Y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VA
VAY ’
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

EMANUEL DA SILVA ROVAI

ESTUDO DA DIVERSIDADE MICROBIANA E NIiVEIS DE
ENDOTOXINAS EM LESOES ENDO-PERIODONTAIS

2014



EMANUEL DA SILVA ROVAI

ESTUDO DA DIVERSIDADE MICROBIANA E NiVEIS DE
ENDOTOXINAS EM LESOES ENDO-PERIODONTAIS

Dissertacao apresentada ao curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de Sao José dos
Campos, como parte dos requisitos para obtengao do titulo de MESTRE,
pelo Programa de Pdés-Graduagao em ODONTOLOGIA
RESTAURADORA, especialidade Endodontia.

Orientador: Porf. Adj. Claudio Antonio Talge Carvalho

2014



BANCA EXAMINADORA

Prof. Adj. Claudio Anténio Talge Carvalho (Orientador)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP — Univ Estadual Paulista

Campus de Sao José dos Campos

Prof. Assist. Dr. Eduardo Bresciani
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
UNESP — Univ Estadual Paulista

Campus de Sao José dos Campos

Profa. Dr. Luis Gustavo Oliveira de Vasconcellos
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
UNESP — Univ Estadual Paulista

Campus de Sao José dos Campos

Sao Jose dos Campos, 14 de novembro de 2014.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais Fernando Rovai e Roseli da Silva
Rovai, que fizeram grandes sacrificios na vida para criar, educar e dar

bons valores para mim e meus irmaos.

Dedico a minha namorada Mariana por todo apoio, incentivo e paciéncia
nas horas dificeis. Por toda sua companhia e amor. Nunca esquecerei

todo o seu cuidado e carinho comigo.



AGRADECIMENTOS

Ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP, ao Diretor,
Prof. Dr. Carlos Augusto Pavanelli e Vice-Diretor, Prof. Tit. Estevao

Tomomitsu Kimpara.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia
Restauradora na pessoa da Coordenadora do Programa, Profa. Tit.

Marcia Carneiro Valera.

Ao meu orientador Prof. Adj. Claudio Antonio Talge
Carvalho, uma pessoa muito especial. Desde o comego se mostrou muito
bondoso, amigo e um grande mestre. Aprendi muito com vocé, espero
nao ter te dado muito trabalho. Muito obrigado pela sua paciéncia e

disposicao.

A Titular Marcia Carneiro Valera, por toda a colaboragio
em minha pesquisa, pelos ensinamentos e também pelo meu
acolhimento. A senhora sempre teve muita paciéncia e boa vontade de

me ajudar. Sou eternamente grato.

Ao Prof. Frederico Martinho, por toda ajuda e

colaboracgéo nesta pesquisa.

Agradeco ao Prof. Assist. Dr. Warley David Kerbauy por
toda sua ajuda neste processo e incentivo. Uma pessoa que eu admiro

muito, como dentista, professor e ser humano. Sempre presente,



dedicado e atencioso. Sou também muito agradecido por todo

conhecimento em que consegui absorver enquanto seu aluno.

A Profa. Ana Paula, por todo seu empenho, ajuda e

amizade durante esse periodo.

A todos os professores do departamento de odontologia

restauradora, pelo 6timo convivio.

Aos professores Eduardo Bresciani e Luis Gustavo
Oliveira de Vasconcellos, por aceitarem participar da minha banca e por

toda ajuda nesta importante etapa.

A Flavia Cardoso, por sua paciéncia e ajuda nos ensaios
clinicos de endotoxinas. Uma pessoa muito bondosa e gentil. Sempre

muito disposta a ajudar.

Ao Rafael Junqueira, que se tornou um grande amigo
nessa jornada. Obrigado pela amizade, ajuda e colaboragao durante todo

0 meu processo de aprendizado do mestrado.

Aos amigos e colegas da pos graduagao por todo o
convivio e amizade. Todos foram excelentes companheiros. Agradeco a
Flavia T, Flavia L, Nadia, Rose, Monique, Camila, Rafaela, Tereza,

Luciana, Gleyce, Ivany, Ana Claudia e Claudia Bin

A Universidade de Guarulhos, Profa. Luciene Figueiredo e
a técnica lzilvania Barreto por toda a ajuda , paciéncia e disposi¢ao na

realizac&o do teste microbioldgico.



A Capes pelo auxilio financeiro durante o periodo de

mestrado.

Aos pacientes que participaram da pesquisa, muito

obrigado.

Aos meus avés que mesmo morando longe sempre me

apoiaram. Amo voceés.

Aos meus irmaos Tiago, Felipe e Rebeca que estiveram

em toda minha vida, cedendo toda a amizade e companheirismo.

Aos meus amigos Paulo Augusto, Renan Guimaraes,
Ewerton Bruzaferro, Andre Leite e Guilherme Xavier por todos os anos de

amizade.

Agradeco aos técnicos das clinicas, Guilherme, Marcinha,

Jaque, Jose e Fernanda.

Muito obrigado a todos que de alguma forma colaboraram

para essa pesquisa e para o meu aprendizado.



SUMARIO

RESUMO ... ..o e e e e e e e e e e e e e e e e 9
ABSTRACT ... ee e e e e e e e e e 10
TINTRODUGAO ...ttt 11
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 15
2.1 Intercomunicagao dos tecidos endoddnticos e periodontais... 15
2.2 Patogénese das doengas endo-periodontais..................c......... 18
2.3 Classificagao das les6es endo-periodontais.............................. 21
2.4 Microbiologia..............cooiiiiiiiiiiiiii e 25
2.4.1 Microbiologia na doencga periodontal................cccceevvviiieieiiiinnnnnee. 26
2.4.2 Microbiologia na endodontia.............ccouveeiiiiiiiiiiiiiii e, 28
2.4.3 Microbiologia das lesdes endo-periodontais............ccccoeeeviienennns 30
2.5 ENAOtOXINGAS.........cooiiiiiiiiiiii e 32
BPROPOSIGAOD........c.oooieeeeee e nnanas 36
4 MATERIAIS EMETODOS ..., 37
4 A POPUIAGAOD ... e 37
4.1.1 Critérios de iNCIUSE0..........coeoiieeeee e 38
4.1.2 Critérios de eXCIUSE0........ccceiiiiiiiiciiiiiie e 38

4.2 Procedimentos clinicos e coleta microbiolégica da bolsa

periodontal e canal radicular........................ccccoiiii 38
4.2.1 Coleta das amostras da bolsa periodontal..............cccceeeeeiieeennl. 39
4.2.2 Coleta das amostras do canal radicular...............cccccciiiiiieinnnnee. 40
4.3 Analise por checkerboard DNA-DNA.................ccoiii, 41
4.3.1 Extracdo do DNA bacteriano...........c.couvviiiiiiiiiiiiieeeecc e, 41
4.3.2 Colocagao das amostras na membrana de nylon................c......... 42
4.3.3 Hibridizagdo da Membrana com as sondas de DNA..................... 42

4.3.4 DeteCCA0 das ESPECIES....uuuu it iiiiiiiiie e e e ee et e e e e e e e eeaaes 46



4.3.5 Extragdo de endotoxinas dos canais radiculares e bolsa

2= 4 ToTe (o] | = | SO 47
4.4 Quantificagao de endotoxinas..................cooovvviiiiiiiii 47
4.4.1 Anadlise EstatistiCa...........ooevvviiiiiiiiiiii e 49
BRESULTADOS. ... ..ot a e e e e e e e e e e as 50
5.1 Resultados da endotoXinas.........cooveeeiiiiiiiiii e 51
5.2 Resultados checkerboard DNA-DNA hybridization........................... 53
B DISCUSSAD. ...ttt 59
6.1 Da Metodologia........cuuuiiiiiiiiiiieiie e 59
6.2 DOS reSURAAOS. ......oveeiiiiiie e e 61
7 CONCLUSAO........c.ooiiiiiieieeee ettt 68
8 REFERENCIAS ...........c.ooiiiieeeeececee et 69
APENDICES..........cocoomimiiitiieiitieeie ettt 81

ANEXOS ... ———— 87



Rovai ES. Estudo da diversidade microbiana e niveis de endotoxinas em
lesbes endo-periodontais [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

A lesdo endo-periodontal é caracterizada pela associagdo da doenca
endodéntica e periodontal no mesmo elemento dentario. A evolugao
dessa lesdo ocorre pela infecgcdo por microrganismos, na sua grande
maioria gram-negativas anaerdbias. O presente estudo teve como
objetivo, identificar os microrganismos presentes em lesbes endo-
periodontais pelo método do DNA-DNA checkerboard hybridization,
avaliar os niveis de endotoxinas pelo ensaio LAL e correlacionar com
sinais e sintomas clinicos de pacientes com lesdes endo-periodontais.
Dez pacientes com lesées endo-periodontais foram selecionados do ICT-
UNESP, foram coletadas 10 amostras endodénticas e 10 periodontais, as
amostras foram armazenadas e posteriormente realizado os ensaios
laboratoriais(LAL para endotoxinas e Checkerboard para microbiologico).
Os resultados mostraram maiores niveis de endotoxinas na bolsa
periodontal com média e desvio padrao de 39096 + 39312. A média e
desvio padrao dos valores de endotoxinas no canal radicular foram 3240 +
4001 (significativamente menores p = 0,002). O teste de correlagao de
Pearson mostrou correlagdo moderada, com p = 0,084. A espécie P.
nigrescens foi associada com a microbiota periodontal (p = 0,0198)
enquanto na microbiota endoddntica as espécies E. faecium(p =0,0031),
P. acnes(p= 0,0325), G. morbillorum(p=0,0108), C. sputigena(p = 0,0031)
e L. buccalis(p = 0,0055), foram fortemente relacionadas. Os
microrganismos P. intermedia, V parvula e P. endodalis tiveram pequena
correlagdo quando associadas as microbiotas endodoénticas e
periodontais. O estudo concluiu que a bolsa periodontal apresenta
maiores niveis de endotoxinas em relagdo ao canal radicular. O estudo
sugere que a microbiota das lesbes endo-periodontais parece a mesma
presente em lesbes endoddnticas e periodontais separadamentes. No
entanto,devido a sua grande prevaléncia, o complexo laranja parece
exercer um papel importante neste tipo de leséao.

Palavras-chave: Lesao endo-periodontal. Endotoxina. Checkerboard
DNA-DNA hybridization.



Rovai ES. Study of microbiology diversity and endotoxin levels in
endoperiodontal lesions [dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

The endo-periodontal lesion is characterized by the association of
endodontic and periodontal disease in the same tooth. The evolution of
this lesion occurs by the presence of microorganisms with vast majority
gram-negative anaerobes. Therefore this study aims to identify the
microorganisms in endo-periodontal lesions by DNA-DNA checkerboard
hybridization method, evaluate and compare the levels of endotoxins with
clinical signs and symptoms. 10 teeth with endo-periodontal lesions in
agree with the inclusion criteria were selected from patients in the ICT-
UNESP, 10 endodontic and 10 periodontal samples were collected, stored
and subsequently performed the laboratory assays. The results showed
higher levels of endotoxin in periodontal pockets with mean and standard
deviation of 39096 + 39312. The mean and standard deviation values of
endotoxins in root canals were 3240 + 4001 (significantly lower p = 0.002).
The Pearson correlation test showed moderate correlation, with p = 0.084.
P. nigrescens species was associated with periodontal microflora (p =
0.0198) whereas in endodontic microbiota the species E. faecium (p =
0.0031), P. acnes (p = 0.0325), G. morbillorum (p = 0.0108) C. sputigena
(p = 0.0031) and L. buccalis (p = 0.0055) were strongly correlated. The
species P. intermedia, V parvula and P. endodontalis showed Ilow
correlation in endo-periodontal microflora. The study concluded that the
periodontal pocket has higher levels of endotoxins in relation to the root
canal. The microbiota of endo-periodontal lesions seems to be almost the
same in their infections separated. The study suggests that the orange
complex must play an important role in this type of infection.

Keywords: Endoperiodontal lesion. Endotoxin. Checkerboard DNA-DNA
hybridiation



1 INTRODUGAO

A lesao endo-periodontal € caracterizada pela associagao
da doenca endodéntica e periodontal no mesmo elemento dentario. Esta
relagdo foi primeiramente descrita por Simring e Goldberg em 1964,
quando o termo surgiu para descrever as lesbes causadas por produtos
inflamatdrios em varios niveis nos tecidos periodontais e endoddnticos.

Para ocorrer a manifestacao clinica de infecgcdes endo-
periodontais, microorganismos sao de fundamental importancia na
instalacdo e manutencao do processo patolégico dos tecidos envolvidos,
sendo assim, essa infec¢ao pode transcorrer por algumas vias de acesso
tais como: forame apical, tubulos dentinarios, canais laterais e acessorios
e uma vez instalada, podera resultar em: aumento da profundidade de
sondagem, sangramento, supuracao, inchaco, formacgao de fistula, dor a
percussao, aumento na mobilidade e perda 6ssea vertical (Lang et al.,
1999).

