
periodonto. Produtos microbianos e inflamatérios podem infiltrar-se em direcdo ao
forame apical, resultando em uma lesao perirradicular (Berber, 2009; Gomes et al.,
2015; Chapola, 2017). A inflamacé&o ou a necrose pulpar se estendem para os tecidos
perirradiculares causando uma resposta inflamatoéria local geralmente associada a

reabsorcao 0ssea e radicular (Berber, 2009; Chapola, 2017).

O forame apical também €& uma potencial porta de entrada de produtos
inflamatorios de bolsas periodontais profundas para a polpa. Gadé-Neto (2000)
concluiu que a polpa mantém boa capacidade de defesa contra os elementos
agressores da doenca periodontal, desde que o suprimento sanguineo apical se
mantenha intacto. Uma vez que se tenha uma doenca periodontal instalada, as
bactérias e seus subprodutos presentes em bolsas profundas também podem atingir
o forame apical causando rompimento do feixe vasculho-nervoso e necrose pulpar. O
tratamento endodontico visa eliminar os fatores etiolégicos intrarradiculares levando,

assim, ao reparo dos tecidos perirradiculares afetados (Lopes & Siqueira, 2015).
2.2.4. Sulco palato-gengival

E uma anomalia de desenvolvimento encontrada nos incisivos superiores,
dos quais os incisivos laterais sdao mais frequentemente afetados que 0s centrais
(4,4% versus 0,28%, respectivamente) (Cohen & Hargreaves, 2017). Sua etiologia é
decorrente da invaginacdo do 6rgao do esmalte e da bainha epitelial de Hertwig
(Cohen & Hargreaves, 2017). Esse sulco normalmente comeca na fossa central,
atravessa o cingulo e se estende apicalmente com distancias variaveis (Rotstein &
Simon, 2004).

Neves et al. (2015) verificaram que dos 1.668 incisivos analisados, 27
(1,61%) tinha o sulco palato-gengival, que pode ser localizado no centro da superficie
da raiz palatina ou ligeiramente deslocado para uma das superficies proximais da raiz.
Assim, 1.641 (98,39%) dentes apresentaram completa auséncia de sulco palato-
gengival. Na presenca do mesmo a insercéo epitelial pode ser rompida, favorecendo

0 acumulo de biofilme, formando uma bolsa periodontal ao longo de toda sua
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extensdo, podendo levar a uma complicacdo periodontal intratavel e provocar danos

ao tecido pulpar.
2.3. Vias de comunicacdes nao-fisiologicas

E importante destacar que existem outras condi¢bes de inter-relagdo entre
polpa e periodonto, denominadas “n&o fisiologicas”. Perfuragdes radiculares criam
uma comunicacao entre o sistema de canais e o ligamento periodontal (Fonseca et
al., 2018). Isso pode ocorrer como resultado de iatrogenias, reabsorcdes externas
e/ou internas ou céries invadindo o assoalho de camaras pulpares (Fonseca et al.,
2018). Quanto mais proxima a perfuracdo esta do sulco gengival ou bolsa periodontal,
particularmente no terco cervical da raiz ou regido de furca, maior € a probabilidade

de um problema periodontal (Meng, 1999).

As fraturas verticais ocorrem ocasionalmente e podem ser vistas
radiograficamente como um efeito de halo em volta do dente afetado (Rotstein &
Simon, 2004, Meng,1999). O local da fratura proporciona uma porta de entrada para
bactérias e suas toxinas, fungos e virus, além de corpos estranhos, colesterol,
corpusculo de Russel, corpusculos hialinos de Rushton e cristais de Charcot-Leyden
do sistema de canais radiculares para o ligamento periodontal que o circunda (Rotstein
& Simon, 2004, Meng,1999).

Andreasen et al. (2002) afirmaram que as fraturas e rachaduras verticais
da raiz podem servir como potentes vias de contaminacdo do periodonto para o
espaco pulpar, pois se o tecido periodontal tiver uma inflamacao prévia, esse processo

inflamatério podera de disseminar até a polpa e resultar em necrose.

As reabsorcOes podem ocorrer tanto no espaco pulpar quanto no
periodonto e se localizar tanto no interior do espaco do canal radicular (reabsor¢céo
interna) quanto na superficie externa da raiz (reabsorcéo externa) (Delzangles, 1988).
Na polpa, este processo esta associado a uma resposta inflamatéria que progride até
gue a polpa se torne necrosada. Geralmente, também acompanhado por uma
inflamacdo perirradicular. Praticamente, quase todos os dentes com leséo
perirradicular exibirdo certo grau de reabsorcéo radicular (Delzangles, 1988; Duque,
2013, 2016).
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Quando confinada apenas ao espaco dos canais radiculares, as
implicacdes sobre o ligamento periodontal sdo minimas. Entretanto, uma vez que o
defeito de reabsorcéo perfure as paredes da dentina, complicacdes periodontais

aparecerao (Lopes & Siqueira, 2015).
2.4. Efeitos da doenca periodontal sobre a polpa

Evidéncias mostram que a doenca periodontal crénica é potencial
causadora das alteracdes patologicas na polpa (Langeland et al., 1974), entretanto,
para que ocorra o comprometimento pulpar, € necessario que a contaminacao
microbiana alcance a regido do forame apical (Rotstein & Simon, 2006). Rubach et al.
(1965) demonstraram que a pulpite e a necrose pulpar podem ocorrer como resultado
de uma inflamacéo periodontal envolvendo os canais apicais e acessorios. Além disso,
0s produtos e as toxinas bacterianas também podem ter acesso a polpa através dos
tubulos dentinérios expostos (Duque, 2013, 2016; Chapola, 2017; Duque et al., 2018).

Lindhe, em 1999, também afirmou que os infiltrados bacterianos
periodontais podem atingir a polpa, quando h& exposicdo de canais acessorios,
inclusive os situados na regidao de furca em dentes molares. Adriaens et al. (1988),
demonstraram que as bactérias, provenientes das bolsas periodontais, tém a
capacidade de atingir os canais radiculares em direcdo a polpa, sugerindo que 0s
tubulos dentinérios representem potentes reservatorios para esses micro-organismos.
Devido a esse fato, € possivel que ocorra, até mesmo, uma recolonizacdo da

superficie radicular tratada.

O biofilme polimicrobiano € o principal fator etiolégico das periodontites
cronicas, formados por complexas comunidades microbianas (Chapola, 2017).
Acredita-se que a doenca seja iniciada apos mudancas na microbiota que compde
esse biofilme subgengival (Chapola, 2017). A ades&o entre as espécies de micro-
organismos que compde esse biofilme envolve moléculas associadas a superficie
bacteriana, e as interacdes entre as espécies bacterianas s&o essenciais no
desenvolvimento espacial de um biofilme polimicrobiano (Chapola, 2017). Além disso,
essas interacoes intensificam a progressao da doenca periodontal (Ng et al., 2016).

Complexos microbianos que colonizam a area subgengival, como biofilme, podem
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promover uma variedade de interrelacées com o hospedeiro, indo desde a prevencgao
até a causa da doenca. As bactérias do Complexo Vermelho (Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia) s&o frequentemente
encontradas em bolsas periodontais profundas (Suzuki et al., 2013; Gomes et al.,
2015), sendo essas espécies ainda mais virulentas quando em interagdo sinérgica
entre si (Ng et al., 2016).

Foi relatado que a placa subgengival contém aproximadamente 350
espécies bacterianas cultivAveis sendo que por volta de 100 delas podem ser
encontradas em amostras de um unico individuo (Consensus report, 1996; Berber,
20009).

A literatura a respeito da influéncia da doenca periodontal sobre o tecido
pulpar ainda é controversa, embora a transmisséo de doenca da polpa para os tecidos
periodontais seja possivel, através da vias de comunicacdo, e bem comprovada
(Bergenholtz & Lindhe, 1978; Walton & Torabinejad, 1997; Harrington et al., 2002;
Aqgrabawi & Jarbawi, 2004; Carrote, 2004; Toledo & Rosetti, 2005; Berber, 2009;
Duque, 2013, 2016; Chapola, 2017).

Varios estudos propdem que o efeito da doenca periodontal na polpa é
degenerativo por natureza, causando alteracbes como calcificacdes, fibroses,
reabsorcédo do colageno, hiperemia pulpar, reacéo inflamatéria crénica ou até mesmo
necrose sao possiveis efeitos diretos da doenca periodontal no tecido pulpar (Mandi,
1972; Pierce, 1998; Aguiar et al. 2002; Martin, 2003; Abbot & Salgado, 2009; Berber,
2009; Chapola, 2017). A polpa parece nédo ser severamente afetada pela doenca
periodontal até que o defeito exponha um canal lateral ou acessério ao meio bucal
(Chapola, 2017). Nesse estagio, os patdgenos da cavidade bucal, que penetram na
polpa por meio do canal acessoério, podem causar uma reacao inflamatoria, seguida
pela necrose pulpar (Chapola, 2017). Entretanto, se a microvascularizagéo do forame
apical permanecer intacta, a polpa pode responder positivamente aos testes de
sensibilidade (Seltzer et al., 1963; Bender & Seltzer, 1972; Czarnecki & Schilder, 1979;
Torabinejad & Kiger, 1985; Adriaens et al., 1988).

Os mediadores inflamatérios presentes na placa e no calculo subgengival
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sao liberados como resposta a estimulos nocivos da microbiota que compde esse
biofilme, podendo causar a destruicdo de todo aparato de insercdo do dente, dentre
as quais: alteracdes na superficie radicular, pela perda da camada externa de
cementoblastos e reabsorcdo cementaria. Além disso, as endotoxinas (LPS),
presentes na membrana externa das bactérias Gram-negativas, também tem um
efeito irritativo nos tecidos periodontais, comprometendo seu reparo (Chapola, 2017).
A presenca de uma superficie cementaria sem alteracfes é extremamente importante
para proteger a polpa dos agentes patogénicos, oriundos do biofilme subgengival.
Uma vez que a continuidade dessa camada de cemento é rompida, através mesmo
de procedimentos da terapia periodontal, como a raspagem e alisamento radicular,
havera a exposicéo de tubulos dentinarios. Isso pode aumentar a probabilidade de
danos cumulativos a polpa (Bergenholtz & Lindhe, 1978; Adriaens et al., 1988;
Chapola, 2017).

Embora a polpa seja relativamente isolada do resto do complexo dento-
alveolar por uma barreira de cemento, ela pode se comunicar com o ligamento atravées
das vias de comunicagdo onde o cemento se encontra danificado (Duque, 2013,
2016). Pierce, em 1998, avaliou a resposta pulpar frente a véarios estimulos. Ele
concluiu que a reacao pulpar pode variar dependendo da duracdo do agente causador
e do tipo de injuria. Nenhuma correlacdo foi feita entre as injlrias e a vitalidade da
polpa. Mas o autor observou a importancia da injaria anterior com a capacidade da
polpa em responder a uma injdria futura. A polpa modificada geralmente tera uma
resposta comprometida para outras injarias, devido a presenca de fibrose,
celularidade reduzida, vascularizagdo, suprimento nervoso e calcificagdo distrofica,
dessa forma, essas polpas clinicamente ainda sao vitais, mas sdo menos capazes de

responder diante de novos processos inflamatérios (Duque, 2013, 2016).

Duque et al. (2018) relataram que em casos com lesdo periodontal primaria
e envolvimento endodbntico secundario, que nao respondem a terapia periodontal,
observa-se um tecido pulpar com aspecto degenerativo e sangramento anormal
durante o acesso coronal. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse tecido foi
exposto a um estimulo em baixa intensidade, o que causou lentiddo e reacao
degenerativa crénica assintomatica. No mesmo estudo detectou-se micro-organismos

nos canais radiculares mesmo na presenca de resposta positiva ao teste de
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sensibilidade pulpar, fato que confirma que a alteracdo pulpar pode ocorrer como
efeito da terapia periodontal, através da remocéo de cemento e exposicao das vias de

comunicacao entre o periodonto e a polpa.
2.5. Classificacao das lesGes endoperiodontais

As lesdes endoperiodontais, também conhecidas como lesdes endoperio,
sao caracterizadas por alteracdes patolégicas com envolvimento pulpar e periodontal
em um mesmo dente (Al-Fouzan, 2014; Solomon et al., 1995; Gomes et al., 2015). No
entanto, este termo néo distingue a fonte priméria da lesédo, que pode ser iniciada na

polpa ou no periodonto.

Ha um consenso geral de que a grande maioria das lesdes pulpares e
periodontais é resultado de infeccéo bacteriana. Sugere-se que uma doenca pode ser
o resultado, ou a causa da outra; ou até mesmo, originada de dois processos
diferentes e independentes, associados ao seu desenvolvimento (Czarnecki &
Schilder, 1979; Chapola, 2017).

Existem diferentes classificacbes para as lesdes endodonticas-
periodontais, dentre as quais se destaca a classificacdo de Simon e colaboradores,
proposta em 1972. Essa classificacdo é fundamentada em como essas lesdes séo
formadas, ou seja, de acordo com a causa priméria da doenca. Portanto, baseando-
se na etiologia, diagndéstico, prognaostico e tratamento, a classificacdo de Simon et al.,

1972 separa as lesGes nos seguintes grupos:
1) Lesbes endodbnticas primarias:

Nesse tipo de lesdo a necrose pulpar drena através do ligamento
periodontal, na regido do sulco gengival. Pode drenar, também, através do forame
apical, canais laterais e acessorios, na regido de furca. A bolsa periodontal que se
forma é estreita e tem pouca, ou nenhuma relacdo com fatores locais, ou seja, com
formacéo de biofilme subgengival. Radiografias com cones de guta percha séo as
ideais para detectar a origem da lesdo. O tratamento endoddntico é o de escolha,
levando a resolucdo completa e rapida da leséo periapical. Sendo assim, estas lesbes

possuem um excelente progndstico.
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2) Lesdes periodontais primarias:

As lesdes periodontais sdo causadas, primariamente, por patdogenos
periodontais. Nesse processo, a inflamacao periodontal marginal crénica progride
apicalmente ao longo da superficie radicular. O acumulo de placa é frequentemente
observado, e as bolsas sdo mais amplas. Lesdes 6sseas com perda 6ssea angular
sdo comumente encontradas e estendem-se da regido cervical até o apice. As lesdes
podem néo ser limitadas apenas a um dente e frequentemente envolvem os dentes
adjacentes. Ao contrério das lesbes endoddnticas primarias, a auséncia de crista
Ossea vestibular, lingual, ou ambas pode mostrar claramente a raiz e o canal ao nivel
da perda 6ssea. O clinico também deve estar atento ao aspecto radiografico da
doenca periodontal associada a presenca das anomalias radiculares de
desenvolvimento. Na maioria dos casos, 0s testes de sensibilidade indicam
clinicamente uma resposta pulpar normal. Esse € um teste importante para fazer
distincdo entre as condicfes da doenca endoddntica primaria e da lesdo periodontal
primaria. A sondagem periodontal vai revelar bolsas mais amplas, que ndo se
estendem necessariamente até o apice. O prognostico depende do estagio da doenca
periodontal e da eficacia do tratamento periodontal.

3) Lesdes endodbnticas primarias com envolvimento periodontal secundario:

Se uma doencga endoddntica primaria, com a presenca de pus, permanecer
sem tratamento por determinado periodo de tempo, pode ser tornar responsavel,
secundariamente, pelo rompimento do periodonto marginal. A placa € encontrada na
margem gengival de uma fistula isolada, que leva a inflamacéo periodontal marginal.
Quando a placa ou calculo estédo presentes, o tratamento e progndstico sdo diferentes
daqueles do dente afetado apenas pela doenca endodoéntica primaria. Os dentes
adjacentes ndo sao necessariamente acometidos. Um espessamento evidente do
espaco do ligamento periodontal do dente afetado pode ser observado, da regiao
apical a cervical. Os testes de sensibilidade normalmente revelam resposta negativa.
Uma bolsa isolada, porém, ampla, € normalmente encontrada, estendendo-se até o
apice. O dente afetado necessita tanto de tratamento endoddntico, quanto periodontal.
Se o tratamento endododntico for adequado, o progndstico depende da gravidade da

lesdo marginal periodontal e da eficacia do tratamento. Com o tratamento endoddntico
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isolado, apenas a parte da lesdo que é de etiologia endodéntica ir4 cicatrizar até o
nivel da lesédo periodontal secundaria. Um quadro similar pode ocorrer também como
resultado de uma perfuragéo radicular, durante o tratamento endodoéntico, ou por pinos
e ndcleos intrarradiculares mal posicionados, durante a restauracdo da coroa.
Algumas vezes os sintomas podem ser agudos, incluindo formacéo de abscessos
periodontais associados a dor, edema, exsudato purulento, formacdo de bolsas
periodontais e mobilidade dentaria. Pode ocorrer também uma resposta crénica sem
a presenca de dor, envolvendo o aparecimento rapido de uma bolsa periodontal,
apresentando sangramento a sondagem ou exsudato purulento. As fraturas
radiculares também podem simular o aspecto da lesdo endoddntica primaria com
envolvimento periodontal secundario. Isso ocorre, principalmente, em dentes tratados
endodonticamente com nucleos intrarradiculares e coroas protéticas. Os sinais podem
variar desde a presenca de uma bolsa periodontal localizada até a formacdo de

abscessos periodontais mais agudos.
4) Lesdes periodontais primarias com envolvimento endodéntico secundario:

A progressdo de uma bolsa periodontal pode continuar até os tecidos
apicais serem envolvidos. Nesse caso, a polpa pode se tornar necrética, como
resultado da infecgéo pela penetracéo bacteriana via canais laterais ou forame apical.
As bactérias, oriundas da bolsa periodontal, podem ser a fonte da infeccdo do canal.
Uma forte correlacdo entre a presenca de micro-organismos nos canais radiculares e
sua presenca em bolsas periodontais, em sitios com periodontite avancada, tem sido
demonstrada, indicando que patégenos similares podem estar envolvidos em ambas
as doencas. Enquanto o suprimento neurovascular da polpa permanecer intacto, as
perspectivas de sobrevida sdo boas. Se esse suprimento for perdido pela doenca
periodontal, a necrose provavelmente ira ocorrer. As lesbes 0sseas, associadas a
perda 6ssea angular, sdo geralmente encontradas e estendem-se da regido cervical
até o apice. A periodontite generalizada ou o envolvimento periodontal dos dentes
adjacentes é comum. Sintomas associados a dor, oriunda de uma polpa inflamada,
S80 comuns nos estagios iniciais da doenca. Com a evolucéo da doenca, € esperado
gue a polpa perca sua vitalidade. As complicacfes do tratamento podem levar também
ao envolvimento endoddntico secundario. Canais laterais e tubulos dentinarios podem

estar abertos ao ambiente bucal devido a curetagem, raspagem, ou procedimentos
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cirargicos peridontais. E possivel que um vaso sanguineo do canal lateral seja
lesionado, durante os procedimentos periodontais, e que facilite a entrada de micro-
organismos para o interior do canal radicular, resultando, assim, em inflamagéo e
necrose pulpar. Os testes de sensibilidade vao revelar uma resposta anormal ou
completamente ausente. A sondagem mostra uma bolsa profunda que se estende
apicalmente, ndo se estendendo necessariamente até o apice. Em dentes
unirradiculares o progndstico geralmente é sombrio. Nos molares, o progndéstico pode
ser melhor, desde que todas as raizes ndo sofram a mesma perda de tecidos de
suporte. Em tais casos, a ressec¢ao radicular pode ser considerada como uma

alternativa de tratamento.
5) Lesdes endoperiodontais combinadas verdadeiras:

Ocorrem em dentes acometidos por uma patologia endoddntica, que
progride coronariamente e que possuem uma bolsa periodontal infectada, que
progride apicalmente. O grau da perda de suporte nesse tipo de leséo é alto. Areas
de radiolucidez déssea extensa, de origem endodéntica e periodontal, podem ser
encontradas associadas ao dente afetado. Isso se deve a natureza de longa duragéao
dessa condicdo. Dependendo do estdgio da doenca, a lesdo pode ou ndo se
comunicar. A apresentacdo radiogréfica pode ser semelhante & de um dente com
fratura vertical. A elaboracdo do diagndstico diferencial correto é essencial. Os testes
de sensibilidade vao revelar auséncia completa de resposta, e sondagem mostrara
uma bolsa profunda e cénica, caracteristica da doenca periodontal. O progndstico é
frequentemente desfavoravel. Isso é particularmente verdadeiro para dentes
unirradiculares. Em molares, a resseccao radicular pode ser considerada como
alternativa para o tratamento, se apenas algumas das raizes forem severamente
envolvidas. Na maioria dos casos, a cicatrizacao periapical pode ser antecipada apés
o tratamento endodontico adequado. Os tecidos periodontais, entretanto, podem nao
responder bem a esse tratamento, e os resultados dependem da gravidade da

condicao.

A Academia Americana e a Federacdo Europeia de Periodontia, em 2017,
introduziram uma classificacdo atualizada das doencas periodontais com uma nova

classificagdo da doenca, incluindo as condi¢cdes peri-implantares. Além disso,
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discutiram o fato de que o termo "les6es endo-periodontais combinadas" utilizado até
entdo era um termo genérico e nao suficientemente elucidativo a ponto de orientar os

clinicos na determinacéo do tratamento mais efetivo para a doenca.

Herrera et al. (2018) propuseram uma nova classificagao das lesbes endo-
periodontais baseada em sinais e sintomas passiveis de serem avaliados no momento
em que a lesado for detectada e que apresentam impacto direto no tratamento, tais
como presenca ou auséncia de fraturas e perfuracdes, presenca ou auséncia de

periodontite e extensao da destruicdo periodontal ao redor do dente afetado.

