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RESUMO

A doenca periodontal crénica atinge as estruturas de suporte dos dentes e € uma
das causas mais importantes da perda dos dentes em adultos. Essa doenga de longa
duracao que nao regride com a terapia, ja pode ter causado uma alteracao irreversivel
na polpa, mesmo quando clinicamente, responde de forma positiva aos testes de
sensibilidade pulpar. Os lipopolissacarideos (LPS) presente nas paredes das bactérias
Gram negativas e citocinas pré inflamatérias funcionam como fatores estimulantes para
a resposta imune, causando destruicdo 6ssea e exacebando o processo inflamatério.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do tratamento endodontico
em pacientes com doenca periodontal cronica, através da analise microbioldgica por
pcr, quantificagdo de endotoxinas e monitoramento de citocinas pré inflamatérias em
bolsas periodontais e canais radiculares. Foram selecionados 15 dentes com
envolvimento periodontal crénico e sensibilidade pulpar positiva. Apés o preparo
quimico mecéanico (PQM), os dentes foram divididos em trés grupos: G1- sessao Unica
(n=5); Gll - Ca(OH)2 associado a clorexidina gel 2% (CHX-gel) (n=5); Glll - Ca(OH), +
Solucgéo salina (SS). Amostras foram coletadas em trés diferentes momentos da terapia
endoddntica: inicial, ap6s PQM e ap6s medicacao intracanal (MIC) por 30 dias, através
de cones de papéis apirogénicos/estéreis. Os microrganismos foram identificados
através da técnica molecular do PCR simples (16S rDNA) com o uso
de primers especificos para Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia, complexo
vermelho  (Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia e  Treponema
denticola), Gemella morbillorum e Parvimonas micra. Para quantificacdo de endotoxina
foi realizado o teste Lisado de Amebécito Limulus (LAL) e, para a quantificacdo de
citocinas IL1 a, IL1 B, TNF a e PGE2, foi utilizado o ensaio imunoenzimatico ELISA. Os
resultados mostraram que apds 1 ano, dos 15 dentes tratados, 5 foram extraidos. Os
outros 10 dentes apresentaram melhora no quadro clinico relacionada a profundidade
de sondagem e mobilidade. Nas bolsas periodontais iniciais, pelo menos um dos
microrganismos do complexo vermelho estiveram presentes em 12/15 amostras e os 3
juntos estiveram presentes em 6/15. Amostras do canal inicial mostraram a presenca
de Parvimonas micra e Fusobaterium nucleatum detectadas em 80% dos casos. Nao

houve associacao entre as bactérias encontradas inicialmente nas bolsas e nos canais
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radiculares. Ap6s o PQM e uso de MIC por 30 dias, houve reducdo do conteudo
microbiano em ambos os sitios. A concentracao de endotoxinas nas bolsas periodontais
iniciais foram altas (192,81 EU/mL), mas ap6s o PQM, uma redugéo (19,65 EU/mL)
significativamente estatistica foi observada. Os canais radiculares apresentaram
concentracdes de endotoxinas quase nulas (0,1 EU/mL), sendo compativel com o
estado pulpar e assim se manteve durante as outras coletas. Avaliando as medicagdes
testadas, a redugao de LPS nas bolsas apresentou melhores resultados com o uso do
Ca(OH), associado a solugao salina (p< 0,05). Houve reducgéo de todas as citocinas pré
inflamatérias, quando comparadas as coletas iniciais e ap6s o0 uso da medicacao das
bolsas e dos canais, sendo esta estatisticamente significativa em relagédo a IL13 e
TNFa. Nao houve correlagdo positiva entre citocinas e endotoxinas nas bolsas
periodontais. Conclui-se que o complexo vermelho esta presente na doenca periodontal
e que a presenca de uma medicacao intracanal diminui a concentracdo do LPS e de
citocinas inflamatorias nos canais radiculares e bolsas periodontais.

Palavras-chave: Perda de insergdo, sensibilidade pulpar, PCR, endotoxinas.
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ABSTRACT

The chronic periodontal disease affects the supporting structures of the teeth and is a
major cause of tooth loss in adults. This long-term illness that does not regress with
therapy, may have already caused an irreversible change in the pulp, even when
clinically responds to pulp sensitivity tests. The lipopolysaccharide (LPS) present in the
walls of gram negative bactéria and inflammatory cytokines act as factors for stimulating
the immune response, causing bone destruction and increasing inflammation. The
objective of this study was to evaluate the influence of endodontic treatment in patients
with chronic periodontitis using microbiological analysis by pcr, endotoxin quantification
and monitoring of inflammatory cytokines in periodontal pockets and root canals.
Samples were taken from 15 teeth with chronic periodontal involvement and positive
pulp sensitivity were selected. After chemical mechanical preparation (MCP), the teeth
were divided into three groups: G1- one visit (n = 5), Gll - Ca(OH), associated with
chlorhexidine gel 2% (CHX-gel) (n = 5) ; Glll - Ca(OH), + saline solution (SS). Samples
were collected at three different times in endodontic therapy: initial, after MCP and after
intracanal medication (ICM) for 30 days, through paper cones apirogénics / sterile. The
microorganisms were identified by PCR simple molecular technique (16S rDNA) by
using specific primers for Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia, red complex
(Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola and Tannerella forsythia), and
Parvimonas micras. For quantification of endotoxin was performed the Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) test and for the quantification of cytokines IL-1 a, IL-1 B, TNF a
and PGE2 was used ELISA immunoenzymatic assay. The results showed that after 1
year, 15 of the treated teeth, 5 were extracted. The other 10 teeth showed improvement
related to probing depth and mobility. In the initial periodontal pockets, at least one of
the microorganisms of the red complex were present in 12/15 samples and 3 together
were present in 6/15. Canals samples showed the presence of Parvimonas micra and
Fusobaterium nucleatum detected in 80% of cases. There was no association between
the bactéria found in the pockets and root canals. After the CMP and use of ICM for 30
days, there was reduction of microbial content in both places. The inicial endotoxin
concentration in periodontal pockets were high (192.81 EU / ml), but after the CMP the
reduction (19.65 EU / ml) was statistically significantly observed. Root canals showed
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low concentrations of endotoxin (0.1 EU / mL), being compatible with state of the pulp
and maintained for other samples. Accordin the tested medications, reduction of LPS in
the pockets showed better results with the use of Ca(OH), associated to saline solution
(p <0.05). There was a reduction of all inflammatory cytokines when compared to the
initial samples and after use of the dressing in pocktes and canals, being statistically
significant in relation to IL1B and TNFa. There was no positive correlation between
endotoxin and cytokines in periodontal pockets. In conclusion the red complex is present
in the periodontal disease and that the presence of dressing decreases the
concentration of inflammatory cytokines and LPS in root canals and periodontal pockets.

Key words: Insertion loss, pulp sensibility, PCR, endotoxins.
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1. INTRODUGCAO

A polpa e o periodonto s&o duas estruturas anatomicamente distintas, porém
inter-relacionadas funcionalmente (Chilton, 1972). Essa possivel inter-relagao tem inicio
na odontogénese, quando hé a formagao do germe dentério. O tecido pulpar e o tecido
periodontal periapical e o marginal sdo embriologicamente semelhantes e apresentam

formacao concomitante (Chacker, 1974; Christie & Holthuis, 1990).

Anatomicamente existem 3 vias de comunicagdo entre o espagco pulpar e 0
periodonto: forame apical, canais laterais e os tubulos dentinarios (Gomes et al., 1996b;
Simon & Werksman, 1997; Walton & Torabinejad, 1997; Lindhe, 1999). Isso explica a

influéncia que um tecido tem sobre o outro.

Dentre elas, o forame apical é a maior e a mais importante via de comunicacao
com o periodonto, com passagem de vasos e nervos do meio externo para o interior do
dente, permitindo a manutengéo do tecido pulpar e a neo-formacao dentinaria. Permite
também uma via de acesso direto entre sitio infectado e ndo infectado (Lindhe, 1999)

Segundo Langeland et al. (1974) e Borba et. al. (2002), a polpa s6 € atingida pela
doenga periodontal quando esta alcanga o forame apical principal, e compromete o
periodonto de insercdo (Cardon et al., 2007), sendo a vitalidade pulpar alterada com a
cronicidade da doenca.

O canal lateral é uma das mais aceitas vias de comunicagdo. Segundo Kipioti et
al. (1984), nao necessitamos de tanta imaginacdo para entender como é facil um
processo infeccioso se espalhar de fora para dentro, disseminando bactérias e
envolvendo a polpa rapidamente, principalmente em dentes que apresentam canais
laterais. Eles relatam que a doenca periodontal pode causar danos na polpa,
dependendo da severidade da doenca periodontal, presenca de canais laterais e
histérico de terapia periodontal.



Canais laterais adjacentes a lesdes periodontais podem transportar substancias
toxicas para dentro da polpa, sendo suficientes para induzir alteracdes patoldgicas

como calcificagdes e inflamagdes pulpares. (Kirkham, 1975)

Os tubulos dentinarios podem favorecer a comunicagao entre um tecido e outro,
em casos de defeitos de desenvolvimento do cemento, reabsorcdes radiculares,
desorganizagcdo do cemento radicular na presenca de bolsas periodontais e apés
procedimentos de raspagem (Gutmann, 1978; Belk & Gutmann, 1990; Bergenholtz &
Hasselgren, 1999; De Deus, 1992).

Os tubulos dentinarios podem estar diretamente expostos a cavidade oral
quando na presenca da doenca periodontal, havendo uma desorganizacdo do cemento
radicular na presenca de bolsas periodontais, ou ainda nos procedimentos mecéanicos
do tratamento periodontal (raspagem, alisamento e polimento), no qual camadas de
cemento, que funcionam como camadas impermeaveis protetora sobre a dentina, sdo
removidas constantemente e com isso, fluidos orais podem penetrar no interior dos
tubulos e até mesmo atingir a polpa dental causando inflamacéao (Walton & Torabinejad
1997).

Alteracbes inflamatérias presentes no tecido pulpar podem afetar o tecido
periodontal e vice versa, pois essas vias faciltam o transito de bactérias entre um
tecido e outro. (Kobayashi et al., 1990; Chen et al., 1997).

A literatura é undnime em confirmar a capacidade da doenca pulpar iniciar e
perpetuar uma doenga periodontal. No entanto, a contaminagdo dos tecidos
periodontais, em uma situacdo de inflamacéo, podendo levar a alteragdes pulpares,
interferindo na resposta e sensibilidade do érgdo pulpar é um assunto bastante
questionado na literatura. O tratamento periodontal pode trazer sintomas clinicos de
origem pulpar devido a exposicao dos tubulos dentinarios, causando inflamagéao, pulpite
e necrose pulpar. (Solomon et al, 1995; Walton & Torabinejad, 1997; Bergenholtz &
Hasselgren, 1999; Petka, 2000; Wang & Glickman, 2002; Cardon, 2007).

Embora mais de 600 espécies bactérianas diferentes ja tenham sido detectadas

na cavidade oral, o numero de espécies presentes em um canal radicular infectado é



muito restrito, limitando-se a, em média, quatro a sete espécies e levando a afirmacoes
de que a microbiota endoddéntica seria menos complexa do que a periodontal (Meng
1999). A maioria das infecgdes endoddnticas é mista e polimicrobiana, com predominio
de microrganismos anaeroébios estritos. Até o momento n&o foi possivel definir o papel
de um microrganismo especifico na patogénese das alteracdes pulpo-perirradiculares.e,
principalmente, de seus fatores de viruléncia. Os microrganismos mais freqientemente
isolados de canais radiculares infectados sdo os anaerdbios estritos, sendo os
principais: bactérias dos géneros Peptostreptococcus, Prevotella, Porphyromonas,
Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium, Actinomyces, Lactobacillus,
Propionibacterium, Bifidobacterium, Veillonella e Capnocytophaga e os facultativos
Streptococcus e as espécies relacionadas tais como as dos géneros Enterococcus e
Gemella. (Gomes et al., 1994; Siqueira Jr et al., 2000; Gomes et al., 2006; Saito et al.,
2009)

A periodontite crénica atinge as estruturas de suporte dos dentes e é uma das
causas mais significativas de perda dos dentes em adultos. E uma doenca comum,
presente na cavidade oral e caracterizada pelo dano periodontal generalizado e
presencga de infiltrado inflamatério crénico (Armitage, 2010).

A doenca periodontal esta relacionada principalmente ao acimulo constante do
biofilme, sendo a sua progressédo relacionada aos patégenos que colonizam o sitio
subgengival, pelas respostas inflamatérias e imunologicas do hospedeiro (Armitage,
2010), susceptibilidade do hospedeiro (Deas & Mealey, 2010) e tempo (Aguiar 1999).
Ha evidéncia de que esse acumulo de biofilme bactériano teria o potencial de provocar
mudancas patolégicas na polpa (Langeland et al, 1974) .

Mais de 300 espécies bactérianas podem ser cultivadas a partir das bolsas
periodontais de diferentes individuos e, 30 a 100 espécies podem ser isoladas a partir
de um sitio unico. No entanto, muitas dessas espécies sao dificeis ou impossiveis de
serem cultivadas e identificadas. As infeccoes em bolsas periodontais sédo infeccdes
mistas e, é dificil avaliar o papel do sinergismo entre as espécies nessa patologia.
Dentre os patégenos mais frequentemente identificados na doenca periodontal,
destacamos Actinobacillus actinomycetemcomitans que é uma bactéria Gram-negativa,

muito frequente na periodontite agressiva localizada, sendo uma das mais fortes
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bactérias associadas ao carater destrutivo da doenca periodontal. Elas apresentam
como fatores de viruléncia, a leucotoxina que é um metabdlito tdéxico e, apresentam a
capacidade de invadir células epiteliais humanas gengivais in vitro. Porphyromonas
gingivalis € o segundo patdégeno periodontal mais estudado. Sdo bactérias anaerdbias
Gram negativas que fazem parte do grupo dos BPPN (bacilos produtores de pigmentos
negros), sendo fundamentais em infeccoes experimentais mistas, principalmente por
produzirem um grande numero de fatores de viruléncia. Essa espécie ndo € comum na
saude periodontal ou na gengivite, mas € frequentemente detectada em formas
destrutivas de doenga periodontal. Prevotella intermedia € o segundo BPPN mais
investigado. Ela se apresenta em niveis elevados em formas agudas de gengivite
ulcerativa necrosante e periodontite e, parece apresentar um maior numero de fatores
de viruléncia, quando na presenca de Porphyromonas gingivallis. Fusobacterium
nucleatum € uma bactéria anaerobica Gram-negativa, sendo a espécie mais comum
presente em placas subgengivais e sitios periodontais ativos ou inativos. Parvimonas
micra € uma bactéria anaerébica Gram-positiva associada a infec¢coes anaerdbias
mistas na cavidade bucal e, recentemente relacionada a doengas periodontais
destrutivas. Tem sido detectada com maior freqliéncia e em maior niumero, nos locais
de destruicdo periodontal, quando comparados com sitios de gengivite ou sitios
saudaveis. Treponema denticola, uma bactéria Gram negativa muito comum em sitios
periodontalmente comprometidos quando comparados a sitios saudaveis. (Haffajee &
Socransky,1994)

Ainda, estudos histoldgicos suportam os indicios de que lesbes periodontais
produzem um efeito degenerativo na polpa dental dos dentes envolvidos. (Seltzer et
al.,1963) Os efeitos mais comuns das lesdes periodontais na polpa sao atrofia,

infiltrado inflamatério crénico e reabsor¢ao radicular.

Endotoxinas, constituinte da parede celular das bactérias Gram-negativas,
apresentam um importante papel na destruicdo periodontal (Petsch & Anspach 2000;
Kobayashi 1990) e na reabsorcao éssea (Miller, 1894). Elas sao capazes de estimular
diferentes linhagens celulares, incluindo macroéfagos e células envolvidas na reabsorcao
ossea (Martinho et al., 2010).



As citocinas IL1- B, TNF-a estdo relacionadas com a resposta imune do
hospedeiro frente as doencas periodontais e na destruicido Ossea. Dentre suas
atividades, elas caracterizam a severidade da doenga periodontal, medem a atividade
desta doenga e promovem a quimiotaxia de neutréfilos e sua ativagdo, cronificando
cada vez mais a patologia presente (Goutoudi et al, 2004).

Segundo Solomon et al. (1995), ap6s a instrumentagcdo completa do canal
radicular, o hidréxido de calcio [Ca(OH). ] deve ser usado como medicacao intracanal
(MIC) por ser bactericida, anti-inflamatério e proteolitico. Ele também inibe a reabsorgéao
e favorece a reparacdo e neutralizacdo de endotoxinas. E especialmente eficaz nos
casos de relagdes endodbnticas e periodontais porque inibe a contaminacao através

das possiveis vias de comunicagao.

Estudos in vitro demonstram atividade antimicrobiana de medicacdes intracanais
na superficie externa de dentes que apresentam ou ndao cemento. Sendo assim, essa
possivel difusdo da medicacao de Ca(OH), com clorexidina (CHX) gel 2% pelos tubulos
dentinarios ocorre pela dissociacdo dos ions OH™ e Ca* e pode favorecer o tratamento
periodontal (Gomes et al., 2009).

Os problemas de natureza endodontica ou periodontal tém sido tratados em
especialidades separadas, mesmo ocorrendo concomitantemente lesées de origem
endodontica ou periodontal no mesmo dente, o que orienta a necessidade de
endodontistas e periodontistas conduzirem procedimentos terapéuticos que permitam a
resolucao dos dois problemas e a manutencédo do dente afetado em equilibrio no arco
dental (Toledo et al., 2001)

Nao ha estudos in vivo, na literatura, que avaliaram o efeito da terapia
endodontica em dentes diagnosticados com periodontite crbnica e polpas vitais, bem
como estudos que relacionem a microbiota de canais radiculares e bolsas periodontais
de dentes com destruicdo periodontal severa.

Dessa forma, o presente estudo tem por objetivo detectar a presenca de
microrganismos especificos, quantificar endotoxinas e citocinas pré-inflamatérias IL1-a,

IL1-B, TNF-a e PGE2 em canais radiculares e bolsas periodontais de dentes com perda



0ssea avancgada e polpas vitais, avaliando os fatores clinicos, microbiolégicos e imuno-
inflamatoérios. Além disso, visa avaliar o impacto do tratamento endoddntico como
tratamento complementar a terapia periodontal em dentes diagnosticados com
periodontite cronica e vitalidade pulpar e avaliar a influéncia da presenga da bolsa
periodontal sobre as alteracdes pulpares.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RELACOES ANATOMICAS ENTRE A POLPA E O PERIODONTO

A intimidade entre os tecidos pulpar e periodontal € hoje um fato consolidado, se
inserindo em um contexto mais amplo de estreita relacdo entre o dente e seus tecidos
de suporte (Seltzer & Bender, 1963; Seltzer & Bender, 1967; Anele et al., 2010).

E a partir da odontogénese, na formagdo do germe dentario, que comecamos a
entender a relacédo entre a polpa e o periodonto. O tecido pulpar e o tecido periodontal
(periapical e marginal) sao embriologicamente semelhantes e apresentam
desenvolvimento simultaneo, o que explica a influéncia que um tecido pode ter sobre o
outro (Chacker, 1974; Christie & Holthuis, 1990).