Diversos estudos buscaram devendar os perfis de
patdégenos periodontais em lesdes pulpares e periodontais no mesmo
dente. Rupf et al. (2000) observaram a presengca de patdégenos
periodontais nas infecgbes radiculares. Varios autores também ja
concluiram que dentes com periodontite severa podem servir como fonte
de microrganismos na infecgdo de canais radiculares. (Kipioti et al,.1984;
Kerekes, Olsen, 1990; Kobayashi et al. 1990; Kurihara et al. 1995).
Didilescu et al. (2012), observaram 6 espécies bacterianas, 4 do
complexo laranja e 2 do complexo verde, verificando entdo a sua
associagao a infecgdes endo-periodontais. Em seu estudo, as espécies
Fusobacterium nucleatum, Parviromona Micra e Capnocytophaga

sputigena, foram as mais correlacionadas por estarem presentes em
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ambos os tecidos inflamados, porém, tanto na lesdo endodéntica quanto
na periodontal é dificil determinar a por¢gao de microbiota que realmente
provoca o problema e aqueles que sao apenas residentes (Zehnder et al.,
2002).

Socransky et al. (1998), estudaram a microbiota presente
nas doencgas periodontais, e dividiram em grupos ou complexos que
representam as associagdes bacterianas no biofilme sub-gengival. O
complexo vermelho e laranja foram os mais associados a doenga e os
complexos verde, amarelo e roxo com sinais de saude.

Tradicionalmente a identificagcdo dos microrganismos em
amostras endoddnticas e periodontais é baseada em métodos de cultura
que envolve isolamento, crescimento e identificagao laboratorial através
da morfologia microbiana e testes bioquimicos. Entretanto, a prevaléncia
de alguns patdégenos orais pode ser subestimada por esta técnica, pois a
mesma, por conter varias etapas, pode fracassar no isolamento e
crescimento de algumas bactérias, principalmente as mais fastidiosas,
como as espiroquetas (Vianna et al., 2006; Montagner et al., 2010).

Com o avango das técnicas moleculares, principalmente
com o aparecimento de técnicas baseadas na hibridizagdo DNA-DNA e
no PCR (polymerase chain reaction; reacdo em cadeia da polimerase) e
seus derivados, foi possivel a caracterizagdo mais acurada da microbiota
presente nas infecgdes endodbnticas. O DNA-DNA Checkerboard é
considerado um método rapido, sensivel, custo relativamente baixo e
capaz de identificar um grande numero de amostras de microrganismos
ao mesmo tempo, o que ndo se mostra possivel por outras técnicas
como, o PCR entre outros (Socransky et al., 1994).

O envolvimento das bactérias gram-negativas,
principalmente das espécies anaerdbias, em processos inflamatérios
pulpares e periapicais parece estar relacionado com a presenga de
endotoxinas — um dos constituintes da membrana externa, responsavel

pela organizacdo e estabilidade bacteriana (Vaara, Nikaido, 1984).
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Aproximadamente 3/4 da superficie bacteriana é formada por esta
molécula (Petsch, Anspach, 2000); a qual, mesmo em baixas
concentragdes, € considerada um potente estimulador da resposta inata
do sistema de defesa do hospedeiro (Nattermann et al., 2000), podendo
gerar danos teciduais e destruigdo 6ssea (Darveau, 2000).

Ao longo dos ultimos 100 anos, endotoxina bacteriana é
considerada uma das moléculas mais potente e de maior interesse
encontrada na natureza (Petsch, Anspach, 2000). Suas peculiaridades
estruturais, diversidade quimica e fisica e seu amplo espectro de
atividade biolégica resultaram em uma das linhas de pesquisa mais
fomentadas mundialmente. Ainda que sua composicdo quimica e
estrutural tenha sido amplamente explorada (Rietschel et al., 1984; Raetz,
1990), perguntas surgem quanto ao real papel das endotoxinas nas
infecgbes humanas (Petsch, Anspach, 2000).

A literatura revela a deteccdo de LPS bacteriano em
100% dos canais radiculares analisados de dentes com infecg¢des
endodénticas primarias e lesao periapical (Jacinto et al., 2005; Vianna, et
al., 2008; Martinho, Gomes, 2008; Martinho et al., 2010, 2011; Xavier et
al., 2013). Altas concentragbes de endotoxinas parecem estar
relacionadas com dor espontanea (Jacinto et al., 2005) e presenca de
sintomatologia clinica (Martinho, Gomes, 2008; Xavier et al., 2013),
sugerindo forte associagao entre a presenga de LPS no canal radicular e
o desenvolvimento de lesao periapical.

Até o momento nenhum estudo relacionou
microrganismos e endotoxinas nos processos da infeccdo em lesdes
endoperiodontais. Estudos mostrando uma correlagédo qualitativa e
guantitativa desses patogenos, sua inter-relacdo com endotoxinas e sinais
e sintomas clinicos em dentes com lesdo endoperiodontal, poderao
oferecer novas perspectivas para o diagnostico microbiolégico, voltado

para tratamento e melhorando o progndstico dos dentes afetados



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Intercomunicacgao dos tecidos endodénticos e periodontais

Os tecidos periodontais e endoddnticos possuem origem
embrioldgica, anatbmica e fungbes semelhantes (Mandel et al., 1993).
Acredita-se primeiramente que as células precursoras do periodonto de
suporte como cementoblastos e fibroblastos, do ligamento periodontal,
tenham origem do foliculo dental e fatores ambientais seriam capazes de
induzir a formagao tecidual. O complexo dentina-polpa possui origem
embrioldgica da papila dental (Ten Cate, 2013).

O Canal radicular percorre o dente e termina no forame
apical encontrando o periodonto, essa € a maior ligagdo entre esses
tecidos. No entanto comunicacdes entre estes tecidos também ocorrem
ao longo da superficie lateral da raiz, geralmente constituidos por vasos e
nervos. Este tipo de comunicagcdo € denominado de canal acessorio e
ocorrem com certa frequéncia em alguns dentes (Ten Cate, 2013; Bender,
Seltzer, 1972).

Apos o desenvolvimento embriolégico, o ligamento
periodontal e o canal radicular ficam interligados através de forames
apicais, canais acessorios, canais laterais e tubulos dentinarios, o que
demostras grande interrelacdo entre eles (Bender, Seltzer, 1972). A
possibilidade da doenca periodontal estar relacionada, ou causar
alteracdes pulpares, primeiro foi sugerido por Colyer e Cahn em 1947. No
entanto, o termo endo-perio caracterizado para lesdes nos tecidos
pulpares e periodontais no mesmo elemento dentario foi descrito por

primeiramente por Simring e Goldberg em 1964.
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Apesar de alguns autores sugerirem que para ocorrer
alguma influéncia dos microrganismos da doenga periodontal na polpa
dental fosse necessario que o biofilme atingisse o forame apical
(Czarnecki, Schilder, 1979; Langeland et al., 1974). Varios outros autores
concluiram que canais laterais, canais acessorios e tubulos dentinarios
também podem servir como meio de comunicagao entre infecgdes no
tecido periodontal e polpa dental, e vice-versa.

Lindhe et al. (2008) acreditam que apesar de canais
acessorios, laterais e tubulos dentinarios formarem uma comunicacéo da
polpa com o periodonto, o cemento e a dentina podem atuar como uma
barreira entre agentes irritantes das alteragdes pulpares e o periodonto.
Afirmam também que polpas inflamadas ou em processo de reparacao
nao seriam capazes de produzir irritantes suficientes para causar alguma
alteracao significativa no periodonto. No entanto concluiram que, somente
a pulpectomia nao poderia causar nenhum beneficio para o tratamento de
dentes com lesdes periodontais.

Apesar de varios estudos correlacionarem infecgdes
endodénticas com periodontais, Czarnecki e Schilder (1979) analisaram
histologicamente 46 dentes humanos com varios niveis de periodontite e
nao conseguiram correlacionar a doenga periodontal a alteragdes
pulpares. Os autores também sugeriram que a doencga periodontal nao
afetaria o canal ao menos se houvesse uma comunicacdo da bolsa
periodontal com o forame apical.

De Deus (1975), em um estudo analisou 1140 dentes
humanos extraidos e verificou por diafanizagdo: frequéncia, local e
direcdo de canais laterais, canais acessorios e canais secundarios. O
estudo revelou que 27,4% dos dentes demostraram algum tipo de
ramificagdo e o terco apical da raiz dos dentes foi local com maior
frequéncia de acometimento dessas ramificagdes. O estudo demonstrou

também que os dentes pré-molares e molares foram os dentes que
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apresentaram maior numero e variedade de ramificacbes dos canais
radiculares.

Haznedaroglu et al. (2003), analisaram a frequéncia de
canais acessorios na furca de 50 primeiros molares superiores, 50
primeiros molares inferiores, 50 segundos molares inferiores e 50
segundos molares superiores. Os resultados mostraram que a incidéncia
de inter-radiculares na furca de molares foi de, 24% nos primeiros molares
superiores, 16% nos segundos molares superiores, 24% nos primeiros
molares inferiores e 20% nos segundos molares inferiores.

Os tubulos dentinarios sado considerados uma via
importante na propagacado de infecgdes, principalmente em dentes
submetidos a tratamentos de periodontities onde é realizado a raspagem
e aplainamento radicular, a camada de dentina e cemento s&o removidas
e assim acabam ficando expostas na cavidade oral. Esses tubulos
dentinarios podem chegar a quantidade de 15000 por milimetro quadrado
e podem servir de local para invasao, multiplicacdo e penetracao de
patégenos (Tang et al., 2002).

Kontakiotis et al. (2014) analisaram por microscopia
eletrébnica de varredura 12 dentes, 6 de pessoas com até 30 anos de
idade e 6 de pessoas com até 50 anos. Sendo assim comparou a
quantidade e o diamentro dos tubulos dentinarios desses dois grupos. Ao
fim do estudo concluiram que com o passar da idade o numero e didmetro
dos tubulos dentinarios diminuem significativamente.

Harran Ponce et al. (2001) acreditam que os tubulos
dentinarios sdo o meio de ligagdo entre a polpa e o cemento, e agentes
externos poderiam vir a causar dano a polpa e em consequéncia ao
ligamento periodontal. Dado essa importancia aos tubulos dentinarios,
esses autores avaliaram a densidade numérica, forma, superficie
individual, area de aberturas tubulares e a percentagem de dentina
ocupada por estes. Foram avaliados oito pré-molares extraidos por

razoes ortoddnticas e entdo feita analise por microscopia eletrénica de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kettering%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11806652
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varredura. Ao fim do estudo verificaram que o numero de tubulos é menor
em relacdo ao terco apical do dente em relagdo ao terco coronal, os
tubulos dentinarios possuiam formato cénico, o formato dos tubulos era
circular no tergo coronal e mais irregular conforme mais apical fosse e
seria mais importante considerar a area do tubulo em si do que o
didmetro, para reservatorios de microrganismos.

Em um célculo do volume dos tubulos dentinarios, autores
descreveram que um dente humano teria entre 11% e 20% de tubulos
dentinarios em seu volume total (Hoppe, Stiiben, 1965). Brannstrom e
Garberoglio (1972) verificaram os tubulos dentinarios por microscopia
eletrénica de varredura 30 dentes humanos higidos de pessoas de idades
variadas. Perto da polpa o numero de tubulos chegou a 45000 por
milimetro quadrado e didmetro de 2,5 micrémetros, ja no meio da dentina
o numero chegou a 29000 tubulos por mm? e didmetro de 1,2 micrémetros
e na superficie periféerica do dente 20000mm? e 0,9 micrometros.
Sugerindo que conforme o tubulo vai em dire¢do a polpa 0 mesmo
aumenta e quantidade e didmetro. Neste estudo também visualizaram

prolongamentos odontoblasticos apenas nos tubulos perto da polpa.

2.2 Patogénese das doengas endo-periodontais

Infecgbes em canais radiculares e do periodonto
geralmente sdo de origem bacteriana. Entretanto, virus e fungos também
podem estar relacionados. Varios estudos ja confirmaram que patdégenos
podem percorrer, multiplicar-se e instalar-se em canais acessorios, canais
laterais, tubulos dentinarios e forame apical. Sendo assim podendo
ocorrer infecgdes simultdneas em ambos os tecidos.

Lesdes de carie ou qualquer exposicao direta a cavidade

oral da dentina ou polpa podem levar ao ingresso de bactérias e
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consequentemente uma lesdo € instalada. Infeccbes desse género séo
predominantemente de bactérias anaerdbias. As lesdes sdo mais
frequentemente iniciadas e sustentadas pelo forame apical, seguido pelo
canal acessorio e canais laterais, e com pouca frequéncia por tubulos
dentinarios. Uma lesao periapical pode perfurar o osso cortical proximo ao
apice, alcancar o periosteo, sobrepondo-se aos tecidos moles e drenar
para o sulco gengival, podendo formar bolsas periodontais. (Lindhe et al.,
2008)

Seltzer et al. (1967), em um estudo com macacos e
cachorros observaram a possibilidade da ocorréncia de lesdes
periodontais entre duas raizes de um dente onde foi feita inducdo de
lesdes pulpares por exposig¢ao pulpar mecéanica. Apds analise histoldgica
foi possivel notar uma alta ocorréncia de canais laterais que se
comunicavam com o assoalho da cémara pulpar com o ligamento
periodontal, acreditando poder existir uma relagao destas lesées pulpares
com o aparecimento de lesbes de furca em dentes posteriores de
macacos e caes, assim depois correlacionar com dentes humanos. As
alteragdes no ligamento periodontal na regido de furca foram observados
em 21 dos 100 casos de dentes examinados. Observaram de 30 a 90 dias
apo6s a reparagao destes tecidos inflamados e em cinco casos a
inflamacdo e a reabsorgdo Ossea persistiu. Sendo assim os autores
concluiram que lesdes de furca podem ser iniciadas por alteragdes
pulpares ou por polpas necrosadas através de canais acessorios ou
laterais na regidao de molares e pré-molares em macacos e cachorros.