2.5.1. Caracteristicas clinicas que auxiliam na classificacdo das lesdes

endoperiodontais

E de suma importancia no diagndstico das lesées combinadas, estabelecer
se a lesdo inicial € de origem endodontica ou periodontal (Stallard, 1972; Fachin et al.,
2001; Anand & Nandakumar, 2005; Berber, 2009). E necessario obter informacdes
sobre duragdo, intensidade e freqiéncia da dor, pois, em geral, a doenca periodontal
€ um processo cronico e generalizado com pouca ou nenhuma dor, enquanto que as
lesGes pulpares e periapicais sao localizadas e mais associadas a dor aguda (Berber,
20009).

A analise radiografica também é de extrema importancia no diagndstico
diferencial, pois as lesGes periodontais geralmente apresentam perda 6ssea angular
estendendo-se da regido cervical ao apice radicular, enquanto que as lesbes
periapicais comprometem a regidao apical (Berber, 2009). As les6es endoperio
totalmente desenvolvidas podem apresentar um quadro radiografico similar, tornando

o diagndstico diferencial um desafio (Peeran et al., 2013).

A diferenciacéo entre lesdes de origem endodoéntica e lesGes periodontais
depende amplamente dos testes de sensibilidade pulpar (idealmente, tanto térmico
guanto elétrico), sondagem periodontal, palpacéo, percussao, testes de mobilidade,
transiluminac&o do dente, e remocé&o de restauracdes existentes (Christie & Holthius,
1990; Berber, 2009; Abbott & Salgado, 2011; Chapola, 2017).

Os métodos usados para avaliar a vitalidade pulpar sdo suscetiveis a
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resultados falso-positivo, isto é, uma resposta positiva a partir de uma polpa necrética;
e falso-negativo, isto €, uma resposta negativa a partir de uma polpa vital (Peterson et
al., 1999; Duque, 2013, 2016).

As limitacdes dos testes pulpares sdo questionadas, pois a presenca ou
auséncia de tecido pulpar pode ser determinada com alguns graus de confianca em
dentes unirradiculares (Duque, 2013). Em dentes multirradiculares, pode haver tecido
pulpar vital em um ou mais canais enquanto uma infec¢cdo parcial, ou seja, uma

necrose parcial da polpa pode ja ter acontecido em outros canais (Harrington, 1979).

Becerra et al. (1993) avaliando o estado pulpar, pelo teste de vitalidade, de
dentes higidos, mas com doenca periodontal avangcada, encontraram uma resposta
negativa em 46,15% dos casos, demonstrando a existéncia de uma relacao entre a
patologia periodontal avancada e o comprometimento pulpar. Essa relagéo foi maior
em pacientes com periodontite de aparecimento precoce, 0 que indicaria uma
influéncia da agressividade da doenca periodontal no dano pulpar. Segundo Cardon
et al. (2007), quanto maior for a perda de insercdo periodontal, menor € a resposta

pulpar ao teste elétrico.

A sondagem periodontal pode mostrar que defeitos originarios de uma
lesdo periodontal sdo geralmente amplos e ndo se estendem até o apice radicular,
enguanto que os de origem endoddntica em geral sdo estreitos e se estendem até o

forame ou até as aberturas dos canais laterais (Berber, 2009).

Entendendo melhor a patogénese, o clinico pode oferecer o tratamento
adequado e fazer uma estimativa do prognostico (Al-Fouzan, 2014).

2.6. Aspectos microbiolégicos das les6es endoperiodontais

A cavidade oral é caracterizada por uma microbiota complexa composta
por, aproximadamente, 600 espécies de micro-organismos documentados pelo
Human Oral Microbiome Database (HOMD) (Dewhirst et al., 2010).

Processos patolégicos endoddnticos e periodontais periodontal,
desenvolvem-se em lugares onde um biofiime ja estd estabelecido (Nair, 1987,

Belibasakis et al., 2015; Gomes et al., 2013; Chapola, 2017). Define-se biofilme como
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uma comunidade de micro-organismos, aderidos a uma superficie solida, além disso,
€ a forma padrdo de crescimento de procariotas em seu ambiente natural. O
crescimento bacteriano na forma plancténica ocorre somente em bactérias adaptadas
a viver em ambientes com concentragdes extremamente baixas de nutrientes. Outra
importante propriedade que essa forma de organizacdo microbiana confere é a
resisténcia a forcas fisicas, que removeriam com facilidade células apenas aderidas a

uma superficie (Chapola, 2017).

Muitos fatores afetam o crescimento e a colonizagdo microbiana em canais
radiculares e bolsas periodontais, tais como: concentragcédo de nutrientes disponiveis,
baixa tensdo de oxigénio, principalmente em canais radiculares necrosados e o tipo e
as combinacfes microbianas presentes no momento (Oliveira et al., 2005; Gomes,
2002).

Canais radiculares e bolsas periodontais infectadas apresentam
semelhancas na microbiota (Duque, 2013; Gomes et al., 2015; Duque, 2016; Duque
et al., 2018; Chapoloa, 2017). Abbott & Salgado (2001) mostraram que 30-60% da
microbiota de bolsas periodontais sdo espiroguetas enquanto 0-10% estao presentes
em canais infectados. Portanto, as similaridades entre a microbiota endododnica e
periodontal podem sugerir uma infec¢cado cruzada entre o canal radicular e a bolsa
periodontal (Zehnder, 2001).

Rupf et al. (2000) investigaram o perfil de patdgenos periodontais em
doencas pulpares e periodontais que afetam o mesmo dente, para tal utilizaram o
método especifico de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar sete
agentes patogénicos, sendo eles: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella
corrodens, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia, Bacteroides forsythus,
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis. As mesmas espécies foram
encontradas em amostras de doencas endododnticas e de doengas periodontais.
Diante disso os autores concluiram que os patdgenos periodontais acompanham as
infeccdes endodonticas e que a inter-relacdo dessas patologias séo a via critica para

ambas.

Os bacilos produtores de pigmentos negros (BPPN) sdo os micro-
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organismos mais pesquisados. Estes sao bastonetes Gram-negativos, anaerdbios
estritos e imoOveis que, quando cultivados sobre a superficie de agar sangue,
desenvolvem colbnias pigmentadas de negro por produzirem pigmentos do tipo
protohemina ou protoporfirina. Importantes nas infeccbes orais, possuem um papel
principal na patogénese da doenca periodontal e infec¢cdes endodonticas. Eles séo
comumente isolados em combinacdo com outras bactérias, compondo infec¢des
mistas. Evidéncias sugerem a existéncia de sinergismo bacteriano, que seria um fator
determinante do potencial patogénico destas espécies (Baumgartner, 2002;
Nisengard & Newman 1997; Duque, 2013, 2016).

Existem mais espécies de micro-organismos em bolsas periodontais do que
em sistemas de canais radiculares infectados e, a microbiota de canais radiculares
infectados que apresentam doenca periodontal concomitante € mais complexa do que
em dentes com patologia confinada apenas a regido periapical. Assim, a bolsa
periodontal pode ser uma fonte de bactérias para o canal radicular ou vice-versa
(Abbott & Salgado, 2009; Berber, 2009; Duque, 2013, 2016; Gomes et al., 2015;
Chapola, 2017).

Kipioti et al. (1984) avaliaram a microbiota periodontal e endodontica de 6
dentes necrosados, com coroas intactas, sem lesOes periapicais e com bolsas
periodontais profundas, demonstraram que a microbiota de canais radiculares era
similar aquela encontrada na adjacéncia das bolsas periodontais. Os organismos mais
frequentemente isolados em ambos os locais foram Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Peptostreptococcus spp., Capnocytophaga spp., Actinomyces
spp e Streptococcus spp. Os autores resaltaram que a bolsa periodontal era a possivel

fonte de infeccdo dos canais radiculares.

Kobayashi et al. (1990) observaram que dentes com necrose pulpar
associada a bolsas periodontais de 6 a 12mm de profundidade que atingiam o forame
apical, apresentavam micro-organismos anaerébios comuns a ambos os sitios sendo
predominantes Peptostreptococcus, Eubacterium, Fusobacterium, Bacterdides e
Streptococcus. Kerekes & Olsen (1990), também detectaram similaridade entre as
microbiotas endodontica e periodontal de dentes sem lesédo periapical, mas com

comprometimento periodontal (Duque, 2013).
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Kurihara et al. (1995) pesquisaram a microbiota dos canais radiculares de
dentes necrosados e sem carie aparente e de bolsas periodontais de 5 pacientes. Os
autores encontraram maior prevaléncia de micro-organismos nas bolsas periodontais
guando comparadas com os canais radiculares, sendo que a microbiota das bolsas
periodontais consistia principalmente por bacilos e cocos. Espiroquetas foram
encontradas apenas nas bolsas periodontais. As espécies bacterianas mais
encontradas nos canais radiculares foram Peptostreptococcus e Streptococcus (cocos
Gram-positivos) e Actinomyces e Rothia (bacilos Gram-positivos). As bactérias mais
encontradas nas bolsas periodontais foram bastonetes anaerobios facultativos e
obrigatérios (Gram-negativos e positivos), Campylobacter spp, Fusobacterium spp,
Peptostreptococcus productus e Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis,

Streptococcus mutans e Streptococcus spp. (Duque, 2013; Chapola, 2017).

Berber (2009) identificou a microbiota dos canais radiculares infectados e
bolsas periodontais pelos métodos de cultura e PCR nas diferentes fases do
tratamento endoddéntico. O DNA bacteriano das amostras foi extraido e “primers”
especificos para Treponema denticola, Treponema socranskii, Gemella morbillorum,
Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia, Prevotella tannerae,
Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Filifactor alocis, Parvimonas micra
foram utilizados para deteccéo destas espécies por PCR. Os resultados mostraram
gue canais radiculares e as bolsas periodontais apresentaram-se infectados com uma
combinacdo de espécies de micro-organismos formada principalmente por bactérias
anaerobias estritas e facultativas Gram positivas. o preparo quimico-mecanico foi o
grande responsavel pela reducédo microbioldgica do interior dos canais radiculares de
dentes com comprometimento endo-periodontal. Além disso as medicacdes
intracanais testadas por 7 e 14 dias ndo foram capazes de alterar ou interferir na

microbiota da bolsa periodontal adjacente.

Duque (2013) investigou a influéncia do tratamento endoddéntico em 15
dentes de pacientes com doenca periodontal cronica, através da analise
microbiolégica por PCR, quantificacdo de endotoxinas e monitoramento de citocinas
pro inflamatoérias em bolsas periodontais e canais radiculares apés o uso de uma

medicacédo intracanal a base de hidroxido de calcio. O uso da medicacgéo intracanal
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por 30 dias diminuiu a concentracdo do LPS e de citocinas inflamétorias nos canais

radiculares e bolsas periodontais.

Gomes et al. (2015) investigando a microbiota de dentes com les6es endo-
periodontais através da cultura microbiolégica e do Next Generation Sequencing
observaram que a comunidade microbiana presente nestas lesbes combinadas é
complexa e mais diversa do que a relatada anteriormente. Também relataram que
bactérias sobrevivem em alguns canais radiculares apés o PQM. Finalmente, que a
similaridade entre a microbiota de ambos os locais, antes e apds 0 preparo quimico-
mecanico, pode sugerir que existe uma via de infeccéo entre a polpa e o periodonto.

Duque (2016) investigou e correlacionou o contetdo microbiolégico em
bolsas periodontais e canais radiculares de 32 dentes com doenca periodontal e
resposta pulpar positiva que estavam sob tratamento periodontal por no minimo 6
meses, através do PCR simples e do sequenciamento do gene 16S rRNA. As
amostras foram coletadas em trés diferentes momentos da terapia endodontica: antes
do tratamento endodéntico, apds PQM, e apds MIC a base de hidroxido de calcio por
30 dias. O estudo mostrou que as microbiotas de BP e CR séo diferentes e a presenca
da MIC foi eficaz na reducéo dos niveis de LPS e bactérias nas bolsas periodontais e

canais radiculares.

Chapola  (2017) avaliou a presenca de microrganismos
periodontopatogénicos e quantificou os niveis endotoxicos, em canais radiculares e
bolsas periodontais, de dentes com lesdes endoperiodontais combinadas e a
suscetibilidade destes microrganismos ao preparo quimico-mecanico e a medicacdo
intracanal em ambos os sitios, através da cultura microbiol6gica (contagem de
unidade formadora de col6nias, UFC), Nested-PCR e LAL pyrogent 5000
(endotoxina). Os dois sitios investigados apresentaram-se contaminados com
potentes periodontopatogenos. PQM e o uso MIC por 30 dias foram altamente
eficazes em reduzir os niveis endotoxicos nos CR e nas BP associadas. Embora a
reducdo microbiana nas BP, ap6s o uso da MIC néo tenha sido tdo significativa, seu

uso se mostrou bastante eficaz em reduzir os niveis de LPS.

A relevancia dos micro-organismos no desenvolvimento e perpetuacao das
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patologias pulpares e periapicais esta elucidado na literatura (Kakehashi et al., 1965;
Gomes et al., 1996; Siqueira & Rbc¢as 2007; Rahimi et al., 2014; Barbosa-Ribeiro et
al., 2016). Desta maneira, € possivel observar semelhancas entre a microbiota
presente no sistema de canais radiculares e nos tecidos periodontais (Zehnder, 2001;
Zehnder et al., 2002; Gomes et al., 2015), usando a cultura microbiana e métodos
moleculares. Os métodos moleculares apresentam vantagens em relacdo aos
procedimentos de identificacdo bacteriana baseados em caracteristicas fenotipicas
(cultura), como: maior sensibilidade e especificidade, e a capacidade de identificar
bactérias incultivaveis (Munson et al.,, 2002; Siqueira & Réc¢as, 2005), gerando

resultados mais confiaveis em relacédo ao contetido microbiano.

2.7. Métodos moleculares de identificacdo microbiana — Nested PCR e
Checkerboard DNA-DNA hybridization

Métodos moleculares de identificacdo microbiana tém sido amplamente
utilizados em pesquisas ha area de microbiologia aplicada a odontologia (Munson et
al., 2002; Sedgley et al., 2005; Sigueira & Roécas, 2005ab; Gomes et al., 2006ab;
Sakamoto et al., 2006; Vianna et al., 2008; Subramanian & Mickel, 2009; Endo et al.,
2013), como o PCR e suas variagdes (Nested PCR), Checkerboard DNA-DNA
hybridization, clonagem e sequenciamento (Next Generation Sequencing). O Nested
PCR é uma variacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) simples, que
consiste na realizacéo de reacdes de amplificacdo subsequentes com 2 conjuntos de
primers. A primeira reacdo € feita com primers universais para promover a
amplificacdo do gene 16S rRNA das bactérias presentes, a partir do DNA extraido das
amostras. O produto desta reacdo €& submetido a uma segunda reacdo de
amplificacdo, utilizando primers espécie-especificos, que irdo se anelar a uma
sequéncia interna do primeiro fragmento gerado pela reacdo universal (Willis et al.,
1999; Baumgartner et al., 2003; Gomes & Montagner, 2010). O Nested PCR é um
método altamente sensivel (Rotstein et al., 2006), capaz de detectar quantidades
muito pequenas de DNA bacteriano, mostrando eficacia em estudos anteriores
realizados em nosso laboratoério, investigando infec¢cdes endoddnticas primarias com
necrose pulpar e sem envolvimento periodontal e infecgdes endoddnticas secundérias
(Gomes et al., 2005; 2006ab, 2007; 2008ab; Montagner et al., 2010; Nobrega et al.,

2013; Endo et al., 2013; Rosa et al., 2015). Desta forma, faz-se interessante utilizar o
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mesmo método para fins de comparagdo com as outras condi¢cbes
pulpares/periapicais, devido a sua comprovada eficiéncia. A técnica do Checkerboard
DNA-DNA hybridization (ou hibridizagdo DNA-DNA) foi descrita inicialmente em 1994
por Socransky e colaboradores. Caracteriza-se por ser de rapida execucéo,
sensibilidade adequada e custo relativamente baixo, superando varias limitacdes de
abordagens que empregam a cultura microbiana para o estudo das comunidades
presentes em amostras clinicas (Sakamoto et al., 2006; Socransky et al., 2004)
relatam ainda que a amostra, em sua totalidade, pode ser empregada, ndo havendo
necessidade de amplificagcdo prévia por PCR. Este método permite a hibridizacdo, em
um mesmo momento, de 28 amostras frente a 40 diferentes sondas de DNA
bacteriano. Ao permitir a deteccéo da ocorréncia de varias espécies em uma mesma
reacdo, seu emprego torna-se interessante em estudos epidemiol6gicos (Siqueira et
al., 2001). No nosso laboratorio este método foi usado com sucesso nos trabalhos de
Vianna et al. (2008) e Martinho et al. (2014), permitindo a quantificacdo dos niveis
bacterianos nas diversas etapas do tratamento endodoéntico. Entretanto tal
monitoramento ainda néo foi feito na microbiota de canais radiculares e de bolsas
periodontais de dentes com doenca periodontal crénica primaria e envolvimento

endodontico secundario, como é o caso do presente estudo.
2.8. Endotoxinas e exotoxinas em infeccdes endoddnticas e periodontais

Por apresentarem constituicdo polimicrobiana, as infeccdes endoddnticas
contém bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que apresentam fatores de
viruléncia capazes de iniciar e manter um processo inflamatério apical (Gomes et al.,
2013). Os micro-organismos presentes nas infecces endoddnticas apresentam
diferentes fatores de viruléncias, os quais sao constituidos de componentes
bacterianos estruturais e produtos secretados pelos micro-organismos. Dentre os
componentes estruturais das bactérias podemos citar principalmente o0s
lipopolissacarideos (LPS, presentes somente em bactérias Gram-negativas),
peptideoglicanos, acidos lipoteicdicos (LTA, presentes somente em bactérias Gram-
positivas), fimbrias, proteinas e vesiculas de membrana externa, lipoproteinas,
flagelos, DNA bacteriano e exopolissacarideos (Gomes et al., 2013). Os principais
componentes microbianos responsaveis por promover alteragcbes ao sistema

imunolégico do hospedeiro sdo o LTA e o LPS.
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O 4cido lipoteicéico (LTA) é um componente da membrana celular de
bactérias Gram-positivas, apresentando-se como um dos principais fatores de
viruléncia deste grupo de micro-organismos (Hahn et al., 2007; Ribeiro-Barbosa et al.,
2016). LTA pode promover a ativacao de macréfagos/mondcitos e induzir a liberacéo
de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e prostaglandinas
(Siqueira & Rdcas, 2007; Wang et al., 2003; Hahn et al., 2007) e pode ativar o sistema
complemento (Ginsburg, 2002; Siqueira & Rdécas, 2007). Enquanto o LTA é um dos
principais componentes que confere viruléncia as bactérias Gram-positivas, o
lipopolissacarideo (endotoxina ou LPS) é um dos constituintes da membrana externa
da parede celular das bactérias Gram-negativas (Rietschel & Brade, 1992). O LPS é
liberado durante o processo de divisédo e lise celular, ou ainda diante do tratamento
guimico celular na tentativa de sua remocao (Fabricius et al., 1982). As endotoxinas
séo capazes de invadir os tecidos periapicais (Rietschel & Brade, 1992), atuando na
patogénese da inflamacao pulpar e periapical, incluindo a reabsorcao 6ssea (Seltzer
& Farber, 1994; Martinho & Gomes 2008; Oliveira et al., 2012, Martinho et al., 2017).

Quimicamente LPS sdo constituidos de uma porcédo “Lipideo A", Core
oligossacarideo (polissacarideos) e Antigeno O (Chapola, 2017). A porgao “Lipideo
A" exerce a maior parte das atividades endotodxicas, a qual é referida como principio
endotéxico do LPS (Dixon & Darveau, 2005). A estrutura quimica do lipideo A é
composta por acidos graxos com 15 a 17 atomos de carbono, ligados a duas
moléculas de amino-acucares (glicosaminas), a qual ligam-se dois radicais fosfatos, e
a estes liga-se um residuo de proteina. As posi¢cdes dos radicais fosfato, assim como
0 numero, tipo e sitio de ligagbes parecem determinar o potencial inflamatoério dos

diferentes lipopolissacarideos (Rietshel & Brade, 1992).

O organismo esta apto a detectar pequenas quantidades de LPS circulante
(Chapola, 2017). O reconhecimento do LPS se da por meio do lipideo A, que por sua
vez, ativa diferentes vias de sinalizacdo intracelular através de sua ligacdo a
receptores proprios. Os principais estdo localizados na membrana celular de
monacitos, denominados receptores Toll-like 4 (TLR4) (Wilson et al., 1996; Beutler &
Poltorak, 2000). Desde sua descoberta, no final da década de 1990, os receptores do
tipo Toll-like tém sido identificados como sensores primarios de infec¢des bacterianas

e permitido avancgos significativos na compreensao dos mecanismos envolvidos na
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imunidade inata e adquirida (Coats et al., 2009; Marinho, 2016; Chapola, 2017).

Estudos clinicos demonstraram a presenca de LPS bacteriano em 100%
dos canais radiculares de dentes com infeccdo endododntica primaria e presenca de
leséo periapical (Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008;
Gomes et al., 2009; Martinho et al., 2010, 2011), e também em dente com insucesso
do tratamento endodbntico (Gomes et al., 2012), sugerindo sua participacdo na

patogénese de lesGes periapicais.

Endotoxinas sdo capazes de estimular a liberacdo de citocinas pro-
inflamatarias, tais como IL1-B, IL-6, TNF-a e PGEz, por diferentes linhagens celulares
(Wilson et al., 1996; Martinho et al., 2010, 2011b, 2012). A rede de citocinas
produzidas revela sua complexa atividade antigénica e o padrdo de resposta
imune/inflamatoria pulpar e perirradicular gerado foi determinado pelo potencial
inflamatorio do conteddo infeccioso (Homiji et al., 2012). Segundo Minabe et al. (1994),
na doenca periodontal, a maioria dos LPS fica aderida superficialmente na porcéo
radicular e pode ser removida através do polimento radicular. As endotoxinas
residuais, que ficam na superficie radicular, podem ser toleradas ou neutralizadas
pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Em seu trabalho, eles observaram que
a endotoxina pode ser removida, atingindo taxas de até 99,2%. No entanto, o
polimento por si s6 pode ser insuficiente, sendo necessario a utilizacdo de alguma

substancia quimica para eliminacao total do LPS.

