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INTRODUGAO:

A doenca periodontal é considerada a principal causa de perda dentaria em adultos, tendo
sido associada com doencas sistémicas, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
resultados adversos da gravidez e osteoporose. A doenca periodontal de longa duragcdo pode
provocar alteragdes pulpares (Kwon et al. 2013). Por essa razao a terapia endodontica tem sido
sugerida e indicada em casos que nao respondem a terapia periodontal (Simring &amp; Goldberg,
1964; Duque et al. 2019). Além disso, o tratamento endoddntico pode favorecer o reparo dos tecidos
periodontais doentes (Blonlof et al. 1988; Stashenko et al. 1991).

As lesdes endoperiodontais, também conhecidas como lesbes endoperio, sao
caracterizadas por alteragdes patologicas com envolvimento pulpar e periodontal em um mesmo
dente (Solomon et al. 1995; Al-Fouzan, 2014; Gomes et al. 2015; Duque et al. 2019). S&o lesdes
resultantes de produtos inflamatérios encontrados nos tecidos periodontal e pulpar. Diante da
presenca de necrose pulpar € de senso comum que o tratamento endoddntico deve ser realizado
com o objetivo de promover reparo periodontal mesmo nos casos em que a terapia periodontal ja
tenha sido iniciada (Kwon et al. 2013). Por outro lado, o envolvimento endodéntico secundario, ou
seja, com presencga de vitalidade pulpar, o tratamento endodéntico tem sido sugerido e indicado em
casos que nao apresentam reposta ao tratamento periodontal (Simring &amp; Goldberg, 1964;
Duque et al. 2019). Nestes casos, a realizagdo de um tratamento endoddntico de alta qualidade,
em termos de instrumentacao e irrigacao € essencial para obtencao de altas taxas de sucesso do
tratamento em geral (Vianna et al. 2007; Gomes et al. 2009b; Gomes et al. 2012; Marinho et al.
2015; Barbosa-Ribeiro et al. 2016; Duque et al. 2019).

Atualmente, acredita-se que a utilizacdo de uma medicacéo intracanal possa servir como
um reservatorio com capacidade de atuacdo nas bolsas periodontais, alterando assim o perfil
microbioldgico e endotdxico nestes sitios (Duque et al. 2019). Desta maneira, € de grande
contribuicdo para a literatura a realizagdo do monitoramento microbioldgico nas diversas etapas do
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tratamento endodéntico de pacientes submetidos a terapia endodéntica com doenca periodontal
crbnica e envolvimento endoddntico secundario, com o objetivo de verificar uma possivel melhora
no quadro clinico periodontal apés o tratamento endodéntico.

Apesar de existir uma extensa literatura quanto a microbiota associada a lesdes periodontais
e a lesbes endodébnticas separadamente, poucos estudos se dedicaram a investigacdo da
microbiota de lesdes combinadas, ou seja, de lesdes endoperiodontais (LEP), particularmente de
dentes com doenga periodontal crénica e envolvimento endodéntico secundario. Dessa forma, o
presente estudo clinico tem por objetivo caracterizar o perfil microbiolégico de pacientes submetidos
a terapia endodéntica com doenca periodontal crénica, avaliar os efeitos do tratamento endodéntico,
com utilizagdo de uma medicagdo intracanal (hidroxido de calcio + clorexidina gel 2%), como
tratamento complementar sobre o conteudo infeccioso periodontal e endodéntico em dentes que
nao respondem a longos periodos da terapia periodontal diagnosticados com periodontite cronica e
envolvimento endodéntico secundario e avaliar a influéncia do conteldo infeccioso presente nas
bolsas periodontais sobre os canais radiculares.

METODOLOGIA:

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

Local da pesquisa

Clinica da Poés-graduacgao e Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas FOP/UNICAMP.

Critério de Inclusao e exclusao

Critério de inclusao: a) Tratamento e acompanhamento periodontal prévio de no minimo 6
meses a 1 ano. b) 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 iguais ou maiores que 6 mm. c) Dentes que radiograficamente apresentaram
perda 6ssea extensa em uma das faces proximais, acompanhado ou ndo de sinais e sintomas
clinicos. d) Dentes que clinicamente, através do teste térmico a frio e do teste elétrico, apresentaram
resposta positiva ao teste de sensibilidade pulpar comparado ao dente contralateral (controle). e)
Dentes que durante a terapia periodontal ndo apresentaram nenhum tipo de resposta positiva a
terapia, e a profundidade das bolsas aumentam gradativamente. f) Pacientes que nao faziam uso
de anti-inflamatérios sistémicos, antibidticos sistémicos e/ou locais ou agentes imunossupressores
nos ultimos 3 meses.