O biofilme gengival é o fator principal das doengas
periodontais. Ha um consenso na literatura dizendo que a placa
subgengival contém aproximadamente 350 espécies bacterianas
cultivaveis, e cerca de 100 dessas espécies podem ser encontradas em
uma unica pessoa. (Consensus report, 1996).

Mediadores quimicos da inflamagao levam a alteragbes

vasculares, perda de insergdo gengival, perda déssea e destruicao de
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ligamento periodontal. Estudos tem mostrado a capacidade de agentes
irritantes da doenga periodontal causar alteragdes pulpares (Bender,
Seltzer, 1972; Solomon et al., 1995). Geralmente o cemento radicular atua
como uma boa barreira fisica, mas a raspagem e alisamento radicular,
procedimentos realizados para o tratamento de periodontites visando a
remocdo de placa bacteriana, calculos, e superficies contaminadas,
podem remover essa camada de cemento, levando entdo a exposicao de
tubulos dentinarios, favorecendo a transcorréncia da infec¢ao e causando
danos a polpa (Preetinder, 2011). Analises histolégicas de estudos
mostraram células inflamatdrias e necrose pulpar presente perto de
canais acessorios e laterais em dentes comprometidos periodontalmente
(Bergenholtz, Lindhe, 1978).

Jansson et al., (1993) compararam a profundidade de
bolsa em dentes sem nenhuma alteracdo periapical endodéntica e em
dentes com alteragcdes, sendo assim concluiram que dentes com
alteracdes periapicas estavam relacionados a aumento de profundidade
de sondagem e destruicdo éssea vertical.

Em outro estudo, Ehnevid et al. (1993) mostraram que
dentes com doencga periodontal possuem bolsas mais profundas quando
sdo acometidas por infeccdes endoddnticas concomitantemente.
Bactérias relacionadas a infeccdo endoddntica causam alteragdes no
periodonto, levando a uma reagao inflamatéria em cadeia nos tecidos
periodontias, isso seria possivel de retardar a cicatrizagdo nesses casos
mesmo apods o tratamento periodontal. Os autores sugerem que dentes
acometidos por esse tipo de infeccdo devem obter tratamentos

periodontal e endodontico simultaneos.
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2.3 Classificacao das lesdes endo-periodontais

A inter-relacdo de lesbes endoddnticas e periodontais
sempre trouxe questionamentos, confusdo e controvérsia. Em casos de
infecgbes endoddnticas e periodontais simultédneas, o diagndstico correto
é dificil, porém de vital importancia para o planejamento e tratamento
apropriado do caso. No entanto, observar de onde vem a dor, fazer um
exame radiografico e exame clinico apurado podem ajudar bastante para
desvendar esse problema. (Al-Fouzan, 2014)

Simon et al. (1972) foi o primeiro a classificar as lesdes
endo-perio baseada na etiologia, diagndstico e prognéstico do dente
envolvido.

Segue a classificagéo:

a) Lesdes endoddnticas primarias;

b) Lesdes endodbnticas primarias com envolvimento
periodontal secundario;

c) Lesdes periodontais primarias;

d) Lesdes periodontais primarias com envolvimento
endodobntico secundario;

e) Lesdes verdadeiras ou combinadas.

Levando para o lado do tratamento dessas lesdes
Torabinejad e Trope em 1996 fizeram uma nova classificagdo voltada
para visdo clinica das lesdes, baseando-se entdo na origem da bolsa

periodontal.

a) Origem endodoéntica;
b) Origem periodontal;

c) Lesao endo-perio combinados.
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d) Lesbes endoddnticos e periodontais separadas;

e) Lesdes com comunicagéao;

f) Lesdes sem comunicagao.

Outra classificacdo foi recomendada no work-shop de
classificacdes das doencgas periodontais em 1999.
Periodontite associada a lesdo endodéntica:

a) Lesao endodontica-periodontal;

b) Lesao periodontal-endodontica;

c) Lesao combinada.

Com base nestas classificagdes, a mais amplamente
utilizada classificacdo de lesbes endo-perio € a que foi classificada por
Simon et al. 1972, classificacdo de acordo com a principal causa da
doenca. Um dos principais itens, a doenga endodéntica primaria, foi
modificada por Al-Fouzan (2014) acreditando na existéncia de uma lesao
sem qualquer relagao periodontal. Sendo assim (Al-Fouzan, 2014) langou

a mais nova classificagao:

a) A doenca periodontal retrograda:
-Lesdo endodbntica primaria com drenagem
através do ligamento periodontal;
-Lesdo endodéntica primaria com envolvimento
periodontal secundario;

b) Lesao periodontal primaria;

c) Lesao periodontal primaria com envolvimento
endodoéntico secundario;

d) Lesao endodéntica-periodontal combinada;

e) Lesdes periodontais iatrogénicas.

Em detalhes:
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a) Doenca Periodontal retrégrada. Poderia ser dividida
em duas subcategorias.

- Lesdo endodéntica primaria com drenagem através
do Ligamento Periodontal. Quando ha profundidade de sondagem
apenas em uma face do dente. Ocorre exacerbagdo aguda de uma lesao
apical crénica em um dente com necrose pulpar, pode drenar através do
ligamento periodontal pelo sulco gengival. O quadro pode mimetizar,
clinicamente, a presenca de um abscesso periodontal. Na realidade, € um
trato sinusal de origem pulpar que se abre através do ligamento
periodontal. Para fins de diagnéstico, é fundamental para o clinico inserir
um cone de guta-percha na fistula e tirar uma ou mais radiografias para
determinar a origem da lesdo. Quando sondar a bolsa, ela sera
caracterizada por se estreita. Doengas endodénticas primarias geralmente
tendem a curar apenas com o tratamento endodéntico.

- Lesao endodontica primaria com envolvimento
periodontal secundario. Quando ha uma extenséo da bolsa periodontal,
a qual ocorre como resultado da drenagem de agentes téxicos presentes
na infeccdo do sistema canal-raiz. Ha longo prazo a existéncia do defeito
0sseo resultou no depodsito de placa e calculos na bolsa periodontal e
entdo o subsequente avango da doencga periodontal. A integridade do
ligamento periodontal sera restabelecida apds o tratamento endoddntico
completo.

b) Lesdao periodontal primaria. A doenga periodontal
gradualmente se espalha pela superficie radicular em direcéo ao apice do
dente. A polpa pode permanecer vital, mas €& possivel mostrar algumas
mudangas degenerativas ao longo do tempo. Nesses casos, é
aconselhavel tratar apenas o tecido periodontal.

c) Lesdo periodontal primaria com envolvimento
endoddéntico secundario. A progressdo da doenca periodontal e as
bolsas periodontais levam a um envolvimento pulpar através de canais

laterais, canais acessorios, ou do forame apical. A polpa
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subsequentemente se torna necrética e infectada. Nesses casos é
aconselhavel o tratamento de ambos os tecidos envolvidos.

d) Lesao endodéntica-periodontal combinada. O dente
se apresenta despolpado, com infeccdo no sistema de canais e a
coexisténcia de um defeito periodontal. Uma maneira mais simples de
classificar seria definir qualquer situagdo que ocorra envolvimento
periodontal e endodbéntico simultdneo como uma “lesdo periodontal e
endodéntica combinada”. Entretanto deve-se tentar identificar a causa
primaria da lesdo, porém nem sempre sera possivel. Nesses casos nao é
essencial a determinar onde comecou a lesdo, uma vez que o tratamento
envolvera ambos tecidos, periodontal e endodbéntico. Se apenas um dos
problemas forem tratados, entdo sera esperado que a lesdo nio se repare
adequadamente. Em geral €& aconselhavel que seja tratados ambos
tecidos simultaneamente com intuito de criar o mais favoravel ambiente
para a cura da lesao.

e) Lesao periodontal iatrogénica. Esse tipo de leséo é
resultado de erros no tratamento como por exemplo: perfuragdes
radiculares, infiltragdes, trauma, agentes quimicos utilizados na

odontologia e fraturas verticais.

Segundo Harrington em (1979), para ocorrer uma lesao
endodéntica e periodontal concomitante, ou seja, uma lesdo endo-
periodontal verdadeira, este dente precisa corresponder a trés
caracteristicas primordiais: 0 dente deve apresentar necrose pulpar; deve
ocorrer destruicdo periodontal comunicante com o sulco gengival; deve
estar presente uma bolsa periodontal que se estenda até um canal lateral
ou forame apical. No entanto, também se espera que neste caso apenas
apresente sucesso se forem realizados ambos os tratamentos,
periodontal e endoddntico concomitantes.

As lesbes endo-perio verdadeiras sao de baixa

prevaléncia e extremamente raras, no entanto, este tipo de lesao
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caracteriza-se pela presenca de bolsa periodontal e alteracdo pulpar
irreversivel no mesmo dente. Para caracterizar uma lesdo endo-perio
verdadeira precisa-se respeitar trés critérios; o dente deve estar com
necrose pulpar ou alteracdo irreversivel na polpa; deve apresentar
destruicao do tecido periodontal de suporte com comunicacao até o apice
dental; e para a resolugcdo da lesdo deve-se realizar o tratamento
periodontal e endodéntico (De Deus, 1975).

A andlise radiografica, sondagem periodontal e testes de
vitalidade s&o extremamente importantes para o diagndstico apurado da
origem da lesdo. Autores acreditam que uma sondagem cuidadosa com
distanciamento de 1 mm da raiz do dente pode fornecer informacgdes
importantes. E citado na literatura que bolsas estreitas, por exemplo,
podem sugerir origem endodéOntica da lesdo, ja que esse espago pode
apenas pertencer ao caminho de uma fistula. Geralmente nesses tipos de
caso apenas o tratamento endoddntico é capaz de resolver a lesdo. De
outra forma, se uma sondagem apresentar uma bolsa periodontal e este
dente apresentar sinais positivos a frio, ou a testes elétricos, € muito
discutido se o cirurgido dentista deve ignorar esse fato e providenciar
apenas o tratamento periodontal ou se deve fazer o tratamento
endodéntico concomitante. Sendo assim muito importante identificar
primeiro a origem do defeito na insercdo do dente para posteriormente

trata-lo (Harrington et al., 2000).

2.4 Microbiologia
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2.4.1 Microbiologia na doencga periodontal

Socransky et al. (1994) introduziu o Checkerboard dna-
dna hybridization, um método rapido, sensivel, custo relativamente baixo
e capaz de identificar um grande numero de amostras de microrganismos
ao mesmo tempo, 0 que nao se mostrava possivel ao determinado
momento por outras técnicas como, o PCR entre outros. Tudo isso foi
possivel pelo uso de um grande numero de sondas de DNA, contra uma
Unica membrana de suporte. E desnaturado o DNA de até 43 amostras e
fixado em colunas separadas, em uma unica membrana montada em um
Miniblotter 45. A membrana €, entdo, rodada em 90 graus no mesmo
dispositivo, o que permite a hibridizagdo simultdnea com 43 sondas de
DNA diferentes. Em seu estudo as hibridacbes foram realizadas em
canaletas verticais, quer com sondas gendmicas completas de
digoxigenina marcada ou com sondas de oligonucledtidos a base de
rRNA 16S diretamente conjugadas com a fosfatase alcalina. No fim do
estudo concluiu que este método permite a determinacdo simultanea da
presenca de varias espécies de bactérias em amostras de placas
dentarias unicas ou multiplas, sugerindo assim a sua utilidade para
compreensao de ecossistemas e complexos bacterianos presentes no
biofilme oral. Em 1998 Socransky et al., testaram o uso método DNA DNA
checkerboard e PCR, para avaliar complexos microbianos de amostras de
biofiime subgengivais, foram selecionados pacientes com periodontite
cronica, antes e depois da terapia periodontal para o estudo. E ao fim do
estudo concluiu que o DNA DNA checkerboard além de ser uma
importante ferramenta para entender complexos e ecossistemas de
microrganismos, se demostrou um método mais eficaz, rapido e simples.

Socransky et al. (1998), estudaram a microbiota presente
nas doencgas periodontais, e dividiram em grupos ou complexos que

representam as associagdes bacterianas no biofilme sub-gengival. O
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complexo vermelho é o primeiro complexo e o mais associado a
patogenicidade das doengas periodontais, e € formado por trés bactérias;
Tanerella forsythius, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola.
Em seguida vem o complexo laranja, composto por; Fusobacterium
nucleatum spp., Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Peptostreptococcus micros. As bactérias; Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, @ Campylobacter = showae,  Streptococcus
constellatus e Campylobacter gracilis sdo associadas a este complexo
também. Os microrganismos Streptococcus sanguis, Streptococcus
oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii e Streptococcus
intermedius formam o complexo amarelo. O quarto complexo ou complexo
verde é constituido Capnocytophaga ssp, Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens e Aggregatibacter actinomycetemcomitans tipo a. O
complexo roxo € formado por Veillonella parvula e Actinomyces
odontolyticus. A. actinomycetemcomitans tipo b. Selenomonas noxia e
Actinomyces sao relacionados com os demais complexos. Espécies do
complexo vermelho possuem maior fator de viruléncia e geralmente estao
mais presentes em lugares onde ha perda de inser¢ao, sangramento a
sondagem e bolsas recorrentes. (Holt, Ebersole, 2000).