Estudos mostraram que a endotoxina se adere fracamente a superficie
radicular e ndo penetra profundamente no cemento. Além disso, alisamento radicular
excessivo pode levar a remogdo completa de cemento e parece ser desnecessaria,
uma vez que evita a sensibilidade pulpar (Nakib et al., 1982; Nyman et al., 1988;
Lowenguth & Greenstein, 1995; Duque, 2016).

Liu et al. (2002) mostraram que particulas de cemento, coletadas de dentes
comprometidos com doencga periodontal, apresentaram quantidades significativas de
endotoxinas. Dessa forma, o LPS atuaria como um potente estimulador de células
inflamatdrias tendo como consequéncia a destruicdo O0ssea periodontal (Duque,
2016).
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Jacob et al. (2012), avaliaram niveis de endotoxina na circulagdo sanguinea
de pacientes com periodontite cronica, através do ensaio semi quantitativo LAL,
imediatamente ap0s processos de raspagem e alisamento radicular. Os autores
bservaram um aumento significativo nos niveis sangliineos de endotoxina 15 minutos
apos a terapia periodontal. Touyz, em 2013, demonstrou que periodontites com bolsas
ativas de 7 mm, ou mais, permite o ingresso de endotoxinas para a circulacéo

sanguinea derivada, contribuindo para o aparecimento de choque séptico.

2.9. Preparo quimico-mecéanico e uso de medicacédo intracanal na reducéo de

micro-organismos

Se por um lado o tratamento endodéntico € indicado diante da presenca de
uma infeccéo intrarradicular, favorecendo o reparo periodontal, mesmo nos casos em
gue o tratamento periodontal ja tenha sido iniciado (Kwon et al., 2013, Gomes et al.,
2015; Chapola, 2017), a literatura ainda é limitada no que se diz respeito a indicacéo
do tratamento endodéntico nos casos de lesédo periodontal primaria com envolvimento
endodéntico secundario em dentes que nao responderam a terapia periodontal
(Duque, 2013, 2016; Duque et al., 2018). E possivel que o uso de uma medicacéo
intracanal a base de hidréxido de calcio possa modificar o perfil microbiologico e
endotéxico presente nas bolsas periodontais, favorecendo o prognéstico do dente,
uma vez que o canal radicular pode ser considerado um reservatoério para o uso da
mesma (Gomes et al., 2015; Duque, 2013, 2016; Duque et al., 2018).

O tratamento endodontico de alta qualidade por meio de instrumentacéao e
de irrigacdo dinamica (Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009b; Gomes et al., 2012;
Marinho et al., 2015; Gomes et al., 2015; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Duque et al.,
2018) é essencial para uma maior taxa de sucesso do resultado do tratamento em
geral. Além disso, a clorexidina (CLH) gel mostrou ser uma substancia quimica auxiliar
endoddntica eficaz, particularmente devido a sua acdo antimicrobiana e sua adsorcao
aos tecidos duros dentarios com liberacdo gradual e prolongada em niveis
terapéuticos (Substantividade) (Abbott et al., 2009; Gomes et al., 2009a; Gomes et al.,
2013). Do ponto de vista clinico, a CLH gel demonstrou alta eficacia na remocao de
LPS bacteriano associado a instrumentagdo dos canais radiculares (Gomes et al.,
2013; Marinho et al., 2015).
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Herrera et al. (2017) investigaram a influéncia da ativacao ultrassoénica do
EDTA, apos o preparo quimico-mecanico, em reduzir a concentracdo de endotoxinas
e 0 numero de bactérias cultivaveis, em dentes com necrose pulpar e periodontite
apical. Amostras foram coletadas de vinte e quatro canais radiculares, antes e apos o
preparo quimico mecanico, e apos irrigacdo com EDTA 17%, sendo que nessa Ultima
coleta, os dentes foram divididos em dois grupos: grupo | — ativacao ultrassénica do
EDTA, grupo Il — sem ativacéo ultrassénica. Os dentes foram instrumentados com a
utilizacdo de instrumentos rotatorios do sistema Mtwo. A técnica de cultura
microbioldgica foi utilizada para se determinar o nimero das Unidades Formadoras
de Colbnias. Limulus Amebocyte Lysate (LAL) foi utilizado para se quantificar as
endotoxinas. Os resultados desse trabalho detectaram a presenca de bactérias e
endotoxinas em 100% dos canais radiculares necrosados, antes de realizados os
procedimentos biomecéanicos. A ativagdo ultrassonica do EDTA 17% resultou em
reducdo significativa dos niveis endotoxicos, porém, ndo houve diferenca
estatisticamente significante ao comparar a reducdo bacteriana nos grupos
analisados. A partir dos resultados, os autores afirmam que a ativagao ultrassénica do
EDTA 17% é eficaz em reduzir a concentracdo de endotoxinas no interior de canais

radiculares de dentes infectados.

Embora as medica¢fes intracanais ndo substituam o preparo quimico-
mecanico, seu emprego como coadjuvante em situacOes clinicas especificas €&
indicado (Siqueira & Lopes, 1999; Duque, 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Duque,
2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2018; Duque et al., 2018; Martinho et al., 2018). Alguns
autores consideram o uso de uma medicacéo intracanal de grande importancia para
o tratamento endodéntico (Abbott & Salgado 2009; Duque, 2013; Barbosa-Ribeiro et
al., 2016; Duque, 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2018; Duque et al., 2018; Martinho et
al., 2018).

A utilizacdo do uso da MIC tem por finalidade, principalmente, reduzir ou
eliminar ao maximo o contetdo microbiano e endotoxico, resistentes ao PQM (Duque,
2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Duque, 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2018; Duque
et al., 2018; Martinho et al., 2018). Entretanto, nenhuma MIC demonstra capacidade
de eliminar completamente micro-organismos patogénicos, presentes no sistema de

canais radiculares, principalmente nos casos de dificil resolugdo, como aqueles de
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periodontite apical persistente, insucesso do tratamento endodéntico e flare-up
(Bystrom et al., 1985; Orstavik & Haapasalo, 1990; Lopes & Siqueira, 2004; Duque,
2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Duque, 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2018; Duque
et al., 2018; Martinho et al., 2018).

As medicagdes intracanais mais utilizadas na endodontia sdo a base de
hidroxido de calcio [Ca(OH)z] (Duque, 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Duque,
2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2018; Duque et al., 2018; Martinho et al., 2018). O
Ca(OH)2 tem um papel muito importante durante o tratamento endodontico, sendo seu
uso cada vez mais difundido como medicamento intracanal. As propriedades do
Ca(OH)2 derivam da sua dissociacdo em ions calcio e hidroxila, os quais exercem
acao sobre os tecidos e bactérias (Tanomaru-Filho et al.,, 2002). Seu efeito
antibacteriano esta ligado a inativacdo de enzimas bacterianas (Tanomaru-Filho et al.,
2002). Ja seu efeito mineralizador, estéd relacionado a sua capacidade de ativar
enzimas que tem papel na formacéao de tecido duro (Estrela & Pesce, 1996; Tanomaru
et al., 2003). Na busca por uma medica¢ado que retna 0 maior numero de vantagens,
0 Ca(OH)z tém sido extensivamente estudado, tanto associado a veiculos inertes,
como a substancias ativas. Foi provado que o coeficiente de dissociacdo do Ca(OH)2
permite uma liberacdo lenta e controlada de ambos os ions, célcio e hidroxila, que

podem se difundir através dos tabulos dentinarios (Carrote, 2004).

A baixa solubilidade e difusibilidade do Ca(OH)2 necessita de um longo
tempo de agdo para que o medicamento exercga atividade antimicrobiana nos tubulos
dentinarios infectados. Embora o tempo ideal necessario para ele descontaminar o
sistema de canais radiculares seja ainda desconhecido, sua acao antibacteriana pode
ser confirmada, clinicamente, pela presenca de micro-organismos resistentes ou

auséncia de exsudatos no canal radicular (Siqueira & Lopes, 1999).

A clorexidina gel € eficaz como medicacgédo intracanal, devido ao seu amplo
espectro antimicrobiano, baixa toxicidade e liberacdo gradual prolongada, além de
reduzir o processo de reabsorcao inflamatoria (Lindskog et al., 1998; Ferraz et al.,
2001; Gomes et al., 2006; Gomes et al., 2013). Entretanto, ndo funciona como barreira
fisica dentro do canal, e sua difusdo pelos tubulos dentinarios resulta num espaco

vazio, propicio a recontaminacao (Chapola, 2017). Quando associada ao Ca(OH)z,
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reduz sua atividade antimicrobiana, mas tal acdo ainda é superior ao Ca(OH)2 nédo
associado. Dessa forma, a associacdo dessas duas substancias melhora as

propriedades antimicrobianas do Ca(OH)2 (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2013).

Duque et al. (2018) investigaram os efeitos de um medicamento intracanal
a base de hidroxido de célcio sobre contetdo infeccioso / inflamatoério periodontal e
endodbntico e sobre parametros clinicos periodontais em dentes com leséo
periodontal e envolvimento endodéntico secundario que ndo respondiam a terapia
periodontal. Os autores concluiram que o uso de uma medicacgdo intracanal a base de
hidréxido de calcio por 30 dias mostrou efeitos positivos para o progndstico do
tratamento periodontal, uma vez que houve reducéo dos niveis de LPS, citocinas pro-

inflamatdrias e metaloproteinases em bolsas periodontais.

No entanto, pouco se sabe sobre a eficacia da medicacédo intracanal na
reduc@o microbioldgica e dos niveis de LTA/LPS bacteriano presentes nos canais e
nas bolsas periodontais de dentes com doenca periodontal cronica. Dessa forma, o
objetivo deste estudo clinico € avaliar a microbiota e quantificar os niveis de
endotoxinas (LPS) e acido lipoteicdico (LTA) em canais radiculares e bolsas
periodontais de dentes com polpa vital associados a doenca periodontal, que nao
responderam a terapia periodontal, antes e ap0s o preparo quimico-mecanico e apos

0 uso de uma medicacéo intracanal por 30 dias.
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3 PROPOSICAO
Os objetivos do presente trabalho foram:

OBJETIVO GERAL:

O objetivo deste estudo clinico foi investigar a microbiota e quantificar os
niveis de endotoxinas (LPS) e acido lipoteicéico (LTA) antes (C1) e apds (C2) o
preparo quimico-mecéanico (PQM) e apos o uso de uma medicacao intracanal (MIC) &
base de hidréxido de calcio por 30 dias (C3) nas bolsas periodontais (BP) e canais
radiculares (CR) de dentes com polpa vital associados a doenca periodontal, que nao

responderam a terapia periodontal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos deste estudo sao:

= Caracterizar a microbiota das BP e CR através do Nested PCR e
Checkerboard DNA-DNA hybridization;

»= Avaliar o efeito das diferentes etapas do tratamento endodoéntico na
reducdo do conteudo infeccioso das BP e CR,;

» Comparar a sensibilidade dos diferentes métodos de identificagédo

microbiana;

= Avaliar o efeito do preparo quimico-mecéanico e da medicagao

intracanal nos niveis de endotoxinas (LPS) nas BP e CR,;

= Avaliar o efeito do preparo quimico-mecanico e da medicagao

intracanal nos niveis de acido lipoteicéico (LTA) nas BP e CR,;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de Etica em Pesquisa

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (CEP), da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas (CAAE 86140218.0.0000.5418 — Anexo 1). Apés a selecao dos
pacientes, todos receberam explicacdes sobre os objetivos e procedimentos da
pesquisa e todos 0s pacientes assinaram um termo de consentimento elaborado de

acordo com as normas deste mesmo comité (Anexo 2).

4.2. Selecao de pacientes

Inicialmente foram analisadas as fichas dos pacientes disponiveis dos
Cursos de Atualizacéo e Especializacéo de Periodontia da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba (FOP), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foram
selecionados 10 pacientes com dentes com vitalidade pulpar associados a doenca
periodontal com necessidade de intervencdo endodontica. Todos esses pacientes ja
estavam sob acompanhamento periodontal de no minimo 6 meses. Esse
acompanhamento periodontal foi realizado através de visitas periddicas com
realizacdo de raspagem supra e subgengivais. A faixa etéria dos pacientes foi de 15
a 75 anos, independentemente do género. O tamanho da amostra utilizado no
presente estudo baseou-se em estudo anterior envolvendo lesdo periodontal priméria
com envolvimento endododntico secundario (Duque et al., 2018). Os voluntarios foram

confirmados através de exames clinicos e radiograficos.

4.2.1. Critérios de incluséo e exclusédo, aspectos clinicos e radiograficos:

Critérios de inclusdo:

e Tratamento e acompanhamento periodontal prévio de no minimo 6

meses e maximo de 1 ano.

e Mesmo apds esse periodo de terapia periodontal, os dentes (molares,
pré-molares, caninos e incisivos) apresentando pelo menos uma face do
dente comprometida com bolsas periodontais residuais iguais ou maiores

que 6 mm.
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e Dentes que radiograficamente apresentem perda 0ssea extensa em
uma das faces proximais, acompanhado ou ndo de sinais e sintomas

clinicos.

e Dentes que clinicamente, através do teste térmico a frio, apresentem
resposta positiva com sensibilidade prolongada ao teste de sensibilidade

pulpar comparado ao dente contralateral (controle).

e Dentes que durante a terapia periodontal ndo apresentam nenhum tipo
de resposta positiva a terapia, e a profundidade das bolsas aumentam

gradativamente.

Critérios de exclusao:

Foram descartados deste estudo, pacientes que apresentaram dentes com
grandes extensdes de carie, com camara pulpar exposta ao meio bucal, com necrose
pulpar, com trincas, calcificagdes, qualquer tipo de reabsor¢céo e casos onde nao foi
possivel acessar todo o comprimento do canal radicular. Pacientes fumantes,
portadores de doencas sistémicas (como por exemplo, diabetes melitus e AIDS) e
com historia de antibioticoterapia recente e uso de antifungicos nos ultimos 3 meses

também ndo participaram deste trabalho.
Aspectos clinicos e radiograficos:

Para cada paciente foram registradas informacdes como: idade, sexo,
histéria médica e dentaria. Os aspectos fisicos do canal durante a coleta da amostra,
tais como canal seco, presenca de exsudado, presenca ou ndo de caries e

restauracdes também foram registrados.

Quanto a sintomatologia, foi verificada a presenca ou auséncia de dor,
natureza da dor, histéria de dor prévia, dor a percusséo (horizontal e vertical) e a
palpacdo. A condicéao pulpar foi verificada através do teste térmico a frio (Endo ice;
The Hygienic Corporation, Akron, OH, EUA). Também foram anotados dados, tais
como: presenca ou auséncia de edema dos tecidos periapicais, fistulas, mobilidade

dental e bolsa periodontal.
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A profundidade de sondagem (PS) e a recessao da margem gengival
(RMG) foram mensuradas milimétricamente, com uma sonda sensivel a pressao
manual no local mais profundo do defeito interdental e realizada em todas as faces do
dente envolvido (mesial, distal, vestibular e palatina/lingual). Todas as medidas foram
verificadas com uma sonda periodontal manual sensivel a pressédo de 0,3 N da Hu-
Friedy (MGF Co. Inc., Chicago, IL, EUA). O nivel clinico de insercao (NCI) foi calculado
como a soma do PS e RMG (Tonetti et al. 1993).

A avaliacdo do grau de mobilidade dentaria foi realizada de acordo com
Schluger et al., 1981 em: Grau 0 — Auséncia de mobilidade; Grau | — Mobilidade clinica
de aproximadamente 1 mm na direcdo vestibulo-lingual; Grau Il - Mobilidade clinica
de aproximadamente 2 mm na direcdo vestibulo-lingual e auséncia de mobilidade
apical; e Grau Il - Mobilidade clinica de aproximadamente 2 mm na dire¢ao vestibulo-

lingual e mobilidade apical.

A histéria médica/odontoldgica e as caracteristicas clinicas e radiograficas,
referentes ao paciente/dente investigado, foram anotadas na ficha clinica especifica

como descrito no apéndice 1.

4.3. Procedimentos clinicos e coleta das amostras dos canais radiculares e
bolsas periodontais

O atendimento aos pacientes foi realizado na Clinica de Pos-Graduacao da
FOP-UNICAMP e as amostras processadas no Laboratorio de Microbiologia

Endodéntica.

Foram coletadas amostras iniciais, apdés o preparo quimico-mecanico e
apos a medicacao intracanal dos canais radiculares. As mesmas coletas também

foram realizadas nas bolsas periodontais.
As coletas nas BP ocorreram nos seguintes momentos:
* Coleta Periodontal Inicial (CP1);
» Coleta Periodontal apés PQM (CP2);

» Coleta Periodontal apés MIC (CP3).
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As coletas nos CR ocorreram nos seguintes momentos:
» Coleta Endodontica Inicial (CEL);

» Coleta Endodontica apos PQM (CE2);

» Coleta Endodontica apés MIC (CE3).

As metodologias relacionadas as coletas e analises das amostras,
utilizadas neste trabalho, foram baseadas em estudos prévios (Gomes, 1995; Gomes
et al., 1994a, b; 1996, 2004; 2015, Martinho & Gomes 2007).

4.3.1. Detalhamento das coletas periodontais

Coleta Periodontal Inicial (CP1)

Inicialmente, o paciente realizou bochecho com CHX 0,12% (Periogard®
Colgate-Palmolive Industrial Ltda, Sdo Bernardo do Campo, SP). Alguns principios
foram observados na coleta das amostras: utilizacdo de técnicas assépticas e
promocao de um facil acesso para a coleta das amostras, como a remocao de célculo
supragengival, realizada através de profilaxia prévia com pedra-pomes e taca de
borracha e utilizacdo de curetas periodontais, em todas as faces, evitando, dessa
forma, uma contaminacao proveniente do periodonto. Um jato de ar foi aplicado a fim

de manter a superficie dental completamente seca.

Antes da coleta inicial, foi realizado o isolamento relativo do dente, com o

auxilio de roletes de algod&o, para minimizar a contaminagéo por saliva.

A coleta periodontal foi realizada na bolsa de maior profundidade de
sondagem através de cones de papéis absorventes estéreis/apirogénicos
(esterilizados através de calor seco, em estufa por um periodo de tempo de 30 min a
250°C) calibre FM (Dentsply - Petrépolis, RJ).

Inicialmente, um cone de papel absorvente apirogénico foi introduzido até
o fundo da bolsa periodontal permanecendo por 1 minuto. Em seguida, esse cone foi
removido e transferido para criotubos (Nest Biotechnlogy, Wuxi, China) e

armazenados em freezer -80 °C. Essa primeira coleta foi destinada para a anélise de
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endotoxinas.

Posteriormente, 3 cones de papel absorvente estéreis, um de cada vez,
foram introduzidos até o fundo da bolsa periodontal permanecendo por 1 minuto cada
um. Esses cones foram transferidos para tubos do tipo eppendorfs previamente
esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA Il — Viability
Medium Goteberg Agar (Dahlén et al., 1993) e transportados em jarros a vacuo para
o Laboratorio de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP. Esses
eppendorfs foram imediatamente congelados em freezer -80°C. Essa segunda coleta
foi destinada para a andlise microbiologica. Apos a realiza¢do da coleta inicial da bolsa

periodontal (CP1), o dente foi preparado para as coletas endoddnticas.

Coletas Periodontais Posteriores (CP2 e CP3)

Com a remocdao do isolamento absoluto, logo apos finalizacdo do preparo
guimico-mecéanico e selamento provisorio do dente com resina fotopolimerizavel, uma

nova coleta da bolsa periodontal (CP2) foi realizada como descrita na CP1.

Apés 30 dias de medicacdo intracanal, os pacientes foram novamente
atendidos e a medicacdo removida através de irrigacdo abundante solucdo salina

estéril e novas coletas da bolsa periodontal foram realizadas (CP3).

4.3.2. Detalhamento das coletas dos canais radiculares

Coleta endodéntica inicial (CE1)

Alguns principios foram preconizados para realizagdo das coletas clinicas
endodénticas, como: 1) Durante toda terapia endodéntica, foram utilizadas técnicas
assépticas e instrumentos esterilizados e apirogénicos; 2) Remocdo dos
contaminantes corondrios (céaries e restauracdes defeituosas) e descontaminacéo do
campo operatério; 3) Realizacdo do isolamento absoluto; 4) Remocédo de possiveis
interferéncias, a fim de que o instrumento tenha um acesso facil no comprimento pre-

estabelecido.

Antes da intervencao, foi realizada a descontaminacgéo da face do paciente
com clorexidina gel 2% (Endogel TM, Itapetininga, SP, Brasil) e anestesia local na
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regido do dente envolvido. Inicialmente o dente envolvido recebeu polimento coronério
com pedra-pomes e foi isolado com lencol de borracha (isolamento absoluto). A
sequir, foi realizado o vedamento da interface coroa/lengol com cianoacrilato (Super
Bonder; Loctite, SP-Brasil) e TopDam (FGM, Joinville, SC-Brasil), para evitar
infiltracdo de saliva. A antissepsia do campo operatorio (superficie externa da coroa,
grampo, lencol de borracha e arco) foi realizada com auxilio de swabs estéreis
umedecidos primeiramente em H202 a 30% (v/v) e depois em NaOCI 5,25% por 30
segundos cada, sendo subsequentemente neutralizado com solucdo estéril de
tiossulfato de sodio a 5% (Mdller, 1966).

Para a fase de abertura coronaria, a agua proveniente do equipo foi
cessada, sendo a irrigacdo realizada manualmente com solucdo salina estéril e
apirogénica. Brocas de alta rotacdo diamantadas estéreis/apirogénicas esféricas
1012HL, 1014HL, 1016HL e tronco conica de ponta inativa 3082 (K.G. Sorensen Ltda,
Barueri, SP, Brasil) foram utilizadas para a mesma. Na primeira etapa operatdria foi
realizada a remoc¢ao dos contaminantes coronarios (restauracées, tecido cariado). Na
segunda etapa, na fase de confeccdo da cavidade de acesso, uma nova broca
estéril/apirogénica foi utilizada. Antes que houvesse exposicdo pulpar nova
desinfeccdo foi realizada com as mesmas solugbes e neutralizadores citados
anteriormente. Prosseguindo, com a remocdo total do teto da camara pulpar através

de uma nova broca diamantada esférica estéril/apirogénica.