Critério de exclusao: Foram descartados deste estudo, pacientes que apresentaram dentes
com grandes extensdes de carie, com cadmara pulpar exposta ao meio bucal, com necrose pulpar,
com trincas, calcificagdes, qualquer tipo de reabsor¢cao e casos em que nao foi possivel acessar
todo o comprimento do canal radicular. Pacientes portadores de doengas sistémicas (como por
exemplo, diabetes melitus e AIDS), com histéria de antibioticoterapia recente e uso de antifungicos
também n&o participaram deste trabalho.

Aspectos clinicos e radiograficos: Para cada paciente foram registradas informag¢des como:
idade, sexo, histéria médica e dentaria. Foram anotados os aspectos fisicos do canal durante a
coleta da amostra, tais como canal seco, presenca de exsudato, presenca ou nao de caries e
restauragdes. Todas as caracteristicas clinicas e radiograficas, referentes ao dente investigado,
foram anotadas na ficha clinica de cada paciente.
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Coletas de amostras

Foram coletadas amostras iniciais, apds o preparo quimico-mecanico e apds a medicagao
intracanal a base de hidréxido de calcio e clorexidina gel 2% de 10 canais radiculares (CR) e bolsas
periodontais (BP) de dentes com lesdo periodontal primaria com envolvimento endoddntico
secundario (Figura 1). As coletas foram realizadas através de cones de papéis absorventes estéreis
calibre FM (Dentsply - Petropolis, RJ). 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; Gomes 2007, Duque 2019).

Figura 1. Aspectos clinicos e radiograficos das coletas dos CR E BP. A- Radiografia inicial; B- Sondagem periodontal;
C- Desinfecgao do campo operatério com H202 30% (v/v) seguido de NaOCI 2,5% e de tiossulfato de sédio 5% (por 1
minuto); D- Coleta ap6s o preparo quimico-mecanico com cones de papel absorvente estéreis; E- Medicagao intracanal
a base de hidréxido de calcio (30 dias).

Procedimentos Laboratoriais

Identificacdo microbiana pelo método molecular Nested — PCR
Reacgéo de PCR Universal
Extracdo do DNA bacteriano

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

O Nested-PCR consiste em duas etapas. As etapas iniciais (FILE 11) do ciclo de PCR
compreendem uma desnaturagao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturagéo (94°C, 1 min),
anelamento (42°C, 2min) e extensdo (72°C, 3 min); seguidos de uma extenséao final (72°C, 10
minutos).

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

Verificado o sucesso da reagao universal, uma aliquota do produto desta reacao foi utilizada
para realizagéo de outra reagao 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. micros (P. micra), P.
endodontalis, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, S sobrinus, T. forsythia, T.
denticola e T. Socranskii.

As etapas finais (FILE 12) do ciclo de PCR compreenderam 27 ciclos de desnaturagéo (94°C,
1 min), anelamento (52°C, 2min) e extenséo (72°C, 3 min). Para essa etapa final foram utilizados
0s reagentes nas mesmas concentragdes da primeira reagéo FILE 11 e os produtos analisados pelo
gel eletroforético de agarose 1 (Figura 2).
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Figura 2. Nested PCR. A- VMGA lII; B- Extragdo de DNA (QIAGEN); C-Termociclador; D- Transiluminador de luz UV; E-
Bandas espécie-especificas.
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Analise estatistica

Os dados coletados foram introduzidos numa planilha de calculo e estatisticamente
analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Os dados referentes ao
Nested PCR foram avaliados através do teste de Friedman.

RESULTADOS:

O preparo quimico-mecanico mostrou-se eficaz na eliminagdo de DNA bacteriano das
espécies  Actinomyces  naeslundii, Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,  Dialister
pneumosintes, Filifactor alocis, Gemella morbillorum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
intermedia, Prevotella nicrescens, Prevotella tannerae, e Treponema denticola nas BP e das
espécies Actinomyces naeslundii, Filifactor alocis, Streptococcus sobrinus e Tanarella forsythia nos
CR (P > 0.05). Nas BP a comparagao entre a coleta realizada apos 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. Em relagao a coleta inicial, a medicagao intracanal foi eficaz contra bactérias resistentes
como Enterococcus faecalis e Prevotella Tannerae, apresentando diferencas estatisticas
significativas nos CR. Nenhum efeito adicional foi observado diante da bactéria Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella nigrescens, evidenciando grande resisténcia
destas espécies microbianas nos CR mesmo apds 30 dias de medicacédo intracanal.

CONCLUSOES:

Concluiu-se que a microbiota das BP e CR é polimicrobiana, com presenca de espécies
Gram-positivas e Gram-negativas, anaerdbias facultativas e estritas. O PQM e a MIC favoreceram
a redugao microbiana em ambos os sitios.

APOIO:

Fapesp 2015/23479-5, 2019/19300-0, 2021/14459-1, CNPq 303852/2019-4, CAPES
Finance Code 001, PIBIC.
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