Dahlén et al. (1993) avaliaram 500 pré-adolescentes com
média de idade de aproximadamente 13 anos, e 2 anos depois. Foi
avaliado o nivel de insercao por sondagem periodontal e a microbiota
subgengival presente pelo método checkerboard DNA-DNA. Os
resultados mostraram grande frequéncia de espécies como
Fusubacterium nucleatum e Prevotella intermedia (99%). A presenca do
A. ctinomycetemcomitans foi de cerca de 50% dos casos. Sendo o A.
Actinomycetemcomitans microrganismo relacionado com a periodontite
agressiva, onde ocorre rapida perda éssea. Houve forte correlacdo entre
perda Ossea rapida e microrganismos como Prevotella intermedia e
Porphyromonas gingivalis, mostrando que outras bactérias além do A.

Actinomycetemcomitans podem estar relacionadas com a periodontite
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agressiva, entre eles o Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis.
O estudo mostrou também relacdo entre casos com maiores perda de
insercao e sitios com a presencga da Prevotella intermedia.

Teles et al. (2012), observaram em seu estudo a
sequéncia de colonizagdo de microrganismos do biofilme supragengival e
subgengival, em individuos saudaveis e com periodontite, as analises
foram feitas pelo teste molecular checkerboard DNA-DNA nos periodos
de 1, 2, 4 e 7 dias, logo apds uma profilaxia profissional. Ao final do
estudo foi possivel definir uma ordem de colonizacdo de espécies
bacterianas sendo assim; No dia 1 as bactérias prevalentes foram
Streptococcus mitis e Neisseria mucosa, em seguida o Capnocytophaga
gingivalis, Eikenella corrodens, Veillonella parvula e Streptococcus oralis
mostraram grandes propor¢des durantes o periodo de 1-4 dias. No
periodo de 4-7 dias, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,
Prevotella melaninogenica e Prevotella nigrescens foram as espécies
bacterianas mais observadas. Enfim, a sequéncia de espécies definidas
por esse periodo foi; S. mitis como primeira colonizadora, seguido por V.
parvula e C. gingivalis, e no sétimo dia, Capnocytophaga sputigena e P.
nigrescens. Ao fim do estudo os autores concluiram também que a
recolonizacado do biofiolme sub-gengival foi mais devagar e diferente em

comparagao com o biofilme supra-gengival.

2.4.2 Microbiologia na endodontia

Infecgdes microbianas da polpa dental sdo geralmente
resultadas de caries dentais, representando em si a forma mais comum
de infeccdo que ocasiona em tratamento endodéntico. O sucesso do

tratamento endoddéntico depende diretamente da eliminagcdo ou
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diminuicdo desses microrganismos, a sua falha geralmente é resultante
de uma infecgao persistente (Farber, Seltzer, 1988).

Microrganismos sdo capazes de aderir a superficies
formando col6nias, também conhecidas como biofilmes. O mais famoso
biofiime estudado no campo da odontologia € o biofilme que compde a
placa dental. Na endodontia os biofiimes podem ser divididos em;
intracanal, extracanal e periapical (Mohammadi et al., 2013).

Siqueira et al. (2000) examinaram 28 canais radiculares
pelo método Checkerboard DNA-DNA, com 42 sondas de DNA para a
identificacdo microbiana. O PCR foi utilizado para a confirmacdo da
presenca de DNA bacteriano, no entanto foi utilizado primers contendo as
amostras mais comuns de DNA das bactérias envolvidas na infecgao
endodéntica. Ao teste Checkerboard DNA-DNA, 22 sondas utilizadas
foram reativas com pelo menos uma das amostras. O numero de espécies
bacterianas em cada amostra foi em média 4,7 espécies, variando de 1 a
17. Das 28 amostras, 17 foram positivas para pelo menos uma das
sondas de DNA. As espécies prevalentes foram Tanerella forsythia,
Haemophilus aphrophilus, Corynebacterium matruchoti, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola. Autores concluiram que técnicas
moleculares sao importantes pra adicionar conhecimento da microbiota
endodéntica, principalmente permitindo a detecgcao de bactérias dificeis
ou impossiveis de cultivar. As infecgcdes endoddnticas sdo mistas e de
etiologia polimicrobiana.

Murad et al. (2014) examinaram 0s microrganismos
relacionados a infecgdes persistentes, foram coletadas amostras de 36
dentes e o teste microbiolégico usado foi o checkerboard DNA-DNA.
Enterococcus faecium (36%), Streptococcus epidermidis (36%),
Eubacterium saburreum (28%), Parvimonas micra (28%), Streptococcus
sanguis (28%), Capnocytophaga sputigena (28%), Leptotrichia buccalis
(28%), Enterococcus faecalis (28%), e Staphylococcus warneri (28%),

foram as espécies encontradas mais prevalentes, e tiveram pouca
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prevaléncia o Treponema socranskii (3%), Fusobacterium periodonticum
(3%), Capnocytophaga gingivalis (3%) e Spiroplasma ixodetis (3%). No
entanto, os microrganismos que mostraram maiores indices de ocorréncia
foram; E. faecium, Dialister pneumosintes, Staphylococcus epidermidis e
Helicobacter pylori. Os autores concluiram que a microbiota presente em
dentes com infecgdes persistentes € mista e complexa. E. faecium e S.
epidermidis sdo as mais prevalentes espécies neste tipo de infecgdo. Nao
foi possivel achar nenhuma correlagédo das espécies de microrganismos
com sinais e sintomas clinicos. Entretanto, lesdes periapicais com
maiores areas foram correlacionadas com maiores contagens de

microrganismos gram-negativos e espiroquetas.

2.4.3 Microbiologia das les6es endo-periodontais

O primeiro a pesquisar a microbiota presente em dentes
com infecgées endo-periodontais foram Kipioti et al. (1984). Os autores
estudaram a microbiota periodontal e endoddéntica de 6 dentes
necrosados, higidos, sem a presenga de lesdes periapicais e com bolsa
relacionada ao canal necrosado. Neste estudo foi observado que a
microbiota presente nos tecidos periodontais e endodéntica era similar. E
0s microrganismos mais frequentemente isolados em ambos os locais
foram Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus spp, Capnocytophaga spp, Actinomyces spp e
Streptococcus spp. Os autores concluiram que a bolsa periodontal
poderia servir de fonte de microrganismos para infec¢gdes no canal
radicular.

Kurihara et al. (1995) avaliaram a microbiota de 5
pacientes com dentes necrosados e sem caries, e as bolsas periodontais

associadas. A maior prevaléncia de microrganismos foi na bolsa
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periodontal, em comparado com o canal radicular. A microbiota
periodontal consistia em maior parte por bacilos e cocos. Na bolsa
periodontal também foram encontradas espiroquetas. Espécies mais
encontradas no canal radicular 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 spp.

Rupf et al. (2000) observaram os perfis de espécies
bacterianas em dentes com doencas endo-periodontais pelo método
PCR, 0s patégenos avaliados foram; Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Treponema denticola. Neste estudo os autores puderam
verificar que a carga de microrganismos nas amostras periodontais se
relacionava de alguma forma com a carga bacteriana no canal radicular.
Os autores concluiram que patdogenos periodontais geralmente
acompanham infecgbes endodénticas, fortalecendo assim a ideia que a
inter-relacdo entre os tecidos endoddnticos-periodontais, podem ser
considerados como caminhos criticos para reinfec¢dbes em dentes com
doenca periodontal e infecgbes endodénticas.

Segundo Dahlén (1993), infeccbes em tecidos
endodénticos e periodontais possuem perfis de patégenos muito
parecidos. Na literatura ha alguns estudos tentando desvendar este perfil
microbiano, porém com numero de amostras geralmente baixos. No
entanto o autor sugere que lesdes endo-periodontais possam nao ter
nenhum perfil microbioldgico unico.

Didilescu et al. (2012), investigaram 6 espécies

bacterianas do complexo laranja e verde pelo método Checkerboard DNA-
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DNA e PCR, em 46 pacientes que continham dente com lesdo
endoperiodontal primaria e secundaria (dentes tratados
endodonticamente). As espécies investigadas foram; Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum,
Eikenella corrodens e Capnocytophaga sputigena. Resultados mostraram
grande quantidade de P. micra, F. nucleatum e C. sputigena nas amostras
dos canais radiculares, enquanto nas amostras periodontais foram
encontradas grandes quantidades das mesmas espécies do canal
radicular, mais a espécie C. rectus. Os achados sugeriram que F.
nucleatum, P. micra e C. sputigena podem apresentar um importante

papel na patogénese de lesdes endo-periodontais.

2.5 Endotoxinas

Bactérias gram-negativas, principalmente anaerdbias,
vém sendo relacionadas a processos inflamatérios nos tecidos
periodontais, pulpares e pericapicais. Esse processo parece estar
relacionado com a presenga de endotoxinas (Vaara, Nikaido, 1984). A
endotoxina bacteriana (lipopolissacarideo — LPS) é um glicolipidio
complexo composto por uma porg¢ao de polissacarideos hidréfilos e outra
porcao hidrofobica conhecida como lipidio. O LPS é o componente mais
importante da membrana extracelular de bactérias gram-negativas e um
dos mais potentes iniciadores da cascata da inflamagdo. (Raetz, 1990;
Cohen, 2002). Endotoxinas possuem a capacidade de ativar mondcitos e
macrofagos a produzir citocinas pro-inflamatorias, tais como; fator de
necrose tumoral (TNF-a), interlucinas (IL)-1, IL-6, IL-8, e IL-12. A
producdo de citocinas e mediadores quimicos por macrofagos e
mondcitos colaboram para um eficiente controle do crescimento e

disseminagao de patdégenos pelo tecido. Entretanto produgdes excessivas
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e descontroladas dessas substancias podem levar a destrui¢cbes teciduais
e perda ossea. (Fujihara et al., 2003)

Maidwell-Smith et al., (1987) verificaram a presencga de
LPS de dentes extraidos devido a periodontite. LPS foi encontrado em
todas as amotras, com variagdes de 19-394 ng/dente. Os autores
relataram uma baixa correlacdo da quantidade de endotoxinas com a
perda de insergao.

Cadosch et al. (2003), avaliaram a remogao de
endotoxinas em vinte e quatro dentes extraidos devido a periodontite
apos sessodes de raspagem. Os valores obtidos de LPS pelo método LAL
na superficie radicular foram de 0,03-2,62 EU/mI. Foi observado que a
maior massa de LPS removida foi devido as primeiras sessdes de
raspagem. Apds a remogao de todos os calculos presentes na superficie
radicular, os niveis de endotoxinas chegaram perto de zero, defendendo a
hipotese que ndo ha necessidade de remocdo de cemento ou dentina
durante sessdes de raspagens e alisamentos radiculares.

Lee et al. (2008), avaliaram o uso de clorexidina 0,02%
como solugao irrigadora no debridamento periodontal de 18 pacientes,
quanto aos niveis de LPS e IL-6 circulante no tempo zero, cinco minutos e
cento e vinte minutos, do tratamento periodontal. Varios estudos suportam
a ideia em que, devido a morte de microrganismos gram-negativos
durante o tratamento periodontal, concentragbes altas de endotoxinas sao
liberadas em bolsas periodontais e consequentemente levadas a corrente
sanguinea. Em seu estudo, o uso de clorexidina a 0,02% nao mostrou
nenhuma vantagem em comparagao com agua destilada como solugao
irrigadora, os dois grupos obtiveram valores semelhantes de endotoxinas
e IL-6 circulantes.

Martinho, Gomes, (2008), analisaram os niveis de LPS
em pacientes, antes e depois, do preparo biomecanico com o uso da
solugéo irrigadora hipoclorito de sédio 2,5%. Em seu estudo os autores

confirmaram que o0s casos em que apresentaram sintomatologia,
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obtiveram maiores niveis de endotoxinas presentes nos canais
radiculares. O uso do hipoclorito de sédio a 2,5% se mostrou ineficaz na
neutralizagdo das endotoxinas, mostrando redugdo de 60%. Altas
concentragcbes de endotoxinas apds o tratamento endoddntico podem
estar relacionadas com o desenvolvimento e persisténcia da
sintomatologia.

Gomes et al. (2012) através de um estudo clinico
avaliaram pelo método limulus amebocyte lysate (LAL), os niveis de
endotoxinas em 15 pacientes com infec¢gdes endoddnticas primarias e 15
pacientes com infecgdes endodbnticas secundarias/persistentes. No
estudo foi possivel observar endotoxinas em 100% dos casos, tanto em
infecgbes primarias, quanto secundarias. Os niveis de LPS em infecgbes
primarias foram maiores que nos casos de infec¢gdes secundarias, sendo
os dados estatisticamente significativos para p<0,05. Infec¢des
endodénticas secundarias possuem uma carga microbiana gram-positiva
na sua maioria, sendo assim os autores explicam essa diferenca. Os
casos com maior perda 0ssea foram relacionados com os maiores niveis
de endotoxinas presentes, assim como 0s sinais e sintomas em infecgoes
primarias.

Endo et al. (2012), quantificaram endotoxinas pelo método
LAL em casos de retratamento endoddntico, antes e depois do
retratamento. Foram realizadas 15 coletas de pacientes que se
enquadravam nos critérios de inclusdo. O teste LAL indicou que as
concentragbes de endotoxinas nas amostras do canal tiveram média de
3.96 EU/ml, o que foi menor em comparagao a infecgbes primarias
(media: 9.19 EU/ml). Maiores niveis de endotoxinas foram encontradas
em dentes com tratamento endodbéntico a mais de 10 anos, os autores
explicam que esse fato deve ter ocorrido devido a uma desinfeccao
deficiente no tratamento endodéntico inicial, deixando bactérias gram-
negativas presentes no canal radicular. Com os dados deste estudo os

autores conseguiram relacionar altos niveis de LPS, com maiores perdas
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Osseas e sintomatologia clinica. O preparo biomecénico foi eficiente na
reducdo de endotoxinas e microrganismos.