ApGs a abertura coronaria, uma lima K#10 foi utilizada para exploracéo
inicial do canal radicular e a lima K#15 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica) levada
ao comprimento do canal radicular, determinado na radiografia pré-operatéria. Em
seguida, o localizador apical era utilizado (VDW Gold Reciproc, Munique, Alemanha)
para obter o comprimento real do canal radicular, equivalente a posicdo zero no

localizador apical.

Para as coletas endodénticas, inicialmente foi realizada com um cone de
papel absorvente estéril/apirogénico calibre FM (Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) foi
introduzido no comprimento total do canal (determinado pela radiografia inicial)
permanecendo por 1 minuto. Em seguida, esse cone era transferido criotubos e

congelados em freezer -80 °C. Essa primeira coleta era destinada para a andlise de
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endotoxinas.

Posteriormente, 3 cones de papel absorvente estéreis, um de cada vez,
foram introduzidos como descrito previamente para o canal radicular, permanecendo
por 1 minuto cada um. Esses cones foram transferidos para tubos do tipo eppendorfs
previamente esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA
[Il — Viability Medium Goteborg Agar (Dahlén et al., 1993) e transportados em jarros a
vacuo para o Laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP-
UNICAMP. Esses eppendorfs foram congelados em freezer -80°C. Essa segunda
coleta foi destinada para a andlise microbiolégica.

Nos casos de dentes multirradiculares, a amostra foi coletada do canal
radicular associado a bolsa periodontal de maior profundidade, de maneira a confinar

0 exame microbioldgico, endotdoxico e exotdxico a um Unico ambiente ecolégico.

Uma vez realizada as coletas iniciais (CP1 e CE1), a camara pulpar foi
descontaminada com CLX gel 2% (Endogel TM, Itapetininga, SP, Brasil) e o preparo
da entrada dos canais foi complementado com a realizagdo dos desgastes
compensatorios, utilizando a broca diamantada 3082 (K.G. Sorensen Ltda, Barueri,
SP, Brasil).

Em seguida foi realizada a exploragdo do canal com lima K #10
(Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica). Assim como toda a instrumentacdo, a
introducéo do instrumento foi realizada por tercos (coronal, médio e apical) até atingir
o0 comprimento real de trabalho, com movimentos leves, inserindo e removendo a lima
do canal radicular, evitando sempre qualquer for¢a no sentido apical. Neste momento
foi determinado a lima anatémica inicial (LAI), com auxilio de uma lima manual do tipo
K, a qual determinou o diametro inicial do forame apical e confirmou novamente a
paténcia e o comprimento real de trabalho. O preparo quimico-mecanico foi realizado
com o sistema reciprocante Reciproc (VDW, Munich, Germany) no motor endoddntico
VDW Gold (VDW, Munique, Alemanha) correspondentes ao diametro de 3 limas
subsequentes ao diametro inicial do forame apical (LAF), podendo quando necessario,

utilizar uma lima manual do tipo K para complementar a instrumentacao.

Durante todo o preparo quimico-mecanico, uma lima de pequeno calibre foi
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utiizada para manter a paténcia do canal e foi realizada abundante
irrigacao/aspiracdo. Apos a instrumentacado, foi confirmada a paténcia e os canais
radiculares foram irrigados com solucao especifica (tween 80 + lecitina de soja) para

neutralizar a agdo da substancia quimica auxiliar utilizada (CLX gel 2%).

O protocolo de irrigacao foi finalizado com 5,0 ml de solucéo fisiolégica.
Foram inseridos 3,0 ml de EDTA 17% no interior do canal radicular por 3 minutos, sob
agitacao, com a finalidade de remover a camada residual e permitir a abertura dos
tubulos dentinarios para difusdo da medicacao intracanal. A irrigacdo final foi realizada
com 10,0 ml de solucao fisioldgica estéril.

Coleta Endodbntica apds POM (CE2)

Apébs o PQM, nova coleta do canal radicular foi realizada (CE2), da mesma

maneira que a CE1. A CE2 foi realizada apés o uso do EDTA 17%.

Logo em seguida foi colocada uma medicacdo intracanal (MIC) na
propor¢cdo de 3 medidas de hidroxido de calcio p6 para 0,2ml de clorexidina gel 2%,
na consisténcia de uma pasta similar a de um creme dental, por 30 dias em todos 0s

dentes. As cavidades de acesso foram restauradas com resina composta.

Coleta Endododntica apés MIC (CE3)

Apés este periodo, os canais, entdo, foram irrigados com 10mL de solucéo
fisioldgica no intuito de remover a MIC e possibilitar a coleta do canal. Novas coletas
para endotoxinas e avaliacdo microbiologica foram realizadas (CE3) como descritas

anteriormente nas CE1 e CE2.

Para finalizagdo do tratamento endodontico, os canais foram
reinstrumentados com uma lima manual K#15 ou K#20 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues,
Suica) para remoc¢ao da medicacao e irrigados com 5 mL de solucéo fisiolégica. Os
canais foram inundados com CLX gel 2% e a prova do cone foi realizada e confirmada
radiograficamente. O EDTA 17% foi aplicado por 3 minutos sob agitacdo, com troca a

cada 1 minuto.

A obturacdo do canal radicular foi realizada com cones de guta-percha
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acessorios Fine Medium extra-longo e Medium (Konne Industria e Comércio de
Materiais Odontolégicos Ltda., Belo Horizonte, MG) e cimento endodéntico
Endomethasone (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés Cedex, France), pela técnica do
cone modelado apical, complementada com condensacéo lateral. Logo em seguida,
o procedimento restaurador de todos os dentes foi realizado através da colocacdo de
2 mm de Coltosol (Vigodent, Coltene, Rio de Janeiro, RJ) ha embocadura dos canais,
aplicacao de acido fosforico 37% por 15 segundos em toda a cavidade, adesivo 3M
Single Bond (3M Dental Products, St. Paul, MN, EUA) e insercdo de resina
fotopolimerizavel Z 350 (3M Dental Products, St. Paul, MN, EUA) pela técnica
incremental. Ao final desse procedimento, foi realizada a radiografia final do
tratamento endodoéntico. Todos os pacientes da pesquisa foram aconselhados a
retornar e continuar sob terapia de manutencdo e acompanhamento periodontal. Um
ano apos a realizacao do tratamento endodontico, os pacientes serdo chamados para

avaliacao clinica e radiografica.
4.4. Procedimentos laboratoriais
4.4.1. Identificagcdo microbiana pelo método molecular - Nested PCR

As extracOes de DNA dos dentes com polpa vital foram realizadas com o
QIA amp DNA kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Apés extragdo, a leitura da concentragdo de DNA presente nas amostras
coletadas dos canais radiculares foi realizada a 260 nm através de espectrofotometria
(Nanodrop 2000; Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

Inicialmente foi amplificada a regido que abrange o gene 16S e 23S rRNA

através dos Primers Universal:
Univ Forward (785) 16S 5’ GGATTAGATACCCTGGTAGTC 3
Univ Forward (L422) 23S %’ GGAGTATTTAGCTT 3

As reacOes de PCR foram processadas na quantidade total de 50 pL para
cada amostra contendo 5 pL de tampao para reagdo de PCR (10x Reaction Buffer,
Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 5uL de wuma mistura de

deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM) (dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo, S&o Paulo,



73

Brasil); 6 uL de solucdo de cloreto de magnésio (25 mM) (MgClI2, Invitrogen, S&o
Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugao 100 uM de Primer Forward (20 mM)
(Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugéo 100 uM de Primer
Reverse (20 mM) (Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 29,3 uL de agua ultrapura
livre de DNAase e RNAase; 0,25 L da enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum,
Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) e 2 uL de DNA extraido da amostra coletada

do canal radicular.

O Nested PCR consiste em duas etapas. As etapas iniciais (FILE 11) do
ciclo de PCR compreenderdo uma desnaturacao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (42°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min);
seguidos de uma extenséao final (72°C, 10 minutos). Produtos da reacdo da PCR foram
analisados pelo gel eletroforético de agarose 1% (Invitrogen® - Life Technology do
Brasil) em tampé&o de Tris-borato EDTA (pH 8,0) (TBE) corado com brometo de etidio
(5ug/mL-Invitrogen®, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 2). Foi incluido em cada gel, um
padrdo de peso molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen® - Life Technology do
Brasil). ApoOs o término de cada corrida (60 volts por 40 min), as bandas foram
observadas com transiluminador de luz ultravioleta. A identificacdo positiva ou
negativa foi baseada na presenca de bandas limpas do esperado tamanho da

molécula na altura do fragmento.

Verificado o sucesso da reacdo universal, uma aliquota do produto desta
reacao foi utilizada para realizacdo de outra reacdo PCR, agora usando um primer
espécie-especifico juntamente com o L189R. As espécies investigadas foram: A.
actinomycetemcomitans, A. naeslundii, D. pneumosintes, E. faecalis, F. alocis, F.
nucleatum, G. morbillorum, P. micra, P. endodontalis, P. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescens, P. tannerae, S sobrinus, T. forsythia, T. denticola e T. socranskii (Quadro
1).
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Quadro 1. Sequéncias dos primers espécie-especifico que foram utilizados nas

reacdes de PCR.

Primer / Especificidade Sequéncia Ciclo
Aggregatibacter
_ 991 _ File 12
actinomycetemcomitans (16S) GAAGAAGAACTCAGAGATGGGTTT
. i TGGAGACGGGGTTTCCTCCTTTG .
Actinomyces naeslundii (16S) G File 12
o . CCTTGACATTGATCGCAATCCATA |
Dialister pneumosintes (16S) File 12
GAAATAT
_ GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGC |
Enterococcus faecalis (16S) A File 12
- _ ACATAACCAATGACAGCCTTTTTA | _
Filifactor alocis (16S) A File 12
_ TTCGGGGAAACCTAAAGACAGGT _
Fusobacterium nucleatum (16S) GG File 12
Gemella morbillorum (16S) CGAGAGTCAGCCAACCTCATA File 12
Parvimonas micra (16S) AACGAGAAGCGAGATAGAGATGTT File 12
ile
A
Porphyromonas endodontalis (16S) TTTAGATGATGGCAGATGAGAG | File 12
Porphyromonas gingivalis (16S) CATCGGTAGTTGCTAACAGTTTTC | File 12
Prevotella intermedia (16S) TGTTAGCGCCTTGCGCTA File 12
Prevotella nigrescens (16S) CGTTGGCCCTGCCTGCGG File 12
CCAAGAGTGCGGAGTGCAGAGAT |
Prevotella tannerae (16S) File 12
GCGC
Streptococcus sobrinus (16S) TTTTTCTTCGGAACATCGGAG File 12
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Quadro 1. Sequéncias dos primers espécie-especifico que foram utilizados nas

reacdes de PCR (continuacao).

Primer / Especificidade Sequéncia Ciclo
Tannerella forsythia (16S) TGCGATATAGTGTAAGCTCTACAG | File 12
Treponema denticola (16S) CAACAGCAATGAGATATGG File 12
Treponema socranskii (16S) ATGTACACTGGGCGTGTGCG File 12
785F / Universal (16S) GGATTAGATACCCTGGTAGTC File 11
422R / Universal (23S) GGAGTATTTAGCTT File 11
L189R / Universal (23S) GGTACTTAGATGTTTCAGTTC File 12

As etapas finais (FILE 12) do ciclo de PCR compreenderam 27 ciclos de

desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (52°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min). Para

essa etapa final foram utilizados os reagentes nas mesmas concentragdes da primeira

reacdo FILE 11 e os produtos analisados pelo gel eletroforético de agarose 1%.
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A figura 1 mostra materiais utilizados na reacao de Nested PCR para a

identificacdo microbiana nas amostras das bolsas periodontais e canais radiculares.

Figura 1. Reacdo de Nested PCR. A- Termociclador. B- Transiluminador de luz

ultravioleta. C- Gel de agarose 1% com presenca das bandas.

4.4.2. Identificacdo microbiana pelo método molecular - Checkerboard DNA-
DNA Hybridization

A metodologia empregada para a Técnica de Checkerboard DNA-DNA
hybridization seguiu a descrigcéo feita por Socransky et al. (1994).

Extracdo do DNA microbiano

Tubos tipo Eppendorf com 250 uL das amostras contendo cones de papel
e bolinhas de vidro foram agitados no Vortex (Agitador de Tubos). Apés esse
procedimento, os tubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 minutos. O
sobrenadante neles contido foi entdo descartado e o pelletressuspendido com 150 uL
de solugdo TE e 100 yL de solugdo de hidréxido de sédio (NaOH). As suspensdes
contendo as amostras coletadas foram aquecidas em banho-maria por dez minutos e

em seguida neutralizadas pela adicdo de 0,8 mL de 5M de acetato de amonia
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(C2H7NO2). Com isto, as células bacterianas foram lisadas e o DNA ficaram suspenso

na solucao.

Fixacdo das amostras na membrana de Nylon

Uma membrana de nylon (15 x15cm) com carga positiva (Amersham
Biosciences, Chicago, IL, EUA) foi montada no Minislot 30® (Immunetics, Cambridge,
MA, EUA). Cada suspensédo de amostra contendo DNA livre foi depositada nas fendas
do Minislot 30® e o DNA concentrado permaneceu depositado na membrana de nylon.
A membrana foi removida do aparato e o DNA, previamente depositado ha mesma,
fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120°C, por 20 minutos. As duas
ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas para a colocacao dos controles,
contendo uma mistura das espécies dos micro-organismos que serdo investigados

pelas sondas de DNA, em duas concentracdes, 10° e 10° células bacterianas.

Hibridizacdo da membrana com as sondas de DNA

Apos a fixacdo do DNA na membrana, esta foi pré-hibridizada a 42°C, por
uma hora, numa solucdo de 50% formamida, 1% caseina, 5 X SSC (Solucao Salina
Citratada), 25 mM de fosfato de sodio (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. A
membrana foi entdo colocada sob a placa acrilica do Miniblotter 45® (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA), rotacionada a 90° de sua posi¢cédo original, com as linhas
contendo o DNA fixado, perpendiculares as canaletas do Miniblotter 45®. O Miniblotter
45® contém 45 canaletas que servem, cada uma, para a coloca¢do de uma sonda de
DNA.

As sondas de DNA especificas para as espécies usadas nesse estudo
(Quadro 2) foram confeccionadas usando o random primer digoxigenin labeling Kit
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EUA), como descrito por Feinberg &
Vogelstein (1983). Essas espécies foram selecionadas devido a sua associacao as
infeccdes endodobnticas ou a sua presenca em outras infecgdes orais e saliva (Gomes
et al., 1994a; Siqueira Jr. & Rocgas, 2003; Gomes et al., 2004; Gomes et al., 2005).
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Sondas ATCC
01. Actinomyces israelii 12102
02. Actinomyces odontolyticus 17929
03. Actinomyces oris 43146
04. A. actinomycetencomytans (a+b) 43718 + 29523
05. Campylobacter gracilis 33238
06. Campylobacter rectus 33238
07. Campylobacter showae 51146
08. Capnocytophaga gingivalis 33624
09. Capnocytophaga ochracea 33596
10. Capnocytophaga sputigena 33612
11. Dialister pneumonsintes G8427
12. Eikenella corrodens 23834
13. Enterococcus faecalis 29212
14. Enterococcus faecium 6569
15. Enterococcus hirae 10541
16. Eubacterium nodatum 33099
17. Eubacterium saburreum 33271
18. Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 25586
19. Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 10953
20. Fusobacterium nucleatum sp. vincentii 49256
21. Fusobacteriumperiodontium 33693
22. Gemella morbillorum 27824
23. Leptotrichia buccalis 14201
24. Neisseria mucosa 19696
25. Parvimonas micra 33270
26. Porphyromonas endodontalis 35406
27. Porphyromonas gingivalis 33277
28. Prevotella intermedia 25611
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Quadro 02. Relacdo completa das cepas empregadas para O

desenvolvimento das sondas de DNA bacteriano (continuacéo).

Sondas ATCC
28. Prevotella intermedia 25611
29. Prevotella melaninogenica 25845
30. Prevotella nigrescens 33563
31. Propionibacterium acnes (I+1I) 11827 + 11828
32. Selenomonas noxia 43541
33. Streptococcus gordonii 10558
34. Streptococcus intermedius 27335
35. Streptococcus mitis 49456
36. Streptococcus oralis 35037
37. Tannerella forsythia 43037
38. Treponema denticola B1 Forsyth
39. Treponema socranskii S1 Forsyth
40. Veillonella parvula 10790

Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura
controle contendo as espécies investigadas, numa concentracdo de 10* células
bacterianas. Suas concentracdes foram ajustadas de tal modo que a intensidade dos

sinais de todas as sondas fosse semelhante.

Cada sonda de DNA contida numa solu¢gdo de hibridizacdo (45%
formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sodio (pH 6,5), 0,2 mg/mL de RNA de
levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA) foi
removida com pipeta e colocada em canaleta do Miniblotter 45®. De modo que cada
canaleta do Miniblotter 45® fosse preenchida com 135 uL de uma determinada sonda.
As sondas hibridizaram perpendicularmente as linhas contendo o DNA bacteriano
fixado, propiciando um formato de xadrez com as linhas de DNA, horizontais, e as
sondas, verticais. O aparato, contendo o Miniblotter 45® e a membrana com as sondas

e 0 DNA das amostras bacterianas fixado, foram colocadas dentro de um saco plastico
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umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas e incubado a 42°C para que a
hibridizacdo ocorra. A hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu durante

um periodo minimo de 12 horas (overnight).

Deteccdo das espécies

Apos a hibridizagdo com as sondas, as membranas foram removidas do
Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65°C, huma solucéo adstringente de PO4
Buffer (tamp&do de fosfato), a fim de remover sondas que né&o hibridizaram
completamente. Em seguida, as membranas foram imersas por 1 hora, sob agitagéo,
numa solucdo blogqueadora contendo 0,1 M acido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH,
0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0 e por 30 minutos na mesma solucéo contendo
0 anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments-Roche Diagnostics
GmbH, Manheim-Germany) conjugado a fosfatase alcalina numa diluicdo de
1/25.0008. As membranas foram, entdo, lavadas com uma solu¢édo de 0,1 M &cido
maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, duas vezes por 20 minutos,
e uma vez por 5 minutos em 0,1 M Tris HCI, 0,1 NaCl, 50 mM MgCI2, pH 9,5. Em
seguida, as membranas foram incubadas em uma solucdo detectora, CDP-Star
Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited, Buckinghamshire - UK), por
60 minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram colocadas num cassete sob um
filme radiografico (Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Sdo José dos
Campos, SP) por aproximadamente 40 minutos, e os filmes revelados logo em
seguida. Cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra dos canais
radiculares foi comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos
dois controles 10° e 108. Assim sendo, o nimero (0) foi registrado quando ndo houver
deteccdo de sinal (1) quando houve um sinal menos intenso que o controle de 10°
células; (2) a aproximadamente 10° células; (3) entre 10° e 108 células; e (4)
aproximdamente 10° células. Esses registros foram utilizados para determinar os

diferentes niveis das espécies investigadas em cada amostra.
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4.4.3. Quantificacdo de endotoxinas (LPS)

Teste Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Lonza, Walkersville, MD,
EUA)

Para a realizacao do teste LAL Pyrogent-5000 (Figura 2), todos os materiais
foram apirogénizados [calor seco (estufa) a 250°C por 30 minutos ou por energia
ionizante (EMBRARAD, Cotia, SP)]. Outros materiais ja se apresentavam

apirogénicos e esterilizados oriundos de fabrica (Lonza, Walkersville, MD, EUA).

Figura 2. Processamento de endotoxinas pelo ensaio LaL Pyrogent 5000. A- Reagentes
do Kit. B- Vértex. C- Colocacdo dos reagentes na placa de 96 pocos. D- Leitor de

microplacas.

Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para deteccdo de
endotoxina de bactéria Gram-negativa. Esse teste utiliza uma preparacédo de Lisado
do Amebdcito Limulus (LAL), em combinacdo com um incubador fotométrico e um
software apropriado, para deteccdo fotométrica da endotoxina. Uma amostra é
misturada com o reagente LAL reconstituido, colocada em um fotémetro e monitorada
automaticamente até o desenvolvimento de uma aparéncia de turvacéo (densidade

Otica). O tempo necessario antes da aparicdo da turvacdo (tempo de reacdo) é
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inversamente proporcional a quantidade de endotoxina presente. A concentracéo de
endotoxina em amostras desconhecidas pode ser calculada a partir de uma curva-

padréo.