Durante o desenvolvimento dentario, a area de tecido mesenquimal é dividida
por elementos epiteliais em: foliculo dentario, que formara as estruturas periodontais de
suporte (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar); e papila dentaria que formara
o0 complexo dentina-polpa. (Fachin et al, 2001)

A ampla comunicacdo entre estas duas estruturas, observada ja no inicio da
odontogénese, diminui @ medida que a raiz e os tecidos de suporte se formam,
configurando, desta forma, na formacao do apice radicular (Cunha et al., 2005)

Diversos possiveis caminhos entre a polpa e o periodonto tém sido sugeridos.
Esses incluem caminhos neurais, canais laterais (acessérios), tubulos dentinarios,
ramificagcdes dos canais principais, forame apical e caminhos comuns de drenagem

vasculolinfatica (Harrington, 1979, Carranza, 1986)

Na presenca de alteracdes inflamatorias no tecido pulpar ou periodontal, um
pode afetar o outro, pois o transito de bactérias é facilitado por essas vias (Kobayashi et
al., 1990; Chen et al., 1997, Leonardo & Leal, 1998).

Essas possiveis vias de comunicagdo podem funcionar como caminhos
potenciais para a reciprocidade inflamatéria e infecciosa entre essas duas estruturas.



As comunicagdes mais bem conhecidas e sugeridas sdo os canais laterais, tubulos

dentinarios e forame apical (Harrington, 1979, Gomes et al 1996a).

As possiveis sequelas e as relagcbes entre as interagdes pulpares e periodontais
nao sao assuntos novos na literatura, embora interesses nessa area tém aparecido nas
ultimas décadas (Kirkham, 1975).

2.1.1 Canais Laterais, Secundarios e Acessorios

Anatomicamente, os canais laterais e secundarios saem do canal radicular
principal para a superficie externa da raiz. No entanto, eles sdo encontrados nos tergos
coronario e apical, respectivamente. Os canais acessérios saem dos canais
secundarios em direcao a superficie externa da raiz. Eles se diferem apenas na

localizagdo da superficie dentaria. (Siqueira & Lopes, 1999)

Os canais laterais podem aparecer durante a formacao radicular dos dentes e
podem ter duas origens. Uma delas € a partir da fragmentagéo da bainha epitelial de
Hertwig antes da formacdo dentinaria; a outra forma é através da proliferacdo e
projecao apical da bainha epitelial de Hertwig que pode ser interrompida por grandes
vasos sanguineos ou nervos que passam através dos tecidos mesodérmicos, e ficam
aprisionados na estrutura radicular. (Seltzer & Bender 1967; Seltzer & Bender, 1984,
Anele 2010, Ruccuci 2010).

Essa teoria também é aceita por Weinmann (1996) que afirma que "o
desenvolvimento dos canais laterais ocorre pelo defeito presente na bainha epitelial de
Hertwig, devido a presenca de vasos sanguineos e nervos". A interrupcdo da
continuidade da bainha antes da diferenciagdo odontoblastica e formacao dentinaria,

forma esse defeito na parede dentinaria.

Esse tipo de comunicacédo também pode ser encontrado no assoalho da cdmara
pulpar de dentes multirradiculares, sendo conhecido por canal cavo interradicular. E um



canal que também pode levar inflamacao ou infeccdo em ambas as diregdes (Bender &
Seltzer, 1972; Weine, 1984)

Os canais laterais promovem uma comunicacao direta do ligamento periodontal
com a polpa. Eles contém células pulpares, substancia fundamental amorfa, fibras
capilares, tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos que conectam o sistema
circulatério da polpa com o do ligamento periodontal. Dessa forma, promovem um
caminho pelo qual as bactérias e suas toxinas possam se deslocar e causar
degradacao tecidual (Seltzer & Bender 1963; Santiago & Fonseca, 1983, Anele 2010).
Porém, canais laterais sdo demonstrados com menos frequéncia do que realmente
existem (Weine, 1989).

De Deus (1975) realizou um estudo com 1.140 dentes humanos extraidos pela
técnica de diafanizagdo com infiltracdo de tinta nanquim. O objetivo foi de verificar
localizagcéo e direcao dos canais acessorios, secundarios e laterais em diferentes niveis
da raiz. Os resultados demonstraram que 27,4% dos dentes apresentaram algum tipo
de ramificacdo, sendo localizado em maior freqiéncia na regidao apical (17%) e na
regiao de bifurcacao e trifurcacao de pré-molares e molares. O tergo apical apresenta
uma frequéncia de 8,8% de canais laterais e, o terco coronario 1,6%. O autor afirma
que ramificacées podem ser observadas em qualquer lugar ao longo do comprimento

da raiz, mas ocorrem mais frequentemente na porcao apical e em dentes posteriores.

Dados semelhantes foram encontrados por Hess (1925), que avaliou a presenca
de canais laterais em 2790 dentes e concluiram que todos os grupos de dentes
apresentam esse tipo de estrutura. Harrington & Steiner (2002) mostraram que 30% a
40% dos dentes apresentam canais laterais e acessorios, sendo a maior parte também
encontrada no tergo apical.

Perlich & Foreman (1981) analisaram a regiao de assoalho de 62 molares, dos
quais 64% apresentaram canais acessoérios na regido de furca, com diametro de de 7 a
34 um. Apesar do diametro reduzido, podem permitir a troca de produtos toxicos entre
os tecidos quando o dente estiver envolvido por uma patologia.



Gorstein (1983) mostrou que mais de 46% dos molares apresentam canais na
regiao de furca que podem permitir a passagem de microrganismos, toxinas e outros

produtos irritantes, causando complicagdes em ambas estruturas.

Vertucci (1984) realizou diafanizacdo de 2400 dentes para estudar a anatomia
interna do sistema de canais radiculares. Foi encontrada uma frequéncia 23% de canais
acessorios na regiao de furca nos primeiros molares e 11% nos segundos molares.
Segundo o autor, os canais acessoérios sdao importante na etiologia de lesdes
endoperiodontais, permitindo a troca de produtos toxicos entre periodonto e polpa e
vice-versa.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura, Dammaschke et al. (2004)
realizaram um estudo avaliando prevaléncia, localizacdo e tamanho de canais
acessorios em 100 molares permanentes. Como resultado foi encontrado que 79% dos
dentes possuiam canal acessorio. Os didmetros variaram de 10 a 200 ym e 63% dos

canais acessorios foram encontrados em regiéo de furca.

Muitas consideragdes existem a respeito do principal papel dos canais laterais e
acessorios em desempenhar a propagacao de inflamacéao da bolsa periodontal para a

polpa ou da polpa em direcéo ao ligamento periodontal (Harrington, 1979).

Como a doenga periodontal se inicia no nivel da crista éssea alveolar,
progredindo apicalmente, é importante o conhecimento dessa incidéncia de canais
laterais em todos os tergcos do dente. Excluindo as areas de furca dos dentes
multirradiculares, estudos indicam que canais laterais no terco coronario sao
extremamente raro, ocorrendo mais no terco médio e com uma maior frequéncia no
terco apical. Dessa forma, quanto maior a extensdo e destruicdo periodontal, mais
canais poderdo ser envolvidos pelos processos inflamatérios e, consequentemente,

maiores danos ao tecido pulpar (Harrington, 1979).

Seltzer & Bender (1963) enfatizaram a intercomunicacao entre o tecido pulpar e
o periodontal. Eles avaliaram as mudangas em ambos os tecidos, apés induzir pulpite
em caes mesticos e mamacos Rhesus. Dessa forma, analisaram, por meio de

microscopia 6tica, o estado pulpar de 85 dentes extraidos por doenca periodontal. Eles
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demonstraram que a necrose pulpar causava alteracdées na furca de molares e que a
doenca periodontal na furca levava a alteragcdes pulpares quando um canal acessério
estivesse presente nessa regido. Eles concluiram que lesdes periodontais podem
produzir efeitos degenerativos no tecido pulpar, mas n&o o suficiente para causar
necrose pulpar.

Sallum et al. (1963) estudaram 73 mandibulas de ratos fémeas, que tiveram uma
inducédo a periodontite experimental durante 29 dias. Apds esse periodo, 0s animais
foram sacrificados, as mandibulas seccionadas e as laminas coradas com
hematoxicilina e eosina para observacdo da presenca de canais acessorios e dos
aspectos histomorfolégicos do periodonto e polpa. Encontraram que 30,5% das
amostras apresentavam canais acessorios e estes, quando comunicados com uma area
de bifurcacdo acometida pela periodontite, apresentavam-se com diversos graus de
comprometimento pulpar, desde leve até intenso infiltrado inflamatério, o qual
freqientemente invadia a polpa por extensdes variadas.

Embora Mazur & Massler (1964) e Czarnecki & Schilder (1979) ndo tenham
encontrado relacao entre a doencga pulpar e o estado periodontal, estudos mostram que
nos locais onde a bolsa periodontal fica exposta a canais acessérios na parte coronaria
da raiz ou na regiao de furca, zonas de inflamacgao pulpar ou necrose podem ocorrer
(Seltzer & Bender, 1963; Rubach & Mitchell, 1965; Langeland et al,. 1974, Cunha et
al.,2005).

Esses achados corroboram com Rubach & Mitchell (1965). Eles estudaram
histologicamente 74 dentes humanos com varios graus de doenca periodontal, dos
quais 45% (33 dentes) apresentavam canais laterais. A localizacdo mais frequente foi
no terco apical e, em muitos casos, estavam totalmente cobertos por cemento. Eles
também mostraram 5 casos nos quais pulpites foram induzidas pela doenga periodontal
através de canais laterais. Os autores concluiram que a inflamagdo periodontal
envolvendo canal acessorio ou forame apical pode provocar pulpite ou necrose pulpar.

Langeland et al. (1974) avaliando 60 dentes com doenca periodontal, concluiram
gue canais acessoérios em regido de furca auxiliam na troca de produtos téxicos entre o

canal radicular e o periodonto, porém a desintegracdo da polpa, a partir da doenca
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periodontal, s6 ocorrera quando o forame apical estiver totalmente coberto por biofilme
bacteriano.

Kirkham (1975) investigou a incidéncia de canais laterais em bolsas periodontais
de pacientes com doenga periodontal severa. Foram avaliados 100 dentes humanos
permanentes extraidos por doenca periodontal. O objetivo foi determinar a porcentagem
de canais acessorios localizados dentro dos defeitos periodontais. Ap6s a extracao, a
polpa foi removida e os canais preenchidos com solu¢cdo radiopaca para posterior
analise radiografica. Dos 100 dentes avaliados, 23 (23%) apresentaram um ou dois
canais laterais. Em 2 dos 100 dentes, o canal acessorio foi localizado dentro do defeito
periodontal. Desses 2 dentes, um era um 1° pré molar superior vital com o canal
localizado no tergo coronario da raiz e perda déssea vertical generalizada. O outro era
um 2° molar inferior com o canal localizado no terco médio da raiz distal e perda éssea
vertical na raiz distal. O dente respondeu ao teste de vitalidade, mas a resposta foi
atribuida a algumas fibras nervosas viaveis presentes na raiz mesial.

Assim, canais laterais e ramificagdes apicais compreendem possiveis caminhos
através dos quais as bactérias e/ou seus produtos podem transitar do canal radicular
para bolsas periodontais e vice versa. Eles sado, indiscutivelmente, de dificil acesso,
limpeza e desinfecgdo durante o tratamento. Seu possivel significado clinico ha muito
tempo chamou a atencdo de clinicos e pesquisadores a respeito de como essas
ramificagcdes devem ser tratadas e qual o destino do tecido presente nele apds o
tratamento.

Ruccuci (2010) analisou o estado histopatolégico e histobacteriologico dos
tecidos presentes em canais laterais e ramificacées apicais em diversas condi¢cdes
clinicas, bem como na resposta ao tratamento endodéntico. Seus resultados mostram
que em dentes nao tratados, as condicbes do tecido dentro dos canais laterais e
ramificacoes apicais refletem as condi¢cées da polpa do canal principal. Em relacdo aos
dentes tratados, observaram que o tecido dentro das ramificagbes permanece
relativamente pouco afetado por instrumentos e irrigantes apés o preparo quimico-
mecanico (PQM), independentemente das condicées pulpares iniciais. Materiais
obturadores que foram forcados em canais laterais, em casos de polpa Vvital,
apresentaram danos aos tecidos e inflamacdo. Mesmo que, radiograficamente, o
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material obturador apareca nos canais laterais e ramificagcdes apicais, isso ndo indica
que a ramificacdo foi selada ou desinfectada. Concluiram que, como bactérias
localizadas em grandes ramificagbes podem causar ou manter uma doencga, outras
estratégias devem ser avaliadas com o objetivo de desinfectar essas regides e melhorar
o resultado do tratamento.

2.1.2 Tubulos Dentinarios

Os tubulos dentinarios também tém sido sugeridos como um caminho entre o
periodonto e o tecido pulpar, pois atravessam toda a espessura da dentina. Eles sao
constituidos por prolongamentos odontoblasticos, fluido tecidual e fibras nervosas que
se estendem da interface polpa-dentina a juncdo esmalte-dentina ou jung¢do dentina-
cemento. Essa comunicacdo € favorecida especialmente, quando na auséncia de

esmalte ou cemento (Walton & Torabinejad, 1997).

O cemento pode ser permeavel em inumeras condicées: em dentes jovens;
defeitos cementérios; mineralizagdo do cemento; ou reabsorgdes. Além disso, 0s
tubulos dentinarios podem estar expostos em anomalias de desenvolvimento tais como
sulcos linguais e projecoes de esmalte (Carranza, 1984; Linde et al., 1999; Belk &
Gutmann, 1990; Anele et al., 2010).

O diametro dos tubulos dentinarios é inteiramente compativel com o da maior
parte das bactérias encontradas na cavidade oral (Gomes, 2002b). Os microrganismos
capazes de colonizar os canais radiculares possuem tamanho aproximado de 1/3 do
didmetro dos tubulos dentinarios. Assim, eles podem servir de reservatorio bactériano
para a inducao de alteracdes pulpo-periapicais (Adriaens et al., 1988)

No entanto, se este fosse o unico fator envolvido na invasao bactériana, seria
apropriado afirmar que quando a dentina € exposta, bactérias teriam livre acesso a
polpa e vice versa. Mas, as bactérias s6 irdo se multiplicar em ambientes que oferecam
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condicbes favoraveis ao seu crescimento como tensdo de oxigénio, nutrientes,
possiveis interagdes bacterianas e defesa do hospedeiro (Gomes et al.,1996 a).

Puapichartdumrong et al. (2005) relataram que em dentes com polpas vitais, 0
prolongamento odontoblastico, as fibras colagenas e o fluido dentinario presente nos
tubulos dentinarios atuam como uma barreira fisica importante e capaz de dificultar a
invasao bacteriana.

Quando a superficie do dente € exposta a doencga periodontal, uma comunicagao
direta dos tubulos dentinarios com o processo inflamatorio/infeccioso pode ser
estabelecido, principalmente na auséncia de cemento (Nagaoka et al.1995).

Estudos experimentais demostram que material soluvel do biofilme bacteriano,
quando aplicado a dentina, pode causar inflamacéao pulpar devido a comunicagéao entre
a polpa e o periodonto, que € favorecida pela presenca dos tubulos dentinarios.
(Bergenholiz et al., 1978).

Tem sido afirmado que existe aproximadamente 15.000 tubulos dentinarios por
milimetro quadrado na superficie radicular externa, na jungdo cemento esmalte. Dessa
forma, fica facil entender que quando esses tubulos se tornam expostos a bactérias e
seus subprodutos em uma situacdo de doenca periodontal, uma resposta pulpar pode
ocorrer. A natureza da resposta pulpar vai depender da severidade da doenca
periodontal presente e pode variar desde a destruicdo de dentina até pulpites e necrose
pulpar. A incidéncia dessas duas ultimas ndo € conhecida, mas experiéncias clinicas
indicam que elas ocorrem em uma porcentagem relativamente pequena (Harrington,
1979).

Estudos ressaltam que a ocorréncia de reabsorcdo cementaria é um achado
frequente em dentes acometidos por doencga periodontal. Dessa forma, o didametro dos
tubulos dentinarios, seu trajeto e extensao, presenca e frequéncia de canais acessorios,
podem favorecer a contaminacdo da superficie radicular, prejudicando a reparagao
periodontal (Chen et al, 1997 ).

A literatura mostra que a terapia periodontal pode trazer sintomas clinicos de
origem pulpar devido a remocdo de cemento presente na dentina radicular e,
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consequentemente exposicdo dos tubulos dentinarios, contribuindo para invasao
bacteriana. No entanto isso ainda ndo é bem esclarecido. (Stallard, 1972; Solomon et
al, 1995; Bergenholtz & Hasselgren, 1999).

Seltzer & Farber (1994) sugeriram que a presenca de uma camada de cemento
intacta é importante para a protecéo da polpa contra elementos téxicos produzidos pela
microbiota. Logo, a doencga e o tratamento periodontal devem ser considerados como
causas potenciais de pulpite e necrose pulpar.

2.1.2.1. Permeabilidade Dentinaria

A dentina ndo € uma barreira que previne completamente a invasao de
substancias nocivas externas, como por exemplo, bactérias e seus subprodutos. Isso
ocorre devido a sua estrutura tubular, através da qual irritantes podem se difundir e
afetar estruturas pulpares e periodontais em varias situagdes clinicas (Lindhe et al.,
1999).

As bactérias penetram na dentina basicamente através de trés formas:
contaminacdo de uma area de dentina exposta por saliva; formagdo de biofilme
bacteriano sobre uma superficie dentinaria exposta; ou por carie (Lindhe et al., 1999).

A permeabilidade da dentina radicular ndo é uniforme. Ela apresenta diferencas
ao longo do seu comprimento axial. A regido cervical e média apresentam
permeabilidades superiores a dentina apical. A permeabilidade da camara pulpar, na
regidao de furca apresenta permeabilidade elevada por causa da presenca de canais
acessorios (Lindhe et al., 1999).

Sempre que a dentina € exposta por perda de esmalte ou cemento, a polpa é
colocada em risco devido a permeabilidade relativamente alta da dentina normal.

Antoniazzl et al. (1968) esclareceram que em certas zonas do dente,
principalmente a apical, o cemento ndo se comporta como urna barreira impermeavel,

permitindo comunicacao entre polpa e periodonto.
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Do contrério, Seltzer & Bender (1984) descreveram que a dentina produzida
pelos odontoblastos na regido apical é amorfa e irregular, diferente da dentina dos
tercos radiculares, cervical e médio. Essa caracteristica reduz sua permeabilidade,
dificultando o acesso de microrganismos ou outros irritantes ao interior dos tubulos

dentinérios.

2.1.3 Forame Apical

A medida que a bainha epitelial se prolifera para a regido apical, ela engloba
por¢cdes da papila dental, até que permaneca somente uma abertura basal (apical).
Essa abertura € a principal entrada e saida para vasos e nervos que constituem
suprimento para a polpa, sendo assim, a principal via de comunicagao entre polpa e
ligamento periodontal (Anele et al., 2010).

O forame apical, devido a sua amplitude, € considerado a principal via de
comunicacao entre a polpa e o periodonto representando o caminho mais significativo
para a transicao infecciosa entre eles (Chiu, 2008; Anele 2010).