Xavier et al. (2013), verificaram a quantidade de bactérias
cultivaveis e a reducdao de niveis de endotoxinas no tratamento
endodontico em uma sesséo e duas sessdes. Foram coletadas amostras
de 48 pacientes, o teste microbioldgico usado foi o0 método de cultura, o
LAL foi usado para a quantificacdo de endotoxinas Autores observaram
que ambos os tratamentos obtiveram reducdo nos niveis de endotoxinas
e microrganismos, no entanto ndo conseguiram elimina-los. Também foi
possivel verificar que o tratamento em duas sessdes foi mais eficaz na
redugao nos niveis de endotoxinas.

Martinho et al. (2014), analisaram a capacidade de
eliminar LPS dos canais radiculares no tratamento endodéntico,
comparando entdo quatro sistemas rotatérios mais utilizados na
endodontia. Os grupos foram divididos em; WaveOne (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland) (n = 12); Reciproc (VDW, Munich, Germany) (n =
12), ProTaper (Dentsply Maillefer) (n = 12), e Mtwo (VDW) (n = 12). A
solugao irrigadora foi o hipoclorito de soddio a 2,5%. Neste estudo foi
encontrado endotoxinas em todas as amostras analisadas, com média de
103-126.5 EUs/mL. Todos os sistemas reduziram mais de 90% do LPS

encontrado no baseline e nao diferiram estatisticamente.



3 PROPOSIGAO

Os objetivos deste estudo foram:

a) Correlacionar caracteristicas clinicas e
radiograficas com a microbiota presente e niveis
de endotoxinas;

b) Verificar o perfil microbiano da lesdes
endoperiodontais;

c) Quantificar niveis de endotoxinas na bolsa
periodontal e canal radicular de dentes com lesdo

endo-peridontais.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos
Campos — UNESP. Sob protocolo n°® (698.107/2014-CEP) (ANEXO A).

4.1 Populagao

Para a realizagdo da presente pesquisa foram
selecionados pacientes com lesdes endo-periodontais que estavam em
tratamento odontoldgico nas clinicas do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Sao José dos Campos (UNESP) (Figura 1). Foi realizada anamnese
detalhada e selecionados 10 dentes. Os pacientes assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A) aceitando fazer parte

do estudo.

Figura 1 — Radiografias iniciais de dentes selecionados para o estudo onde podem ser
observadas lesdes endo-periodontais.
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4.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes que apresentavam dentes com diagnostico de
necrose pulpar, apresentando lesdo periapical, sangramento gengival e
bolsa periodontal associada com profundidade de sondagem maior ou igual
a 6 mm em mais de uma face.

Os mesmos nao poderiam ter feito uso de antibidticos
sistémicos e/ou locais nos ultimos 3 meses. E também n&o terem sido

submetidos a nenhum tratamento periodontal no ultimo ano.

4.1.2 Critérios de exclusao

Dentes com cadmara pulpar exposta a cavidade oral,
tratamento endodontico prévio, carie comunicante a camara pulpar,
presenca de trincas, calcificagdes, reabsorcado externa, foram descartados
deste estudo.

Também foram excluidos fumantes e pacientes

portadores de diabetes melitus.

4.2 Procedimentos clinicos e coleta microbiolégica e de endotoxinas
da bolsa periodontal e canal radicular

Os procedimentos de coleta das amostras da bolsa

periodontal e do canal radicular foram realizados de maneira distintas.
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4.2.1 Coleta das amostras da bolsa periodontal

Alguns principios foram observados na coleta das
amostras: utilizacdo de técnicas assépticas, promoc¢ao de um facil acesso
para a coleta das amostras como remog¢ao de célculo supragengival e
evitar a contaminacado quimica do periodonto. Isolamento relativo com o
auxilio de roletes de algodao foi utilizado com o intuito de evitar a
contaminacgao por saliva.

A placa supragengival foi removida esfregando-se uma
gaze esterilizada umedecida em soro fisiolégico, em todas as faces, da
coroa do dente. Jatos de ar foram aplicados a fim de manter a superficie
dental seca.

A coleta da amostra periodontal foi realizada na bolsa de
maior profundidade com 4 pontas de papel absorventes apirogénicos
numero 30 FM Dentsply (Petrépolis,Rio de Janeiro) ,uma de cada vez,
introduzidas até o fundo da bolsa e mantida em posicao por 1 minuto. O
primeiro cone foi transferido para tubos eppendorfs apirogénicos e
armazenados a — 20 °C para posterior andlise de endotoxinas e
estimulacao celular.

Em seguida outros trés cones de papel foram
introduzidos na bolsa periodontal da mesma forma que o anterior, logo
apos, foram tranferidos imediatamente para um tubo tipo eppendorf
previamente esterilizado e apirogénico, contendo 1,0 mL de meio de
transporte Tris HCI EDTA(TE) e posteriormente adicionado 1,0 ml de
solugao de NaOH(Dahlén et al., 1993). As amostras foram armazenados
a — 20 °C para posterior analise pelo método checkerboard dna-dna
hybridization.

Apo6s a coleta da bolsa periodontal, o proximo passo

realizado foi a coleta das amostras do canal radicular.
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4.2.2 Coleta das amostras do canal radicular

Inicialmente o dente envolvido recebeu polimento
coronario com escova de Robinson e pedra-pomes e em seguida foi
isolado com lengol de borracha (isolamento absoluto). Apds, foi realizado
o vedamento da interface coroa/lengol com cianocrilato (Super Bonder;
Loctite, SP) para evitar infiltragdo de saliva. A anti-sepsia do campo
operatorio (superficie externa da coroa, grampo, lengol de borracha, arco
e cianoacrilato) foi realizada com swabs estéreis umedecidos
primeiramente em H;O, a 30% (v/v), e depois em NaOCI 5,25% por 30
segundos cada, subsequentemente neutralizado com solugao estéril de
tiossulfato de sddio a 5% (Mdller, 1966).

A fase de acesso coronario foi realizada em duas etapas
operatodrias. Durante a abertura coronaria, a irrigagdo foi realizada
manualmente com solugao salina estéril e apirogénica. Brocas de alta
rotacdo diamantadas estéreis/ apirogénicas (esterilizadas através de calor
seco, em estufa por um periodo de tempo de 4 horas a 200 °C) foram
utilizadas. Na primeira etapa operatoria realizou-se a remogao dos
contaminantes coronarios (restauragoes, tecido cariado, microrganismos).
Na segunda etapa, na fase de confec¢do da cavidade de acesso, nova
broca estéril/ apirogénica foi utilizada. Apés a confeccéo da cavidade de
acesso, nova desinfeccao foi realizada, e sua face interna foi checada
quanto a esterilidade. Prosseguindo, com o completo acesso ao canal
radicular com uma nova broca esférica diamantada estéril/ apirogénica.

Apos a abertura coronaria, o campo operatorio e a
camara pulpar foram novamente submetidos a esses procedimentos. Nos
casos de dentes multirradiculares, foi coletada amostra de um unico canal
radicular associado mais diretamente a bolsa periodontal de maior

profundidade, de maneira a confinar o exame microbiolégico em um unico
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ambiente ecoldgico. Foram usados cones de papel absorvente estéreis e
apirogénicos, calibre 30 FM Dentsply (Petropolis, Rio de Janeiro)
padronizados com didametro da ponta correspondente a uma lima K
numero 20, foram introduzidos, um de cada vez, no comprimento
aparente do dente (determinado pela radiografia pré-operatoria)
permanecendo nesta posi¢cédo por 1 minuto (os 4 cones foram introduzidos
na mesma sequéncia das amostras periodontais). Em casos onde o canal
estava seco, este foi umedecido com soro fisiolégico estéril para
assegurar uma amostra viavel.

Em seguida, as amostras foram transferidas para tbos
eppendorf com a mesma distribuicdo citada no método das coletas das

amostras periodontais.

4.3 Analise por checkerboard DNA-DNA

Checkerboard DNA-DNA hybridization foi utilizado para
estudar a diversidade microbiolégica das lesbes endo-peridontais

investigando 40 espécies bacterianas encontradas nas infecgoes.

4.3.1 Extragcao do DNA bacteriano

A extracado de DNA foi realizada com o Qlamp DNA kit
(QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) de acordo com as instrucbes do

fabricante.
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4.3.2 Colocacao das amostras na membrana de nylon

Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Amersham Biosciences, Chicago, IL- USA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — USA). Cada suspensdo de amostra
contendo DNA livre foi depositada nas fendas do Minislot 30® e o DNA
permaneceu depositado na membrana de nylon. A membrana foi
removida do aparato e o DNA, previamente depositado na mesma, foi
fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120 °C, por 20 minutos.
As duas Ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas para a
colocagcao dos controles, contendo uma mistura das espécies dos
microrganismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas

concentracdes, 10° e 10° células bacterianas.

4.3.3 Hibridizagao da Membrana com as sondas de DNA

Apds a fixacdo do DNA na membrana, esta foi pré-
hibridizada a 42°C, por uma hora, numa solu¢ao de 50% formamida, 1%
caseina, 5 X SSC (Solucgéao Salina Citrada), 25 nM de fosfato de sédio (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 —
USA), rotacionada 90° de sua posi¢ao 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
colocagao de uma sonda de DNA.

As sondas de DNA especificas para as 40 espécies que

foram usadas neste estudo (Tabela 1) foram confeccionadas usando
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random primer digoxigenin labeling kit (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN — USA), como descrito por Feinberg e Volgelstein (1983).
Essas espécies foram selecionadas devido a sua associacao as infecgdes
endodénticas/periodontais ou a sua presenca em outras infecgoes orais e
saliva (Gomes et al., 2004; Haffajee et al., 1997; Socransky et al., 1998;
Jung et al., 2000; Siqueira Jr. et al., 2001).

Quadro 1 - Relacédo das cepas empregadas para o desenvolvimento das
sondas de DNA bacteriano

(continua)
Espécies Cepas Gram Metabolismo
Complexo vermelho
Porphyromonas gingivalis 332772 Gram - Anaerdbio estrito
Tannerella forsythia 430372 Gram - Anaerdbio estrito
Treponema denticola Blb Gram - Anaerébio estrito
Complexo roxo
Actinomyces odontolyticus 179292 Gram + | Anaerdbio facultativo
Veillonella parvula 107902 Gram - Anaerébio estrito
Complexo verde
actinom?/i;igritigcrlnc/'l;;s (a+b) 423975}3;6 Gram - | Anaerdbio facultativo
Capnocytophaga gingivalis 336242 Gram - Anaerdbio estrito
Capnocytophaga ochracea 335962 Gram - Anaerdbio estrito
Capnocytophaga sputigena 336122 Gram - Anaerdbio estrito
Eikenella corrodens 238372 Gram - | Anaerdbio facultativo
Complexo laranja principal
Fusobacte;\:ﬁ;crl);gg;z:atum 5P 255862 Gram - Anaerdbio estrito
Fusobac;zﬁx:::;lllergtum 5P 109532 Gram - Anaerdbio estrito
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Quadro 1 - Relacédo das cepas empregadas para o desenvolvimento das
sondas de DNA bacteriano

(continua)
Espécies Cepas Gram Metabolismo
Fusobacteru{m nusl eatum ssp 492562 Gram - Anaerdbio estrito
Vincentii
Fusobacterium periodonticum 336932 Gram - Anaerdbio estrito
Parvimonas micra 332702 Gram + Anaerdbio estrito
Prevotella intermédia 256112 Gram - Anaerdbio estrito
Prevotela nigrescens 335632 Gram - Anaerdbio estrito
Streptococcus constellatus 278232 Gram + Anaeroplo
facultativo
Complexo laranja periférico
Campylobacter gracilis 332362 Gram - Anaerdbio estrito
Campylobacter rectus 332382 Gram - Anaer.oblo
estrito
Campylobacter showae 511462 Gram - Anaer.ob|o
estrito
Eubacterium nodatum 330992 Gram + Anaer.ob|o
estrito
Complexo Amarelo
Streptococcus gordonii 105582 Gram + Anaerop|o
facultativo
Streptococcus intermedius 273352 Gram + Anaerop|o
facultativo
Streptococcus mitis 494562 Gram + Anaerop|o
facultativo
Streptococcus sanguinis 105562 Gram + Anaerop|o
facultativo
Outras espécies
Actinomyces israelli 121022 Gram + Anaerop|o
facultativo
Actinomyces oris 431462 Gram + Anaerop|o
facultativo
. Anaerobio
a
Enterococcus faecalis 29212 Gram + facultativo
Enterococcus faecium 65692 Gram + Anaeropm
facultativo
Eubacterium saburreum 332712 Gram + Anaer_ob|o
estrito
Gemella morbillorum 278242 Gram + Anaer_ob|o
estrito

a ATCC (American Type Culture Collection); b Forsyth Institut
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Quadro - Relagdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das

sondas de DNA bacteriano

(conclusdo)
Espécies Cepas Gram Metabolismo
Leptotrichia buccalis 142012 Gram - Anaerdbio estrito
Neisseria mucosa 196962 Gram - Anaeroplo
facultativo
Porphyromonas endodontalis 354062 Gram - Anaerobio estrito
Prevotella melaninogenica 258452 Gram - Anaerobio estrito
Propionybacterium acnes 11827% e Gram + Anaerobio
(1+11) 112822 aerotolerante
Selemonas noxia 435412 Gram - Anaerobio estrito
Strepctococcus anginosus 333972 Gram + Anaeroplo
facultativo
Treponema socranskii S1b Gram - Anaerdbio estrito

a ATCC (American Type Culture Collection); b Forsyth Institut

Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com

uma mistura controle contendo as espécies investigadas, numa
concentracdo de 10* células bacterianas. Suas concentragdes foram
ajustadas de tal modo que a intensidade dos sinais de todas as sondas
sejam semelhantes.