Para o céalculo da concentracdo de endotoxina em amostras desconhecidas
foi estabelecida uma curva-padrdo com quantidades conhecidas de endotoxina
(Escherichia coli). Esta foi preparada utilizando solu¢des com concentracdes 0,01
EU/mL, 0,10 EU/mL, 1 EU/mL, 10 EU/mL, 100 EU/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Diluicdo da solucédo de endotoxina de E. coli para determinacéo da curva

padréo.
Tub Concentracdo de Volume de Volume de solucéo de
ubos
o endotoxina adguareagente LAL  endotoxina adicionado a
apirogénicos o
(EU/mL) (ml) agua apirogénica
0,1 mL de 100 EU/mL
1 10 0,9 .
solucao
0,1 mL de 10 EU/mL
2 1 0,9
solucéo
0,1 mL de 1 EU/mL
3 0,10 0,9
solucéo
0,1 mL de 0,10 EU/mL
4 0,01 0,9

solucéo

Os valores da absorbancia das solu¢cbes de endotoxina previamente
preparadas foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX
808, Winooski, VT, EUA). A absorbancia a 340 nm deve ser linear com os intervalos
de concentracdo usados. A linearidade da curva padrdo dentro do intervalo de
concentracéao foi usada para determinar os valores de endotoxina. A reprodutibilidade

pode ser verificada pela comparacéo das diferentes curvas.
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Procedimentos para execucao do teste

Foi impresso um esbo¢co com o posicionamento da agua apirogénica, da
curva padréo, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na microplaca de
96 pocgos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi
dispensado cuidadosamente no interior dos pogos da microplaca: 100 yl das amostras
e 100 pl dos controles positivos das mesmas, ambas em duplicata. Nas amostras
controles foram dispensados 10 pl da endotoxina na concentracdo de 10 EU/mL,
evitando formacéo de bolha. Apds o preenchimento das amostras e dos respectivos
controles previamente contaminados com E. coli, foi dispensado cuidadosamente no
interior dos pocos da microplaca: 100 pl de 4gua apirogénica (branco), padrdes de
endotoxina (100 ul da concentracdo de 0,01 EU/mL; 0,1 EU/mL; 1 EU/mL; 10 EU/mL
e 100 EU/mL). A placa foi pré-incubada por = 10 minutos a 37°C+1 °C, no leitor Biotek.
Préximo ao final do periodo de pré-incubacgéo, cada frasco de reagente Pyrogent-5000
foi reconstituido com 5,2 mL de tampé&o de reconstituicdo Pyrogent- 5000. Apés isso,
foi dispensado rapidamente 100 puL do reagente reconstituido de Pyrogent- 5000
dentro de todos os pogos da microplaca, iniciando pela primeira coluna (Al1-H1) e
procedendo em sequéncia até a ultima coluna utilizada. Com a tampa da microplaca

removida foi iniciada a leitura.

Célculo da concentracdo de endotoxinas

De forma continua durante todo o ensaio, o0 leitor de microplacas foi
monitorado na absorbancia de 340 nm de cada poc¢o da microplaca. Usando a leitura
de absorbancia inicial de cada orificio como seu proprio branco, o leitor determina o
tempo necessario para que a absorbancia aumente a 0,03 unidades. Este tempo é
denominado tempo de reacdo. O software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA)
executa automaticamente uma correlagéo linear log/log do tempo de reacao de cada
padrdo com a concentragdo de endotoxina correspondente. Os parametros da curva
padrdo foram impressos no relatorio. Se o valor absoluto do coeficiente de correlagéo
(r) for 2 0,980, um modelo polinomial pode ser usado para construir uma curva padrao

e, assim, predizer as concentracdes de endotoxina das amostras.
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4.4.4. Quantificacdo de acido lipoteicoico (LTA)
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Os niveis de LTA nas diferentes fases do tratamento endoddntico foram
medidos utilizando o Human lipoteichoic acids (LTA) ELISA Kit (My BioSource, San
Diego, CA, EUA) (Figura 3). Os procedimentos para a quantificacdo do LTA foram os

seguintes:

Mv‘BioSource com

b4
Pe
il
%

44

b4

Figura 3. Acido lipoteicoico (ELISA Kit). A- Kit do LTA. B- Reagentes utilizados na
reacdo. C- Colocacao de reagentes. D- Aspecto final da placa de 96 pocos apos o

experimento.

1. Inicialmente 100uL das solugdes da curva padrao, controle e as amostra
foram adicionadas a placa de ELISA, ja pré-revestida com o anticorpo monoclonal
especifico para LTA fornecido pelo fabricante e a placa foi incubada a 37°C por 90

minutos.

2. Ap6s uma lavagem da placa, os anticorpos anti-LTA marcados com
biotina foram adicionados para que ocorresse a unido com a estreptavidina-HRP,
formando um complexo imune. A placa foi incubada durante 60 minutos a 37 °C e

depois lavada trés vezes para remocao de enzimas néo ligadas.
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3. Uma solucéo de reacdo enzimatica foi adicionada e a placa incubada a

37°C por 30 minutos, permitindo a reacao.

4. Ap6s um novo ciclo de cinco lavagens, uma solucdo de reagentes
colorimétricos foi adicionada, e outro periodo de incubacédo de 37°C por 30 minutos
foi realizado.

5. O ultimo reagente colorimétrico C, foi adicionado e a placa lida em um
leitor de Elisa apdés uma pausa de 10 minutos. Os tons da solucdo presentes nos
pocos e a concentracdo de LTA foram diretamente proporcionais. Os niveis de LTA
foram avaliados por um leitor de ELISA a 450 nm e normalizado para valores de
controle negativos. Cada valor densitométrico, expresso como média e desvio padréo,

foi obtido a partir de dois experimentos independentes.
4.5. Anédlise estatistica

Os dados coletados foram tabulados e analisados utilizando o programa
SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A normalidade dos dados foi
verificada por meio de teste de Shapiro Wilk. Na auséncia de normalidade foram
aplicados testes ndo paramétricos para analise dos dados. Os dados referentes ao
Nested PCR foram avaliados através do teste de Friedman. Os dados do
Checkerboard DNA-DNA hybridization foram analisados pelo teste de Wilcoxon. A
comparacao entre o Nested PCR e o Checkerboard DNA-DNA hybridization foi feita
pelo teste de McNemar. As comparacbes dos niveis de endotoxinas e acido
lipoteicdico nas diferentes etapas do tratamento endoddntico foram analisadas através
do teste de Wilcoxon e entre os diferentes sitios através do teste de Mann-Whitney. O

nivel de significancia foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1. Aspectos clinicos

5.1.1. Caracterizacdo da amostra em relacdo aos aspectos clinicos dos
pacientes com lesdo periodontal priméria com envolvimento endodéntico

secundario

No total, 10 pacientes com faixa etaria entre 15 e 53 anos (média: 31 anos)
participaram voluntariamente deste estudo. Destes, 40% (4/10) eram do sexo

masculino e 60% (6/10) do sexo feminino.

Em relagdo aos elementos dentais 6 dentes eram unirradiculares e 4
multirradiculares. Os dentes incluidos no estudo foram incisivos superiores (6/10), pré-

molares superiores (2/10), molar superior (1/10) e molar inferior (1/10).

Em relacdo a condicdo da coroa clinica dos elementos dentais envolvidos,
todos estavam higidas (10/10).

Em relacdo a condicao pulpar, apos a realizacéo do teste de sensibilidade
pulpar a frio, todos os dentes (10/10) apresentaram resposta pulpar anormal. Nao
foram incluidos no estudo dentes com necrose pulpar. Nenhum paciente relatou dor
espontanea, dor a percusséo (vertical e horizontal) ou dor a palpacdo no momento da
realizacdo do tratamento endodontico.

Em relagcéo a condicao periodontal, todos os dentes (10/10) apresentaram
bolsas periodontais maiores que 6 mm, com média de 9 (£1,6) mm. A menor bolsa
periodontal detectada foi de 7 mm, enquanto que a maior bolsa periodontal registrada
foi de 12 mm. Nivel de insercédo clinica médio, que compreende a soma da recessao
gengival e da profundidade de sondagem, apresentado foi de 10,2 (x1,98). Oito entre
10 dentes apresentaram mobilidade grau 1, e 2 entre 10 dentes mobilidade grau 2.
N&o foi registrado dentes com mobilidade grau 3 neste estudo. A tabela 2 mostra a
caracterizacdo da amostra em relacdo aos aspectos clinicos dos pacientes que

participaram da pesquisa.
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Tabela 2. Caracterizagdo da amostra em relacdo aos aspectos clinicos dos pacientes

com leséo periodontal primaria com envolvimento endodéntico secundario (n = 10).

Parametros Dados amostrais
Idade (anos) 31 (x16)
Sexo (masculino / feminino) 4/6
Uni -/ multi-radiculares 6/4
Aspecto da coroa clinica (higida) 10
Sensibilidade pulpar (positivo / negativo) 10/0
Dor a percussao vertical (presente / ausente) 0/10
Dor & percussao horizontal (presente / ausente) 0/10
Dor a palpacéo (presente / ausente) 0/10
Profundidade de sondagem (mm) 9 (x1,69)
Nivel de insercao clinica (mm) 10,2 (+1,98)
Mobilidade (grau 1/ 2/ 3) 8/2/0

5.2. Identificacdo microbiana através do método molecular - Nested PCR

5.2.1. Efeito do preparo quimico-mecanico na microbiota das bolsas

periodontais através do método molecular Nested PCR

Foi detectado DNA bacteriano em todas as amostras das bolsas
periodontais em dentes com lesao periodontal primaria com envolvimento endoddntico
secundario (10/10).

Nas amostras iniciais, realizadas antes do preparo quimico-mecanico (C1),

Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas endodontalis,
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Porphyromonas gingivalis, Prevotella nicrescens e Tanarella forsythia foram as
bactérias mais prevalentes, sendo detectadas em 100% dos casos (10/10).
Actinomyces naeslundii, Filifactor alocis, Gemella morbillorum e Prevotella intermedia
foram detectadas em 90% das amostras (9/10).  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Dialister pneumosintes, Parvimonas micra e Treponema
denticola estavam presentes em 80% (8/10) das amostras. Prevotella tannerae (6/10),
Treponema socransky (5/10) e Streptococcus sobrinus (4/10) foram detectados em

menores niveis nas coletas iniciais de bolsas periodontais.

As coletas realizadas nas bolsas periodontais apds o preparo quimico-
mecanico (C2) revelaram que nao houve diminuicdo da prevaléncia de Enterococcus
faecalis, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus sobrinus, Tanarella forsythia e Treponema socransky, evidenciando a
alta capacidade de resisténcia destas bactérias aos procedimentos mecéanicos e
guimicos empregados durante a terapia endodontica.

Houve uma reducéo da prevaléncia de bactérias ap0s o preparo quimico-
mecanico nas bolsas periodontais das Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Dialister pneumosintes, Filifactor alocis, Gemella
morbillorum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, Prevotella

nicrescens, Prevotella tannerae, e Treponema denticola (P > 0.05).

5.2.2. Efeito damedicacéao intracanal a base de hidréxido de calcio namicrobiota

das bolsas periodontais através do método molecular Nested PCR

Trinta dias ap6s o uso de uma medicacao intracanal & base de hidroxido
de célcio, houve redugédo microbiana em algumas espécies. A bactéria mais sensivel
a medicacéo intracanal foi a Tanarella forsythia. Entretanto também foi observada
reducdo de Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Dialister pneumosintes, Gemella morbillorum, Parvimonas micra, Prevotella
intermedia, Prevotella nicrescens, Streptococcus sobrinus, Treponema denticola.

A comparacao entre a coleta realizada ap0s o preparo quimico-mecanico e
apos a medicacao intracanal, revelou um aumento de algumas espécies microbianas,
como Dialister pneumosintes, Filifactor alocis, Porphyromonas endodontalis,

Prevotella tannerae e Treponema denticola.
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5.2.3. Efeito do preparo quimico-mecanico na microbiota dos canais radiculares

através do método molecular Nested PCR

Foi detectado DNA bacteriano nas amostras dos canais radiculares de
dentes com lesdo periodontal primaria com envolvimento endodéntico secundario
(10/10). Do total de 17 primers utilizados na reacéo do Nested PCR, apenas 11 foram

reativos para estas amostras.

Nas amostras iniciais (Cl), as bactérias mais prevalentes foram
Enterococcus faecalis (10/10), Fusobacterium nucleatum (10/10), Porphyromonas
gingivalis (8/10) e Prevotella tannerae (8/10). Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(3/10), Filifactor alocis (3/10), Tanarella forsythia (3/10), Actinomyces naeslundii
(2/10), Porphyromonas endodontalis (2/10) e Streptococcus sobrinus (1/10) também
foram detectados, todavia, em menores propor¢des. Dialister pneumosintes, Gemella
morbillorum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Treponema denticola e
Treponema socransky nédo foram detectados nos canais radiculares de dentes com

lesé@o periodontal primaria com envolvimento endodéntico secundario.

Algumas espécies bacterianas como Enterococcus faecalis, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella tannerae apresentaram grande
resisténcia aos procedimentos endodonticos. Por outro lado, preparo quimico-
mecanico mostrou-se eficaz na eliminacdo de DNA bacteriano das espécies

Actinomyces naeslundii, Filifactor alocis, Streptococcus sobrinus e Tanarella forsythia.

5.2.4. Efeito damedicacdo intracanal a base de hidroxido de calcio namicrobiota

dos canais radiculares através do método molecular Nested PCR

hY

Em relacdo a coleta inicial, a medicacao intracanal foi eficaz contra
bactérias resistentes como Enterococcus faecalis e Prevotella Tannerae,
apresentando diferencas estatisticas significativas. Nenhum efeito adicional foi
observado diante de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e
Prevotella nigrescens, evidenciando grande resisténcia destas espécies microbianas

mesmo apos 30 dias de medicacao intracanal.

Apés a medicacao intracanal, houve maior deteccdo de Porphyromonas
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endodontalis comparado ao periodo pds preparo quimico-mecanico.

O DNA bacteriano das espécies Filifactor alocis e Tanerella forsythia que
foi detectado nas coletas iniciais, mas que nao foi detectado apos o preparo quimico-

mecanico, voltou a ser encontrado pés-medicacéo intracanal.

A prevaléncia das 17 bactérias encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares, nas diferentes etapas do tratamento endoddntico, dos pacientes

gue participaram desse estudo por meio do Nested PCR esta descrita na figura 4.

A.actinomycetemcomitans

A.naeslundii
D.pneumosintes
E.faecalis

F.alocis
F.nucleatum
G.morbillorum

P.micra

P.endodontalis
P.gingivalis
P.intermedia
P.tannerae

P.nigrescens

S.sobrinus

T.forsythia
T.denticola

T.socransky

o

10 20 30 40 50 60

mCPl1 mCP2 mCP3 mCEl1 mCE2 =CE3

Figura 4. Prevaléncia das 17 bactérias encontradas nas bolsas periodontais e canais
radiculares nas diferentes etapas do tratamento endoddntico de dentes com leséo

periodontal primaria e envolvimento endodéntico secundario (n = 10).
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O estudo da microbiota por meio do Nested PCR revelou uma elevada
prevaléncia de bactérias Gram-negativas investigadas (94) comparadas as Gram-
positivas investigadas (49) nas coletas iniciais nas bolsas periodontais. Apdés o
preparo quimico-mecanico e apos a medicagao intracanal, foi observada uma reducao

dos micro-organismos neste sitio, entretanto, sem diferengas estatisticas.

Em relagdo aos canais radiculares, também foi observado maior
prevaléncia de bactérias Gram-negativas, entretanto, apos o tratamento endodéntico
foi houve reducdo significativa tanto das bactérias Gram-positivas quanto das
bactérias Gram-negativas (Tabela 3).

Tabela 3. Prevaléncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas investigadas
nos canais radiculares e bolsas periodontais nas diferentes etapas do tratamento

endoddntico em dentes com lesédo periodontal primaria e envolvimento endodéntico

secundario.

Bactérias CP1 CP2 CP3 CEl CE2 CE3
GP 49 A 42 A 39 A 168 9A 9A
GN 94 A 804 777 388 25 A 24 A

GP: Gram-positivo; GN: Gram-negativo; CP1: coleta periodontal inicial; CP2: coleta periodontal apds o
preparo quimico-mecanico; CP3: coleta periodontal apds a medicagdo intracanal; CE1l: coleta
endodontica inicial; CE2: coleta endodbntica apdés o preparo quimico-mecanico; CE3: coleta
endodontica apds a medicagdo intracanal

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas no Teste de Friedman (p<0,05)
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5.3. Identificagdo microbiana através método molecular - Checkerboard DNA-
DNA Hybridization

5.3.1. Efeito do preparo quimico-mecanico na microbiota das bolsas
periodontais através do método molecular Checkerboard DNA-DNA
Hybridization

No total, 40 sondas foram utilizadas para a realizacdo do Checkerboard
DNA-DNA hybridization para a investigacdo da microbiota de dentes com leséo

periodontal primaria com envolvimento endoddntico secundario.

Das 40 espécies microbianas pesquisadas, 39 foram detectadas em
alguma etapa do tratamento endodéntico nas bolsas periodontais. Neste sitio foram
detectadas espécies microbianas Gram-positivas e Gram-negativas, entretanto,

houve predominio de bactérias Gram-negativas.

Dentre as espécies avaliadas pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization
nas coletas microbiolégicas das bolsas periodontais, 12 apresentaram carga
microbiana maior que 10° e menor 10° células e uma espécie (Fusobacterium

nucleatum) apresentou carga aproximadamente igual a 10° células.

Nas bolsas periodontais, as espécies mais prevalentes nas coletas iniciais
foram Fusobacterium periodonticum (7/10), Capnocytophaga ochracea (5/10) e

Fusobacterium nucleatum (5/10).

Apoés a realizacao do preparo quimico-mecanico, foi observado eliminacéo
de algumas espécies microbianas, dentre elas, E. hirae, E. faecium, E. nodatum, E.
saburreum, P. micra, A. oris, E. faecalis, S. epidermidis, S. mitis, G. morbillorum, A.
actinomycetencomytans, F. n. sp. vincentii, T. socranskii, V. parvula, D. pneumosintes,
P. endodontialis, T. denticola, P. melaninogenica, E. corrodens, C. sputigena e P.

intermedia.

Além disso, houve reducao microbianas das espécies S. oralis, A. israelii,
S. intermedius, A. odontolyticus, S. gordonii, S. mutans, C. ochracea, F. n. (sp.
polymorphum), C. showae, F. periodonticum, F. nucleatum, C. gingivalis e T. forsythia
(p > 0,05).
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Né&o foi observado reducdo apos o preparo quimico-mecéanico de F. alocis.
P. acnes e N. mucosa foram mais prevalentes apds o preparo quimico-mecanico

guando comparados as amostras iniciais.

5.3.2. Efeito damedicacdo intracanal a base de hidroxido de calcio namicrobiota
das bolsas periodontais através do método molecular Checkerboard DNA-DNA
Hybridization

Apés a utilizacdo de uma medicacao intracanal a base de hidroxido de
céalcio por 30 dias, houve eliminacdo de E. hirae, E. nodatum, E. saburreum, E.
faecalis, A. odontolyticus, S. epidermidis, S. mitis, G. morillorum, F. n. (sp. vincentii),
T. denticola, F. n. sp. polymorphum, C. showae, F. periodonticum, N. mucosa, F.
nucleatum, P. melaninogenica e E. corrodens, C. sputigena e redu¢cdo em comparacao
as amostras iniciais de A. israelii, S. gordonii, A. actinomycetencomytans, D.
pneumosintes, C. ochracea, T. denticola, P. nigrescens, F. periodonticum, N. mucosa,
C. gingivalis, T. forsythia e P. intermedia (P > 0,05)

Foi observado aumento de E. faecium, P. micra, A. oris, S. oralis, S.
intermedius, P. acnes, S. mutans, P. gingivalis, T. socranskii, V. parvula, D.
pneumosintes, P. endodontalis e P. intermedia em relacao as coletas realizadas ap06s

0 preparo quimico-mecanico (P > 0,05).

As figuras 5 e 6 mostram as espécies Gram-positivas e Gram-negativas
detectadas nas bolsas periodontais antes e apds o preparo-quimico mecanico e apos

a medicacdao intracanal.

5.3.3. Efeito do preparo quimico-mecéanico na microbiota dos canais radiculares

através do método molecular Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Vinte e cinco espécies microbianas foram detectadas nos canais

radiculares em alguma etapa do tratamento endoddntico nos canais radiculares.

Nos canais radiculares, apenas 2 espécies apresentaram carga microbiana
entre 10° e 10° células. N&o houve presenca de bactérias com carga microbiana maior
gue 10° células. Nos canais radiculares também foram encontradas espécies Gram-

positivas e Gram-negativas. A maior carga microbiana foi de bactéria Gram-positiva
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(F. alocis)

Nas amostras iniciais, as espécies mais prevalentes nos canais radiculares
foram Fusobacterium nucleatum (8/10), Enterococcus hirae (7/10) e Capnocytophaga
ochracea (5/10).

Apbs a realizagdo do preparo quimico-mecanico, foi observado eliminagcéo
de algumas espécies microbianas, dentre elas, E. hirae, E. faecium, A. israelii, S.
intermedius, S. gordonii, A. actinomycetencomytans e T. forsythia. Além disso, houve
reducdo microbianas das espécies E. faecalis, S. epidermidis, C. ochracea e F.

nucleatum.

5.3.4. Efeito do preparo quimico-mecanico na microbiota dos canais radiculares

através do método molecular Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Apos a utilizagdo de uma medicagdo intracanal a base de hidroxido de
céalcio por 30 dias, foi observada eliminacdo em relacdo as amostras iniciais das
seguintes espécies: H. hirae, E. faecium, E. faecalis, S. epidermidis e T. forsythia e

reducdo de C. ochracea e F. nucleatum,

Foi observado aumento de E. nodatum, E. saburreum, A. israelii, S.
intermedius, P. acnes, S. mitis, F. alocis, P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.
n. (sp. vincentii), C. rectus, P endodontalis, P. nigrecens, F. n. (sp. polymorphum) e N.

mucosa.