Gadé-Neto (2000) mostrou que a polpa mantém boa capacidade de defesa
contra os elementos agressores da biofilme bacteriano e da doenca periodontal, desde

que o suprimento sanguineo apical mantenha-se intacto.

2.2 OUTRAS VIAS DE COMUNICACAO ENTRE POLPA E PERIODONTO

E importante destacar que existem outras condi¢des de inter-relagéo entre polpa
e periodonto, denominadas “relagdes patoldogicas” ou “ndo fisioldgicas”. Estas incluem,
sulcos palato-radiculares ou congénitos, perfuragdes, trincas e fraturas radiculares
(Baumgartner, 2002). Os sulcos favorecem o acumulo de biofilme bacteriano,
destruindo o epitélio sulcular e partes mais profundas do periodonto. Podem, assim,
iniciar um intenso envolvimento periodontal de dificil diagnéstico (Gandhi et al., 2011).
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Outra situacao bastante interessante € a anacorese hematogénica ou seja, a
atracdo que tecidos inflamados ou necrosados exercem sobre as bactérias, presentes
na circulagdo durante uma bacteremia. Essas bactérias passam a colonizar tecidos,
estabelecendo um processo infeccioso. Diante a presenga das vias de comunicagao
entre polpa e periodonto, podemos encontrar essas situagées de reciprocidade
inflamatdria e infecciosa nesses dois tecidos (Siqueira & Lopes, 1999).

Essas condi¢cdes podem favorecer a contaminagédo do tecido pulpar, a partir da
superficie radicular afetada pela doenga periodontal, induzindo a formagéo de dentina
reacional, alteragées inflamatérias, até a necrose pulpar. E também, levar a alteracbes
no periodonto marginal, a partir de alteracdes pulpares (Seltzer et al., 1967; Chen et al.,
1997).

Esse conjunto de comunicacdes fisiologicas e nao fisioldgicas, entre o dente e as
estruturas de suporte, ndo s6 constitui a base de um relacionamento funcional entre
polpa e periodonto, como também influenciam nos processos patoldgicos de uma
estrutura sobre a outra (Berger, 1998, Chen et al., 1997, Souza & Machado,1995).

2.3 MICROCIRCULAGAO PULPAR

A polpa dentaria é considerada um sistema de microcirculagdo, sendo essencial e
importante na manutencdo da homeostase dos tecidos. Sua principal funcdo é a
regulacdo do ambiente intersticial da polpa, através do transporte de nutrientes,
hormonios, gases e remocgao de residuos metabdlicos (Siqueira & Lopes, 1999).

O conhecimento deste sistema é essencial para a compreensdao do seu
funcionamento em polpas saudaveis e inflamadas. Alteracbes na microcirculacdo
podem determinar e alterar o fluxo sanguineo, exsudacao de plasma e pressao tecidual.
Assim, pode influenciar na quantidade e na direcao do movimento do fluido dentinario.
(Siqueira & Lopes, 1999)

Dados fisiol6gicos demonstram que a polpa tem um sistema vascular bastante

sofisticado para um tecido relativamente primitivo. Como a eficiéncia do sistema
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vascular de um tecido € a chave para sua adequada funcdo, sugere-se que a polpa
apresente mecanismos que favorecam sua capacidade de sobrevivéncia, mesmo na
presenca de um problema periodontal inter-relacionado. (Harrington et al 2002).

A presenca de biofilme bacteriano ou endotoxinas podem causar profundas
alterac6es no fluxo sanguineo pulpar. Em polpas inflamadas, o fluxo sanguineo pulpar
pode aumentar até 40% e, quando a polpa torna-se parcialmente necrosada, ha uma
reducao desse fluxo. Na inflamacéo crénica a pressao pulpar é elevada, embora nao
tdo grande como na inflamagao aguda. (Siqueira & Lopes, 1999)

Mudancgas pulpares resultantes da doenca periodontal foram avaliadas por
Seltzer et al. (1967) que mostraram que as lesdes periodontais podem afetar a polpa
através da interferéncia do suprimento nutricional, induzindo mudancas degenerativas e
atrofia pulpar. A atrofia seria o resultado da reducao do suprimento vascular devido ao
aumento da pressdao em funcdo da mobilidade do dente (Siqueira & Lopes, 1999). A
vascularizacdo de um dente s6 € comprometida pela doenca periodontal quando ha
muita perda 6ssea (Ruiz et al., 2001).

Quando a nutricdo da polpa é prejudicada pela doenca periodontal, ao
envolvimento desses canais, pequenas regides de necrose pulpar podem ser
visualizadas, causando colapso pulpar, degeneragcédo gordurosa, e calcificagbes (Salum
et al., 1993).

Processos inflamatérios sdo sempe levados através da circulacdo venosa. As
veias saem pela polpa através do forame principal ou dos canais laterais. Nesses
casos, podemos entender que um processo inflamatério pode ser levado do tecido
pulpar para os tecidos periodontais através dessas vias, mas o contrario nao.

Nos casos de doenga periodontal, quando o biofilme subgengival atinge um
canal lateral, a microcirculagdo correspondente é cortada, mas a inflamacao do tecido
pulpar adjacente pode ser minima. Quando atinge o forame apical principal, no entanto,
leva a necrose pulpar.

Em dentes multiradiculares, quando apenas uma raiz esta envolvida até o 4pice
pela doenca periodontal, tecido vital pode ser observado na camara pulpar, visto que a
nutrigdo do forame apical das outras raizes ainda ndo foram atingidas (Ruccuci &
Siqueira, 2010).
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Para Carvalho & Zuolo (2000), as alteragcdes pulpares, a partir da doenca
periodontal, podem estar ligadas a modificacées no sistema nutricional da polpa, pela
destruicdo da microcirculacdo nos canais acessorios. No entanto, a chegada de
microrganismos até a polpa, deve ser considerada, principalmente, pelo fato dessas
alteracdes ocorrerem em presenca de doencgas periodontais mais severas/agressivas.

2.4 RELAGCOES BIOLOGICAS ENTRE A POLPA E O PERIODONTO

2.4.1 Efeito da Doenca Pulpar no Periodonto

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado e
inervado. Processos infecciosos na polpa dental frequentemente envolvem alteracdes
inflamatorias, sendo as causas mais comuns, caries, procedimentos restauradores e

traumas (Siqueira & Lopes, 1999)

A patologia pulpar como causa da doenga periodontal tem recebido muita
atencao durante a ultima década (Solomon et al., 1995; Walton & Torabinejad, 1997;
Toledo & Rosetti, 2005)

Segundo Lindhe et al. (1999), a polpa pode interferir nos tecidos perirradiculares

em duas situacoes:

- Em casos de polpas vitais: nessas situacdes consideramos a pulpite, que
raramente causa lesdes ou destruicdes pronunciadas e significativas nos tecidos
periodontais. Dentes com pulpite, no entanto, pode ocasionalmente demonstrar sinais
radiograficos de inflamacéo no periodonto apical (interrup¢cao da lamina dura, aumento

do espaco do ligamento periodontal ou uma radioluscéncia periapical minima).

- Em casos de polpas nao vitais: nessas situagoes, consideramos a necrose.
Em polpas necrosadas, os microrganismos encontram condigdes que favorecem seu
crescimento. As bactérias liberam varias substancias (enzimas, metabolitos, antigenos)

que vao emergir para os tecidos periapicais através de vias que conectam a polpa com
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0 periodonto. Uma vez no periodonto, os produtos bacterianos vao induzir alteragoes
inflamatérias resultando em destruicao de fibras do tecido periodontal e reabsorcao do
0sso alveolar adjacente. Essas lesdes inflamatdrias normalmente se desenvolvem ao

redor do 4pice do dente.

Podemos perceber que a condigdo pulpar € um importante fator na
suscetibilidade a invasdo microbiana, visto que a polpa vital € muito resistente a invasao
de microrganismos. Do ponto de vista diagnédstico, enquanto a polpa mantiver suas
fungbes vitais, mesmo que inflamada ou cicatrizada, € improvavel que ela produza
irritantes capazes de causarem problemas no periodonto (Lindhe et al., 1999).

Em contrapartida, uma polpa necrosada € rapidamente invadida e colonizada
(Rotstein & Simon 2004) podendo desenvolver a infeccao em qualquer local onde exista
comunicacao direta com o periodonto (Lindhe et al.,1999).

2.4.1.1 Pulpite

A resposta pulpar frente a injurias, envolve tanto reacdes inflamatérias
especificas como nado-especificas, através da cicatrizacao e reparo, bem como dano
tecidual irreversivel. Estas reagbes sdo relacionadas a componentes téxicos dos
microrganismos, aliados aos mecanismos de defesa de hospedeiro. Embora a
inflamacao seja um mecanismo de protecdo, ela pode ter aspectos destrutivos que
podem ser responsaveis por danos teciduais. Ao contrario de outros tecidos do corpo,
quando ocorrer danos nas células pulpares, estas ndo séo facilmente reparadas, devido
ao acesso limitado de células de defesa e as limitagdes impostas pelo revestimento do
tecido duro. A pulpite € um exemplo de uma infeccdo em que a reacédo do hospedeiro
pode produzir mais danos do que aqueles causados simplesmente pela presenca dos
microrganismos (Martin, 2000).

As reaces agudas, envolvendo leucdcitos polimorfonucleares ocorrem quando a
polpa estd em eminente perigo de invasdo por bactérias. Isto contrasta com o modelo
de progressao da inflamacéao, onde a fase aguda geralmente precede a fase de pulpite
cronica. Ela pode sucumbir, dependendo da saude do tecido pulpar e da viruléncia dos
microrganismos. Martin (2000) estudou a histopatologia pulpar em dentes acometidos
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por pulpites. Ele mostrou que 43 % das amostras apresentaram histologia normal com
apenas com alguns focos de infiltracdo inflamatoria, enquanto que 17% apresentaram
mudanca inflamatdria degenerativa caracterizada por infiltrados de células plasméticas,
incluindo areas de necrose. Quarenta por cento mostraram mudancas nos tecidos
moles e duros na forma de fibrose pulpar, e calcificagdes, como resultado da exposicao
da polpa a irritantes e toxinas bacterianas durante um periodo prolongado. Dessa
forma, cria-se um ambiente de hipoxia dentro dos tecidos pulpares, estimulando a
proliferacdo de microrganismos anaerobios e enfraquecendo a polpa contra uma defesa
eficaz ou mecanismos de reparo.

De acordo com Whyman (1988), a inflamacéo pulpar e a necrose podem ser
causadas por uma variedade de irritantes. A infeccdo bacteriana na polpa como
resultado de carie dental é relativamente comum, mas pulpites também podem ser
resultado de irritacdo quimica, estimulo térmico severo, trauma e procedimentos
restauradores. A polpa responde a esses irritantes se tornando hiperémica e
aumentando a quantidade de sangue circulante. Este é um processo reversivel no qual
h& producéo de dentina reparadora. Enquanto esta inflamada, a polpa mostra dilatagéo
vascular, edema localizado e infilirado inflamatério. O edema aumenta a pressao
intrapulpar que eventualmente causa a morta de células pulpares. Dessa forma, a
necrose da polpa resulta na extensdo do processo inflamatério para os tecidos

periapicais.

Seltzer et al. (1967) salientaram a importancia da intercomunicacao polpa-
periodonto, por meio de uma avaliagdo nas mudangas histoldgicas dos tecidos
periodontais inter-radiculares ap6s uma pulpite induzida em animais experimentais.
Cem dentes de caes e macacos foram utilizados e avaliados microscopicamente. Os
tecidos pulpares foram expostos por 7 a 90 dias e, apos isso, foi feita a avaliacao
histologica dos tecidos periodontais. Vinte e um dos 100 dentes examinados
apresentavam alteracdes inflamatérias no ligamento periodontal entre as raizes
Apoés 90 dias, foi observado o reparo das lesdes inflamatérias no ligamento periodontal
mas, em cinco casos, a inflamacao crénica periodontal persistiu com reabsorcao

continua da crista 6ssea. Os autores concluiram que lesdes periodontais podem ser
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iniciadas e perpetuadas por polpas inflamadas ou necrosadas, aparentemente através
de canais acessorios ou laterais situados na regiao de furca.

E bem sabido que as bactérias sdo um dos mais importantes agentes
causadores de pulpites. Muitas dessas bactérias tém sido isoladas a partir de canais
radiculares infectados (Nakane et al., 1995).

Pulpites experimentais mostram que bactérias e seus subprodutos podem
difundir através dos tubulos dentinarios causando respostas pulpares
(Puapichartdumrong et al., 2005).

Quando a polpa dental estiver vital ou mesmo inflamada, como nos casos de

pulpites, problemas no periodonto ndo ocorrem (Bergenholotz & Hasselgren, 1999).

Exame histopatolégico de polpas de dentes extraidos por pulpites, devido a
presenca de carie, mostram reacdes pulpares que variaram desde inflamagcédo minima

até infiltracdo inflamatoria acentuada no tecido pulpar (Martin, 2000).

2.4.1.2 Necrose

Acredita-se que a degeneracao pulpar produza residuos necroticos, subprodutos
bacterianos, toxinas irritantes, além de sustentar o crescimento de patbégenos
endoddnticos que vao progredindo além dos limites do dente, causando destruicao
Ossea periapical (Nicholls, 1984, Walton & Torabinejad, 1997).

Frente a necrose pulpar, o periodonto apical pode desencadear alteracdes
inflamatoérias de natureza aguda ou crénica, com presencga de um tecido de granulagéao
altamente vascularizado, com neutréfilos, plasmécitos, macrofagos e fibroblastos, bem
como um tecido conjuntivo periférico rico em coldgeno. Embora a localizagdo dessas
lesbes seja mais frequente no apice, elas podem ocorrer em qualquer area que tenha
saida para o periodonto (Bergenholtz & Hasselgren, 1999). Eles relataram que a
doenca pulpar envolvida com reagdes inflamatérias pode causar degenaragdo dos
tecidos periodontais, caso ocorra um colapso do sistema de defesa do hospedeiro e ou
patogenicidade da microbiota num processo infeccioso.
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Para uma infeccao no canal radicular causar doencga periodontal, ha necessidade
de se ter uma via evidente de comunicagdo para o periodonto; um canal radicular
infectado; e viruléncia suficiente das bactérias pulpares para causar periodontite
marginal (Paul & Hutter, 1997). A extensao da destruicdo do tecido periodontal depende
da viruléncia da bactéria presente no canal radicular e da resposta do hospedeiro em
neutralizar os produtos bacterianos liberados do canal para o periodonto (Lindhe et al.,
1999).

Sinai & Soltanoff (1973) investigaram a resposta do tecido periodontal em 16
dentes com danos pulpares. Dez apresentaram mudancas inflamatérias no ligamento
periodontal, 1 anquilose na regido de furca e 5 ndo apresentaram nenhuma mudanca.

Eles concluiram que a necrose pulpar pode produzir mudancgas no periodonto.

Miyashiyta et al (1998) analisaram 115 pares de dentes contra-laterais, onde os
dentes testes eram tratados ou ndo endodonticamente, mas apresentavam rarefacao
apical. Os dentes controles n&o. Tanto os dentes testados quanto os dentes controles,
apresentavam parametros clinicos semelhantes como biofilmevisivel, sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem e nivel de insercdo. Eles encontraram uma
maior reducdo do osso alveolar de suporte nos dentes que apresentavam rarefagao
apical. Essa ligacao poderia ser comprovada clinicamente, uma vez que apos a terapia
endoddntica adequada, o aparelho de suporte do dente se refaz, observando-se
regressao das lesdes e reparo dos tecidos periapicais (Meng, 1999).

O processo inflamatério presente no canal radicular pode estimular a atividade
osteoclastica, causando perda 6ssea, com potencial de migragcdo em direcdo a margem
gengival e formacgéo de bolsa periodontal (Bender & Seltzer, 1972).

Ehnevid et al. (1993) demonstraram que a cicatrizagdo periodontal € influenciada
pela infeccdo do canal radicular. A reducao da profundidade de sondagem apos
procedimentos de raspagem e alisamento radicular foi significativamente reduzida
quando lesdes periapicais estavam presentes em relacdo a dentes sem lesdes. Os
autores concluiram que o canal radicular serve como reservatorio bacteriano para a

manutenc¢ao tanto da inflamacéo periapical como da inflamag¢ao marginal.
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Em uma série de estudos longitudinais retrospectivos em humanos, Jansson &
Ehnevid (1998) concluiram que a perda de insercao periodontal estava diretamente
relacionada a presenca de infeccdo endoddntica. Pacientes com tendéncia a
periodontite marginal e com infecgdes endoddnticas apresentam dentes com bolsas
mais profundas, maior perda de insercdo e defeitos angulares (verticais), que dentes
sem evidéncia radiografica de infeccdo endodb6ntica. Baseado nesses achados, 0s
autores concluiram que as infecgées pulpares servem como um fator de risco em

pacientes com tendéncia a periodontite.

2.4.2 Efeito da Doenca Periodontal na Polpa

Apesar de nao ser tdo claro, a doenca periodontal pode causar mudancas

patolégicas na polpa.

Problemas pulpares e periodontais sdo responsaveis por mais de 50% da
mortalidade dos dentes (Chandrashekar, 2010). O efeito da doenga periodontal na
polpa dentaria foi primeiramente descrita por Turner & Drew (1919).

O termo periodonto descreve todos os tecidos orais envolvidos no suporte e
insercao dos dentes. Ele é composto pelos tecidos gengivais, epitélio juncional, uma
rede de fibras gengivais que fazem a ancoragem do dente ao 0sso, e 0 ligamento
periodontal que conecta o cemento radicular ao 0sso alveolar de suporte. O epitélio
juncional promove a insercéo na superficie do dente e é um amplo espaco intercelular
que permite a troca de materiais entre o ambiente interno e externo (Clarke & Hirsch,
2002).

A doenca periodontal € de natureza progressiva e origem complexa, comecando
no sulco gengival, migrando em dire¢do apical e produzindo inflamagéo através dos
depodsitos de biofilme e célculos. Esse processo leva a perda do osso alveolar
circunjacente e dos tecidos moles do periodonto de suporte. Com isso, conduz a uma
perda de insercado clinica e formacao de um abscesso periodontal durante a fase aguda
de destruicao (Lindhe et al.,, 1999). Ela é dependente da ocorréncia de um numero de
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fatores simultaneos para a iniciacao e progressao, tais como viruléncia dos patégenos
periodontais, ambiente e suscetibilidade do hospedeiro (Kirkham, 1975).

Fatores de risco enddgenos (tais como genética e diabetes mellitus) e fatores de
risco exogenos (tais como tabagismo e estresse psicologico) s&do sempre investigados.
Cerca de 50% da perda de insercao clinica numa populagdo pode ser atribuida a
hereditariedade.

Estima-se que pelo menos 10-20 genes modificadores estdo envolvidos na
iniciagdo e progressao da doencga periodontal cronica ou agressiva, ainda que as
tentativas para identificar esses genes tenham se mostrados controversos (Flemmig &
Beikler 2011).

Se a doencga periodontal ndo for tratada, pode levar a destruicdo dos tecidos de
suporte, perda de insercao periodontal e reabsorcdo do osso alveolar (Goutoudi et al,
2004).