Cada sonda de DNA contida numa solucdo de
hibridizagcédo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sddio (pH
6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% de
caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA). Cada canaleta do Miniblotter 45®
foi preenchida com 135 puL de uma determinada sonda. As sondas
hibridizaram perpendicularmente as linhas contendo o DNA bacteriano
fixado, propiciando um formato xadrez com as linhas de DNA horizontais,
e as sondas verticais. O aparato Miniblotter 45® e a membrana com as
sondas e o DNA das amostras bacteriana fixado, foi colocado dentro de
um saco plastico umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas e

incubado a 42 °C para que a hibridizacdo ocorra. A hibridizacdo das
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membranas com as sondas ocorreram durante um periodo minimo de 12

horas (overnight).

4.3.4 Detecgao das espécies

Ap6s a hibridizacdo com as sonda, as membranas foram
removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65 °C, numa
solugao adstringente de PO, Buffer (Tampao de fosfato), a fim de remover
sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas
foram imersas por 1 hora, sob agitacdo, numa solugdo bloqueadora
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 solucdo contendo
anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim — Germany) conjugado a fosfatase alcalina
(Boehringer, Mannheim — Germany), numa diluicdo 1/25.000%. As
membranas foram, entdo, lavadas com uma solugdo de 0,1 M &acido
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
MgCl,, pH 9,5. Em seguidas as membranas foram incubadas em solugao
detectora, CDP-Star Detection Reagent ®(Amershan Biosciences UK
Limited, Buckinghamshire — UK), por 60 minutos a 37 °C. Finalmente, as
membranas foram colocadas em 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 foram
revelados logo em seguida.

Cada sinal produzido por uma determinada sonda na
amostra dos canais radiculares foi comparado ao sinal produzido pela

mesma sonda nos dois controles contendo 10° e 10°.
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4.3.5 Extracdo de endotoxinas dos canais radiculares e bolsa
periodontal

Nas coletas foram adicionados 1000 uL de agua de LAL
(Limulus Amebocyte Lysate assay) estéril e apirogénica. A extracdo da
endotoxina do cone de papel foi realizada através da agitagdo mecanica

em vortex durante 60 segundos.

4.4 Quantificagao de endotoxinas

A quantificagcdo das endotoxinas presentes nas bolsas
periodontais e canais radiculares infectados foram feitas através do teste

cromogénico LAL.

O eppendorf contendo o cone de papel (amostra matriz)
armazenados em 1 mL de agua apirogénica foi agitado durante 1 minuto.
Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas transferindo 50 uL da
amostra matriz para a diluicdo 10" e apds transferido 50 pL da diluicdo
10 para diluicdo 102 em tubos eppendorf (1,5 mL) contendo 450 pL de

agua apirogénica.

Vale ressaltar que anteriormente a realizagdo do
experimento, foi realizado um estudo piloto para determinar quais seriam

as amostras utilizadas durante o teste de endotoxinas.

Para verificar a neutralizacao da endotoxina, as amostras
coletadas foram submetidas a analise quantitativa pelo teste cinético
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (cinético QCL - LAL)
(Lonza, Walkersville, MD, EUA).

Inicialmente foi realizado uma curva-padrdao (APENDICE

B). O controle padrédo de endotoxina de Escherichia coli foi reconstituido
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com um volume especificado, no certificado de qualidade, da &agua
apirogénica. Esta suspensdo contém 50 EU/mL. Foram realizadas
diluicbes a partir deste padrdo de endotoxina em diferentes
concentragbes (50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 EU/mL). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do conteudo do canal radicular
adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocgos, foram
adicionados 100 pL de agua apirogénica (branco da reagdo), os padroes
de endotoxina, as amostras coletadas ar e os controles positivos. A placa
foi incubada no leitor cinético QCL a 371 °C por 10 minutos, o qual
estava acoplado a um microcomputador com software WinkQCL™
especifico para gerenciamento, execugao e emissao de relatorios. Apos,
foram adicionados em cada pogo da placa 100 uL do reagente cinético
cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e ponteiras
apirogénicas (Figura 2). Apds o inicio do ensaio cinético, o software da
leitora de microplacas monitorava, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorvancia a 405 nm em cada poco da microplaca. O software
WinkQCL™ automaticamente calculou uma correlagao linear log/log do
tempo de reagdo de cada padrdo com a concentragdo de endotoxina
correspondente. Os parametros da curva-padrédo foram impressos no

relatério de impresséao.
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Figura 2 — Quantificagdo de endotoxinas. A) agua apirogénica; B) endotoxina padrao de
E. coli; C) reagente cinético cromogénico do LAL; D) leitor cinético QCL; E) esquema de
montagem da placa de 96 pocos.

4.4.1 Analise Estatistica

Para avaliar a correlagado entre grupos e sinais e sintomas
foi usado o coeficiente de correlagdo de Pearson com significancia de 5%.
Para analise dos niveis de endotoxinas da bolsa e canal radicular foi
usado o teste de wilcoxon. Para correlagdo de microrganismos foi usado o

teste exato de fisher.



5 RESULTADOS

Foram realizados neste estudo coletas de 10 dentes de
pacientes com lesdes endo-periodontais. Durante a anamnese, 2/10
relataram dor em algum momento previamente as coletas das amostras.

Durante o exame clinico, foi observado que 3/10
pacientes apresentaram dor a percussao, 3/10 pacientes relataram dor a
palpacao apical, 6/10 ndo apresentaram qualquer tipo de dor(percurssao,
palpacao, prévia), 4/10 pacientes apresentavam fistula, 5/10 pacientes
apresentaram presenca de exsudato no canal radicular e 6/10
apresentaram exudato na bolsa periodontal. Cinco dos 10 dentes
encontravam-se com restauracdes definitivas adequadas e 5/10 estavam
integros. Foi constatado que 6/10 casos eram originariamente infecgbes
periodontais e 4/10 endodonticos. As caracteristicas clinicas e

radiograficas podem ser observadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Caracteristicas clinicas e radiograficas dos dentes submetidos
a coleta

Caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dente 12 27 43 33 47 11 16 21 35 37
Pa ndo sim ndo ndo sim ndo ndo ndo sim ndo
Pe nao sim ndo nao ndo nao ndo nao sim sim
Prévia ndo sim ndo ndo ndo ndo ndo ndo ndo sim
F néo sim ndo ndo ndo sim sim sim ndo ndo
Exu canal nao sim nao nao nao sim sim sim sim nao
Exu bolsa sim sim ndo ndo ndo sim ndo sim sim sim
bolsa mm 6 13 8 8 6 12 7 12 11 9
lesdo mm 2 7 3 4 3 4 3 3 5 6
Mob 2 1 1 1 2 3 2 3 2 3
Condicdo| higido rest higido higido rest higido rest rest higido rest
Origem perio perio endo endo endo perio endo perio perio perio

Pe: Dor a percussao; Pa: Dor a palpacéao; Previa: Dor prévia; F: Fistula; Exu:
Exsudato.
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5.1 Resultados endotoxinas

A Tabela 1 mostra os valores de endotoxinas por Eu/ml
referentes as coletas das amostras do canal radicular e da bolsa
periodontal. Maiores valores foram encontrados nas amostras da bolsa
periodontal. Foram encontradas unidades de LPS em todas as amostras,

tanto periodontais quanto endodénticas.

Tabela 1. Valores de endotoxinas (Eu/ml) encontrado nas amostras do canal radicular e
bolsa periodontal.

Coletas
Pacientes Canal Radicular Bolsa Periodontal

1 1990 2490
2 10000 35500
3 51,0 9780
4 2630 102600
5 10600 89100
6 59,6 90100
7 2830 12900
8 5,43 22500
9 11,2 2090

10 4220 23900
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Os valores de endotoxinas referentes ao canal radicular
foram consideravelmente menores em comparagao com os valores da
bolsa periodontal, com média e desvio padrao de 3240 + 4001 e 39096 +
39312. Ao teste de wilcoxon, os niveis de endotoxinas referentes a bolsa
e o canal foram significativamente diferentes(p = 0,002). A figura 6

representa os valores de minima, maxima e mediana obtidos.
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0 T T
Ips/bolsa Ips/canal

Figura 6 - Minima, maxima e mediana dos valores de endotoxinas encontradas no canal
radicular e bolsa periodontal em Eu/ml.

Entre os valores obtidos no canal radicular e bolsa
periodontal, houve correlagdo moderada quando aplicado o coeficiente de

correlagao de Pearson, com p = 0,084.

Em relacdo a origem da infeccao, os casos de origem
periodontal mostraram correlagcdo moderada(r = 0,02857) com os niveis
de endotoxinas encontradas no canal radicular e bolsa periodontal. A

correlagdo para os casos de origem endoddntica também mostraram
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correlacdo moderada(r = 0.8000) pelo coeficiente de correlacédo de

Pearson.

Os niveis de endotoxinas encontrados nos casos com
auséncia de sinais e sintomas foram menores no canal radicular e bolsa
periodontal, com média e desvio padréo de 5514 + 11219 (Figura 7.), sem

significancia estatistica com p = 0,232.

Auséncia de Sinais e Sintomas

250000

200000

0 1
Ips/canal Ips/bolsa

Figura 7 - Mediana, valores maximos e minimos dos niveis de endotoxinas encontradas
no canal radicular e bolsa periodontal.

5.2 Resultados checkerboard DNA-DNA hybridization

Foram encontrados microrganismos em 100% das
amostras através do teste checkerboard dna-dna hybridization.
Referente as amostras periodontais, 14 microrganismos

nao foram encontrados, sendo eles: C. gracillis, C. sputigena, G.
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morbillorum, E. corrodens, P. acnes, S. noxia, C. gingivalis, N. mucosa, A.
odontolyticos, E. faecium, C. ochracea, S sanguinis, E. saburreum e A.
actinomycetencomytans. Os microrganismos mais prevalestes nessas
amostras foram P. nigrescens(70%), P. intermedia (50%), V.
parvula(50%), F. nucleatum sp. vicentii (50%), P. gingivalis(40%), P.
endodontalis(40%), F. nucleatum (40%) e E. nadatum (40%).(Figura 8).
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Figura 8 - Grafico de barras de frequéncia de detecgdo e concentragdo de DNA
bacteriano em amostras das bolsa periodontais de lesdes endo-periodontais. O
comprimento total de cada barra indica porcentagem de amostras positivas. Cores
diferentes no interior de cadabarra indicam porcentagem de amostras contendo
diferentes concentracdes de DNA bacteriano.
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No entanto, nas amostras do canal radicular, 6
microrganismos nao foram dectados, sendo eles: S. noxia, S. gordini, F.
nucleatum sp. polymorphum, S. anginosus, E. saburreum e A
actinomycetencomytans. As espécies mais prevalentes foram P
endodontalis(80%), L. bucallis(80%), C. sputigena(70%), E.
faecium(70%), A. oris(70%), V. parvula(70%), P. micra(70%), P
intermedia (60%), G. morbillorum (60%) e E. nadatum (60%). (Figura 9).
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Figura 9 - Grafico de barras de frequéncia de detecgdo e concentragdo de DNA
bacteriano em amostras do canal radicular de les6es endo-periodontais. O comprimento
total de cada barra indica porcentagem de amostras positivas. Cores diferentes no
interior de cadabarra indicam porcentagem de amostras contendo diferentes
concentragdes de DNA bacteriano.
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Ao teste exato de fisher, a espécie P. nigrescens foi
fortemente relacionada com a microbiota periodontal, estatisticamente
significante (p = 0,0198). Entretanto, as espécies E. faecium (p = 0,0031),
P. acnes (p = 0,0325), G. morbillorum (p = 0,0108), C. sputigena (p =
0,0031) e L. buccalis (p = 0,0055), foram fortemente relacionadas com a

microbiota endodéntica.

Houve uma fraca associagdo entre P. intermedia
encontrado na bolsa periodontal e no canal radicular (p = 0,75), P.

endodontalis (p = 0,34) e V. parvula (p = 0,34).



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

Durante a coleta das amostras periodontais foram
utilizadas técnicas assépticas, remocdo de calculo supragengival,
isolamento relativo, e antes da coleta a placa supragengival foi removida
esfregando-se uma gaze esterilizada umedecida em soro fisiolégico e um
jato de ar a fim de manter a superficie do dente seca. Para as coletas do
canal radicular, foi realizada a desinfeccdo do campo operatério e a
utilizacdo de solugdo salina fisioldgica estéril e apirogénica durante a
abertura coronaria a fim de evitar contaminagdo externa ao canal
radicular. Estes métodos apresentam bons resultados para controle da
assepsia e estdo bem estabelecidos na literatura (Rupf et al., 2000;
Didilescu et al., 2012; Gomes et al., 2004; Sassone et al., 2008; Rocas et
al., 2001).