As figuras 7 e 8 mostram as espécies Gram-positivas e Gram-negativas
detectadas nos canais radiculares antes e apds o preparo-quimico mecéanico e apés

a medicacdao intracanal.
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E.hirae C1
E.hirae C2
E.hirae C3
E.faecium C1
E.faecium C2
E.faecium C3
E.nodatum C1
E.nodatum C2
E.nodatum C3
E.saburreum C1
E.saburreum C2
E.saburreum C3
*P.micra C1
*P.micra C2
*P.micra C3
A.oris C1

A.oris C2

A.oris C3
E.faecalis C1
E.faecalis C2
E.faecalis C3
S.oralis C1
S.oralis C2
S.oralis C3
A.israelli C1
A.israelli C2
A.israelli C3
S.intermedius C1
S.intermedius C2
S.intermedius C3
A.odontolyticus C1
A.odontolyticus C2
A.odontolyticus C3
S.gordonii C1
S.gordonii C2
S.gordonii C3
S.epidermidis C1
S.epidermidis C2
S.epidermidis C3
P.acnes C1
P.acnes C2
P.acnes C3
S.mitis C1
S.mitis C2
S.mitis C3
G.morbillorum C1
G.morbillorum C2
G.morbillorum C3
F.alocis C1
F.alocis C2
F.alocis C3
S.mutans C1
S.mutans C2 |e—
S.mutans C3

m<10E5 m10E5 =>10E5 e <10E6 = 10E6

Figura 5. Prevaléncia e carga microbiana das espécies Gram-positivas detectadas
nas bolsas periodontais (n = 10) por meio do checkerboard DNA-DNA hybridization de
dentes com lesao periodontal priméria e envolvimento endoddntico secundario. (C1 —
coleta periodontal inicial, C2 — coleta periodontal apés PQM, C3 — coleta periodontal
apos MIC).
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P.gingivalis C1
P.gingivalis C2
P.gingivalis C3
A.actinomycetencomytans..
A.actinomycetencomytans..
A.actinomycetencomytans..
F.n. (sp. vincentii) C1
F.n. (sp. vincentii) C2
F.n. (sp. vincentii) C3
C.rectus C1
C.rectus C2
C.rectus C3
T.socranskii C1
T.socranskii C2
T.socranskii C3
V.parvula C1
V.parvula C2
V.parvula C3
D.pneumosintes C1
D.pneumosintes C2
D.pneumosintes C3
P.endodontalis C1
P.endodontalis C2
P.endodontalis C3
C.ochracea C1
C.ochracea C2
C.ochracea C3
T.denticola C1
T.denticola C2
T.denticola C3
P.nigrescens C1
P.nigrescens C2
P.nigrescens C3
F.n. (sp. polymorphum) C1
F.n. (sp. polymorphum) C2
F.n. (sp. polymorphum) C3
C.showae C1
C.showae C2
C.showae C3
F.periodonticum C1 (B)
F.periodonticum C2 (AB)
F.periodonticum C3 (A)
N.mucosa C1
N.mucosa C2
N.mucosa C3
F.nucleatum C1
F.nucleatum C2
F.nucleatum C3
C.gingivalis C1
C.gingivalis C2
C.gingivalis C3
T.forsythia C1
T.forsythia C2
T.forsythia C3
P.melaninogenica C1
P.melaninogenica C2
P.melaninogenica C3
E.corrodens C1
E.corrodens C2
E.corrodens C3
C.sputigena C1
C.sputigena C2
C.sputigena C3
P.intermedia C1
P.intermedia C2
P.intermedia C3

m<]OE5 ®m10E5 ®=>10E5e<10E6 ®10E6

Figura 6. Prevaléncia e carga microbiana das espécies Gram-negativas detectadas
nas bolsas periodontais (n = 10) por meio do checkerboard DNA-DNA hybridization de
dentes com leséo periodontal priméria e envolvimento endoddntico secundario. (C1 —
coleta periodontal inicial, C2 — coleta periodontal apos PQM, C3 — coleta periodontal
apos MIC).
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E.hirae C1 (B) |
E.hirae C2 (A) |
E.hirae C3 (A) |
E.faecium C1 |
E.faecium C2 |
E.faecium C3 |
E.nodatum C1 |
E.nodatum C2 |
E.nodatum C3 |
E.saburreum C1 |
E.saburreum C2 |
E.saburreum C3 |
*P.micra C1 |
*P.micra C2 |
*P.micra C3 |
A.orisCl |

A.oris C2 |

A.oris C3 |
E.faecalis C1 |
E.faecalis C2 |
E.faecalis C3 |
S.oralis C1 |
S.oralis C2 |
S.oralis C3 |
A.sraelli C1 |
Alisraelli C2 |
A.israelli C3 |
S.intermedius C1 |
S.intermedius C2 |
S.intermedius C3 |
A.odontolyticus C1 |
A.odontolyticus C2 |
A.odontolyticus C3 |
S.gordonii C1 |
S.gordonii C2 |
S.gordonii C3 _je——
S.epidermidis C1 |
S.epidermidis C2 |
S.epidermidis C3 |
P.acnes C1 |
P.acnes C2 |
P.acnes C3 |
S.mitis C1 |
S.mitis C2 |
S.mitis C3 |
G.morbillorum C1 |
G.morbillorum C2_ |
G.morbillorum C3 |
F.alocis C1 |
F.alocis C2 |
F.alocis C3 |
S.mutans C1 |
S.mutans C2 |
S.mutans C3 |

m<10E5 m10E5 =>10E5 e <10E6 = 10E6

Figura 7. Prevaléncia e carga microbiana das espécies Gram-positivas detectadas
nos canais radiculares (n = 10) por meio do checkerboard DNA-DNA hybridization de
dentes com leséo periodontal priméria e envolvimento endoddntico secundario. (C1 —
coleta endododntica inicial, C2 — coleta endodontica apos PQM, C3 — coleta

endodontica apoés MIC).
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P.gingivalis C1 |
P.gingivalis C2
P.gingivalis C3 |
A.actinomycetencomytans. .|
A.actinomycetencomytans. .|
A.actinomycetencomytans. .|
F.n. (sp. vincentii) C1 |
F.n. (sp. vincentii) C2 |
F.n. (sp. vincentii) C3 |
C.rectus C1 |
C.rectus C2 |
C.rectus C3 |
T.socranskii C1 |
T.socranskii C2 |
T.socranskii C3 |
V.parvula C1 |
V.parvula C2 |
V.parvula C3 |
D.pneumosintes C1 |
D.pneumosintes C2 |
D.pneumosintes C3 |
P.endodontalis C1 |
P.endodontalis C2 |
P.endodontalis C3 |
C.ochracea C1 |
C.ochracea C2 |
C.ochracea C3 |
T.denticola C1 |
T.denticola C2 |
T.denticola C3 |
P.nigrescens C1 |
P.nigrescens C2 |
P.nigrescens C3 |
F.n. (sp. polymorphum) C1 |
F.n. (sp. polymorphum) C2 |
F.n. (sp. polymorphum) C3 |
C.showae C1

C.showae C2 |
C.showae C3 |
F.periodonticum C1 |
F.periodonticum C2 |
F.periodonticum C3 |
N.mucosa C1 |
N.mucosa C2 |
N.mucosa C3 |
F.nucleatum C1 (B) |
F.nucleatum C2 (A) |
F.nucleatum C3 (AB) |
C.gingivalis C1 |
C.gingivalis C2 |
C.gingivalis C3 |
T.forsythia C1 |
T.forsythia C2 |
T.forsythia C3 |
P.melaninogenica C1 |
P.melaninogenica C2 |
P.melaninogenica C3 |
E.corrodens C1 |
E.corrodens C2 |
E.corrodens C3 |
C.sputigena C1 |
C.sputigena C2 |
C.sputigena C3 |
P.intermedia C1 |
P.intermedia C2 |
P.intermedia C3 |

H<]O0E5 ®WI10E5  ®>10E5 e <10E6 H 10E6

Figura 8. Prevaléncia e carga microbiana das espécies Gram-negativas detectadas
nos canais radiculares (n = 10) por meio do checkerboard DNA-DNA hybridization de
dentes com lesdo periodontal priméria e envolvimento endoddntico secundario. (C1 —
coleta endodoéntica inicial, C2 — coleta endodbntica apés PQM, C3 - coleta

endoddntica ap6s MIC).
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5.4. Comparacgdo entre os achados dos métodos moleculares — Nested PCR e
Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Dos 17 primers utilizados para a realizacdo do Nested PCR e 40 sondas
para o Checkerboard DNA-DNA Hybridization, 14 estavam presentes em ambos os

métodos.

As bactérias presentes nas duas metodologias empregadas para a
caracterizacdo da microbiota dos canais radiculares e bolsas periodontais nas
diferentes etapas do tratamento endoddntico de dentes com leséo periodontal primaria
e envolvimento endodbntico secundario foram A. actinomycetemcomitans, D.
pneumosintes, E. faecalis, F. alocis, F. nucleatum, G. morbillorum, P. endodontalis, P.
gingivalis, P. intermedia, P. micra, P. nigrescens, T. denticola, T. forsythia e T.

socransky.

Das 84 analises comparativas entre os métodos (14 bactérias x BP e CR x
3 etapas do tratamento endodéntico — C1, C2 e C3), o Nested PCR se mostrou mais
sensivel que o Checkerboard DNA-DNA hybridization em 62 analises, sendo que 32

apresentaram diferencas estatisticas (tabela 4).
Houve similaridade entre ambas as técnicas em 21 analises.

O Checkerboard DNA-DNA hybridization se mostrou mais sensivel que o
Nested PCR em apenas uma analise (coleta do CR ap6s MIC, bactéria: A.

actinomycetemcomitans), entretanto, sem diferenca estatistica.
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Tabela 4. Comparacéo entre as técnicas moleculares do Nested PCR e Checkerboard
DNA-DNA hybridization na deteccdo de bactérias (n = 14) encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares antes do preparo quimico-mecanico, apos o preparo
guimico-mecéanico e ap6s medicacdo intracanal nas bolsas periodontais e canais
radiculares de dentes com lesao periodontal primaria e envolvimento endoddntico
secundario (n = 10).

Bactéria Método BP CR
C1 C2 C3 C1 c2 C3
A. PCR 8 7* 6 3 2 1
actinomycetemcomitans CB 2 0* 1 1 0 2
D. pneumosintes PCR 8 o* ~ 0 0 0
CB 3 0* 1* 0 0 0
E. faecalis PCR 10* 10* 10  10* o* 6*
CB 3* 0* o* 3* 2* o*
E. alocis PCR o* 7 o* 3 0 3
CB 2* 2 2* 0 0 2
PCR 10  10*  10* 10 8 7

F. nucleatum

CB 4* 2* o* 8 2 5
G. morbillorum PCR o o > 0 0 0
CB 2* 0* 0 0 0 0
. PCR 10* 7* 8* 2 1 2
P. endodontalis CB o 0* o 0 0 5
P. gingivalis PCR 10+  10*  10* 8* 7* 8
CB o* 0* 2* 1* 1* 2
P. intermedia PCR 0 o* 4 0 0 0
CB 3 o* 3 0 0 0
P micra PCR 8 8 T* 0 0 0
CB 3 3 o* 0 0 1
P. nigrescens PCR 107 & 8 4 2 2
CB 3* 2* 1 0 2
T. denticola PCR 8 o ” 0 0 0
CB 2* o* o* 0 0 0
T. forsythia PCR 10 10* 5 3 0 1
CB 4* 2* 1 2 0 0
T. socransky PCR > > > 0 0 0
CB 1 0 1 0 0 0

PCR: Nested PCR; CB: Checkerboard DNA-DNA hybridization; BP: bolsa periodontal; CR: canal
radicular; C1: coleta inicial; C2: coleta ap6s o preparo quimico-mecanico; C3: coleta apés 30 dias de
medicac¢édo intracanal.

*Diferenca estatisticamente significativa entre as técnicas de Nested PCR e Checkerboard DNA-DNA
hybridization pelo teste de McNemar (p<0,05).
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5.5. Quantificacédo de endotoxinas (LPS)

5.5.1. Efeito do preparo quimico-mecéanico nos niveis de endotoxinas nas bolsas

periodontais

Nas coletas realizadas antes do preparo quimico-mecéanico (C1l) foram
detectadas a presenca de endotoxinas bacterianas em todas as bolsas periodontais
de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento endodoéntico secundario
(10/10). A mediana encontrada nesta etapa foi de 160,8 EU/mL, sendo que o menor

valor encontrado foi de 85,4 UE/mL e o maior valor 363 EU/mL.

ApGs o preparo quimico-mecanico (C2), houve uma reducédo de 31,59%
nos niveis de endotoxinas nas bolsas periodontais. Nesta etapa do tratamento
endodontico foram detectados niveis de endotoxinas iguais a 110,0 (60 — 158,5)

UE/mL, com diferenca significativa em relagéo a coleta inicial.

5.5.2. Efeito da medicacéo intracanal a base de hidréxido de célcio nos niveis de

endotoxinas nas bolsas periodontais

Apés a utilizacdo de uma medicacdo intracanal a base de hidroxido de
célcio por 30 dias (C3), foi possivel observar uma reduc&o nos niveis de endotoxinas
nas bolsas periodontais de 73,38% quando comparada a coleta inicial, com niveis de
42,8 (16,6 — 164) UE/mL, portanto, houve diferenca significativa em relagdo aos

valores iniciais.

Comparando os niveis de endotoxinas ap0s o preparo quimico-mecanico
(C2) e apbs a utilizacdo da medicacao intracanal por 30 dias, percebe-se que houve
uma reducéo significativa nos niveis de endotoxinas 61,09% [reduc¢do de 110,0 (60 —
158,5) EU/mL em C2 para 42,8 (16,6 — 164) EU/mL em C3], evidenciando a
necessidade da manutencdo da medicacao intracanal pelo periodo de 30 dias para

reduzir efetivamente os niveis de endotoxinas nas bolsas periodontais.
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5.5.3. Efeito do preparo quimico-mecéanico nos niveis de endotoxinas nos canais

radiculares

Nas coletas iniciais, realizadas antes do preparo quimico-mecanico (C1)
nos canais radiculares, foram detectados niveis de LPS em todos os casos. Os niveis
iniciais de endotoxinas encontrados nos canais radiculares foi de 0,10 (0,1 — 0,1)
EU/mL.

Apés o0 preparo quimico-mecanico (C2), foi observada uma reducéo
significativa nos niveis de endotoxinas de 80% em relacéo a coleta inicial [0,02 (0,01
— 0,1) EU/mL], evidenciando a efetividade do preparo quimico-mecéanico na reducao

do conteudo infeccioso em canais radiculares.

5.5.4. Efeito da medicacdao intracanal a base de hidroxido de calcio nos niveis de

endotoxinas nos canais radiculares

Trinta dias ap0s a utilizacdo de uma medicacao intracanal (C3), houve uma
reducéo significativa de 90% [0,01 (0,01 — 0,01) EU/mL] nos niveis de endotoxinas

comparados as coletas iniciais.

Analisando os valores de endotoxinas ap0s 0 preparo quimico-mecanico e
apos a utilizacdo da medicacao intracanal, é possivel perceber uma reducéo de 50%
nos niveis de endotoxinas nos canais radiculares [reducéo de 0,02 (0,01 — 0,1) UE/mL
em C2 para 0,01 (0,01 — 0,01) UE/mL em C3].

5.5.5. Comparacédo dos niveis de endotoxinas nas bolsas periodontais e nos

canais radiculares nas diferentes etapas do tratamento endoddntico

Os niveis iniciais de endotoxinas nas bolsas periodontais foram
significativamente maiores que 0s encontrados nos canais radiculares [bolsa
periodontal: 160,8 (85,4 — 363) EU/mL e canal radicular: 0,1 (0,1 — 0,1) EU/mL].

Em ambos os sitios, houve significativa reducéo nos niveis de endotoxinas
apos a realizacdo do preparo quimico-mecanico [bolsa periodontal: 110,0 (60,0 —
158,5) EU/mL e canal radicular: 0,02 (0,01 — 0,1) EU/mL], entretanto, os niveis de

endotoxinas nas bolsas periodontais permaneceram significativamente maiores
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quando comparados aos canais radiculares.

A medicacao intracanal foi efetiva no controle do conteudo infeccioso tanto
nas bolsas periodontais quanto nos canais radiculares [bolsa periodontal: 42,8 (16,6
—164) EU/mL e canal radicular: 0,01 (0,01 — 0,01) EU/mL].

A tabela 5 mostra o panorama dos niveis de endotoxinas antes e apds o
preparo quimico-mecanico e apos a utilizacdo da medicacédo intracanal nas bolsas

periodontais e canais radiculares.

Tabela 5. Mediana (valor minimo e maximo) dos niveis de endotoxina EU/mL antes
do preparo quimico-mecanico, ap0s o0 preparo quimico-mecanico e apés medicacéo
intracanal nas bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com lesao

periodontal primaria e envolvimento endodéntico secundario (n = 10).

Etapa do tratamento endodéntico

Coleta
C1 Cc2 C3
BP 160,8 (85,4 — 363) P 110,0 (60 — 158,5) Bb 42,8 (16,6 — 164) AP
CR 0,10 (0,1 -0,1) ©2 0,02 (0,01 -0,1) B2 0,01 (0,01 — 0,01) A=

BP: bolsa periodontal; CR: canal radicular; C1: coleta inicial; C2: coleta apés o preparo
guimico-mecanico; C3: coleta ap6s 30 dias de medicacéao intracanal.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas no Teste de Wilcoxon
(p<0,05).

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas no teste de
Mann-Whitney (p<0,05).
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5.6. Quantificacdo de acido lipoteicdico (LTA)

5.6.1. Efeito do preparo quimico-mecanico nos niveis de &cido lipoteicdico nas

bolsas periodontais

Foram detectados niveis de acido lipoteicdico em todas as coletas iniciais
(C1) de bolsas periodontais de dentes com lesdo periodontal primaria com
envolvimento endodéntico secundario (10/10), com mediana igual a 604,5 Pg/mL e

valores minimo e maximo de 312 e 884 Pg/mL, respectivamente.

ApoOs o preparo quimico-mecéanico (C2), os niveis de LTA nas bolsas
periodontais foram significativamente inferiores aos encontrados nas coletas inicias.
O preparo quimico-mecanico promoveu uma reducédo de 34,49% [396,0 (127 — 715)

Pg/mL] nos niveis de LTA.

5.6.2. Efeito da medicacéo intracanal nos niveis de 4cido lipoteicéico nas bolsas
periodontais

Trinta dias apds a utilizacdo de uma medicagdo intracanal a base de
hidréxido de célcio, foram detectados niveis de LTA nas bolsas periodontais [432,5
(22 — 628) Pg/mL]. A medicacéo intracanal promoveu uma reducgéo de 28,45% nas
bolsas periodontais em relagdo as coletas iniciais, com diferencas estatisticamente

significantes entre ambas as etapas do tratamento endodontico.

Foi observado um aumento nos niveis de LTA se comparado as coletas
realizadas apo0s a utilizacdo da medicacdo intracanal e apds 0 preparo quimico-
mecanico, entretanto, estes valores ndo séo estatisticamente significantes. Portanto,
a medicacgao intracanal ndo mostrou efeito adicional na neutralizagcdo de produtos de

bactérias Gram-positivas.

5.6.3. Efeito do preparo quimico-mecanico nos niveis de acido lipoteicdico nos

canais radiculares

Niveis de acido lipoteicbico foram detectados em todos os canais
radiculares (10/10) nas coletas iniciais, realizadas antes do preparo quimico-

mecanico, com mediana igual a 350,5 Pg/mL e valores minimo e maximo iguais a 252
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e 588 Pg/mL, respectivamente.

Apés a realizacdo do preparo quimico-mecanico (C2), houve reducao de
11,55% [310,0 (108 — 464) Pg/mL) nos niveis de acido lipoteicoico, entretanto, sem

diferenca estatistica comparado a coleta inicial.

5.6.4. Efeito da medicacéo intracanal nos niveis de 4cido lipoteicéico nos canais

radiculares

Posteriormente ao uso de uma medicacéo intracanal a base de hidréxido
de célcio, os niveis de &cido lipoteicdico foram iguais a 182,5 (65 — 518) Pg/mL.
Comparado aos valores da coleta inicial, houve uma redugéo estatisticamente
significativa de 47,93%.

Entretanto, a mesma diferenca ndo € observada se comparar o periodo pos
preparo quimico-mecéanico e pos medicacao intracanal, com redugdo nos niveis de

acido lipoteicoico de 41,12%.

5.6.5. Comparacédo dos niveis de acido lipoteicdico nas bolsas periodontais e

nos canais radiculares nas diferentes etapas do tratamento endodoéntico

Os niveis iniciais de acido lipoteicdico nas bolsas periodontais foram

maiores que nos canais radiculares nas coletas antes do preparo quimico-mecanico.

O preparo quimico-mecanico foi mais efetivo na reducdo dos niveis de
acido lipoteicdico nas bolsas periodontais do que nos canais radiculares, entretanto,
a comparacdo nos niveis de acido lipoteicoico nas bolsas periodontais e canais
radiculares na coleta apds o preparo quimico-mecanico ndo apresentaram diferencas

significativamente estatisticas.

A medicacéo intracanal foi efetiva no controle do contetdo infeccioso tanto
nas bolsas periodontais quanto nos canais radiculares quando comparadas com as
coletas iniciais e nao apresentou efeito adicional apds o preparo quimico-mecanico

em nenhum dos sitios.

A tabela 6 apresenta os valores dos niveis de acido lipoteicéico antes e

apos o0 preparo quimico-mecanico e apos a utilizacdo da medicacado intracanal nas
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bolsas periodontais e canais radiculares.

Tabela 6. Mediana (valor minimo e maximo) dos niveis de acido lipoteicoico (Pg/mL)
antes do preparo quimico-mecéanico, apdés 0 preparo quimico-mecéanico e apos
medicagdo intracanal nas bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com

lesé@o periodontal primaria e envolvimento endoddntico secundario (n = 10).

Etapa do tratamento endoddntico

Coleta
C1 Cc2 C3
BP 604,5 (312 — 884) BP 396,0 (127 — 715) A2 432,5 (22 — 626) A2
CR 350,5 (252 — 588) B2 310,0 (108 — 464) ABa 182,5 (65 — 518) A2

BP: bolsa periodontal; CR: canal radicular; C1: coleta inicial; C2: coleta apés o preparo
guimico-mecénico; C3: coleta apds 30 dias de medicacéo intracanal.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas no teste de
Wilcoxon (p<0,05).