A resposta na doenca periodontal frente a presenca de bactérias € imunologica
ou inflamatdria e o periodonto é substituido por tecido granulomatoso com células de
defesa. J& na necrose pulpar, a polpa ndo é acessivel as defesas do hospedeiro e
contém agentes irritantes muito potentes que causam alteracdes patolégicas no
periodonto. Assim, observa-se muito mais facilmente patologias pulpares afetando o

periodonto do que o contrario (Armitage, 2010)

Clinicamente, ndo € incomum observar uma periodontite avangada alcancando o
forame apical com necrose pulpar associada. Também pode se disseminar para a polpa
através dos canais acessorios, 0 que ocorre mais frequentemente na furca e proximo ao
apice do dentes. Embora possa acontecer a necrose da polpa, esta também pode
permanecer vital por um longo tempo (Nicholls, 1984).

A resposta pulpar frente a doencga periodontal parece ser mais reparadora
(envolvendo répida deposicdo de dentina) do que inflamatéria. Dessa forma, hd uma
maior freqiiéncia de alteracdes pulpares leves como atrofias ou calcificacbes, ao invés
de alteracbes mais severas como o comprometimento da vitalidade pulpar. A formacao
de dentina secundéaria na polpa também tem sido considerada como resultado das
reacbes patolégicas do tecido pulpar frente as periodontites (Bergenholtz &
Lindhe,1978).
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Seltzer & Bender (1984) e Petka (2000) também sugerem que a doenca
periodontal é causa direta de atrofia e necrose pulpar, sendo mais deletéria a polpa do

que caries e restauragoes.

A polpa de dentes com doenca periodontal de longa duracao desenvolve fibrose
e varias formas de mineralizacdo. Por esse motivo, os canais de dentes com doenca
periodontal avancada sdo mais estreitos do que os canais de dentes sem envolvimento
periodontal (Chen et al., 1997; Fachin et al., 2001).

Rubach & Mitchel (1965) observaram em dentes com doenga periodontal, uma
diminuicdo do suprimento sanguineo, causando atrofia pulpar, além de pulpite e
necrose.

Quando mudancas patoldgicas ocorrem na polpa como resultado de uma doenca
periodontal, a polpa geralmente ndo degenera enquanto o canal principal ndo for
envolvido. Portanto, parece plausivel admitir que a doenga periodontal raramente
coloca em risco a funcéo vital da polpa. Geralmente, enquanto o suprimento sanguineo,
através do forame apical, permanece intacto, a polpa é usualmente capaz de resistir
aos insultos fisiolégicos e suportar elementos nocivos induzidos pela doenga
periodontal (Fachin et al., 2001; Harrington & Steiner, 2002; Abbott & Salgado, 2009).

O mesmo é interpretado por Chapple & Lumley (1999) que demonstraram que a
doenca periodontal raramente prejudica a vitalidade pulpar, enquanto o suprimento
sanglineo no forame apical permanecer intacto.

Kipioti et al. (1984) mostraram uma maior quantidade de células inflamatérias na
polpa quando havia uma maior progressao apical da biofilme bacteriano. No entanto,
nao é certo que a polpa necrosaria na presenca de bactéria mesmo quando um ou mais
canais laterais ou tubulos dentinarios estiverem envolvidos. Os autores concluiram que
a doenca periodontal tem um efeito cumulativo nos tecidos pulpares mas a
desintegracao total da polpa sé acontece quando todo o forame apical é afetado pela
biofilme bacteriano.

Dois estudos interessantes foram realizados por AGUIAR et al. (2002). Esses
estudos observaram que dentes sem carie, abrasdo, atricdo etc. portadores de
periodontite agressiva envolvendo o apice radicular apresentam alteracdes pulpares. As
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alteracoes mais frequientes foram fibrose e calcificacao distrofica, mais observadas na
porcdo apical da polpa radicular, ficando a porcdo coronaria da polpa com
caracteristicas de normalidade (quando ndo ha rompimento do feixe vasculonervoso).
No segundo estudo, verificaram que dentes em situagbes clinicas semelhantes,
entretanto, com periodontites cronicas envolvendo o &pice radicular apresentam
alteragbes pulpares. As alteragdes mais freqlentes foram fibrose e calcificacao
distréfica em toda a polpa, encontrando-se significativos casos de necrose pulpar.
Esses dois estudos sdao um contra-ponto interessante ao senso comum de que a
doenca periodontal ndo tem potencial de causar danos a saude pulpar. Pela natureza
das duas doengcas — uma crbnica e outra agressiva — valendo-se da mesma
metodologia — pode-se inferir o potencial que o tempo tem de, frente a agresséao
presente, ser um fator importante, levando, nos casos de periodontite crbnica, a que se
observe significativos casos de necrose pulpar. O teste de sensibilidade pulpar nem
sempre é confiavel, pois pode ser falso-positivo, que é uma situacdo em que dentes
com polpa necrética respondem positivamente ao teste de sensibilidade pulpar ou falso-
negativo, que é uma situacdo em que dentes com polpa vital que nao respondem ao
teste de sensibilidade pulpar.

Esses achados corroboram com Abbott & Salgado (2009) que afirmaram que as
doencas periodontais podem levar a alteragdes no estado do tecido pulpar de varias
maneiras. Pulpite e formag¢do de dentina secundaria tem sido relatada como sendo
associada a doencas periodontais, bem como reabsorcdes internas. Estas mudancas
ocorrem apenas quando as bolsas periodontais se estendem profundamente e, o
suficiente para envolver canais laterais ou tubulos dentinarios associados com a dentina
radicular exposta ou caries radiculares.

Quando ocorre a necrose pulpar, a infeccao do sistema de canais radiculares é
esperada, pois a polpa perde sua capacidade de resistir a invasao bacteriana e,
bactérias da bolsa periodontal podem entédo invadir o tecido pulpar necrético (Abbott et
al., 2011).

Embora muitos estudos tenham concluido que a doenca pulpar possa afetar a
saude periodontal (Bergenholtz & Lindhe, 1978; Czarnecki & Schilder, 1979; Harrington,
1979; Simon et al., 1972; Kipioti et al., 1984; Torabinejad & Trope, 1996; Chen et al.,
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1997; Walton & Torabinejad, 1997; Harrington & Steiner, 2002; Toledo & Rosetti, 2005),
h& menos concordancia que o inverso seja verdadeiro e possa ocorrer (Bergenholtz &
Hasselgren, 1999; Chapple & Lumley, 1999 e Ruiz et al., 2001; Fachin et al., 2001).

Mas alguns trabalhos concordam com a relagdo causa e efeito entre a doenca
periodontal e as alteracdes pulpares inflamatérias. E afirmam que raizes de dentes
periodontalmente envolvidos as vezes funcionam como reservatério de bactérias
periopatogénicas, as quais podem recolonizar a superficie radicular tratada, bem como
atingir a polpa dental (Adriens et al., 1988).

Poucos estudos s&do encontrados na literatura, procurando determinar a
influéncia da doenca periodontal sobre a polpa ou a possibilidade de que as alteracdes
pulpares possam ser produtos da presenca da destruicdo periodontal em seus
diferentes graus. No entanto, alguns estudos histolégicos suportam os indicios de que
lesbes periodontais produzem um efeito degenerativo na polpa dental dos dentes
envolvidos.

Bombana (2003) afirma que possibilidade de uma alteragdo periodontal
influenciar a polpa, ndo € tao evidente quanto a influéncia das alteragdes pulpares
sobre o periodonto. Considera que, se a polpa for provocada por estimulos de baixa
intensidade, frequentes e de longa duragdo, como seria o da presenca de uma
alteracao periodontal, poderia ter uma reagao de carater cronico degenerativo, podendo
caminhar lenta e asintomaticamente para a necrose pulpar.

Sinai & Soltanoff (1973) induziram lesdes periodontais em ratos e encontraram
mudancas reabsortivas e reparativas na polpa, enquanto Hattler & Listgarten (1984)
induziram doenga periodontal severa em ratos, deixando a lesdo se estender para a
regidao apical. Nessa situacao, as polpas permaneceram vitais.

Tagger & Smukler (1976) amputaram raizes de molares comprometidos
periodontalmente. Eles encontraram que nenhuma das polpas das raizes resectadas
apresentaram mudancas inflamatorias. Haskell et al. (1980) também removeram raizes
de molares com envolvimento periodontal total ou parcial e ndo encontraram nenhuma
célula inflamatéria ou muita pouca inflamacéo na polpa desses dentes. Estédo trabalhos
vao de acordo com Torabinejad & Trope (1996).

28



Mazur & Massler (1964) negam que a condicao histoldgica da polpa é afetada
pela doenga periodontal. Eles avaliaram histologicamente polpas de mais de 100
dentes envolvidos periodontalmente e livres de caries. Como controle, foram usados 22
dentes que apresentavam estruturas periodontais clinicamente e radiograficamente
normais. Eles mostraram que dentes com periodonto normal apresentavam as mesmas
mudancas pulpares encontradas em dentes envolvidos periodontalmente. Concluiram
que mudancgas morfolégicas na polpa nao estéo relacionadas a alteragdes presentes no
periodonto.

Czarnecki & Shilder (1979) compararam polpas de dentes higidos, livres de
caries, e periodontalmente dentro dos limites de normalidade, com polpas de dentes
semelhantes, mas com doenca periodontal. Dos 46 dentes avaliados, 34 apresentavam
doenca periodontal severa. Destes, apenas 6 dentes apresentavam necrose pulpar,
sendo que esses dentes apresentavam grandes extensdes de caries e restauragdes
coronarias. Eles concluiram que a polpa nos dentes higidos, livres de carie e com
periodontite, estava histologicamente dentro dos limites normais, independentemente
da severidade da doenca periodontal. Os resultados encontrados nos outros grupos,
nao relacionaram as alteragdes pulpares a doenga periodontal, mas sim a presenca de
caries profundas e restauracdes extensas.

Dados contrarios foram observados por Aguiar et al. (1999) que analisaram
possiveis alteracées pulpares em dentes humanos portadores de doenca periodontal
envolvendo o 4pice radicular. Foram avaliados 52 dentes e alteragdes pulpares mais
frequentes foram fibrose e calcificacdo pulpar. Estas foram observadas com maior
freqUéncia na porcdo apical da raiz enquanto que a porgdo coronaria apresentava
caracteristicas pulpares de normalidade. Quando a doenga envolvia o 4pice, alteragdes
pulpares ocorriam em toda a polpa e foram encontrados significativos casos de necrose
pulpar, sugerindo que o tempo € um fator importante na etiopatogenia da lesdo endo-
periodontal.

Langeland et al. (1974) estudaram histologicamente a polpa de 60 dentes livres
de carie, mas com varios graus de periodontite, avaliando o efeito cumulativo da doenca
periodontal na polpa. Eles demostraram que mudancgas histolégicas podem ocorrer nos
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tecidos pulpares, sendo os efeitos manifestados por inflamagdo pulpar, fibroses,
calcificagdes, deposicdo de tecido calcificado/reacional e reabsorcdo. Entretanto, a
morte pulpar s6 ocorre com o0 envolvimento total forame apical.

Resultados parecidos também foram encontrados por Gadé-Neto (2000), onde a
doenca periodontal foi induzida em 6 caes, pelo uso combinado de colgaduras de liga
de aco e algodao. Apds 125 dias, coletas microbioldgicas das bolsas periodontais e dos
canais radiculares foram realizadas. Dos 24 canais avaliados, 16 se apresentavam
vitais e 3 necrosados. E, 36,8% da amostra, apresentava atresia dos canais
radiculares, provavelmente devido a formacao de dentina secundéria frente ao estimulo

bacteriano.

Em casos de polpa vital onde se avalia destruicdo 6ssea extensa pela doencga
periodontal, podemos questionar se essa quantidade de tecido inflamatério nos canais
laterais e tubulos dentinarios podem impedir a reinser¢cdo periodontal. Como é
impossivel determinar o estado histolégico exato da polpa através de testes clinicos e
na maioria dos casos, impossivel identificar a presenca de canais laterais, a terapia
periodontal deve ser realizada com o objetivo de sanar a lesdo periodontal. No entanto,
a polpa deve responder ao teste térmico dentro dos limites normais e nao haver
nenhuma outra evidéncia que indique a nao validade desse teste. Segundo Harrington
(1979), realizar o tratamento endoddntico em casos onde ha uma chance remota de
presenca de um canal lateral que poderia estar contribuindo para a extensao da lesao
periodontal parece loucura. E, se a polpa se apresenta vital, ela ainda apresenta

mecanismos que permitem uma significativa capacidade de sobrevivéncia.

Contrariamente, Nicholls (1984) mostra que o tratamento endoddntico pode se
revelar necessario quando bolsas periodontais se estendem para o tergo médio da raiz,
mesmo que inicialmente a polpa se apresente vital e sadia.

Segundo Zehnder (2001), existe uma auséncia de documentacdao recente
procurando esclarecer os diferentes aspectos da relacdo entre as alteracdes
periodontais e endoddntica.

A falta de correlagdo encontrada em observacdes clinicas entre doenca

periodontal e alteracdes do tecido pulpar pode depender simplesmente do fato de que
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poucos caminhos existem em muitos dentes com envolvimento periodontal. Além disso,
uma vez que o complexo dentina/polpa tenha sido exposto a microrganismos, reparo e
cura, geralmente serdo instituidos, deixando o tecido remanescente relativamente
intacto (Lindhe et al., 1999)

As infecgbes necessitam de mais estudos para identificar caracteristicas e
alterac6es da resposta do hospedeiro, como producéo de citocinas pré inflamatérias e
matrix de metaloproteinase nos tecidos periodontais, relacionando-os com a perda
Ossea e sua possivel participacao com as lesdes pulpares. (Verma et al., 2010)

Para Harrington & Steiner (2002), duas questdes basicas ainda estdo para ser
esclarecidas: se a doenca periodontal causa necrose pulpar e se um dente despulpado
pode ser causa de uma doencga periodontal. Esses autores salientam que a resposta a

estas questdes basicas € de maxima importancia clinica.

2.4.2.1 Efeito do Tratamento Periodontal Sobre a Polpa

A doenca periodontal atinge a polpa por conta de tratamentos periodontais
anteriores ou bolsas periodontais cronica. O debridamento subgengival e a raspagem e
o alisamento radicular sdo métodos tradicionais de controle da flora microbiana
subgengival. Os objetivos do debridamento subgengival sdo remover ndo apenas o
biofilme bacteriano aderente e disponivel, mas também, em menor escala, depdsitos de
célculos. O objetivo priméario da raspagem e alisamento radicular € a remocao tanto do
calculo quanto do cemento contaminado. A efetividade de ambos os procedimentos
diminuem com o aumento da profundidade de sondagem, especialmente quando essas
sondagens excedem 5 mm (Cobb, 2002).

A resposta bacteriana apds o tratamento de alisamento e raspagem radicular é
bastante consistente nas periodontites cronicas. Imediatamente apés o tratamento, ha
uma significativa reducdo no numero de bactérias periodontopatogénicas Gram

negativas, com um aumento no numero de cocos Gram positivos. Essa nova microbiota
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permanece por um periodo de 4 a 8 semanas e depois volta a carga inicial no periodo
de 12 a 24 semanas, se nao houver manutencao (Mealey, 2000).

Estudos mostram que apéds tratamento periodontal em sitios que apresentam
profundidade de sondagem de 4 a 6 mm, devemos esperar uma reducao de
aproximadamente 1 mm e ganho de inser¢ao clinica de 0,5mm. Em sitios mais
profundos com profundidades de sondagem acima de 7mm, a redugdo deve ser de
aproximadamente 2mm e o ganho de insergéo clinica de Tmm (Mealey, 2000).

Bergenholtz & Lindhe (1978) observaram a natureza e a frequéncia das
mudancas do tecido pulpar apds a destruicdo induzida experimentalmente do aparato
de insercdo em macacos Rhesus. Eles constataram que a maioria dos espécimes
radiculares examinados (70%) nédo exibiram mudancas patolégicas do tecido pulpar,
mas aproximadamente 30-40% da insercao periodontal desses dentes foi perdido. As
raizes remanescentes (30%) apresentaram apenas um pequeno infiltrado inflamatério
e/ou formacgao de dentina reparativa em areas da polpa subjacente as areas expostas
através da destruicdo do tecido periodontal. Estas mudancas teciduais eram
frequentemente associadas a reabsorcdo da superficie radicular sugerindo que os
tubulos dentinarios tém que ser descobertos para transmitir a irritacao .Eles também
sugerem que a presenca de uma camada de cemento intacta é importante para a
protecdo da polpa contra elementos nocivos produzidos pela microbiota do biofilme, e
que a inflamacao pulpar pode ocorrer se vasos sanguineos forem cortados durantes
procedimentos periodontais como raspagens profundas, alisamentos e curetagens.

A reacdo pulpar é influenciada ndao somente pelos estdgios da doenga
periodontal, mas também pelo tipo de tratamento, como raspagem, alisamento radicular
e administracdo de medicamentos (Guldener, 1985). O tratamento periodontal é uma
casa potencial de pulpite e necrose (Wang & Glickman, 2002). Um dente que apresenta
polpa relativamente normal pode se tornar comprometido se canais laterais forem
expostos a progressdo apical da doenca periodontal ou por causa de tratamento
periodontal (Weine, 1984)
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Adriens et al. (1988) afirmaram que raizes de dentes periodontalmente
envolvidos funcionam como reservatério de bactérias periodontopatogénicas, que
podem recolonizar a superficie radicular tratada, bem como atingir a polpa dental.
Dessa forma, o tratamento periodontal pode ser um risco a saude pulpar do dente, ja
que pode remover por¢des de cemento e camadas superficiais de dentina, expondo a
polpa a agéo direta do meio bucal e ou periodonto. Assim, a raspagem e alisamento
diminuiriam as paredes radiculares e as bactérias atingiriam a polpa.

Jaoui et al (1995) avaliaram 195 dentes em 35 pacientes com periodontite
avancada que receberam tratamento endoddntico e periodontal. Eles foram avaliados
nove anos apds o tratamento endodéntico e 8 anos apds o tratamento periodontal.
91,4% dos casos estavam em boas condi¢des e 8,6% mostraram uma deterioracdo da
sua condicao periodontal. Doze dos 195 dentes com tratamento endodéntico foram
perdidos, sendo 8 por razdes periodontais, 3 como resultado de fratura e 1 por caries.
Desses 12 dentes perdidos, 10 apresentavam uma condicdo periodontal ruim. Os
resultados indicam que o risco de fracasso endodbntico nestes pacientes com
periodontite € muito baixo, e que existe um pequeno risco de perda de dentes por
razdes periodontais, desde que o0s pacientes recebam tratamento periodontal de

suporte.

Alguns fatores devem ser avaliados durante a terapia periodontal como:
quantidade de cemento removido, presenca de dentina exposta e capacidade da polpa
em responder a estimulos irritantes. (Lindhe et al., 1999)

Hattler & Listgarten (1984) examinaram a resposta pulpar ao alisamento radicular
em ratos. Dentina reparadora foi encontrada na parede pulpar abaixo do sitio de
alisamento em 32 dos 35 dentes; apenas 6 dos 43 dentes controles apresentaram
dentina reparadora. Os autores questionaram a similaridade da resposta pulpar em

ratos e humanos frente as bactérias presentes na superficie radicular.