O meio de transporte para as coletas microbioldgicas foi a
solugdo TE(Tris-Hcl EDTA), esta solucdo permite a sobrevivéncia de
organismos anaerobios estritos e aerdbios, sem que ocorra 0 seu
crescimento. No intervalo de no maximo 4 horas apdés a coleta, foi
adicionado 1,0ml de solugdo de NaOH no intuito de evitar a degradacéao
do DNA dos microrganismos nas amostras. Essas amostras devem ser
processadas o mais rapido possivel, pois apds 24 horas pode haver a
multiplicagdo de microrganismos entéricos, o que pode alterar as
proporc¢des originais da amostra. Ao final das coletas, as mesmas foram
armazenadas a -20 °C (Socransky et al., 1998; Dahlén et al., 1993; Ali et
al., 1995).
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A metodologia do checkerboard DNA-DNA hibridization
permite a detecgdo de 40 microrganismos diferentes, em até 28 amostras.
Em comparagdo com outras técnicas moleculares, como PCR
convencional, nested-PCR, RT-PCR e PCR-real time, a hibridizagao de
DNA-DNA ¢é considerada um método rapido, eficaz e com custo
relativamente baixo. E também um método Util para avaliacdo de
microbiota de um determinado ambiente. A tecnologia de hibridizagao
ainda apresenta vantagem sobre outros métodos moleculares por néo
amplificar a amostra, pois se houver um contaminante microbiano, esse
agente estaria abaixo dos limites de detecgdo do método (102 a 10*
células). Entretanto, microrganismos nao contaminantes, que também
estiverem em pequenos numeros também nao sédo detectados (Socransky
et al., 1998; Siqueira et al., 2000).

O processo de esterilizagao em autoclaves nao permite a
eliminagcdo de possiveis endotoxinas preexistentes, sendo assim o
material usado para as coletas de endotoxinas foi enviado para a
EMBRARAD(Empresa Brasileira de Radiagdo, Cotia, SP, Brasil), e
submetida ao tratamento com a radiagédo gamma, este processo realiza a
esterilizagdo e eliminagao de possiveis endotoxinas presentes. Apos a
coleta, as amostras foram transferidas para tubos eppendorfs
apirogénicos e armazenados a — 20 °C para posterior analise de
endotoxinas (Xavier et al., 2013).

O teste LAL (limulus amoebocyte lysate) foi usado para
deteccdo e quantificacdo das endotoxinas presentes em ambos os
ambientes (bolsa periodontal e canal radicular). De acordo com Martinho
et al. (2011a) este teste € o mais indicado pra esse tipo de analise, sendo
considerado um teste facil e preciso. Foram seguidas todas as indicag¢des
empregadas pelo fabricante (Lonza, Walkersville, MD, EUA) no intuito de
se obter resultados mais fidedignos. Os processos de diluicdo seriadas
das amostras foram feitas para diminuir a quantidade de interferéncias, ja

que o teste € muito sensivel. Para transferir os dados em Eu/ml, esse
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estudo considerou também a diluicdo do cone de papel(amostra) em 1000
micro litros(1 ml), sendo necessaria a multiplicdo dos resultados por 10,
esse processo foi realizado sem contar com a diluigdo seriada para
remocéo de interferéncias das amostras. Foi observado que alguns
estudos com a mesma metodologia, ndo consideram essa primeira
diluigdo (Martinho, Gomes, 2008; Endo et al., 2012; Xavier et al., 2013;
Martinho et al., 2014), tornando-se necessario as consideragbes desse
fato durante a interpretacao dos resultados com alguns estudos

Na endodontia, varios estudos utilizaram o teste LAL a fim
de quantificar endotoxinas presentes no canal radicular, no entanto, o
ensaio também ¢é usado para testar varios tipos de tratamento e sua
correlagdo com microrganismos (Endo et al., 2012; Xavier et al., 2013;
Martinho et al., 2014). Em periodontia ndo ha estudos que avaliaram as
endotoxinas presentes na bolsa periodontal, entretanto existem varios
estudos que avaliaram endotoxicemia (endotoxinas presentes no sangue),
apos tratamentos periodontais (Lee et al., 2008), e também estudos que
avaliaram quantidades de endotoxinas em dentes extraidos por razdes
periodontais ( Maidwell-Smith et al., 1987; Cadosch et al., 2003).

6.2 Dos Resultados

A literatura sobre lesdes endo-periodontais € muito
escassa, sabe-se que a maioria dos microrganismos patdgenos
periodontais também sao patdégenos endoddnticos, entretanto, poucos
estudos foram feitos relacionando-os a casos que envolvam ambas as
doengas em um unico elemento dentario, ou seja, em dentes com leséo
endo-periodontal. Sendo assim, este trabalho procurou investigar e
identificar um perfil microbiolégico deste tipo de lesdo pelo método

checkerboard DNA-DNA hybridization, como outro objetivo também
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quantificar e correlacionar a quantidade de endotoxinas presentes pelo
ensaio de LAL.

Lesbes endo-periodontais sdo de dificil diagnostico e
tendem a ter um prognodstico desfavoravel (Solomon et al., 1995). A
literatura mostra estudos em que autores evidenciaram a capacidade de
microrganismos do tecido endoddntico causarem altera¢gdes nos tecidos
periodontais, e vice-versa. Essa capacidade se da pela intima relagao
destes dois tecidos, desde a formagdo embriolégica até a formagado do
dente, onde esses tecidos permanecem interligados pelo forame apical,
canais laterais, canais acessorios ou tubulos dentinarios (Seltzer et al.
1967).

Sendo a etiologia principal das lesées endo-perio o
biofilme(Solomon et al., 1995), essas lesdes tém como caracteristica uma
grande perda 6ssea, 0 que nos leva a relaciona-la com microrganismos
gram negativos. Na literatura, ha inumeros estudos correlacionando
bactérias gram negativas com doengas periodontais e lesdes
endodénticas (Martinho et al., 2010; Xavier et al., 2013b; Shaddox et al.,
2013). As endotoxinas ou LPS sao substancias presentes na membrana
de bactérias gram negativas e correspondem a um dos mais potentes
fatores de viruléncia, essa substancia age elevando a resposta imune do
hospedeiro, causando reabsorgédo 6ssea (Petsch, Anspach, 2000).

Neste estudo todas as amostras, sendo 10 periodontais e
10 endoddnticas, marcaram positivo para endotoxinas. A contagem em
Eu/ml na bolsa periodontal foi significativamente maior em comparagao
com o canal radicular (p = 0,002). Essa diferenga pode ser explicada pela
carga microbiana em lesbes endo-perio ser maior no periodonto em
comparagao com o canal radicular (Didilescu et al., 2012; Rupf et al.,
2000).

Na literatura, varios estudos correlacionaram altos niveis
de endotoxinas no canal radicular, com sintomatologia dolorosa (Jacinto
et al., 2005; Martinho, Gomes, 2008; Xavier et al., 2013). No presente
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estudo, altos niveis de endotoxinas no canal radicular também foram
correlacionados com alguma sintomatologia, entretanto, altos niveis de
endotoxinas na bolsa periodontal ndo tiveram nenhuma correlagéo
sintomatologica. As doencgas periodontais ndo sido conhecidas por
manifestagdes dolorosas. Com exceg¢ao das manifesta¢cées agudas como
as doencas periodontais necrosantes e abcessos periodontais e
gengivais, infecgbes periodontais sdo manifestagées crénicas e por isso
geralmente ndo apresentam algum sinal ou sintoma (Lindhe et al., 2008).
Talvez por esse motivo, mesmo com uma carga microbiana maior e
maiores niveis de endotoxinas, nado foi possivel correlacionar os altos
niveis de endotoxinas nas amostras periodontais com sintomatologia
dolorosa.

No presente estudo, foram observados altos niveis de
endotoxinas nos canais radiculares, com média de 3240 Eu/ml,
entretanto, para compararmos com outros estudos devemos dividir por 10
a média, por diferenga de abordagem dos resultados. Sendo assim, a
meédia de 324 Eu/ml encontrada neste estudo ainda € um pouco superior
a outros estudos que avaliaram niveis de endotoxinas em canais
radiculares com infec¢gdes endododnticas primarias, nesses estudos foi
encontrado em média niveis entre 150-250 Eu/ml (Martinho et al., 2011a,
2014; Xavier et al., 2013). Valores maiores obtidos nesse estudo podem
ser explicados pelo fato de que, em alguns casos, a bolsa periodontal ja
estava em comunicacdo com o forame apical, podendo levar a um
aumento no numero de microrganismos e seus fatores de viruléncia,
como por exemplo, o LPS. Na literatura ndo ha nenhum estudo que avalia
a quantidade de endotoxinas no canal radicular em lesbes endo-
priodontais.

Os casos com sintomatologia dolorosa obtiveram maiores
niveis de endotoxinas, em comparagdo com casos sem sintomatologia.
Essa afirmacdo esta de acordo com outros estudos (Martinho et al.,
2011a, 2014; Xavier et al., 2013).
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Os valores de endotoxinas encontradas nas amostras
periodontais foram significativamente maiores que as encontradas no
canal radicular, com média de 39096 Eu/ml, 3909 Eu/ml se considerarmos
a abordagem de resultados de outros estudos, correspondendo cerca de
10 vezes o valor encontrado nas amostras do canal radicular.

Na literatura ndo ha outros estudos que avaliaram a
quantidade de endotoxinas na bolsa periodontal. Maidwell-Smith et al.
(1987) verificaram a quantidade de LPS em dentes extraidos devido a
periodontite, os valores encontrados no estudo variaram de 19-394
ng/dente, esse valor ndo pode ser comparado com o encontrado neste
estudo, uma vez que a metodologia foi totalmente diferente. No entanto,
ao contrario do que é encontrado na literatura sobre o canal radicular
(Martinho et al., 2011; Xavier et al., 2013; Martinho et al., 2014), o autor
nao achou correlacdo sobre a quantidade de LPS e perda éssea ou
profundidade de sondagem, concordando assim com os achados do
presente estudo.

Cadosch et al. (2003), avaliaram a remocgdo de
endotoxinas em vinte e quatro dentes extraidos devido a periodontite
apos sessdes de raspagem. Os valores obtidos de LPS pelo método LAL
na superficie radicular foram de 0,03-2,62 EU/mI. Os valores encontrados
por esses autores foram muito menores em comparagdo com o presente
estudo. Devemos considerar que os dentes foram extraidos, preparados e
tratados e com uma metodologia muito diferente da atual pesquisa.

Através do método chckerboard dna-dna hybridization,
este estudo realizou um delineamento do perfil microbiano envolvido nas
infecgbes endoddnticas e periodontais de um mesmo elemento dentario
(lesBes endo-perio) e correlacionou com sinais e sintomas clinicos. E bem
estabelecido na literatura que o fator etiolégico principal das doencas
periodontais e lesdes endoddnticas sdo os microrganismos do biofilme
dental, entretanto & necessario definir o papel especifico desempenhado

por esses patdgenos neste tipo de lesao e assim, determinar as melhores



65

medidas terapéuticas para a erradicagao destes patogenos (Didilescu et
al., 2012).

Em grande parte das infecgbes que envolvem o complexo
endodéntico-periodontal, os microrganismos possuem grande influéncia
nos aspectos clinicos da lesdao e consequentemente no plano de
tratamento (Zendher et al., 2002).

Apesar das infecgoes endoddnticas e periodontais serem
multi espécies, a literatura mostra que alguns microrganismos parecem
estar mais relacionados com aspectos de doenga. Socransky et al.,
(1998) dividiu essa comunidade microbiana em complexos, sendo 0s
complexos vermelho e laranja conhecidos como os de maior
patogenicidade.

Uma sequéncia de colonizacdo microbiana pode ser
observada no biofilme dental. Espécies como Streptococcus (complexo
amarelo), compostos em sua maioria de cocos, gram positivos e aerobios,
sdo consideradas primeiros colonizadores, seguido por espécies de
Capnocytophaga e E. corrodens (complexo verde). A. odontolyticus e V.
parvula (complexo roxo) formam uma ponte de adesao para o complexo
laranja e finalmente ao complexo vermelho, essas espécies nao tém a
capacidade de adesao a superficie dental, sendo necessaria a adesao
mutua com outros complexos (Socransky et al., 1998).

O complexo vermelho € composto por P. gingivalis, T.
denticola e T. forsythia. Esses microrganismos sao conhecidos por sua
alta patogenicidade, sendo sua presenca fortemente relacionada com os
aspectos de doenga como, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem e perda Ossea, e por isso frequentemente encontradas em
casos de periodontites avangadas (Socransky et al.,, 1998). Essas
especies além da sua viruléncia individual, quando associadas, P.
gingivalis e T. denticola permitem o crescimento mutuo (Grenier, 1992).

Em acordo com a literatura, os casos com maiores perdas de insergéao
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deste estudo, foram relacionados com maiores niveis de microrganismos
deste complexo, especialmente P. gingivalis e T. denticola.

Neste estudo, as espécies mais prevalentes nas amostras
periodontais foram P. nigrescens(70%), P. intermedia (50%), V.
parvula(50%), F. nucleatum sp. vicentii (50%), P. gingivalis(40%), P.
endodontalis(40%), F. nucleatum (40%) e E. nadatum (40%). Foi
observado uma alta prevaléncia de microrganismos do complexo laranja,
entretanto, além de sua relagdo como patdégeno periodontal, altas
incidéncias desse complexo também ja foram associadas a infecgbes
endodonticas (Baumgartner, Falkler, 1991, Lana et al., 2001, Siqueira et
al. 2004).