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas no teste de
Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

As doencas periodontais estdo entre as doencas infecciosas orais mais
comuns associadas ao estabelecimento de um biofilme altamente patogénico que
desencadeia uma resposta imune/inflamatéria do hospedeiro, levando a destruicéo de
tecidos periodontais de suporte e eventual perda do elemento dental (Eke et al., 2012;
Meyle & Chapple, 2015; Vieira Colombo et al., 2016). Desta maneira, a doenca
periodontal caracteriza-se por um processo inflamatorio localizado com degradacéo
tecidual, reducao na populacao celular, reabsorcao, fibrose e necrose por coagulagéo
(Seltzer et al., 1963; Rubach & Mitchell, 1965; Stahl, 1966; Mandi, 1972; Sinais &
Soltanoff, 1973; Langeland et al., 1974). Em virtude da progresséao lenta das lesdes
periodontais, estas podem exercer um efeito deletério sobre os tecidos pulpares
(Duque et al., 2018). Além disso, terapias periodontais como raspagem e alisamento
radicular podem acelerar a inflamacéo pulpar, provocando o processo de doenca inter-
relacionado (Seltzer et al., 1963; Stahl, 1966; Stallard, 1972).

Em nosso estudo foram incluidos 10 dentes com bolsas periodontais
maiores ou igual a 6 mm e vitalidade pupar, porém com resposta anormal aos testes
de sensibilidade ao frio, assim como foi no estudo de Dosseva et al. (2007). Para
inclusdo dos pacientes na pesquisa, estes deveriam estar em acompanhamento
periodontal por, no minimo, 6 meses, porém, sem resposta positiva a terapia de
suporte. De maneira geral, estes pacientes apresentavam dentes com canais
atrésicos que poderiam ser visualizados radiograficamente e clinicamente, polpa
dental fibrosada e, em alguns casos, presenc¢a de nédulos pulpares, concordando com
estudos prévios (Seltzer & Bender, 1959; Seltzer et al., 1963; Sinai & Soitanoff, 1973;
Lontelme et al., 1976).

A média de idade dos pacientes incluidos neste estudo foi de 31 (£16) anos,
sendo que a maioria (60%) era composta por mulheres. Um fato importante foi que
todos os dentes estavam higidos no momento do atendimento clinico. Além disso,
apresentaram bolsas periodontais profundas [9 (£1,69) mm] e nivel de inser¢ao clinica
de 10,2 (£1,98) mm e todos com mobilidade dental, evidenciando, como Unica fonte
de micro-organismos, a bolsa periodontal. Nenhum dos pacientes apresentou

qualquer tipo de sintomatologia no momento do atendimento.
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Tanto nas doencas periodontais como nas endodonticas, o principal fator
etiologico é a presenca de biofilme bacteriano (Kakehashi et al., 1965; Mandel et al.,
1993; Gomes et al., 2015) que, devido a presenca de vias de comunicacao entre estes
dois tecidos como tubulos dentinarios expostos, canais laterais e acessorios e forame
apical (Rotstein et al.,, 2017), podem estar presentes em ambos 0s sitios
simultaneamente. Diante da intima relacéo entre as lesdes periodontais e pulpares, o
presente estudo investigou a microbiota por meio de métodos moleculares e
guantificou os niveis de endotoxinas e acido lipoteicico em canais radiculares e
bolsas periodontais de dentes submetidos & terapia endodbntica com doenca
periodontal crénica com envolvimento endodéntico secundario, antes e apds o
preparo quimico-mecanico e ap6s o uso de uma medicacdo intracanal a base de

hidréxido de calcio por 30 dias.

Até o momento, estudos indicam a realizacdo do tratamento endodoéntico
em casos de lesBes endodobnticas periodontais combinadas, onde o tecido pulpar
encontra-se necrosado (Gomes et al., 2015), entretanto, em casos de dentes com
doenca periodontal primaria e envolvimento endoddntico secundario, com presenca
de vitalidade pulpar, ainda que alterada, a literatura ainda ndo é unanime na indicacao
da terapia endodéntica. Estudos recentes indicam que diante de casos em que a
terapia periodontal por si s6 ndo € capaz de reestabelecer saude dos tecidos
periodontais, a realizacdo do tratamento endoddntico tem sido indicada como uma

terapia coadjuvante, mesmo na presenca de polpa vital (Duque et al., 2018).

O conhecimento da microbiota envolvida na patogénese da lesdo
periodontal primaria com envolvimento endodéntico secundario é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de estratégias para o combate eficaz dos micro-
organismos envolvidos e, consequentemente, para um prognostico favoravel e
restabelecimento da condicdo de saude do individuo. Até o momento, a literatura
ainda é extremamente limitada em relacdo a estudos que investigam a microbiota

bolsas periodontais e canais radiculares com polpa vital.

A realizacdo das coletas clinicas foi realizada com cones de papel estéreis
e apirogénicos. Considerando as limitacdes deste tipo de coleta, este método € bem

estabelecido na literatura (Siqueira et al., 2007; Gomes et al., 2015; Barbosa-Ribeiro
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et al., 2016), baseado no fato de que estdo sendo coletados espécies pertencentes a
biofilmes que estdo flutuantes no canal radicular sdo pertencentes a biofilmes
presentes no sistema de canais radiculares (Berezow & Darveau, 2011). Para a
avaliacdo da microbiota de bolsas periodontais e/ou canais radiculares, diversos
estudos utilizaram-se de cones de papel para a realizagdo das coletas microbianas
(Gomes et al., 2015; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Nébrega et al., 2016; Hoedke et al.,
2018; Duque et al., 2018). Além disso, VMGA Il é frequentemente utilizado como meio
de transporte, evitando perda microbiana até o processamento laboratorial (Gomes et
al., 2015; Nbbrega et al., 2016).

O método molecular para identificacdo microbiana, Nested PCR, é uma
técnica que permite a deteccdo de DNA microbiano que apresenta uma sensibilidade
de cerca de 10 células-alvo para as espécies, sendo superior as técnicas de PCR
simples (10 a 10? células) (Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013; Duque et al., 2018).
Outro ponto positivo da técnica utilizada no presente estudo é a capacidade de
identificar espécies microbianas de dificil cultivo, incluindo as fastidiosas (Gomes et
al., 2008; Endo et al., 2013; Duque et al., 2018). O presente estudo revelou a presenca
de uma microbiota complexa, composta por bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, anaerobias facultativas e anaerdbias estritas. Além disso, a utilizacao desta
técnica permitiu o monitoramento das diferentes etapas dos procedimentos
endodonticos, tais como preparo quimico-mecanico e medicacéo intracanal sobre os

patégenos endodénticos/periodontais.

Nossos resultados mostraram a presenca de bactérias do complexo
vermelho (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tanarella forsythia),
frequentemente associadas a doenca periodontal severa, corroborando com estudo
prévios (Duque et al., 2018). Além destas, outras bactérias altamente resistentes e
frequentemente isoladas em casos de insucesso do tratamento endodontico como
Enterococcus faecalis (Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016) também foram
frequentemente identificadas nas bolsas periodontais, concordando com estudo de
Gomes et al. (2015). Em relacdo as coletas iniciais dos canais radiculares, foi
observado a presenca de Fusobacterium nucleatum, espécie frequentemente
associada a infeccdo endodéntica, entretanto, para a nossa surpresa, ndo foram

detectados Parvimonas micra e Prevotella intermedia, igualmente associadas a
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patogenia endoddntica. Desta maneira, nossos resultados divergem parcialmente de

outros estudos (Gomes et al., 2015; Duque et al., 2018).

Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella nicrescens e Tanarella forsythia
Actinomyces naeslundii, Filifactor alocis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Prevotella tannerae e Streptococcus sobrinus  foram espécies microbianas
encontradas nas bolsas periodontais e canal radiculares ao mesmo tempo, 0 que
evidencia a importancia das vias de comunicacao existentes entre polpa e periodonto
e também a capacidade de o tecido periodontal atuar como um reservatorio de micro-
organismos, fato evidenciado em outras investigacdes (Gomes et al., 2015; Alyahya
et al., 2017; Rotstein et al., 2017; Duque et al., 2018).

Outro método molecular que permite investigar a microbiota, independente
da condicao clinica, e em um periodo de tempo relativamente curto é a técnica do
Checkerboard DNA-DNA hybridization. Esta técnica permite o cruzamento de até 28
amostras clinicas coletadas com 40 sondas de DNA bacteriano previamente

conhecido (Socransky et al., 2004; Sakamoto et al., 2006).

Nossos resultados mostraram que, assim como no Nested PCR, o
Checkerboard DNA-DNA hybridization se mostrou uma metodologia capaz de detectar
a presenca de uma microbiota complexa, concordando com estudos de Siqueira et al.
(2000) e Vianna et al. (2008) onde foram estudados dentes com infeccfes primarias.
Assim como 0 nosso trabalho que avaliou dois sitios distintos (bolsa periodontal e
canal radicular), Récas et al. (2015) compararam bactérias presentes sitios diferentes

(lesbes de cérie e canais radiculares) de dentes com pulpite irreversivel.

Quarenta sondas foram utilizadas para a realizacdo do Checkerboard DNA-
DNA hybridization na investigagcdo da microbiota de dentes com lesdo periodontal
primaria com envolvimento endodéntico secundario. Destas, 39 espécies microbianas
foram detectadas em alguma etapa do tratamento endodbntico nas bolsas

periodontais, enquanto que nos canais radiculares, este numero foi de 25.

Foi encontrada maior carga microbiana nas bolsas periodontais

comparadas aos canais radiculares, confirmando os resultados obtidos pelo Nested
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PCR. Nas bolsas periodontais, as espécies mais prevalentes foram Fusobacterium
periodonticum (7/10), Capnocytophaga ochracea (5/10) e Fusobacterium nucleatum
(5/10). Nos canais radiculares, as espécies mais prevalentes foram Fusobacterium
nucleatum (8/10), Enterococcus hirae (7/10) e Capnocytophaga ochracea (5/10). A
presenca de bactérias comuns aos dois sitios sugere importantes vias de
comunicacao entre estes tecidos (Rovai, 2014; Gomes et al., 2015; Duque et al.,
2018).

Das bactérias avaliadas pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization nas
coletas microbioldgicas das bolsas periodontais, 12 apresentaram carga microbiana
maior que 10° e menor 10° células e uma (Fusobacterium nucleatum) apresentou
carga aproximadamente igual a 108 células. Por outro lado, nos canais radiculares,
apenas 2 espécies apresentaram a mesma quantidade de carga microbiana. Tal fato
enfatiza a maior complexidade e carga microbiana das bolsas periodontais
comparadas aos canais radiculares, que atuam como fonte primaria de micro-

organismos.

No presente estudo, Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis
foram duas espécies frequentemente isoladas nas bolsas periodontais e canais
radiculares, concordando com Gomes et al. (2015). Entretanto, a utilizacdo do
Checkerboard DNA-DNA hybridization na deteccéo destas duas espécies subestimou
a presenca de ambas. Desta forma, a associacdo entre os dois métodos moleculares
foi importante para uma caracterizacdo mais precisa da microbiota presente nas
bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com polpa vital associados a
doenca periodontal. Nossos resultados mostraram que a técnica de PCR é mais
sensivel na deteccdo de patdgenos endodonticos/periodontais comparados ao
Checkerboard DNA-DNA hybridization, corroborando com estudos prévios (Siqueira
et al., 2000, Rogas et al., 2015). Foram realizadas 84 analises comparativas entre
estes dois métodos e o Nested PCR foi mais sensivel na deteccdo de espécies
microbianas em 62 analises. Também foi observado similaridade entre ambas as
técnicas. Em apenas um caso, para a deteccdo de A. actinomycetemcomitans, o

Checkerboard DNA-DNA hybridization foi mais sensivel que o Nested PCR.

A endotoxinas s&o o principal fator de viruléncia das bactérias Gram-
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negativas. Estas sdo as mais importantes moléculas inflamatoérias presentes na
membrana externa de bactérias Gram-negativas (Schein & Schilder 1975; Martinho et
al., 2018; Duque et al., 2018), liberadas durante multiplicacdo ou morte celular e capaz
de estimular tecidos mesmo em baixos niveis (Garcia et al., 2009; Martinho et al.,
2018). A destruicao tecidual em infec¢gbes endodontica e periodontal ocorre devido ao
estimulo de citocinas pro-inflamatérias do hospedeiro induzidas pelas endotoxinas
(Garcia de Aquino et al., 2009; Duque et al., 2018).

O Lisado de Amebdcito Limulus (LAL), método turbidimétrico quantitativo,
apresenta alta sensibilidade a presenca de endotoxinas, favorecendo uma melhor
avaliacao das amostras, assim como demonstrado por Martinho et al. 2010 e Martinho
et al. 2011. Nossos resultados mostraram maiores concentracdes de endotoxinas nas
bolsas periodontais comparados aos canais radiculares em todas as etapas do
tratamento endodéntico, corroborando com estudo prévio (Duque et al., 2018). Tal fato
se relaciona ao maior periodo de duracao da infec¢édo periodontal (fonte priméria de
micro-organismos) comparado a endodéntica e o tipo de colonizacdo microbiana
(grande numero de bactérias Gram-negativas). Além disso, o tecido pulpar, apesar de
responder de maneira anormal aos testes de sensibilidade pulpar, ndo se encontra
necrosado e, portanto, ainda apresenta capacidade de defesa, resistindo a penetragcéo

de micro-organismos (Love & Tanner, 2017), especialmente os Gram-negativos.

Os valores iniciais dos niveis de endotoxinas encontrados nas bolsas
periodontais foram de 160,8 (85,4 — 363) enquanto que, nos canais radiculares, estes
valores foram de 0,1 (0,1 — 0,1). Estes dados estdo de acordo com estudo prévio
(Rovai, 2014; Dugue et al., 2018). Apoés a realizacdo do preparo quimico-mecanico,
0s niveis de endotoxinas nas bolsas periodontais e canais radicualres foram
reduzidos. Diversos estudos evidenciam a eficacia do preparo-quimico-mecanico na
reducdo do conteudo infeccioso dos canais radiculares e bolsas periodontais (Gomes
et al., 2009; Endo et al., 2012; Rovai, 2014; Herrera et al., 2017). Apds 30 dias de
medicacado intracanal, os niveis de endotoxinas foram significativamente reduzidos
tanto nas bolsas periodontais quanto nos canais radiculares, corroborando com a
literatura (Martinho et al., 2010, 2011; Duque, 2013; Rovai, 2014; Duque et al. 2018;
Martinho et al., 2018).
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Com isso, 0 presente estudo evidenciou a importancia do tratamento
endodéntico, tanto do preparo quimico-mecanico, como da medicacéo intracanal, na
reducdo dos niveis de endotoxinas nas bolsas periodontais e canais radiculares.
Optou-se pela utilizagdo de uma medicagédo intracanal a base de hidroxido de célcio
por 30 dias, uma vez que quando utilizada por periodo inferior (7 ou 14 dias), ndo
promoveu efeito adicional ao PQM (Berber, 2009; Endo et al., 2013). Por outro lado,
este trabalho evidenciou a importancia da MIC por 30 dias no controle do contetudo
infeccioso e endotdxico dos canais radiculares, concordando com os resultados de
Marinho et al. (2014), Sousa et al. (2014) e Barbosa-Ribeiro et al. (2018) e das bolsas
periodontais (Duque et al., 2018).

Assim como as bactérias Gram-negativas apresentam as endotoxinas na
sua composicao, o principal fator de viruléncia das bactérias Gram-positivas € o acido
lipoteicdico, liberado durante a multiplicagcéo ou lise bacteriana (Ginsburg et al., 2002;
Barbosa-Ribeiro et al.,, 2016). O acido lipoteicoico apresenta propriedades
patogénicas similares as endotoxinas (Ginsburg et al., 2002; Han et al., 2003; Wang
et al., 2003; Hahn & Liewehr, 2007; Siqueira & Rocas, 2007; Ryu et al., 2009; Barbosa-
Ribeiro et al., 2016), e é capaz de causar efeitos sobre a polpa e periodonto.

Por meio do teste de ELISA é possivel quantificar os niveis de &cido
lipoteicdico presentes nas amostras. No presente estudo, foram detectados niveis de
acido lipoteicoico tanto nas bolsas periodontais como nos canais radiculares. Até o
momento, sdo raros 0s estudos clinicos que envolvem a quantificacdo de LTA
(Barbosa-Ribeiro et al., 2016), portanto, este ainda € um tema que necessita de
maiores estudos, especialmente em casos de lesdes periodontais primarias com
envolvimento endoddntico secundario, com o objetivo de compreender o real papel da

presenca do acido lipoteicoico nestes casos.

Nas coletas iniciais, maiores niveis de &cido lipoteicdico foram detectados
nas bolsas periodontais comparados aos canais radiculares, evidenciando maior
carga microbiana neste sitio [BP:604,5 (312 — 484) e CR: 350,5 (252 — 588)]. O
preparo quimico-mecanico foi eficaz na reducado de acido lipoteicdico nas bolsas
periodontais, entretanto, apesar de haver reducdo também nos canais radiculares,

ndo foi significativa. Apds 30 dias de medicagdo intracanal, os niveis de &cido
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lipoteicdico foram significativamente menores tanto nas bolsas periodontais quanto
nos canais radiculares comparados as coletas iniciais. De maneira geral, 0s
procedimentos endodénticos combinados (preparo quimico-mecanico e medicacao
intracanal) apresentam efeitos positivos na reducéo de &cido lipoteicoico. Apesar de
ainda existirem poucos estudos na literatura investigando os efeitos do tratamento
endodontico na reducdo de LTA, nossos resultados corroboram com os achados de
Barbosa-Ribeiro et al. 2016, que também observaram a efetividade do tratamento

endoddntico na reducao deste fator de viruléncia de bactérias Gram-positivas.

Uma observacado importante neste estudo diz respeito aos altos niveis de
acido lipoteicéico nas bolsas periodontais comparados aos canais radiculares,
entretanto, apos o tratamento endoddntico, estes niveis ndo apresentaram diferencas
entre si. Entretanto, ainda ndo é possivel prever os valores minimos de LTA para que
possa haver um reparo tecidual efetivo. Desta maneira, se faz necessario a
proservacdo com coleta de bolsas periodontais destes pacientes, com o objetivo de
compreender o real efeito dos procedimentos endoddnticos no prognostico destes

dentes.

Apesar disso, sabe-se que a indicagao do tratamento endodontico tem que
mostrado efeitos positivos com regressao de sinais clinicos, tais como, reducéo da
mobilidade dental e bolsa periodontal. Tem-se sugerido que o canal radicular atua
como um reservatério de medicacédo intracanal que se difunde para os tecidos
periodontais, alterando a composi¢cao microbiana (Duque et al., 2018). Desta forma,
existe uma modificacdo com reducdo de espécies Gram-negativas e aumento do
namero de espécies Gram-positivas, que estdo mais associadas a condicdo de saude
(Duque et al., 2018).

Aléem da investigacdo da microbiota de bolsas periodontais e canais
radiculares e de seus subprodutos como as endotoxinas e acido lipoteicdico, é de
grande importancia o monitoramento dos aspectos imunoldgicos relacionados aos
hospedeiros nas diferentes etapas do tratamento endodéntico. Com isso, novas
estratégias de terapia para maior previsibilidade e melhor prognéstico poderao ser

desenvolvidas.
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7 CONCLUSAO

Baseado nas metodologias empregadas, conclui-se que a microbiota das BP e
CR de dentes com vitalidade pulpar e doenca periodontal associada € polimicrobiana,
com presencga de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, anaerébias facultativas
e estritas. O PQM e a MIC promoveram reducéo do conteudo infeccioso das BP e CR.
Os métodos utilizados foram eficazes para a caracterizacdo da microbiota das BP e
CR. O PQM e a MIC foram efetivos na reducéo dos niveis de LPS nas BP e CR. A
MIC foi eficaz na reducéo dos niveis de LTA nas BP e CR. O tratamento endoddntico
apresenta efeito coadjuvante no tratamento de dentes com vitalidade pulpar e doenca

periodontal associada.
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APENDICES

Apéndice 1. Ficha clinica para coleta de informagdes dos pacientes envolvidos na

pesquisa.
FICHA CLINICA
NOME: NASC.:
RG. | JcrF:] [sexo:]
ENDERECD: |
BAIRRO | | ocer ] | cmabg |
TEL RES. PROFISSAC:
TEL.CEL: | TEL.COM.:
RESPONSAVEL (MENORES 13): | | PARENTESCO- |
| sonixio ESIECITICACOES
ESTA $08 CUIDADOS MEDIOOS QUALIS?
TOMA ALGUM MEDICAMENTO QUAL(ISP?
TA SOFRIU CIRURGIAS/EXTRACORS QUALAS)?
JA FOI ANESTESIADO{A) , HOUVERAM PRODBLEMAS? |
SOFRE[U) DE DOENGA SEVERA QUALJISY
TEM ALERGIA ! ASMA AQUEY
TEM PROGLEMAS CARDIACOS QUALUISY?
US4 MARCAPASSO DESDE?
TEM PRESSAO ALTA r CONTROLADA? |
TEM DIARETES TIPOH DESOE.
JATEVE HEPATITY TR
B PORTADOR DO VIRUS HIV DESDE.
FUMA HEGULARMENTFE 0 Que? FREQUENCIA | pesoE |
CONSOME BESIDAS ALCOOLICAS QUALS? FREQUENCIA
(MESHIO QUE OCASIONALMENTE) QUAL? FREQUENCIA
POSSUT FAMILIARES DOENTES QUEM E QUAIS? |
FAZ REGDME ALIMENTAR QUALY | | pesoe |
SANGRA MUITO AD S8 FERIR
RANGE OS DENTES DURANTE O DIA 00 A norTer |
| ESTAGRAVIDA A
RS e ANTICONCEPCIONAS QUAL? | pesoe |
LONSOME CUED0 QUALY
TEMPO DO TRATAMENTO ANTERIOR
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Apéndice 1. Ficha clinica para coleta de informac¢des dos pacientes envolvidos na

pesquisa (continuacao).