Outros autores mencionam a possibilidade de, durante o tratamento periodontal,
0S vasos sanguineos que fornecem suprimento para a polpa via canais acessérios
possam sofrer danos. Eles podem ser cortados durante o alisamento ou traumatizados

durante a cirurgia. Em alguns dentes, esses vasos parecem ser mais importantes do
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que os que estdo no forame apical e, se eles sofrem danos, uma necrose parcial parece
ser inevitavel (Whyman, 1988).

Haffajeee & Socransky et al. (1997) mostraram que a raspagem e o alisamento
radicular foi 0til em 68% do tratamento, resultando em nenhuma perda ou um ganho
modesto de niveis de inser¢cdo. E 32% exibiram pouco beneficio da terapia nao

cirurgica, com niveis ainda elevados de patdégenos e progressiva perda de insercao.

Como doencas periodontais e seu tratamento podem causar alteragdes pulpares,
€ essencial reexaminar regularmente dentes periodontalmente envolvidos para avaliar
quaisquer alteragdes no estado da polpa e tecidos periapicais. Isto inclui a repeticao de
testes de sensibilidade pulpar e comparar os resultados com os obtidos no exame
inicial. Todos os dentes que sao susceptiveis a mudancas pulpares e aqueles com
respostas alteradas de sensibilidade pulpar devem ter mais radiografias periapicais
tomadas e comparadas com as anteriores ao tratamento. O estado da polpa € dinamico
e pode mudar ao longo do tempo, uma vez que a polpa é um tecido capaz de responder
as estimulos e condi¢cdes. Repetidos insultos levam a fibrose pulpar e a uma
capacidade reduzida em responder normalmente. Portanto, necrose pulpar pode
ocorrer a qualquer momento em dentes comprometidos com infec¢cdo subsequente do

sistema de canais radiculares e perirradiculares (Abbott & Salgado, 2009).

2.5 CLASSIFICACAO DAS LESOES ENDODONTICAS-PERIODONTAIS

Desde 1964, quando Simring & Goldberg descreveram primeiramente a relagao
entre doenga periodontal e endodéntica, o termo endoperio tem se tornado parte do

vocabulario dentario.

Os dados clinicos relacionados entre a polpa e o periodonto e, principalmente
com as doengas relacionadas entre essas duas estruturas, sdo frequentemente
complexos e questionados. H& a necessidade de investigar a histéria médica, vitalidade
pulpar, sondagem de furca, profundidade da bolsa, mobilidade dentaria e exame
minucioso das radiografias. Durante o exame clinico, ambos os estados periodontal e
pulpar do dente afetado devem ser considerados.
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A possibilidade do aparecimento de alteragdes pulpares ou periodontais
primarias e isoladas, que possam originar manifestacées secundarias nos tecidos
periodontais e pulpares, causando comunicagao entre as duas patologias, leva ao
aparecimento de diferentes situagdes clinicas. Todas elas necessitam ser perfeitamente

diferenciadas para realizacao de um correto diagnostico e plano de tratamento.

Diante dessas diferentes manifestagdes clinicas, diversas classificacdes tém sido
propostas e sugeridas, através de achados clinicos, radiograficos e bases bioldgicas.

No entanto, a maior parte delas ndo sao inteiramente satisfatérias

A primeira classificacao das lesées endoperio, baseada na etiologia, diagnéstico
e prognéstico do dente envolvido foi sugerida e proposta por Simon et al.,1972 e, é a
mais comumente utilizada. Esta classificagao incluiu cinco categorias e se baseia no
conceito das doencas primarias e secundarias Ela foi assim apresentada:

Tipo 1) Lesdo Endoddntica Primaria

Clinicamente sdo lesées onde a doenca pulpar, através de mudancas
inflamatérias, causa reabsorcdo do 0sso via forame apical e canais laterais, destruindo
o aparato de insercdao. Os processos inflamatorios no periodonto ocorrem como
resultado da infec¢do do canal radicular ndo somente localizado no apice, mas também
ao longo das éareas laterais da raiz e nas areas de furca dos dentes multirradiculares.
Os testes endodénticos revelam uma polpa necrética ou, em dentes multirradiculares,
pelo menos uma resposta anormal, indicando que a polpa esta se degenerando. Uma
fistula pode formar para estabilizar a drenagem através do ligamento periodontal pelo
sulco gengival.

Como se trata de um problema endodéntico que meramente se manifestou
através do ligamento periodontal, o tratamento é através da terapia endoddntica nao-
cirurgica sem nenhum tratamento periodontal. Nesses casos, a lesdo periodontal,

quando houver, vai regredir apds a terapia endodéntica.

Tipo 2) Lesao Endoddntica Primaria com envolvimento Periodontal secundario
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Quando a lesao de origem endodéntica primaria nao € tratada, ha uma tendéncia
ao acumulo de biofilme e formacdo de gengivite. Essa situagdo vai progredimdo ao
redor da raiz com migracdo apical do epitélio e formacdo de uma bolsa periodontal
verdadeira. A sondagem da bolsa vai revelar presenca de calculo associado. A doenca
progredira, levando a destruicdo do osso alveolar periapical e progressao para dentro
da area inter-radicular.

A resolugao consiste no tratamento de ambas as partes. O progndstico depende
da severidade do envolvimento periodontal e da eficiéncia da terapia periodontal.

Tipo 3) Lesao Periodontal Primaria

As lesdoes Osseas de origem periodontal sdo, geralmente, associadas a
mobilidade dentaria. Clinicamente, os dentes respondem positivamente ao teste pulpar,
o0 exame periodontal cuidadoso, revela a presencga de perda de insercdo generalizada e
acumulo de biofilme e célculo, e as areas envolvidas usualmente sdo lateralmente a raiz
ou na regido de furca. A lesdo éssea é geralmente mais disseminada e generalizada do
que as lesdes de origem endoddntica..

O tratamento depende da extensédo da periodontite e da capacidade do paciente
em cooperar com o tratamento de longa duracdo com manutengdo da terapia. O

prognéstico depende exclusivamente da evolugao da terapia periodontal.

Tipo 4) Lesao Periodontal Primaria com envolvimento Endodéntico secundario

Nesses casos, 0s dentes exibem bolsa profunda, com uma extensa histéria da
doencga periodontal e, possivelmente, tratamentos prévios. Quando a polpa se torna
envolvida, o paciente frequentemente refere dor acentuada e sinais clinicos de doenca
pulpar. Essa situacdo existe quando a progressdo apical da doencga periodontal é
suficiente para abrir e expor a polpa ao ambiente da cavidade oral através dos canais
laterais, tubulos dentinarios ou forame apical. O teste de vitalidade pulpar é necessario
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para verificar se ambos os tratamentos serdo necessarios. Essa lesdo é similar a leséo
endodéntica primaria com envolvimento endoddntico secundario, sua diferenca esta
apenas na sequéncia dos eventos

O prognostico depende da continuidade do tratamento periodontal e
subsequente terapia endoddntica.

Tipo 5) Lesdo combinada verdadeira

A doenca pulpar e periodontal podem ocorrer independentemente ou
concomitantemente dentro e ao redor do mesmo dente. Quando as lesbes progridem,
elas eventualmente vao se unir e formar uma lesdo unica. Uma vez que as lesdes
endoddnticas e periodontais se encontram, elas podem se tornar clinicamente
indistiguiveis. O prognéstico depende imensamente da extensdo da destruicdo causada
pela doenca periodontal.

Como a polpa e o periodonto estdo comprometidos, o tratamento consiste em
ambas as terapias e acompanhamento periodontal.

O verdadeiro envolvimento endo-pério (lesdo associada verdadeira) € de baixa
prevaléncia e rarissimo (De Deus, 1992; Walton & Torabinejad, 1997).

Essa classificacdo ndo € universalmente aceita porque é confusa em relacéo a
terminologia utilizada, onde as duas condigdes primarias sdo essencialmente doencas
de sitio Unico (isto é, doencas unicamente endodénticas ou periodontais) e, como tal,
elas ndo sao doencas endodbnticas e periodontais combinadas. Além disso, quando as
doencas secundarias estdo presentes, nao é geralmente possivel distinguir elas das
lesbes verdadeiramente combinadas, uma vez que ndo € possivel determinar qual o
tecido foi o primeiro a ser afetado ou infectado (Abbott & Salgado, 2011)

Um dos problemas em se discutir as lesées endoperio € a falta de consenso para
definir o termo, que deve ser definido através dos seguintes critérios: o dente envolvido
deve se apresentar necrosado; deve haver destruicdo do aparato de insercao
periodontal do sulco gengival até o dpice ou até uma area envolvendo um canal lateral;
e ambas as terapias endodotica e periodontal devem ser realizadas para solucionar a
lesdo (Harrington, 1979).
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Weine (1989) propds uma classificagdo baseada mais na necessidade de
tratamento do que no diagndstico. Tal classificacdo n&o € inaceitavel j4 que a doenga
deve ser diagnosticada antes de considerar o tratamento necessario, ao invés do
contrario. Aléem disso, as necessidades de tratamento podem variar consideravelmente
para diferentes casos com a mesma doencga e, portanto, esta classificacdo pode ser
enganosa.

Uma classificagdo adicional foi proposta por Belk (1990), para as lesbes que
podem ser vistas clinicamente, mas refletem a presenca de duas entidades separadas
e distintas. E a “lesdo pulpar e periodontal concomitante”. Em esséncia, ambos os
estados da doenca existem, mas com diferentes fatores causais e sem evidéncia clinica
de que um estado de doenca influenciou o outro.

Outra classificacdo foi proposta por Guldener, com base na causa da(s)
doenca(s) e nas necessidades de tratamento. Sua classificacdo também incluiu outras
condicdes (como perfuracoes, reabsorcao éssea, fraturas de raiz, invaginacoes, sulcos,
etc.) Embora seja reconhecido que esses outros problemas podem envolver tanto a
polpa quanto os tecidos periodontais, eles ndo s&o estritamente combinados ou
simultaneamente doencas endodbnticas e periodontais, uma vez que tém razdes e/ou
causas particulares. A classificacdo de Guldener também tem a mesma desvantagem

de classificacdo Weine, onde usam as necessidades de tratamento para classificar as
doencas, em vez dos sinais, sintomas e causas da doenca.
Depois, Guldener (1985), com definicdo da origem das manifestacoes

patoldgicas, propuseram outra classificacao:

Tipo 1) Primariamente Endodénticas
Tipo 2) Primariamente Periodontais
Tipo 3) Lesdes Endodbnticas e Periodontais combinadas

Torabinejad & Trope (1996) classificaram essas lesdées de acordo com a origem

da bolsa periodontal existente. No entanto, essa classificagdo apresenta um maior grau
de dificuldade relacionado a aplicacao clinica.
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Tipo 1) Bolsa Periodontal de origem endodéntica

Tipo 2) Bolsa Periodontal de origem periodontal

Tipo 3) Lesdo endo-periodontal combinada, subdividida em

3.1) combinada sem comunicacao
3.2) combinada com comunicagdo entre as lesdes endoddnticas e

periodontais

Uma classificagao clinica deve ser clara e facil de entender. No entanto, as duas
primeiras sdo essencialmente sitios Unico da doencgas, nao sendo doengas endoddntica
e periodontal combinadas, apesar de cada um poder ter algum efeito sobre a outra.

Atualmente, propbe-se que a classificacdo das doengas periodontais e
endoddnticas sejam limitadas aos dentes que tém as duas doencas ocorrendo ao
mesmo tempo. Por isso, elas devem ser chamadas de' doengas concomitantes, em vez
de' lesbes endoperio combinadas, pois o termo sugerido € mais apropriado, e se torna
mais preciso, é clinicamente util e facil de usar (Abbott & Salgado, 2011). Assim,

apenas duas categorias sao necessarias:

Tipo 1) Doengas endodénticas e periodontais concomitantes sem comunicagao.
Desta forma, um dente apresenta o sistema de canais radiculares infectado com
periodontite apical e doencga periodontal marginal com bolsas. No entanto, as doencas
periapicais e periodontais ndo se comunicam umas com as outras. Clinicamente,
quando sondamos a bolsa periodontal, ela ndo se estende até a lesdo periapical;
radiograficamente, a bolsa periodontal ndo se estende até o forame apical e, osso pode
ser visto no meio separarando a radioluscéncia periapical da bolsa periodontal.

Tipo 2) Doengas endoddnticas e periodontais concomitantes com comunicagao.
Desta forma, um dente apresenta o sistema de canais radiculares infectados com
periodontite apical e doenga periodontal marginal com bolsas. No entanto, as doencgas
periapicais e periodontais se comunicam. Clinicamente quando sondamos a bolsa

periodontal, ela se estende até a lesdao periapical; radiograficamente, a bolsa

39



periodontal e a radioluscéncia periapical aparecem como uma unica radioluscéncia, e

nao ha osso entre a radioluscéncia periapical e a base da bolsa periodontal.

2.5.1 Caracteristicas Clinicas que Auxiliam na Classificacao das Lesoes
Endodoénticas-periodontais

A parte mais importante em qualquer doenca € estabelecer o diagndstico correto.
O diagndstico deve basear-se numa combinacao da histéria obtida a partir do paciente,
exame clinico, observagdes radiograficas, e a interpretacdo dos resultados e de todos
os testes e investigagdes. Em particular, os testes de sensibilidade pulpar (idealmente,
tanto térmico quanto elétrico), sondagem periodontal, palpacao, percussao, testes de
mobilidade, transiluminacdo do dente, e remocédo de restauragdes existentes sao
passos valiosos e indispensaveis no diagndstico, ajudando a diferenciar doengas
pulpar/periapical e doengas periodontais (Christie & Holthius, 1990; Abbott & Salgado,
2011).

Segundo Whyman (1988), o diagnéstico diferencial dessas lesdes ndo é sempre
obvio, mas é importante determinar se mudancas ocorrem em ambos os sitios para
assim, determinar as terapias. Sobre a identificacdo dos fatores relevantes durante o
diagnéstico, citados anteriormente, ele destaca:

1. Historia dental: importancia dos sinais e sintomas de doengas periodontais ou
pulpares recentes/passadas, tratamentos periodontais ou pulpares
recentes/passados, ou historia de trauma.

2. Duracgdo: se a duracao da leséao for conhecida ou puder ser deduzida, pode
ser uma informagéo relacionada com a extensdo da destruicdo do tecido
pulpar ou periodontal.

3. Dor: dor severa normalmente ndo é associada com doenca periodontal
crdnica, mas sim com inflamacéao pulpar aguda.

4. Vitalidade pulpar: provavelmente é o teste mais importante, indicando se a

polpa esta ou ndo envolvida.
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5. Sensibilidade a percusséo: é um sinal util de inflamacéo dentro do ligamento
periodontal mas nao é um indicador direto de doenca pulpar.

6. Supuracao: pode ser associado com patologia pulpar e periodontal sendo
usado em conjunto com outras informagoes.

7. Bolsas periodontais: se uma bolsa esta presente e associada a um dente de
vitalidade alterada, a possibilidade de uma contribuicdo pulpar nesse
problema deve ser considerado.

8. Mudancas radiograficas: forma, localizagdo e extensdo da lesdo Ossea
podem ajudar a completar o diagndstico. Sinais de perda éssea da crista,
envolvimento de furca e patologia periapical devem ser avaliados.

Para se estabelecer o diagnostico das lesGes endoperio, duas principais
consideracdes devem ser estabelecidas: a vitalidade pulpar e a morfologia do defeito
periodontal (Chandrashekar, 2010). Os métodos usados para avaliar a vitalidade pulpar
sao suscetiveis a resultados falso-positivo isto é, uma resposta positiva a partir de uma
polpa necrética; e falso-negativo isto €, uma resposta negativa a partir de uma polpa
vital (Peterson et al., 1999).

Porém, a incidéncia de um resultado falso-positivo pode aumentar a favor de
uma periodontite avancada. Estudos relatam resultados falso-positivos tdo altos quanto
52% em dentes com periodontite avancada (Hirsch & Clarke et al., 1989)

As limitagdes dos testes pulpares sdo questionadas. A presenca ou auséncia de
tecido pulpar pode ser determinada com alguns graus de confianga em dentes
unirradiculares. No entanto, em dentes multirradiculares, pode haver tecido pulpar em
um ou mais canais enquanto a necrose pulpar pode ja ter acontecido em outros canais
(Harrington, 1979).

O mesmo é questionado por Reeh & Eldeeb (1990), onde distintos estagios de
mortificagdo pulpar ocorrem simultaneamente nos diferentes condutos, e a

degeneracao nervosa é o ultimo processo a ocorrer durante a mortificagcao pulpar.
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Ross (1972) acrescenta que nenhum teste de sensibilidade pulpar indicara de
maneira fidedigna a condicdo real de saude pulpar, indicara somente alteragdo de
respostas frente a estados degenerativos e patoldgicos da polpa quanto a sensibilidade.

Tal et al. (1984) descreveram que a presenca de resposta ao teste de
sensibilidade pulpar pode indicar que a lesdo é periodontal primaria sem envolvimento
endoddntico, pois em lesdo combinada verdadeira, a polpa nao promove resposta ao
teste. Somando ao exposto, Grant et al. (1988) lembram da necessidade de testar
dentes adjacentes para o conhecimento de padrées de normalidade.

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

O diagndstico clinico do estado pulpar pode ser dificil. Infelizmente, ndo existe
um teste Unico disponivel que determine com exatiddao e fidignidade o verdadeiro
estado pulpar. Os mais usados testes de sensibilidade pulpar sdo o térmico e elétrico e
s6 podem indicar a capacidade de fornecimento nervoso da polpa em responder a esse
estimulo particular. Estes testes ndo fornecem qualquer informacao sobre a presenca
ou auséncia de suprimento sanguineo da polpa, o0 que é mais relevante para determinar

se a polpa é saudavel ou doente. (Abbott & Salgado, 2009)

A morfologia da lesdo periodontal também € outro fator importante para o
diagnéstico. Em geral, a periodontite é caracterizada pela perda 6ssea horizontal
generalizada, com formagéo de biofilme e calculo evidentes. Em contraste, a presenca
de uma lesao 6ssea vertical (bolsa estreita e profunda) favorece a suspeita da origem
endodéntica.
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2.6 MICROBIOLOGIA ORAL

A cavidade oral é caracterizada por uma microbiota complexa. Mais de 300
espécies de microrganismos ja foram detectadas (Gomes et al., 2002b). Devido a dessa
grande diversidade bacteriana presente na cavidade oral, o papel de varios
microrganismos e, principalmente seus fatores de viruléncia ainda permanecem
desconhecidos (Saito et al., 2009)

A infeccado bacteriana é responsavel pela maioria das lesdes inflamatérias
pulpares e periapicais, apesar de muitos fatores também se relacionarem com o

desenvolvimento e progressao dessas doencas (Nissan et al.,1995)

As doencgas da cavidade oral desenvolvem-se em lugares onde um biofilme esta
estabelecido. Biofilmes sdo comunidades de microrganismos embebidos em uma matrix
extracelular, que quando em contato com o hospedeiro podem afetar a hemostase do
tecido, causando doenca. Os biofilmes microbianos causam mais de 75% de todas as
infecgdes microbianas encontradas nos seres humanos

A cavidade oral é repleta de biofiimes que colonizam mucosas, materiais
restauradores e dentes. Biofilmes orais estao fortemente associados com a etiologia da
doenca periodontal, carie dentaria, doencas pulpares, periodontite apical,
periimplantites e candidiase (Flemmig & Beikler, 2011)

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

Canais radiculares e bolsas periodontais infectadas apresentam semelhangas na
flora bacteriana, embora existam mais espiroquetas em bolsas periodontais do que em
canais infectados. Abbott & Salgado (2001) mostraram que 30-60% da microbiota de
bolsas periodontais sdo espiroquetas enquanto 0-10% estdo presentes em canais
infectados.
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Portanto, as similaridades entre a microbiota endodénica e periodontal podem
sugerir uma infecgdo cruzada entre o canal radicular e a bolsa periodontal (Zehnder,
2001).