As espécies mais prevalentes nas amostras do canal
radicular foram, P. endodontalis (80%), L. bucallis (80%), C. sputigena
(70%), E. faecium (70%), A. oris (70%), V. parvula (70%), P. micra
(70%), P. intermedia (60%), G. morbillorum (60%) e E. nadatum (60%).
Outros estudos também encontraram grande prevaléncia das espécies V.
parvula, E. faecium, e P. micra em infec¢gdes endoddnticas primarias
(Siqueira et al., 2002; Sassone et al., 2008, 2012; Ré¢as et al., 2011).

Neste estudo, os microrganismos P. intermedia, P.
endodontalis e V. parvula foram os mais relacionados com as infegoes
endo-periodontais, mesmo assim ao teste de fisher o mesmo nao houve
significancia. Estudos ja tentaram correlacionar os microrganismos em
ambos os tecidos (Kipioti et al., 1984; Kerekes, Olsen, 1990; Kobayashi et
al.,1990; Kurihara et al., 1995; Rupf et al., 2000; Didilescu et al., 2012)

Rupf et al.,, 2000 verificaram que supostos patégenos
periodontais também residem o canal radicular. Em acordo com seu
estudo, na presente pesquisa foi possivel encontrar microrganismos
comuns em ambos o tecidos.

Didilescu et al., 2012 analisaram 6 espécies em infeccoes
endo-periodontais, 4 do complexo laranja (Parvimonas micra,

Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum)
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e 2 do complexo verde (Eikenella corrodens e Capnocytophaga
sputigena). Porém, em seu estudo foi analisado tanto infec¢des primarias,
guanto secundarias. Em infeccbes secundarias, a microbiota € composta
por microrganismos gram positivos em sua maioria, como E. faecalis
(Murad et al., 2014). No entanto Didilescu et al., 2012, encontraram uma
correlagao das infeccbes endo-perio para as espécies P. micra, F.
nucleatum e C. sputigena. No presente estudo, esses microrganismos
também foram encontrados em ambos os tecidos, especialmente P.
micra, no entanto esta correlagdo nao foi estatisticamente significante.
Com os dados do presente estudo, observou-se grande
prevaléncia de espécies do complexo laranja, sugerindo sua correlagao

com infecgcdes endo-periodontais.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a)

Os valores de endotoxinas encontradas na bolsa
periodontal foram maiores em comparagao com o
canal radicular;

Houve associacdo moderada com o numero de
endotoxinas e a origem da lesao;

Valores menores de endotoxinas foram
encontrados em casos sem sintomatologia;

Houve associacdo das amostras periodontais
com a espécie P. nigrescens;

Houve associacdo das amostras do canal
radicular com as espécies P. endodontalis, L.
bucallis, C. sputigena, E. faecium, A. oris, V.
parvula, P. micra, P. intermedia, G. morbillorum e
E. nadatum;

As espécies P. intermedia, P. endodontalis e V
parvula foram as mais prevalentes. Espécies do
complexo laranja foram as mais prevalentes em
lesdes endo-periodontais.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido

VOLUNTARIO:

As informagcbes contidas neste prontuario foram
fornecidas pelo aluno de mestrado Emanuel da Silva Rovai, objetivando
formar acordo, por escrito, mediante o qual o individuo, parte integrante
da pesquisa, autoriza sua participacdo, com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera com a

capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacgao.

I. TITULO DA PESQUISA
"Estudo da diversidade microbiana e niveis de endotoxinas em
pacientes com doencgas endo-periodontais ".
Il. PROPOSICAO
1) Entender a diversidade microbiolégica através da técnica Multiplex
Checkboard DNA-DNA em pacientes com lesdes endoperiodontais.
2) Correlacionar o perfil microbiano presente na bolsa periodontal e no
canal radicular atraves da técnica multiplex checkboard dna-dna.
3) Investigar e quantificar entodotoxinas nos canais radiculares e bolsas
periodontais em pacientes com lesdes endo-periodontais relacionando
com sinais e sintomas clinicos.
4) Correlacionar os niveis de endotoxinas presentes nos canais
radiculares e bolsas periodontais.
lll. JUSTIFICATIVA

Estudos microbiolégicos e testes de endotoxinas fazem

parte da linha de pesquisa no ICT_UNESP. Até o momento nenhum
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estudo relacionou microrganismos e endotoxinas nos processos da infecgao
em lesbes endoperiodontais. Estudos mostrando uma correlagao
qualitativa e quantitativa desses patdogenos e sua inter-relacdo com
endotoxinas e sinais e sintomas clinicos em dentes com leséo
endoperiodontal poderédo oferecer novas perspectivas para o diagnostico
microbioldgico, voltado para tratamento e melhorando o progndstico dos
dentes afetados. Dessa forma, o presente estudo tera o objetivo de
identificar os microrganismos presentes em lesées endo-periodontais pelo
método do DNA-DNA checkboard e avaliar e correlacionar os niveis de
endotoxinas em pacientes com lesdes endoperiodontais.

IV. Grupos e Procedimentos

No Instituto de Ciéncias e Tecnologia (ICT) — UNESP serdo selecionados
10 pacientes que serao tratados nas clinicas de graduacéo da faculdade.
Amostras de endotoxinas e das bactérias que habitam as bolsas
periodontais e canais radiculares dos pacientes selecionados serao feitas
com auxilio de cones de papel absorvente o que nao afetara em nada a
saude dos mesmos ja que € um procedimento corriqueiro no tratamento
endodéntico (secagem do canal radicular antes da colocagdo de
medicacdo no interior dos canais radiculares e obturacdo se faz da

mesma maneira).

V. DESCONFORTO OU RISCOS ESPERADOS

O processo € indolor mas caso ocorra, esta nao sera
devido a coleta de amostra e sim apersisténcia da infeccdo nos canais
radiculares e/ ou nos tecidos periapicais. Se a manifestacdo dolorosa
ocorrer fora dos dias marcados para a execugao do tratamento, o
paciente podera entrar em contato com os pesquisadores para uma
assisténcia imediata através do telefone 992077741 celular do
pesquisador.

O paciente tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos

sobre a metodologia antes e durante a pesquisa, podendo ou nao
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concordar em participar da mesma. Caso recuse, ndo havera prejuizo ao
seu tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

Apesar dos resultados clinicos e microbiolégicos serem
divulgados publicamente para fins académicos e cientificos, sera
preservado a privacidade do individuo quanto aos dados confidenciais
que possam ser envolvidos na pesquisa.

VI. BENEFICIOS DO EXPERIMENTO

Os voluntarios terdo o tratamento endodéntico e
periodontal do dente envolvido com todo o cuidado que se deve tomar.
VIl. INFORMAGOES

O voluntario tem a garantia de que recebera respostas a
qualquer pergunta ou esclarecimento a respeito dos procedimentos,
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa. Também,
0s pesquisadores supracitados assumem o compromisso de proporcionar
informacdes atualizadas obtidas durante o estudo, ainda que esta possa
afetar a participacéo do individuo no experimento.

Os materiais e, ou dados coletados, ficarao a disposicao
dos sujeitos de pesquisa, sendopreservada a identidade dos voluntarios.

Os pesquisadores assumem a responsabilidade de
entregar uma copia deste documento

(TCLE) ao voluntario.

VIIl. RETIRADA DO CONSENTIMENTO

O voluntério tem a liberdade de retirar seu consentimento
a qualquer momento e deixar de participar do estudo e assim do grupo de
amostra, este ndo sera penalizado e nao havera prejuizo ao seu
tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

IX. PREVISAO DE RESSARCIMENTO OU INDENIZAGAO

A pesquisa nao acarretara nenhum 6nus ao paciente. Se
por acaso houver necessidade de deslocamentos ou procedimentos
adicionais para coleta de amostra, além das necessarias para o

tratamento endoddntico convencional, os gastos com este deslocamento
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serdo ressarcidos. Para quaisquer outros problemas nao ha previsdo de
indenizagao ja que nao acarreta riscos previsiveis ao paciente.

Caso ocorra falha no tratamento endododntico que nao
esta relacionada com a pesquisa em si, o paciente devera entrar em
contato com o pesquisador.

X. CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu,

certifico que tenho lido as informagbes acima e

suficientemente esclarecido(a) de todos os itens pelo CD Emanuel da
Silva Rovai, estou plenamente de acordo com a realizagdo do

experimento. Assim, eu autorizo a execucao da pesquisa, exposta acima,

em mim.

Sao José dos Campos, de de
2014.

Nome

RG:

Assinatura:

ATENGAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria.
Em caso de duvida quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de
Etica em Pesquisa da ICT-UNESP, enderecado a Av. Francisco José
Longo, n 777 Bairro: Jardim Sao Dimas
12245-000 - Sao José dos Campos, SP Telefone: (12) 3947-9000
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APENDICE B - Realizacdo da curva padrio

1. Ver certificado para conferéncia do numero do lote e quantidade de

volume para endotoxina.

2. Colocar a quantidade de agua apirogénica (Lonza, Walkersville,
MD, EUA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante na

endotoxina de E. coli, encontrado no kit fornecido pela empresa
(Figura 3).

"N £50.643 Lot
% Date 08 SEP 2013 S0
9ackage insert for warmings ™
Endotoxin Detection Us¢
(rev 308

WL Reagent Water

N weo.640 Volume 0™

»
M 0000146833 Exp D%
».h.'r 0 8°C

= -~

Figura 3 — Esquema para suspender endotoxina de E. coli utilizando agua apirogénica.
3. Agitar a suspensao durante 15 minutos.

4. Separar 4 tubos de vidro apirogénicos, tamanho 13 mm x 100 mm
(Lonza, Walkersville, MD, EUA), identifica-los de acordo com as
diluicdes (10", 102, 103, 10*) e pipetar 0,9 mL de a&gua

apirogénica em cada tubo de vidro (Figura 4).
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Test Tubes, Free
USP Type 1 Flint Glass

30 Test Tubes 13 X 100 mm
Catalog No. N207 Lot No.: 0000166529
Exp. Date: 10 MAR 2014

Pyrogen free, unless package has

Figura 4 — Tubos de vidro apirogénicos necessarios para diluicdo da endotoxina.

5. Decorridos os 15 minutos, transferir 100 yL da suspensdo de
endotoxina para o tubo “5” (referente a diluicdo 10™"). Agitar 1
minuto, transferir 100 pL para o proximo tubo “0,5” (referente a

diluicdo 107%) e assim sucessivamente (Figura 5).

R VAYEYEY

Figura 5 — Esquema de dilui¢des da endotoxina para realizagdo da curva padréo.
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ANEXO A - Certificado do comité de ética em pesquisa

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO W
JOSE DOS CAMPOS - UNESP
PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADOE DO PROJETD DE PESGUISA
Tihula da Pesquisa: Estudo da diversidade microbiana, nivels de endotodras & &8 dlocinags Inflamatonas

&m paclenias com doengas endo-periodontals
Pesquiaador: emanue! da siva roval

Araa Temathca:

Wersdo 1

CAAF: 30536714.5.0000.0057

Inatiul;ao Proponents: Instiu de Clencia @ Teenolgia de 530 Jose dos Campos - UMESE
Pairocnador Principal: MINISTERFD DA EDUCACAD

DAl0E DO PARECER

Mumero oo Parecer: 855107
Diats o Redstora: 23062014

Apreeantagie do Projeto;

A les30 endo-peniodontsl & caracienzada pela assodacao da doenga endoddntica @ perodontal no mesmin
glemanto dertano. A sviugao dessa leed0 nomime pela Ieceo por micronganSmos, Na LS grands malora
gramHnegetivas anasonias. As Endodoxings provenientss O0s MIFONEENEEMoS & 35 JiDdnas presenies ra
Inflamagao dos fecidos 530 de grande Imporiincla par a progressao deste Hipo de lesdo

Objathen da Pesquisa:

O objelivo de ldenTficar o microrgarismos presentes em lesdes endo-periodontals pelo mebodn @o DRA-
DA checkboand e avallar e comelacionar os nhvels de endolosdnas & ctodnas Inflamalinas em pacientas
com lesles endoperiodontais.

&vallajio dos Rlscos & Benefichos:

N30 havera riscos para os packentes, o beneficlo 5erd que o tratamento sera felio na dinica em que fol
GeleCionadD apds a colstE

Comentarios & Conslderagtes sobre a Pesquisa:

12 voluntanos com |es30 endo-peniodonal & que CUTPREm o cifienos de nousdo serdo selecionados nas
elinizas Infegradas do ICT-UNESP, serdo avallados 35 boisas perodonials & o
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INSTITUTO DE CIENCIA E

TECNOLOGIA CAMPUS SAQ m“m“’
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

£arcl radlcular qUSnia 305 MiCTganismos [esentes peio Metodn de DMA-DMA checkbaar,
Conslderagies sobre 08 Termos oe aprassntagio obrigatdra:

O tamo de Consentimenio Livre & esciaredido fol reformuiado, atendendo solleiagdo sfetuada no pimain
paresr

Recomendagies:
M.

Conclusas ol Pandenclas & Liats da Inadequacies:

O pesquisador atendey satisfatoraments 3 pendéncla apotanda arteronmente.
Siuacio o Parscer

Aprovacdo

Mecassits Apreciagio da CONEP:

M3m

Conalderaghes Finale a critéro do CEP:

O Coleqlao condnma o parecer da retatora

ComSrumcla oo Permoar B0E 10T

SAD JOSE DS CAMPOS, 25 de Junho de 2014

Apsinado por:
JANETE DMAS ALMEIDA
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