1E

ELEMENTO DENTAL: =7
EXAME SUBJETIVO
A - DOR PROVOCADA: B DOR ESPONTANEA

() INTERMINENTE ‘ {  JCONTINUA [{  )CESSACOMANALGESICD | ()
EXAME OBIETIVO ==
1 - INSPECAC [ YHIGIDO | ( ;RES‘I:AURADO { ) PROTESE | ( 7 » EXPOSICAD

( ) CARIE { » EDEMA { ) FISTULA ( )
A (. IVERTICAL £ MORIZONTAL

{ ) AUSENCIA [ ) SENSIBILIDADE J ( ) DOR
3-FRIO [( INDOLOR | ( YSENSIVEL | ¢ )bom [ JcEssamimmo| ¢ )rROLONGADA
s-pareacio | g | INDOLOR l { ) SENSIBILIDATIE I (  )pox [ () EDEMA
35— EXAME PERIODONTAL I ( IRETRACAC  FACE l ( ) FURCA GRAU _ ”/hs.«cs_
{ )BOLSA J __MM/PACE ___MM/FACE __ MMIFACE _ MM FACE
com
1~ EXAME RADIOGRAFICO | ¢ } LESAO PERIAPICAL l | ) ESPESSAMENTO FERIODONTAL
( JCARIE | ¢ IYPERDA DA LAMINA DURA [{ ) ‘ C »__
PIAGNOSTICO
| JPOLPA NORMAL j ( ) PULPITE RE\'ERS(VELT ( } PULPITE IRREVERSIVEL ] { | NECROGE
i 3 PERICEMENTITE | | ABSCESS0) {  JOUTRO
TRATAMENTO FROPOSTO
(  ITRATAM ENDOODONTICO l { ) TRATAM. CONSERVADOR [ ¢ ) TRATAM. RESTAURADOR
( IRETRATAMENTO | ( ) APICIGENESE / APICIFICAGAC | () — .
COLETAS
REALIZADAS

SULCO GINGIVAL=¢ )

ETX/CTX

VMOA
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Apéndice 1. Ficha clinica para coleta de informac¢des dos pacientes envolvidos na

pesquisa (continuagao)

FICHA DE PROCEDIMENTOS ENDODONTICOS
DENTE:
1) ANALISE HADIOGRAFICA
CONDUTO COMPRIM. APARENTE AMFLITUDE CURVATURA
CORNSTRITO MEDX) AMPLD | VESTIB | NESIAL | DASTAL | LBNGUAL
COMNSTRITO | MEDOO | Ampeo | vesTim | mEsiar | mstar | 1ovGuar
CONSTRITO | MEDIO AMITO | VISTEE | MESIAL | DistTar | tiacuiAL
CONITRITD | MEDID AMMO | visTR | MESIAL | DSTAL | LiNGAL
2-) PREFARO QUIMICO.MECANICO
DESCRICAO DA TECNICA:
SUBSTANCIAS IRRIGADORAS
CONDUTO FORMATO | LIMA ANAT. INICIAL CRF LEMA ANAT. FINAL (FORAMINAL)
3-) OBTURACAD
CONE: | CIMENTO: | RESTAURACACH:
TECNICA DE CBTURACAO:
4-) IFICULDADES ENCONTRADAS!
3)AUTO AVALIACAO:  EXCELENTL SATISFATORID REGULAR [RREGULAR
6-) NOTA FINAL: | vistTO;

PROCEDIMENTOS EXECUTADOS |

[ DATA | DENTES

DESCRICAOQ

VISTO

| |
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Apéndice 2. Dados clinicos dos 10 dentes com lesdo periodontal priméaria e envolvimento endodéntico secundario.

Aspecto da coroa

Condicéo periodontal Condicéao pulpar / periapical

clinica
Casos  Sexo Idade Dente l?rglri? Mo(l;irlgdua;de Restaurado Higido espo[?l?:gmea pa?;;g%o S;S:igﬂ?g;f
1 M 40 16 12 1 0 1 0 0 0
2 F 15 46 10 1 0 1 0 0 0
3 M 53 24 7 1 0 1 0 0 0
4 M 53 25 9 1 0 1 0 0 0
5 F 16 22 10 1 0 1 0 0 0
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10

16

16

42

38

11

12

21

21

11
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Apéndice 3. Prevaléncia de Treponema denticola encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Treponema denticola

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0
4 1 1 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 1 0 1 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 1 0 0 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 4. Prevaléncia de Treponema socransky encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Treponema socransky

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 1 0 0 0 0
2 0 1 1 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 5. Prevaléncia de Gemella morbillorum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Gemella morbillorum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 1 0 0 0 0
2 1 1 0 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 0 0 1 0 0 0
7 1 0 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 6. Prevaléncia de Tannerella forsythia encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Nested PCR.

Tannerella forsythia

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 1
3 1 1 0 0 0 0
4 1 1 1 1 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 1 1 0 0 0 0
7 1 1 0 0 0 0
8 1 1 0 0 0 0
9 1 1 0 1 0 0

10 1 1 1 1 0 0
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Apéndice 7. Prevaléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans encontradas
nas bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com leséo periodontal primaria

e envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 0 1 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 1 1 1 1 0
6 1 1 1 0 0 1
7 1 1 1 0 0 0
8 1 1 1 0 0 0
9 1 1 0 1 0 0

10 1 0 1 1 1 0
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Apéndice 8. Prevaléncia de Porphyromonas endodontalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Porphyromonas endodontalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 1
3 1 1 1 0 0 0
4 1 0 1 1 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 1 1 1 0 0 1
7 1 0 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 1 1 0
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Apéndice 9. Prevaléncia de Porphyromonas gingivalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Porphyromonas gingivalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 1 1 1 0 1
2 1 1 1 0 1 1
3 1 1 1 0 1 1
4 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 0 1
7 1 1 1 1 1 0
8 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 0 0

10 1 1 1 1 1 1
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Apéndice 10. Prevaléncia de Prevotella intermedia encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Prevotella intermedia

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 0 0 0 0
2 1 1 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 0 0 1 0 0 0
7 1 1 1 0 0 0
8 1 0 0 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 11. Prevaléncia de Prevotella tannerae encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Prevotella tannerae

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 0 0 1 1 0
2 1 1 1 0 0 0
3 0 0 0 1 0 0
4 1 1 1 1 1 1
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 1 1 1 0
7 1 1 1 1 1 1
8 0 0 1 1 0 0
9 1 1 1 1 1 1

10 1 1 1 1 0 0
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Apéndice 12. Prevaléncia de Prevotella nigrescens encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Prevotella nigrescens

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 1 0 1 1 0 0
5 1 1 1 1 0 1
6 1 1 1 0 0 1
7 1 1 1 1 1 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 1 1 0
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Apéndice 13. Prevaléncia de Filifactor alocis encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Nested PCR.

Filifactor alocis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 1 0 0
2 1 1 1 0 0 1
3 1 1 1 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 0 0 1 0 0 1
7 1 1 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 1 1 0 1

10 1 1 1 1 0 0
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Apéndice 14. Prevaléncia de Fusobacterium nucleatum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Fusobacterium nucleatum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 1 1 0
2 1 1 1 1 1 0
3 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 0 1
5 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 0 0

10 1 1 1 1 1 1
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Apéndice 15. Prevaléncia de Parvimonas micra encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Nested PCR.

Parvimonas micra

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 0
3 1 1 1 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 1 1 1 0 0 0
8 0 1 0 0 0 0
9 0 1 1 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 16. Prevaléncia de Actinomyces naeslundii encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Actinomyces naeslundii

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 1 0 1 1 0 0
5 1 1 1 1 0 0
6 0 0 1 0 0 0
7 1 1 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 17. Prevaléncia de Dialister pneumosintes encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Dialister pneumosintes

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0
6 0 0 1 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 1 0 1 0 0 0
9 1 1 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0
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Apéndice 18. Prevaléncia de Enterococcus faecalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Enterococcus faecalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 0 0
4 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 0
7 1 1 1 1 1 0
8 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 1 0

10 1 1 1 1 1 1




159

Apéndice 19. Prevaléncia de Streptococcus sobrinus encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Nested PCR.

Streptococcus sobrinus

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0
3 0 1 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 1 0 0 0 0 0
8 0 1 0 0 0 0
9 1 1 1 1 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 20. Deteccdo de Enterococcus hirae encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Enterococcus hirae

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 2 0 0 2 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 0 0
5 0 0 0 1 0 0
6 2 0 0 1 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 1 0 0
9 1 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 21. Deteccdo de Enterococcus faecium encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Enterococcus faecium

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 2 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 1 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 22. Deteccdo de Eubacterium nodatum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Eubacterium nodatum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 3 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 2

10 0 0 0 0 0 2
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Apéndice 23. Deteccdo de Porphyromonas gingivalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Porphyromonas gingivalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 2 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 3 1 0 1

10 0 0 0 0 1 1
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Apéndice 24. Deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans encontradas nas
bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com lesédo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 2 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 1 0 2

10 0 0 0 0 0 1
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Apéndice 25. Deteccao de Fusobacterium nucleatum (sp. vincentii) encontradas nas
bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com leséo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Fusobacterium nucleatum (sp. vincentii)

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 2

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 26. Deteccdo de Campylobacter rectus encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Campylobacter rectus

Casos CP1 CP2 CP3 CEl CE2 CE3
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 1
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Apéndice 27. Deteccdo de Treponema socransky encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Treponema socransky

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CES
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 28. Deteccdo de Eubacterium saburreum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Eubacterium saburreum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 2
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 29. Detec¢do de Parvimonas micra encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Parvimonas micra

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 3 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 2 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 1 0 0 0
9 0 0 3 0 0 0

10 2 0 2 0 0 0
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Apéndice 30. Deteccédo de Veillonella parvula encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Veillonella parvula

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 1 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 1 0 0 0
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Apéndice 31. Deteccdo de Actinomyces oris encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Actinomyces oris

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 1 0 0 0
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Apéndice 32. Deteccdo de Enterococcus faecalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Enterococcus faecalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0
4 0 0 0 0 1 0
5 0 0 0 0 0 0
6 2 0 0 0 0 0
7 0 0 0 1 0 0
8 0 0 0 1 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 1 0 0
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Apéndice 33. Deteccdo de Dialister pneumosintes encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Dialister pneumosintes

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 3 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 34. Deteccdo de Porphyromonas endodontalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Porphyromonas endodontalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 1 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 3 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 1

10 0 0 0 0 0 1
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Apéndice 35. Deteccédo de Streptococcus oralis encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Streptococcus oralis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 2 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 3 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0

10 1 0 0 0 0 0
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Apéndice 36. Deteccdo de Capnocytophaga ochracea encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Capnocytophaga ochracea

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 1 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0
4 0 0 1 1 1 0
5 0 0 3 0 0 0
6 2 0 0 1 0 0
7 0 0 0 1 0 0
8 0 0 0 1 0 0
9 1 2 0 0 0 1

10 1 3 0 0 0 0
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Apéndice 37. Deteccao de Actinomyces israelii encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Actinomyces israelii

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 1 0 0
5 0 0 1 0 0 0
6 1 0 0 0 0 1
7 0 0 0 0 0 1
8 0 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 1

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 38. Deteccdo de Streptococcus intermedius encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Streptococcus intermedius

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 2 0 0 0
2 1 0 2 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 1 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 3 0 1 0 1

10 1 2 0 0 0 1
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Apéndice 39. Deteccdo de Treponema denticola encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Treponema denticola

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 40. Deteccdo de Prevotella nigrescens encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Prevotella nigrescens

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 2 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 1
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0

10 0 2 0 0 0 0
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Apéndice 41. Deteccdo de Actinomyces odontolyticus encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Actinomyces odontolyticus

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0

10 3 3 0 0 0 0




182

Apéndice 42. Deteccédo de Fusobacterium nucleatum (sp. polymorphum) encontradas
nas bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com leséo periodontal primaria

e envolvimento endododntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Fusobacterium nucleatum (sp. polymorphum)

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 1 0
5 0 0 0 0 0 0
6 2 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 2

10 0 1 0 0 0 0
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Apéndice 43. Deteccdo de Campylobacter Showae encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Campylobacter Showae

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0
4 0 0 0 0 1 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 0

10 0 2 0 0 0 0
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Apéndice 44. Deteccdo de Fusobacterium periodonticum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Fusobacterium periodonticum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 1 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 1 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0

10 0 1 0 0 0 0
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Apéndice 45. Deteccdo de Neisseria mucosa encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Neisseria mucosa

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 1
7 0 0 0 0 0 2
8 0 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 0

10 0 2 0 0 0 0
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Apéndice 46. Deteccdo de Fusobacterium nucleatum encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Fusobacterium nucleatum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 4 0 0 3 0 0
2 2 0 0 1 0 2
3 0 0 0 2 1 1
4 0 0 0 2 1 0
5 0 0 0 2 0 2
6 2 0 0 1 0 2
7 0 0 0 1 0 2
8 0 0 0 0 0 0
9 1 2 0 0 0 0

10 0 2 0 1 0 0
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Apéndice 47. Deteccdo de Capnocytophaga gingivalis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Capnocytophaga gingivalis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 2 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0

10 1 2 0 0 0 0
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Apéndice 48. Deteccdo de Streptococcus gordonii encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Streptococcus gordonii

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 1 0 0
2 1 0 2 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 1 0 0
6 1 0 0 1 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 2

10 2 2 0 0 0 0
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Apéndice 49. Deteccao de Tannerella forsythia encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Tannerella forsythia

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 3 0 0 0 0 0
2 1 0 3 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 2 0 0

10 1 3 0 1 0 0
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Apéndice 50. Detecgdo de Staphylococcus epidermidis encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Staphylococcus epidermidis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 3 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0
4 0 0 0 2 2 0
5 0 0 0 1 0 0
6 2 0 0 1 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 51. Deteccdo de Propionibacterium acnes encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Propionibacterium acnes

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 2 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0
4 0 0 1 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 1 2 0 0 0
7 0 0 2 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 1

10 2 0 0 0 0 1
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Apéndice 52. Deteccdo de Prevotella melaninogenica encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Prevotella melaninogenica

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 53. Deteccado de Streptococcus mitis encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Streptococcus mitis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 2
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Apéndice 54. Deteccao de Eikenella corrodens encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Eikenella corrodens

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 55. Deteccao de Gemella morbillorum encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Gemella morbillorum

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 3 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 56. Deteccdo de Capnocytophaga sputigena encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Capnocytophaga sputigena

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 57. Deteccédo de Filifactor alocis encontradas nas bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Filifactor alocis

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 2 0 2 0 0 0
3 0 0 2 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 3

10 0 1 0 0 0 3
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Apéndice 58. Deteccdo de Streptococcus mutans encontradas nas bolsas
periodontais e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal priméaria e

envolvimento endoddntico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Streptococcus mutans

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 3 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 1 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0

10 0 1 1 0 0 0
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Apéndice 59. Deteccédo de Prevotella intermedia encontradas nas bolsas periodontais
e canais radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento

endodontico secundario pelo Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Prevotella intermedia

Casos CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 2 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 60. Niveis de endotoxinas detectados nas bolsas periodontais e canais

radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento endodéntico

secundario pelo método LAL pyrogent 5000.

Caso CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 363,0 158,5 81,6 0,1 0,10 0,01
2 153,0 100,0 45,5 0,1 0,10 0,01
3 181,0 113,0 164,0 0,1 0,10 0,01
4 180,0 107,0 16,6 0,1 0,01 0,01
5 168,6 116,0 24,0 0,1 0,03 0,01
6 191,1 143,0 37,0 0,1 0,01 0,01
7 85,4 60,0 38,7 0,1 0,01 0,01
8 109,0 103,0 49,0 0,1 0,01 0,01
9 133,0 62,6 40,0 0,1 0,1 0,01
10 130,0 117,0 70,0 0,1 0,01 0,01
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Apéndice 61. Niveis de acido lipoteicoico detectados nas bolsas periodontais e canais

radiculares de dentes com lesdo periodontal primaria e envolvimento endodéntico

secundario por meio de ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica — ELISA.

Caso CP1 CP2 CP3 CE1l CE2 CE3
1 598,0 594,0 584,0 588,0 388,0 204,0
2 631,0 678,0 497,0 381,0 395,0 245,0
3 729,0 431,0 628,0 430,0 156,0 368,0
4 766,0 715,0 604,0 300,0 339,0 161,0
5 884,0 374,0 368,0 518,0 388,0 252,0
6 551,0 358,0 531,0 300,0 281,0 518,0
7 611,0 198,0 160,0 274,0 127,0 96,0
8 312,0 278,0 58,0 320,0 108,0 82,0
9 557,0 418,0 186,0 476,0 464,0 65,0
10 551,0 127,0 22,0 252,0 173,0 122,0
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de
Campinas - UNICAMP.

| COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

y

FO

CERTIFICADO

0O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa “*Monitoramento clinico, microbioldgico, imunolégico
e biomolecular das diferentes condigoes pulpares e perirradiculares”, CAAE 86140218.0.0000.5418-Versdo: 4, dos pesquisadores Brenda Paula Figueiredo de
Almeida Gomes, Emelly de Aveiro, Juliana Delatorre Bronzato, Ezequiel Gabrielli, Lidiane Mendes Louzada, Maria Eunice da Silva Davidian, Vito Madio Chiarelli
Neto e Rodrigo Arruda Vasconcelos satisfaz as exigéncias das resolugdes especificas sobre ética em pesquisa com seres humanos do Conselho Nacional de
Salde — Ministério da Salde e foi aprovado por este comité em 10/08/2018.

The Research Ethics Committee of the Piracicaba Dental School of the University of Campinas (FOP-UNICAMP) certifies that research project
"Clinical, microbiological, immunological and biomolecular monitoring of different pulp and periradicular conditions”, CAAE 86140218.0.0000.5418-Version:
4, of the researcher’s Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes, Emelly de Aveiro, Juliana Delatorre Bronzato, Ezequiel Gabrielli, Lidiane Mendes Louzada,
Maria Eunice da Silva Davidian, Vito Madio Chiarelli Neto and Rodrigo Arruda Vasconcelos, meets the requirements of the specific resolutions on ethics in
research with human beings of the National Health Council - Ministry of Health, and was approved by this committee on August, 10 2018.

vém e Tusu m

s
Profa. Fernanda Miori Pascon Prof. Jacks Jorge Junior
Vice Coordenador Coordenador
CEP/FOP/UNICAMP CEP/FOP/UNICAMP

Nota: O titulo do protocolo e a lista de autores aparecem como fornecidos pelos pesquisadores, sem qualquer edig#o.
Notice: The title and the list of researchers of the project appears as provided by the authors, without editing.
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Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido especifico para a pesquisa.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Gostariamos de convidi-lo a participar da pesquisa imtitulada:
“Monitoramento clinico, microbiolégico, imunolégico ¢ biomolecular das diferentes condicbes

pulpares ¢ perirradiculares™
1 — Apresentacio da pesquisa:
L1 Identificacdo da instituicio
Faculdade de Odoatologia de Pirscicaba — Universidade Estachal de C

Enderego: A\tmdaLm‘)Ol Barro Arasdio, CEP: 13414903 - Piracicaba — SP.
Telefone: (19) 2106-5215 (Endodontia)

1.2 Responsivel pela pesquisa

As mnf O das neste d foram formecidas pela onentadora Prof®. Dr®. Brenda Paula Frguemwedo de Almesda
(hmewp:bspaqmmhnﬁndly&Avazqucl(&:lh." Del Br Lidiane Mende:
Louzada, Mana Eumce da Silva Davidian, Rednigo Amuda Vasconcelos ¢ Vito Madio Charelli Neto. responss be
pela apresentacio ¢ obtengio do consentimento.
L3 Justificativa
a  Este wabalbo visa n -‘— mm&&nﬂumwﬁsﬂlenﬁmm(m
servird como ¢ le). i b ecal (agudo ¢ crimico). dentes com envolvimento
mwmemkﬁwm&cm&mm do dodéntico com
necessadade de retratamento ou de crurga p dodimtica. A realizacio desta pesquisa servira para avaliar o efeito
bmnm&xﬁ&sﬁsm
b gar o ado toxico de bacté frando 2 contribaigSo destas moléculas no & Iy de dor ¢
presenca de lesdes no dpace do dente.
c qumsasmﬂmduunnnm“‘ 5 ¥/ sobre o da resisténcia 3 antibi de & chx
da dacul de dentes com do dodo Desta forma. €
mmxmﬁ 1sténcia aos antibioticos destas bacte
2 - Informagies sobre a pesquisa:
2.1 Objetivo geral
Avabar a influéncia das bacténas ¢ seus prodi oxicos ma mnducs &mﬂ-moml’ea;mandmﬁhﬁa
avaliar o efesto do tratamento de canal m reducio elou el cio desse ido em camars radh obgetivando analsar
o efato das daf fi de tlezads
Visa txmbé pgar se ha éncia ou ndo das bacténas acs antibioticos usad I em endods
2.2 Procedimentos e metodologias
Selecdo dos pacientes
Inicialmente serio analisadss as fichas dos pacientes cadasteados me Area de Endodontia da Faculdade de Odontol

&Pmnba(ﬂ)PUNltAMP]mhdmm(m&An-lnﬂoemmhﬂmmm
wlmhnmcunuh&alnlSc&m&mﬁmmxmem&m&mmdﬂM»mm&
acordo com 2 condicio do dente. Serio excluid que oh:amk’m.qum
antifiingxcos ¢ antibidticos em menos de 3 meses; dentes com fraturs ma raz; dentes com c3o; dificuldade de
acesso a0 canal radscular; e dentes sem restauracio, seja temporina ou defintiva.

4



204

Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido especifico para a pesquisa

(continuacéo).

ENIVERSMDADE ESTADE AL DE CAMPINAS
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Anexo 3. Relatorio de verificacdo de originalidade e prevencgéo de plagio.

LIDIANE FINAL

RELATORID DE ORIGINALIDADE

4. 4, 2. 0-,

INDICE DE FONT ES DA INTERMET  FUBLICACOES DOCUMENT 0% DOS
SEMBELHANCA AL LUNDS

FOMTES PRIMARIAS

repositorio.unesp.br 2%
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