Dentre os microrganismos mais pesquisados, temos os bacilos produtores de
pigmentos negros (BPPN). Estes sdo bastonetes Gram-negativos, anaerdbios estritos e
imoveis que, quando cultivados sobre a superficie de agar sangue, desenvolvem
colénias pigmentadas de negro por produzirem pigmentos do tipo protohemina ou
protoporfirina. S&o espécies importantes nas infec¢des orais e possuem um papel
principal na patogénese da doenca periodontal e infecgbes endoddnticas. Eles séo
comumente isolados em combinagdo com outras bactérias, compondo infeccbes
mistas. Evidéncias sugerem a existéncia de sinergismo bacteriano, que seria um fator
determinante do potencial patogénico destas espécies (Baumgartner 2002, Nisengard &
Newman, 1997).

Sao muitas as evidéncia da importancia e do envolvimento microbiano,
especialmente dessas espécies pigmentadas, tais como Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermédia e Prevotella nigrescens, na inflamagéo periodontal e em lesdes
periapicais.

As técnicas moleculares, no geral, permitem a identificacdo potencial de
microrganismos especificos.

O “PCR” simples (Polimerase Chain Reaction) € uma técnica molecular bastante
sensivel que permite a identificacdo de microrganismos apenas pela presenga do DNA.
Através da alta replicacao de DNA, permite a sintese de um vasto numero de copias
para uma quantidade pequena de DNA. Na deteccdo de patdgenos orais, o PCR € um
método estabelecido que também permite a deteccdo de mdultiplas amostras (Gomes et
al., 2004a; Gomes et al., 2004b; Gomes et al., 2005)

O Real time PCR também é uma técnica molecular caracterizada por uma reacao
enzimatica ciclica na qual dois iniciadores oligonucleétidos sintéticos e uma sonda de
DNA hibridizam com as sequéncias de bases de nucleotideos especificos do organismo
pesquisado. Atraveés da monitorizacdo da liberagdo de fluorescéncia em cada ciclo de

PCR, o progresso da reacao pode ser registada em tempo real e a quantidade de DNA
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na amostra quantificada. Dessa forma, determina as quantidades absolutas e relativas

de um microrganismo especifico em uma amostra mista (Martin, 2000)

Ha uma importancia em se considerar quais métodos moleculares sao utilizados
em um estudo. Em alguns casos, ndo apenas a presenga de um microrganismo
especifico € importante, mas também o numero de cepas na amostra, para que se

possa associa-lo com os sinais e sintomas clinicos.

2.6.1 Microbiologia da Polpa Vital

O dano pulpar é um processo dinamico, que depende tanto da presenca dos
microrganismos quanto das respostas inflamatérias e imunolégicas do hospedeiro(Hahn
& Liewehr, 2007).

Quando h& a presencga de fatores microbianos estimulando a polpa, a dor é o
primeiro sinal clinico da patologia, por conta do edema causado pela inflamacédo. Se a
inflamacao persiste, pode haver a necrose total do tecido. (Hahn & Liewehr, 2007)

As populagcbes microbianas de pulpites e caries dentarias sdo altamente
complexas e nao foram totalmente identificadas. Um extenso grupo de bactérias Gram-
positivas esta relacionado a iniciagcdo e desenvolvimento da cérie precoce, que incluem
Streptococos mutans e Lactobacilos. Em relacdo as bactérias Gram negativas, as mais
relacionadas a caries sao Veillonella spp, Bocteroides (Prevotella e Porphyromono spp)
e Fusobacterium spp. (Martin, 2003, Chhour et al., 2004; Hahn & Liewehr, 2007)

A presenga de microrganismos nas fases de infeccdo em tecido pulpar vital
permanecem obscuras. Nadkami et al. (2010) identificaram lactobacilos em 7 de 8
polpas em fases limites de infec¢do. A infeccdo estabelecida esteve presente em 6
casos , mostrando um perfil mais complexo, com lactobacilos em todas as lesdes
regides necréticas de tecido colonizadas por espécies de Bacteroides, Fusobacterium,
Lachnospiraceae e Corinobacteriaceae. Infeccoes avancadas foram identificadas em 7
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polpas caracterizadas por espécies anaerdbias mistas. Lactobacilos nao foram
identificados nesta fase. Os grupos microbianos foram isolados de dentro do tecido
pulpar. Dessa forma, esse estudo mostrou que lactobacilos poderiam invadir tecido
pulpar vital ndo sendo detectados infiltrados inflamatérios. Os autores concluem que a
invasao da polpa pode estar associada com uma variedade pronunciada a populagoes

microbianas que estao presentes em processos cariosos.

2.6.2 Microbiologia Endododéntica

Miller (1984) foi o primeiro pesquisador a descrever a presenca de bactérias no
interior do sistema de canais radiculares, através de esfregagcos obtidos de canais
radiculares com camara pulpar aberta e polpas necrosadas. As bactérias passaram
entdo a serem consideradas os principais agentes etioldgicos das doencas pulpares e
periapicais, papel este confirmado anos mais tarde por Kakehashi et al. (1965) e Mdller
et al. (1981).

Embora nenhum microrganismo seja isoladamente responsavel pelas patologias
pulpares e perirradiculares, algumas espécies tém sido mais consistentemente
relatadas no espaco do canal radicular (Sundqvist, 1994).

Em canais radiculares necrosados e presenca de lesdo periapical crénica, ha o
predominio de microrganismos anaerdbios, particularmente os Gram-negativos, que
além de possuirem diferentes fatores de viruléncia e gerarem produtos e subprodutos
téxicos aos tecidos apicais e periapicais, contém endotoxinas em sua parede celular. A
endotoxina € liberada durante a multiplicagdo ou morte bactériana, exercendo uma série
de efeitos biolégicos importantes, que conduzem a uma reacdo inflamatéria e
reabsorcdes dsseas na regido periapical (Sundqvist et al. 1989, Gomes et al. 1994).

A maioria das infecgbes endoddnticas é caracterizada por uma microbiota mista
e, 0s microrganismos mais freqlentemente isolados dos canais radiculares sdo as
bactérias estritas dos géneros Peptostreptococcus, Prevotella, Porphyromonas,
Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium, Actinomyces, Lactobacillus,

Propionibacterium, Bifidobacterium, Veillonella e Capnocytophaga e os facultativos
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Streptococcus e as espécies relacionadas tais como as dos géneros Enterococcus e
Gemella. Também sao isolados com freqiiéncia os géneros Neisseria, Haemophilus,
Eikenella, Staphylococcus, Mitsuokella e Wolinella (Siqueira & Lopes, 1999; Sundqyvist,
1994; Gomes et al. 2006a).

Fusobacterium nucleatum é uma bactéria anaerdbia estrita, Gram-negativa, que
€ normalmente isolada da cavidade oral. Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado
que esta espécie é uma das mais prevalentes em infecgées endodonticas primarias.
Além disso, o Fusobacterium nucleatum age como uma ponte de coagregacao entre
microrganismos, sendo desta forma um dos principais microrganismos na formagao do
biofilme; podendo ser também um agente causador ou contribuir para a reagudizagcao
das infecgbes endoddnticas devido a presenca de endotoxinas na sua parede celular.
Baumgartner et al. (1992) mostraram que uma cultura mista de Fusobacterium
nucleatum é significantemente mais patogénica do que este microrganismo em cultura
pura.

Porphyromonas gingivalis € uma bactéria anaerdbia estrita, Gram-negativa,
amplamente investigada em infec¢des da cavidade oral e, possui uma grande variedade
de fatores patogénicos, incluindo as fimbrias, proteinases, endotoxinas e proteinas de
ligacdo de hemina. (Holt et al., 1999)

Atualmente, uma maior atencdo tem sido dada a espécies de Tannerella

forsythia e Treponema. denticola (Siqueira & Lopes, 1999).

Gomes et al. (1994) estudaram possiveis associa¢des significantes entre grupos
particulares de bactérias isoladas dos canais radiculares com alguns sinais e sintomas
de origem endodéntica. Analisando 70 amostras, algumas associa¢cdes foram
confirmadas tais como a dor e a presenca de Prevotella e Peptostreptococcus spp.;
edema e Prevotella spp. e Peptostreptococcus micros; canais molhados e organismos
facultativos, Prevotela spp., Propionibacterium spp. e exsudato purulento e
Fusobacterium necrophorum e Prevotella loescheii.

Peters et al. (2002) investigaram as combinacdes entre bactérias isoladas de 58
canais radiculares infectados de dentes com lesdo periapical, mas sem sinais e
sintomas clinicos. Relagdes significantes também foram encontradas entre Prevotella
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intermédia e Peptostreptococcus micros, Prevotella intermédia e Prevotella oralis,
Actinomyces odontolyticus e P micra, Bifidobacterium spp. e Veillonella spp. Esses
resultados sugerem que patégenos endodénticos ndo ocorrem aleatoriamente, mas sao
encontrados em combinagdes especificas.

Gomes et al.(1996a) estudaram as variagcdes da microbiota endoddntica antes e
apoés a instrumentacéo dos canais radiculares. Amostras microbioldgicas foram colhidas
de 42 canais radiculares, sendo divididos em 2 grupos: grupo 1 que apresentava dentes
sem tratamento endoddntico anterior e grupo 2 que ja havia sido submetido a
tratamento endodéntico prévio. Através dos resultados obtidos, foi identificado uma
significativa reducdo apdés o PQM em relacdo a anaerdbios e a espécies Gram
positivas, especialmente Peptostreptococcus spp. Ainda assim, os autores concluiram
que certas espécies sao mais resistentes aos procedimentos endoddnticos do que
outras.

A presenca de microrganismos, normalmente, ocorre na presenca de necrose
pulpar, 0 que ndo € comum em polpas vitais.

O significado de bactérias Gram-negativas anaerdbias em dentes que
apresentam pulpite por carie, ndo € totalmente compreendido. No entanto, espécies de
Prevotela, Fusobacterium e Porphyromonas s&o conhecidas por apresentarem fatores
de viruléncia que se tornam mais potentes na presenca de P micros. Essa associacédo
aumenta o potencial de degradacdo, ataca o sistema imunolégico e interfere na
reparacao pulpar (Martin, 2000).

Bactérias Gram positivas podem ser encontradas na cavidade oral e em tecidos
periodontais sadios. Casos de inflamacao tecidual e bacteremias podem favorecer a
presencga temporaria desses microrganismos, sendo de carater reversivel (Reinhardt et
al., 1982).

Parvimonas micra e Porphyromonas endodontalis tém sido associados ao
avanco de processos cariosos, seguido de necrose pulpar. (Martin 2000)

Gomes et al. (2005) avaliaram pelo método da cultura e PCR a presenga de P
gingivalis, P endodontalis, P intermédia e P nigrescens em dentes com lesdes
periapicais em amostras de 100 canais radiculares (50 com infecgdes primarias e 50
com secundarias). P gingivalis foi raramente isolado por cultura (1%), entretanto,
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frequentemente encontrado por PCR (38%). P endodontalis nao foi isolado por cultura,
mas por PCR foi encontrado em 25% das amostras. P gingivalis, P endodontalis, P
intermédia e P nigrescens foram os mais freqlentemente identificados em casos de
infeccbes primarias do que secundarias. Entretanto a freqiiéncia de microrganismos
produtores de pigmento negro foi elevada utilizando ambos os métodos.

Seol et al. (2006) propuseram detectar a presenca de Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia, Prevotella nigrescens e
Prevotella tannerae em amostras clinicas utilizando o PCR. Dois diferentes protocolos
de PCR foram utilizados (um para as duas espécies de Porphyromonas e outro para as
trés espécies de Prevotella). Os resultados foram comparados aqueles obtidos pelos
métodos tradicionais de cultura microbiolégica. Amostras microbianas foram colhidas
assepticamente de 40 canais radiculares infectados de pacientes com abscesso. O
método de PCR foi processado por meio do DNA extraido de cada amostra. Pelo
menos uma das cinco espécies de bactérias pigmentadas foram encontradas em 65%
(26 de 40) das amostras utilizando PCR, e em 15% (6 de 40) utilizando o tradicional
método de cultura. O PCR foi mais rapido, sensivel, especifico e efetivo em detectar
bactérias pigmentadas do que os procedimentos convencionais de cultura.

As técnicas moleculares para identificagdo microbiana, como o PCR, tém sido
frequentemente utilizadas em pesquisas microbiolégicas. Elas apresentam alta
sensibilidade e habilidade de detectar microrganismos que sao muito dificeis de serem
isolados e cultivados por técnicas tradicionais de cultura (Siqueira & Rocgas, 20083;
Gomes et al. 2002b ,2005)

2.6.3 Microbiologia Periodontal

A doenca periodontal é de etiologia multifatorial, onde estdo envolvidos varios
complexos bacterianos que interagem com as células do hospedeiro. Essa interacédo
causa uma ampla liberacdo de mediadores inflamatérios que podem acarretar a
destruicdo das estruturas periodontais (Ebersole et al., 1997).

A etiologia da doenca periodontal é multifatorial, mas a presenca do biofilme
bacteriano é essencial e indispensavel na etiopatogénese das infeccdes periodontais
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Algumas bactérias sdo responsaveis pela formacao inicial da biofilme supragengival,
como Streptococcus ssp. € bastonetes Gram positivos. O crescimento secundario e
maturagdo ocorre como consequéncia do crescimento da biofilme inicial. (Carranza,
1986)

O carater infeccioso e imunoinflamatério crénico é caracterizado por uma cultura
mista, com predominio de bactérias anaedbias Gram negativas. E induzida por
biofilmes bacterianos contendo numerosos patégenos periodontais que se associam em
complexos periodontopatogénicos. Esses complexos bacterianos sdo associagdes de
bactérias presentes em biofilmes subgengivais, que interagem com as células do
hospedeiro, liberam mediadores inflamatérios e causam a destruicdo do ligamento
periodontal e do osso alveolar adjacente. (Loesche et al., 1990).

Os periodontopatdgenos sédo bactérias especificas encontradas em grande
numero nas bolsas periodontais, enquanto seus numeros sao baixos em sitios sadios
(Loesch et al., 1990). Diferentes espécies bacterianas estdo associadas a diferentes
formas de doencas periodontais. Eles apresentam varios fatores de viruléncias que
aumentam sua colonizacdo, incapacitando a resposta do hospedeiro e causando
destruicdo do tecido diretamente ou pela ativacdo da resposta inflamatéria. Esses
fatores permitem que as bactérias colonizem defeitos periodontais profundos
desfavorecendo as defesas do hospedeiro (Clarke & Hirsch, 2002)

Socransky e Haffajeee (1998) classificaram a microbiota das doencas
periodontais em grupos ou complexos, que foi assim apresentada:

e Complexo vermelho: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e
Treponema denticola.

e Complexo laranja: Fusobacterium nucleatum spp., Prevotella intermédia,
Prevotella nigrescens, Parvimonas micra. Dentre as espécies associadas a esse
complexo, encontram-se Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Streptococcus constellatus e Campylobacter gracilis.

e Complexo amarelo: Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus
mitis, Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius
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e (Complexo verde: formado por trés espécies de Capnocytophaga Campylobacter
concisus, Eikenella corrodens e A.actinomycetemcomitans sorotipo a.
e Complexo roxo: Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus.
A. actinomycetemcomitans serotipo b, Selenomonas noxia e Actinomyces

naeslundii s&o espécies relacionadas com os demais complexos.

De todos esses complexos presentes nas doengas periodontais, o complexo
vermelho é o mais investigado, pois esta presente em etapas mais tardias da formacgéao
do biofilme. As bactérias pertencentes a esse grupo sao freqlentemente isoladas dos
biofilmes subgengivais em casos onde ha grandes profundidades de bolsa e
sangramento a sondagem (Socranski & Haffajeee, 1998)

Faveri et al. (2006) avaliaram a presenca do complexo vermelho em 15 individuos
com periodontite crénica e 15 individuos periodontalmente saudaveis. Os parametros
clinicos de profundidade de sondagem, nivel de insercao clinica, presenca ou auséncia
de sangramento a sondagem, biofilme supragengival visivel e supuracdo, foram
avaliados em 6 sitios por dente. O checkerboard DNA-DNA foi utilizado para identificar
a presenca de Tannerella forsythia, Treponema denticola e Porphyromonas gingivallis.
A presenga concomitante dessas 3 espécies, foi identificada em 85% dos sitios
avaliados dos pacientes com periodontite e 10% dos sitios dos individuos saudaveis;
81% dos sitios do grupos saudavel ndo apresentavam esses patdogenos, contra 2% dos
sitios com periodontite. Os autores concluiram que a colonizagcdo simultdnea dos 3
patdbgenos é rara nos individuos saudaveis e, uma caracteristica marcante nos
individuos com periodontite crénica

Dentre as inumeras espécies bacterianas isoladas do biofilme associado a
periodontite, as espécies constituintes do grupo de BPPN, Gram-negativos e
anaerébios, mostram-se fortemente relacionadas com infeccoes periodontais
destrutivas (Socransky & Haffajeee, 1998).

Comumente, Porphyromonas gingivalis € isolada tanto de canais radiculares
quanto nas bolsas periodontais (Holt et al., 1999).
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A prevaléncia de BPPN como Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermédia,
foi determinada em amostras subgengivais de 50 individuos com periodontite avancada
(17 a 75 anos) e 50 adultos (21 a 36 anos) e 50 criangas com gengivite (2 a 11 anos)
por Ashimoto et al., (1996). Foi usado o método do PCR baseado no gene16S rRNA. A
prevaléncia em individuos com periodontite € em adultos e criancas com gengivite,
respectivamente, foi de 70%, 10% e 14% para Porphyromonas gingivalis, 58%, 12% e
18% para Prevotella intermédia.

Algumas espécies do género Prevoltella sao encontradas tanto em sitios sadios
quanto em sitios periodontalmente comprometidos. Prevotella intermédia esta mais
relacionada com sitios de destruicdo periodontal do que sitios sadios (Pereira et al.,
2011)

Tannerella forsythia, € uma bactéria Gram-negativa anaerodbia freqlientemente
detectada em individuos com diferentes formas de doencga periodontal, infeccbes do
canal radicular, e perimplantites (Tanner & Izard, 2006).

Kesavalo et al. (2007) demonstraram que Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, Tannerella. forsythia, associados ou ndao a Fusobacterium nucleatum, nao sé
estdo presentes na periodontite crénica, como também exibem viruléncia na
colonizagdo da cavidade oral, indugdo do aumento da resposta imunes da IgG, e
significativa reabsorgcéao 6ssea alveolar.

Ebersole (1997) mostrou que Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium
nucleatum exibem sinergismo na destruicdo de tecidos, mas os mecanismos de
interacdo desses microrganismos no sulco subgengival e se eles expressam um

potencial patogénico em progredir a periodontite permanece enigmética.

Em seres humanos, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia sdo mais
prevalentes em individuos com destruicdo periodontal do que nos homdlogos
saudaveis, e ambos tém sido implicados com fatores de risco em periodontite,
sugerindo um papel relevante no estabelecimento da doenga e progressao (Saito et al.,
2009). Em um ambito clinico, isso contribui para a idéia de que os complexos de
bactérias em infeccbes periodontais podem ser mais relevante do que espécies
individuais sozinhas (Gomes et al., 2004). Porphyromonas gingivalis e Tannerella
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forsythia fazem parte de um complexo bacteriano responsavel pela severidade da
doenca periodontal (Yoneda et al., 2005)

Récas et al. (2001) procuraram determinar a existéncia de associagcao entre
conhecidos patégenos periodontais como Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola, conhecidos patégenos periodontais. Por meio da
biologia molecular foram estudados 50 canais radiculares de dentes sem vitalidade
pulpar e com leséo periapical. O DNA das amostras foi extraido e examinado por PCR.
Em 33 casos foi encontrado pelo menos um dos microrganismos estudados.
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Bacteroides forsythus foram
detectados em 44%, 30% e 20% dos casos respectivamente. Os trés microrganismos
foram identificados em conjunto em 4 casos

Utilizando técnicas de cultivo microbiano, Van Winkelhoff et al., (2002),
investigaram a presenca de patégenos periodontais suspeitos em 116 pacientes com
destruicdo periodontal (x 42,4 anos) e em 94 individuos sem doenca (+ 40,4 anos). A
prevaléncia de individuos para a presenca de Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermédia foi, respectivamente, 59,5% e 10,6% no grupo sem doenca e, 87,9% e
69,1% no grupo com doenca periodontal. Segundo os autores, os resultados
demonstraram que periodontopatégenos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermédia, Fusobacterium
nucleatum e Parvimonas. micra sdo fortes marcadores de doenga periodontal
destrutiva.

Socransky & Haffajeee (2003) investigaram o0s perfis microbiologicos
relacionados com periodontite. Os autores enfatizam a presenca do complexo laranja e
vermelho em casos de periodontite refratdria, nos quais as espécies Prevotella
intermédia, Prevotella nigrescens e Porphyromonas gingivalis estdo incluidas e
mostram-se fortemente relacionadas com parametros clinicos periodontais, como perda
de insercao e sangramento gengival a sondagem

Verma et al. (2010) testou a hipbétese de Porphyromonas gingivalis € Treponema
denticola apresentarem fatores de viruléncia quando em sinergismo. E examinou
parametros de inflamacao periodontal, padrées de resposta imune, inducdo de

reabsorcao Ossea alveolar e interagdes de viruléncia. Em se estudo foram utilizados
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modelos de infeccbes microbianas em ratos que foram infectados individualmente com
essas duas bactérias e através da mistura delas por 7 e 12 semanas. Foi realizado o
PCR, que detectou mais DNA de Porphyromonas gingivalis do que Treponema
denticola. Ambas as bactérias exibiram grandes quantidades de anticorpos (lgG, IgG2b,
lgG1, 19G2), que indicou a estimulagdo da resposta imune. Avaliagbes radiograficas
indicaram que a reabsorcdo do osso alveolar em infecgdes mono ou mistas foram
grandes no periodo de 7 e 12 semanas, quando comparadas com 0s grupos controles
(p<0,05). Histologicamente, houve maior migracdo do epitélio juncional nas infec¢oes
mistas, quando comparadas com as monoinfec¢des, 0 que mostra o carater intenso da
resposta inflamatéria que € caracteristico da doenca periodontal. Os resultados
mostraram que Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola nao exibiram fatores
de viruléncia quando em sinergismo nas doencas periodontais induzidas em ratos.

Em geral, o tratamento periodontal consiste da raspagem e do alisamento
radicular. Uma raspagem subgengival efetiva diminui a populacdo de bactérias Gram
negativas enquanto, concomitantemente, permite 0 aumento de Gram positivos, que
esta mais associado a saude gengival (Cobb, 2002).

Cugini et al (2000) mostraram que raspagem e alisamento radicular resulta em
significativa diminuicdo de DNA de espécies subgengivais de Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides. forsythus e Treponema denticola. Concomitantemente com a diminuicao
dessas bactérias, houve um aumento de Actinomyces sp., Capnocytophaga sp.,
Fusobacterium. nucleatum, Streptococcus. mitis e Veilonella. parvula. Resultados
similares mostrando a diminuicdo nos niveis de Porphyromonas gingivalis e Tannerella

denticola também tém sido mostrado por Lowenguth et al. (1995).

Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, bactérias pertencentes ao
complexo vermelho, tém sido associadas a uma resposta pobre frente ao tratamento de
raspagem e alisamento radicular (Haffajeee & Socransky 1994; Chave et al. 2000)

Chaves et al. (2000) demonstraram que lesdes periodontais que apresentavam
Porphyromonas gingivalis em 1, 3 e 6 meses apo6s o tratamento inicial demonstraram
perda adicional de tecido ésseo, enquanto que nos casos onde este patdgeno estava
ausente, apdés o tratamento houve tendéncia a recuperacdo de estrutura Ossea. A
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auséncia de Porphyromonas gingivalis no inicio do tratamento sugere que o sitio nao
apresentara perda éssea apos a terapia periodontal.

O padrao de distribuicio de Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermédia/nigrescens apoés terapia periodontal foi demonstrado por Mombelli et al.
(2000), em 17 pacientes com periodontite, através de amostras de biofilme subgengival.
As duas espécies de microrganismos apresentaram diferentes padrdes de persisténcia.
A Porphyromonas gingivalis foi detectada em 59% dos individuos, mas em baixa
proporcao nos sitios (5,4%). A Prevotella intermédia/nigrescens mostrou forte relacao
em sitios com sangramento, ndo sendo detectada em um Unico individuo, com 40,6%
dos sitios positivos para essa espécie. Os autores concluiram que se ap6s o tratamento
mecanico padrdo, um grande numero de sitios continuaram sangrador, pode-se esperar
namero elevado de sitios positivos para Prevotella intermédia/nigrescens e se muitas
bolsas profundas persistirem, um maior numero de sitios Porphyromonas gingivalis

positivos.

2.6.4 Microbiologia Endodé6ntica-Periodontal

Enquanto o efeito das alteracdes pulpares sobre o periodonto esta bem
documentado na literatura, o efeito da doenca periodontal na polpa tem sido menos
avaliado e requer mais investigacdes, uma vez que a microbiota € similar nas duas
lesbes, com destaque para as bactérias anaerdbias (Kipioti et al, 1984; Kobayash et al.,
1990; Kurihara et al, 1995; Sundqvist, 1992).

Em geral, existem mais espécies de microrganismos em bolsas periodontais do
gue em sistemas de canais radiculares infectados e, a microbiota de canais radiculares
infectados que apresentam doenga periodontal concomitante é mais complexa do que
em dentes com patologia confinada apenas a regiao periapical. Assim, a bolsa
periodontal pode ser uma fonte de bactérias para o canal radicular ou vice-versa.
(Abbott & Salgado, 2009)

Kipioti et al. (1984) examinando a microbiota periodontal e endodéntica de 6

dentes necrosados, com coroas clinicas intactas, sem lesdes periapicais e com bolsas
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periodontais profundas, demonstraram que a microbiota de canais radiculares era
similar aquela encontrada nas bolsas periodontais adjacentes. Os organismos mais
frequentemente isolados em ambos os locais foram Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermédia, Peptostreptococcus spp, Capnocytophaga spp, Actinomyces spp
e Streptococcus spp. Os autores sugeriram que a bolsa periodontal poderia ser a
possivel fonte de infeccdo dos canais radiculares, causando assim, danos ao tecido
pulpar. Esse fato também dependia da severidade da doencga periodontal, presenca de
canais laterais e historico de terapia periodontal no sitio infectado.

Kobaayshi et al. (1990) mostraram que dentes com necrose pulpar associada a
bolsas periodontais de 6 a 12mm de profundidade que atingiam o forame apical,
apresentavam bactérias predominantes como  Peptostreptococcus, Eubacterium,
Fusobacterium, Bacterdides e Streptococcus. Esses microrganismoms anaerdbios
foram comuns a ambos os sitios. Dados semelhantes foram encontrados por Kerekes &
Olsen (1990), que analisaram a similaridade entre as microbiotas endoddntica e
periodontal de dentes intactos, sem lesdo periapical, mas com comprometimento
periodontal.

Kurihara et al. (1995) estudaram a microbiota de canais radiculares necrosados
sem carie e bolsas periodontais de 5 pacientes com lesées endopério. Os autores
encontraram mais microrganismos nas bolsas periodontais que nos canais radiculares,
sendo que a microbiota das bolsas periodontais consistia principalmente por bacilos e
cocos. Espiroquetas foram encontradas apenas nas bolsas periodontais. As espécies
bacterianas mais encontradas nos canais radiculares foram Peptostreptococcus e
Streptococcus (cocos Gram-positivos) e Actinomyces e Rothia (bacilos Gram-positivos).
As bactérias mais encontradas nas bolsas periodontais foram bastonetes anaerdbios
facultativos e obrigatérios (Gram-negativos e positivos), Campylobacter spp,
Fusobacterium spp, Peptostreptococcus productus e Peptostreptococcus spp,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans e spp. O numero de bactérias na
bolsa periodontal foi maior do que no canal radicular e, as bactérias que eram
predominantes na bolsa nem sempre foram as mesmas que prevaleceram no canal .
Tal fato é explicado pela diferencas de nichos ecolégicos presentes nas duas
estruturas.
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Bogen & Slots (1999) usaram o método PCR para detectar a presenca de
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia e
Prevotella nigrescens em 20 lesdes periapicais fechadas; com auséncia de infiltracao
coronaria na restauragéo ou carie dental, bolsa periodontal maior que 4 mm, mobilidade
dentaria, fistula, fraturas verticais ou comunicacdao com o seio maxilar; associados a
infeccbes endodOnticas persistentes, sintomaticas e assintomaticas. Porphyromonas
endodontalis, Prevotella nigrescens e Prevotella intermédia nao foram detectadas em
nenhuma das lesdes periapicais estudadas. Porphyromonas gingivalis foi isolada em
apenas uma lesao periapical que estava associada a dor moderada. Segundo esses
autores, BPPN nao parecem ser os principais constituintes da microbiota de lesdes
periapicais de dentes aparentemente nao expostos a contaminacao oral, ao contrario
do que ocorre em infec¢cdes periapicais agudas, o que poderia explicar a natureza
relativamente estavel e crbnica da doenca.

Berber (2009) identificou a microbiota dos canais radiculares e bolsas
periodontais pelos métodos de cultura e PCR. O DNA bacteriano das amostras foi
extraido e “primers” especificos para Treponema denticola, Treponema socranskKil,
Gemella morbillorum, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia,
Prevotella tannerae, Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Filifactor alocis,
Parvimonas micra foram utilizados para deteccao destas espécies por PCR. Concluiu-
se que, os canais radiculares e as bolsas periodontais de dentes com comprometimento
pulpar e bolsa periodontal apresentaram-se infectados com uma combinagdo de
espécies de microrganismos formada principalmente por bactérias anaerdbias estritas e

facultativas Gram positivas.

Pereira et al. (2011) avaliaram a presenga de microrganismos presentes em
lesbes endoperio, determinando a diversidade genética presente nas bolsas
periodontais e nos canais radiculares e avaliando a colonizagdo simultdnea nos dois
sitios através de clones unicos. Os pacientes selecionados ndo eram fumantes e
apresentavam polpa necrosada, lesdo periapical, doenca periodontal crnica, auséncia
de doenca sistémica, presenca de inflamacao periodontal, bolsas maiores que 5mm e
perda éssea. Vinte e sete amostras de ambos os sitios foram realizadas e a presenca
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dos microrganimos Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia, Prevotella
nigrescens, Porphyromonas endodontalis e Tannerella forsythia foi detectada através
do PCR. Os resultados mostraram que Prevotella intermedia foi a espécie mais
prevalente em bolsas periodontais, enquanto Porphyromonas gingivals e Prevotela
intermédia foram mais prevalentes em canais radiculares. 18% das amostras
mostraram colonizagao simultdnea de Porphyromonas gingivals, Tanrella forsythia e
Porphyromonas endodontalis nos sitios pulpar e periodontal.

2.7 ENDOTOXINAS

Um espago infectado contém muitos fatores biolégicos, incluindo células
inflamatérias, tecido necrético e bactérias. A parede celular de bactérias gram-negativas
contém endotoxinas que séo lipopolissacarideos (LPS) com agéo citotoxica potencial e
que séo produzidas durante a multiplicacao ou morte bacteriana.

Muito se tem estudado sobre o mecanismo de acdo das endotoxinas. Uma vez
que, estando livres para agir, as endotoxinas ndo ocasionam lesbes celulares ou
teciduais diretamente, mas sim estimulam células competentes a liberarem mediadores
quimicos (Seltzer & Farber, 1994).

Sao antigenos nado especificos que sdo fracamente neutralizados pelos
anticorpos e frequentemente relacionados a causa e manutencdo das lesoes
periapicais. (Nelson-Filho et al., 2002).

Quimicamente, o LPS é composto por trés segmentos covalentemente ligados: o
Lipidio A, o Core e o Antigeno O. O antigeno O é constituido por uma cadeia de
unidades repetidas de oligossacarideos, que sao especificas e determinam a identidade
sorologica de bactérias especificas. No entanto, o lipido A é o principal responsavel
pela atividade endotéxica e maior fonta de bioatividade do LPS. Sua estrutura priméria
€ bem conservada entre as diferentes espécies de bactérias Gram-negativas. (Oliveira
et al., 2005)

O mecanismo de colapso LPS é por meio de hidrélise alcalina das ligacbes éster
no lipideo A. A estrutura lipidica consiste de varias ligacoes ésteres de acidos graxos e,
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cada uma dessas ligacdes tem o potencial para sofrer hidrélise na presenca de
condigdes alcalinas (Buck et al., 2001).

Estudos sugerem que as endotoxinas s@o o principal fator etiolégico envolvido na
patogénese da inflamacao pulpar e periapical, incluindo a reabsorcao 6ssea (Oliveira et
al., 2005; Seltzer & Farber, 1994). Esses possiveis danos causados pelo LPS deixam
evidente a necessidade de que sejam avaliadas substancias utilizadas na pratica

endodéntica, quanto a capacidade de neutralizagdo do LPS

As endotoxinas nao agem diretamente sobre os érgaos, mas através da ativacao
do sistema imune. Dessa forma, sao responsaveis por varios efeitos bioldgicos
importantes, como: quimiotaxia de neutréfilos, ativacdo do sistema complemento,
inducéao de febre, alteracdes estruturais, funcionais e metabdlicas em diversos 6rgaos e
células; modificagbes hemodindmicas; ativacdo de linfécitos B policlonal; ativagdo de
macrofagos e liberacdo de varios mediadores inflamatorios tais como fator de ativagéo
de plaquetas, fator de necrose tumoral, interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), leucotrienos,
superoéxido, leucécitos polimorfonucleares, 6xido nitrico e prostaglandina; atragdo por
osteoclastos; aumento de substancias vasoativas e neurotransmissores nas
terminacbes nervosas nas areas de lesdo potencializando a sensacdo de dor;
complicagdes mais sérias como sepse, que € uma complicacdo de pelo menos 50-60%
das bacteremias por bactérias Gram-negativas e pode levar a 6bito; e reabsorcao éssea
(Nissan et al., 1995; Nakane et al., 1995; Silva et al., 2002; Rangel-Frausto, 2005)

O elevado peso molecular da endotoxina pode ser um fator que determina sua
passagem mais devagar através da dentina. Além disso, elas podem se ligar a dentina,
limitando sua penetragdo. A permeabilidade da dentina varia largamente de um dente
para o outro, devido a depdsitos presentes nos tubulos dentinarios, comprimento,
didametro, densidade, direcdo, e presenca ou auséncia de esclerose dentinaria. A
endotoxina pode atravessar a dentina através dos tubulos dentinario, e dessa forma, os
produtos bacterianos se tornam potencialmente capazes de atingirem a polpa (Nissan
et al.,1995).

Bergenholtz & Lindhe (1978) demonstraram que a aplicagcao de bactérias e seus
subprodutos em uma dentina exposta pode induzir a inflamacgéo na polpa subjacente, o
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que indica que sao provavelmente produtos bacterianos capazes de se difundir para a
polpa. No entanto, ndo foi determinado se a endotoxina entrou efetivamente na polpa.
Warfvinge et al. aplicaram endotoxina em cavidades Classe V de macacos e
observaram um acumulo de neutréfilos na polpa. Estes resultados sugerem que a
endotoxina difundiu para a polpa e ativou o sistema complemento, produzindo assim

C5a que é um fator quimiotatico para neutréfilos.

Moore et al (1986) mostraram que 99% dos LPS podem ser removidos por
suaves procedimentos, sugerindo que o desbridamento radicular pode ser alcangcado

por outros métodos que nao a instrumentagcdo manual tradicional.

Horiba et al. (1990) estudaram a distribuicdo de endotoxinas nas paredes
dentinarias de canais radiculares infectados e sadios. Amostras da parede dentinaria da
superficie pulpar até o lado cementario de 30 dentes extraidos (5 sadios e 25 com
canais infectados) foram preparadas por um método abrasivo. As raizes foram
seccionadas vertical e transversalmente de modo a se obter blocos de raiz com
aproximadamente 1 mm. Através do método abrasivo, foi obtido pd de dentina de cada
espécie, que foi posteriormente medido. Agua apirogénica (1 ml) foi adicionada ao pé
de dentina e o conteudo de endotoxina foi extraido das amostras com &cido citrico e um
método colorimétrico foi utilizado para quantifica-las. O conteudo de endotoxina foi
significantemente maior nas amostras da superficie pulpar (30 um de profundidade) dos
dentes com canais radiculares infectados que nas amostras da parede cementaria. O
conteudo de endotoxina das amostras de dentes com areas periapicais radiolucidas foi
significantemente maior que nos dentes com areas periapicais normais.

Nissan et al. (1995) estudaram a capacidade de endotoxina bacteriana em se
difundir através da dentina humana. Eles concluiram que a endotoxina foi capaz de
passar através de 0,5 mm de dentina em um periodo que variou de 15 min a 4 h %,
podendo atingir a regido periapical mais rapido (23 dias) do que as bactérias (62 dias).
Dessa forma, a dentina pode agir como barreira semi-permeavel, permitindo assim a

passagem de produtos bacterianos para a polpa.

Khabbaz et al. (2001) determinaram a presencga ou auséncia e a quantidade de

endotoxinas nas camadas superficiais e profundas de lesdes cariosas de dentes
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sintomaticos e assintomaticos com tecido pulpar vital. Quantidades iguais
(aproximadamente 6 mg) de dentina cariada (superficial e profunda) foram retiradas sob
condi¢cbes assepticas de dentes sintomaticos com pulpite irreversivel (n=9) e dentes
assintomaticos com pulpite reversivel (n=11). Os resultados indicaram que endotoxinas
estavam presentes nas camadas superficial e profundas das caries de todos os dentes
sintomaticos com pulpite irreversivel, sendo a quantidade de endotoxinas
significantemente maior nas camadas superficiais em relacdo as camadas profundas.
Quantidades significantemente maiores de endotoxinas estavam presentes nas
camadas superficiais e nas camadas profundas de dentina cariada de dentes
sintomaticos em relacdo aos dentes assintomaticos. Na dentina saudavel nenhuma
endotoxina foi detectada. Eles demonstraram a presenga de endotoxinas na polpa vital

de dentes sintomaticos e assintomaticos

Oliveira et al. (2005) avaliaram a habilidade da endotoxina em difundir-se pelos
tubulos dentinarios e 0 tempo necessario para alcangar a superficie radicular externa.
Trinta dentes humanos extraidos tiveram suas coroas e apices removidos, antes que
seus canais fossem preparados. Posteriormente tiveram sua superficie externa
impermeabilizada com adesivo epoOxi, deixando-se 10 mm da raiz exposta (terco
médio). Foram divididos em dois grupos: 1) solugdo de endotoxina inoculada no canal
radicular dos espécimes e 1 ml de agua apirogénica; 2) agua apirogénica inoculada
nos canais e 1 ml de agua apirogénica. Apdés 30 minutos, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h
e 7 dias, a agua do interior dos tubos foi removida e substituida por outra. A aliquota
removida foi testada para detectar a presenca de endotoxina através da producédo de
anticorpos (IgM) em cultura de linfécitos B, pois a endotoxina é um ativador policlonal
dessas células. Os resultados mostram que a agua removida dos tubos ap6s 24 h, 48 h,
72 h e 7 dias induziu maior producéo de anticorpos em relagdo aos demais grupos, com
diferenga significante (p < 0,05). Assim, a endotoxina foi capaz de se difundir pelos
tubulos dentinarios em dire¢cdo ao cemento, atingindo a regidao externa da raiz apés 24
horas.

O acido lipoteicoico (LTA) é um componente da parede celular de bactéria Gram
positiva e apresenta as mesmas caracteristicas do LPS, principalmente a de se difundir
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pelos tubulos dentinario. Porém, Hahn & Liewehr (2007) afirmaram que a espessura de
dentina remanescente e permeabilidade dentinaria sao os fatores mais importantes que
determinam a resposta inflamatéria pulpar. A espessura da dentina pode reduzir
grandemente a concentracdo de proteinas bacterianas e a quantidade de LPS que

atinge a polpa

Estes dados podem ser de grande importancia na pratica endodontica, uma vez
que sugerem que os tubulos dentinarios podem servir de reservatérios de LPS.
Endotoxinas, se ndo eliminadas durante o tratamento, pode difundir através dos tubulos
dentinarios, voltar para o canal ou penetrar em materiais de obturacdo, atingindo
tecidos periapicais e induzindo ou mantendo uma leséo periapical. Deste modo, devido
a profundidade de difusdo de endotoxinas no interior dos tubulos dentinarios, o uso
concomitante de agentes de irrigacao e de medicamentos intracanais, com capacidade
de desintoxicar o LPS pode garantir o sucesso do tratamento endodéntico.

Pitts et al. (1982) investigaram o papel da endotoxina na inflamacao periapical
em cédes. Doze dentes foram instrumentados ao nivel do delta apical e os quatro dentes
restantes foram submetidos ao arrombamento apical. Em metade dos canais
radiculares de cada grupo foram injetados 0,1 ml de endotoxina e nos canais do grupo
controle, solugéo salina estéril. Semanalmente, por quatro semanas no primeiro grupo e
cinco no segundo grupo, as solugdes (endotoxina e salina) foram renovadas no interior
dos canais radiculares. As alteracdes radiograficas periapicais ocorridas foram mais
severas nas raizes contendo endotoxinas do que nas raizes contendo SS. A avaliacao
histolégica também demonstrou maior destruicdo Ossea periapical e maior resposta
inflamatéria nos espécimes contendo endotoxinas. Os autores concluiram que as
endotoxinas podem ter um papel de fundamental importancia na inflamacéo periapical e
na destruicao 6ssea

Jiang et al (2003) investigaram os mecanismos que levam o LPS de bactérias
Gram negativas a causar destruicdo dos tecidos periapicais, analisando o papel dos
peptidioglicanos e o0 sinergismo dos peptidioglicanos e LPS na formacdo dos
osteoclastos. Andlise de PCR foi feita para examinar a presenca de receptores nos

osteoclastos conhecidamente envolvidos na ativacdo de mediadores celulares em
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resposta aos peptidioglicanos e LPS. Na presenca de peptidioglicanos houve um
estimulo para gerar a formacdo de células osteoclasticas multinucleadas.
Peptidioglicanos e LPS apresentaram um efeito sinérgico na formacao de osteoclastos,
nao s6 em baixas como em altas concentragbes, sendo que nestas houve indugédo de
uma quantidade maxima de formacao de osteoclastos. Os resultados evidenciaram a
importadncia de se considerar tanto as bactérias Gram-negativas quanto as Gram-

positivas quando se interpreta os achados associados com lesdes periapicais primarias
e secundarias.

Jacinto et al. (2005) quantificaram a presenga de endotoxinas e correlacionaram
a presenca de bactérias especificas e a quantidade de endotoxinas com os sinais e
sintomas de origem endodoéntica. Amostras microbiologicas foram coletadas de 90
canais radiculares com polpa necrosada e processadas por meio de técnicas
microbioldgicas. Outras 50 amostras foram obtidas de canais radiculares necrosados,
sintoméaticos e assintomaticos para realizacao do teste cromogénico para quantificagao
das endotoxinas. Um total de 400 isolados clinicos foi encontrado, os quais pertenciam
a 69 diferentes espécies e 22 diferentes géneros, sendo que 80% das bactérias eram
anaerodbias estritas e F. nucleatum foi a espécie predominante. Canais radiculares de
dentes sintomaticos apresentaram uma predominancia de anaerobios estritos e um
namero maior de espécies por canal radicular em relagdo aos dentes assintomaticos.
Foi observada uma relagdo entre grupos microbianos especificos, principalmente
anaerébios Gram-negativos e a presenca de dor espontanea ou dor prévia, dor a
percussdo, dor a palpagdo e edema. Endotoxinas foram encontradas em altas
concentragdes em canais radiculares de dentes sintomaticos e houve uma correlagéo
positiva entre os sinais e sintomas e a concentracao de endotoxinas.

Martinho & Gomes (2008) quantificaram endotoxinas e bactérias cultivaveis em
dentes com necrose pulpar e periodontite apical, antes e ap6s o PQM. Vinte e quatro
canais radiculares foram selecionados e foram realizadas coletas antes (S1) e ap6s o
preparo (S2). Os resultados demonstraram na coleta S2, a média de reducdo de
endotoxina foi 59,99 % e a reducdo bacteriana foi de 99,78 %. Os autores concluiram
que o PQM foi moderadamente efetivo contra bactérias, mas menos efetivo contra

endotoxinas presentes na infec¢ao radicular.
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Simon et al. (1971), avaliando 19 casos sintomaticos, encontrou uma correlagao
estatisticamente significante entre a quantidade de endotoxinas em exsudatos
gengivais e o grau clinico da inflamagéo gengival

Poucos estudos avaliam o efeito citotoxico do LPS sobre células pulpares
humanas, como linfocitos, ligamento periodontal, fibroblastos e outros, principalmente
pela producado de citocinas, que sao mediadores de inflamacgéo. Dessa forma, Nakane
et al. (1995) analisaram células pulpares humanas a partir da exposicao delas a varias
concentragdes de LPS, medindo o conteiudo de DNA, de proteinas e da atividade da
fosfatase alcalina das células. Grandes quantidade de fosfatase alcalina sao
encontradas em odontoblastos na polpa quando as células estdo ativas em
calcificagdes ou quando a polpa se apresenta inflamada. Na concentracao de 1ug/mL, o
LPS n&o causou mudancas na producdo de DNA e proteinas, enquanto que essa
quantidade de DNA aumentou nas concentragcdes de 10ug/mL e 100pug/mL. Nessas
mesmas concentracdes, houve reducdo na producdo de proteinas. Em relacdo a
atividade da fosfatase alcalina, ndo houve mudangas em nenhuma das concentragdes
de LPS testadas. Os autores concluem que ndo houve nenhum efeito do LPS na
diferenciacdo de células humanas pulpares, mas que ele estimula essas células a
produzirem citocinas, como a interleucina-l, interleucina-6 e fator de necrose tumoral,
gue sdo mediadores da inflamagao.

Pinero et al. (1983) relataram que um elevado nivel de LPS foi obviamente téxico
para o tecido conjuntivo contendo fibroblastos e matriz extracelular, e iria resultar em
necrose do tecido.

O Lisado de Amebdécito Limulus (LAL) é usado para deteccdo de endotoxinas
bacterianas associadas com bactérias Gram-negativas. O lisado € preparado através do
amebdcito circulante do caranguejo em forma de ferradura Limulus polyphemus. O uso
do LAL envolvido na deteccdo de endotoxinas bactérianas foi observado inicialmente
por Bang (1956) através de uma infeccao de bactérias Gram-negativas no caranguejo
Limulus polyphemus que resultou em uma coagulagéo intravascular fatal. Mais tarde
demonstraram que esta coagulacao foi o resultado de uma acao entre a endotoxina e
uma proteina coagulavel presente no amebdcito circulante do sangue do Limulus.

Seguindo o desenvolvimento de um anticoagulante adequado para o sangue do
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Limulus, prepararam um lisado do lavado do amebdcito que foi um indicador
extremamente sensivel a presenca de endotoxina (Levin & Bang, 1964).

2.8. CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Citocinas sdo moléculas protéicas, glicosadas ou nao, que enviam sinais
estimulatérios, modulatérios, ou mesmo inibitérios para diferentes células do sistema

imunoldégico (Varella & Forte, 2001)

Os mediadores inflamatérios induzidos pelas citocinas pro-inflamatérias
sensibilizam as fibras C na polpa dentéria, justificando por que algumas caries
profundas causam dor prolongada nos testes de calor (Hahn & Liewehr, 2007).

Microrganismos Gram-negativos ndo s6 tém diferentes fatores de viruléncia como
também contém endotoxina em sua parede celular. A sua acédo sobre os macrofagos
provoca a liberacdo de uma série de células inflamatdrias, bioativas, de mediadores
quimicos, ou citocinas, tais como o fator de necrose tumoral (TNF) e as interleucinas 1,
6 e 8 (Silva et al. 2002).

Porphyromonas gingivalis, um bacilo Gram-negativo e anaerébio assacarolitico, é
amplamente reconhecido como um importante membro das bactérias
periodontopatogénicas. A patogenicidade de P. gingivalis é atribuido a um grupo de
fatores de viruléncia potenciais. Entre eles, as fimbrias sdo consideradas um fator de
viruléncia importante para a iniciagdo e progressao da doenga. Essas fimbrias finas e
filamentosas sdo células de superficie de estruturas que facilitam a adesdo das
bactérias a superficies revestidas de saliva de hidroxiapatita, moléculas salivares, varias
proteinas da matriz extracelular, e células de mamiferos, tais como células epiteliais
bucais e fibroblastos , 0 que resulta na liberagdo de citocinas e moléculas de adesao
celular, tornando-as estimuladoras potentes da inflamagéao (Wang et al., 2010).
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Sabe-se que o LPS tem um efeito citotdxico em varias células, como linfocitos,
ligamento periodontal e outros. E, estimula a produgcdo de citocinas tais como a
interleucina-1, IL-6 e fatores de necrose tumoral, que sdo médiadores de inflamacgao.
Dessa forma, é muito util investigar a relagao entre LPS e da liberacédo de citocinas em

células pulpares humanas (Nakane et al., 1995).

LPS é um dos principais fatores de viruléncia da Prevotella intermédia,
microrganismo associado com o inicio das doencas pulpares e periodontais. Pelt et al
(2002) realizaram um estudo in vitro para examinar os efeitos do LPS da P. intermédia
na formacéo 6ssea e na liberagdo de médiadores osteoliticos por osteoblastos de feto
deratoem 0, 1, 2, 4 e 11 dias. Ap6s cada um desses periodos, foi calculado a atividade
da fosfatase alcalina (efeitos na diferenciacdo celular), a concentracdo de célcio
(mineralizagao), a producdo de O&xido nitrico (um importante fator osteolitico) e
Interleucina-6  (IL-6). Foi também caracterizada a liberagdo de matrix de
metaloproteinases por estes osteoblastos. O LPS causou uma diminuigdo,
proporcionalmente a dose aplicada, da atividade da fosfatase alcalina e da
incorporacdo de calcio na cultura de células do feto de rato, tendo havido 100% de
inibicdo com 25ug/ml de LPS. O tratamento continuo dos osteoblastos com o LPS
causou também um aumento na liberagdo de Oxido nitrico, IL-6 e aumentou
significantemente a atividade da matriz de metalloproteinase durante todos os peridos
de estimulagdo. Os resultados indicaram que o LPS da Prevotella intermédia nao
apenas participa da destruicdo alveolar e reabsorcdo déssea, como também inibe a
formacao 6ssea.

Respostas imunolégicas agudas e crbnicas potentes, podem ser médiadas por
TNF-a, que tem a capacidade de aumentar a reabsorcdo 6ssea (Tavares et al., 2012).
Segundo Le & Vilcek (1987), de todas as citocinas estudadas, o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), aparece como um dos mais importantes componentes da defesa
do hospedeiro mediada por citocinas contra bactérias.

Ataoglu et al. (2002) buscaram determinar os niveis de IL-13 and TNF-a em
exsudatos periapicais e avaliar sua relacdo com achados clinicos e radiograficos.
Foram realizadas coletas de 35 canais de dentes unirradiculares. Os niveis de IL-13 em

canais com maiores areas radiolucidas (longo eixo = 1 cm) foram significativamente
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maiores que as lesées de menor tamanho. Houve uma tendéncia de niveis mais
elevados de IL-1B nos grupos com sintomatologia clinica, mas sem diferencas
significantes (P > 0.05). Os autores concluiram que niveis de exsudato, para ambas as
citocinas estudadas, nao refletiram o estado de doencga periapical.

A IL-1B é uma glicoproteina que esta estruturalmente relacionada com a IL-1a.
Ambas possuem propriedades pro-inflamatorias, sendo a IL-18 mais potente. IL-1B é
produzida predominantemente por mondcitos/macrofagos, mas também por fibroblastos
e células oOsseas. A sua producdo pode ser induzida por microrganismos e seus
subprodutos, agentes inflamatérios e antigenos. Os seus efeitos biologicos incluem a
estimulacao de linfocitos T, proliferacdo de linfocitos B e producdo de anticorpos,
proliferacdo de fibroblastos, estimulacdo de prostaglandina (PGEZ2) fibroblastos,
promove a formagéo de osteoclastos e reabsor¢cao 6ssea, e gera quimiotaxia e ativagao
de neutrofilos. Desempenha um papel importantel em doencgas crdnicas, e € conhecido
por ser o estimulador mais ativos da reabsorcéao éssea (Henriques et al., 2012).

As quantidades de IL-1B estdo intimamente associadas com a severidade da
doenca periodontal (Goutoudi et al., 2004). O que corrobora com Masada et al., que
mostraram que IL-18 pode servir como um marcador de destruicdo do tecido
periodontal , se apresentando em altos niveis nos tecido gengivais.

Goutoudi et al., 2004 examinaram a concentracdo do fluido crevicular gengival
GCF e quantidades de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B) e antiinflamatérios (IL-10) em
pacientes com doenca periodontal . O objetivo era correlacionar IL-1b que tem sido
relacionada com a patogénese de diferentes graus de destruicdo periodontal e
inflamacéo, e niveis de GCF que é fortemente influenciado pelo grau de inflamacao do
tecido periodontal e destruicao éssea. Em pacientes com periodontite, foi encontrado
uma quantidade significativamente maior de IL-13 do que em sitios ndo doentes, mas
esses valores reduziram apds a terapia periodontal.

Martinho et al (2010) demonstraram o alto potencial inflamatério do LPS contra
macréfagos na producao de citocinas pro-inflamatérias (IL1-f e TNF-a).
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Em seu estudo, Goutoudi ef al. (2004) determinaram a relacdo de mRNA com a
expressdao de IFNg, TNF-a, IL-1B3, IL-17A, IL-10 e MCP-1 em lesbes refratarias ao
tratamento endodontico. Amostras foram coletadas de dentes com lesdes periapicais
refratarias (grupo experimental) e dentes saudaveis com vitalidade pulpar (grupo de
controle). Diferencas significativas nos niveis de IFN-g, TNF-a, IL-17A, MCP-1 e
expressdo de mRNA foram observadas, em comparagdo ao grupo controle. A
expressdao de mRNA de IL-1b n&o foi significativamente diferente entre os grupos. A
expressao significativamente aumentada de TNF-a, IFN-g, IL-17A, e MCP-1 mRNA foi
observada na resposta imune periapical, em caso de insucesso endodontico. Estes
resultados sugerem que um perfil de citocina pré-inflamatéria predomina nestes tipos de
lesbes dentarias.

PGE2 estd relacionada com a maior parte das alteragdes inflamatorias e
destrutivas, tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, degradacao
do colagenio, e reabsorcdo 6ssea, e é relatada na polpa dentaria humana inflamada
(Martinho et al. 2011)

Martinho et al. (2011) coletaram amostras de 21 canais radiculares com infec¢ao
primaria e periodontite apical. Prevotella nigrescens (13/21), Fusobacterium nucleatum
(6/21), e Porphyromonas endodontalis (6/21) foram as espécies mais freqientes. Uma
associagao positiva foi encontrada entre F. nucleatum e P. endodontalis (P <0,05). Foi
encontrada uma relagcdo entre o numero de espécies gram-negativas e os niveis de
endotoxina, bem como PGE2 (P <.05).

O é&cido lipoteicbdico (LTA) é liberado extracelularmente por bactérias Gram-
positivas e podem se difundir para a polpa e causar respostas imunolégicas. LPS e LTA
ativam o sistema imune do hospedeiro por mecanismos semelhantes. Ambos se ligam a
CD14 e induzem citocinas pré-inflamatoérias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interlukin-8 (IL-8), interleucina-12 (IL-12), e das citocinas
anti-inflamatérias interleucina-10 (IL-10). Em geral, as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas sdo semelhantes na indugéo de IL-1, mas Gram-positivas sado indutoras mais
potentes de IL-12 e TNF-a do que bactérias gram-negativas (Hahn & Liewehr, 2007)

A PGE2 aumenta a resposta de dor causada pela bradicinina,além de favorecer
a reabsorcao Ossea causada pela IL-1B e TNF-a. Devido a elevada toxicidade de
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espécies gram-negativas e seus subprodutos (endotoxina) sobre a estimulacdo de
macrofagos e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, a remocgao dessas citocinas dos
canais radiculares infectados durante o tratamento endoddntico parece ser importante
para o processo de cicatrizagao dos tecidos periapicais (Martinho et al. 2011).

Tavares et al. (2012) avaliaram e compararam a influéncia de hidréxido de calcio
no liquido intersticial periapical dos canais radiculares humanos. Nives de interferon
gama (IFNg), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina IL-13, IL-17A e IL-10, bem
como a quimiocina MCP-1 foram testadas em reacdo em cadeia da polimerase
imediatamente apds a limpeza do canal radicular e 15 dias depois. O nivel de IL-1B,
IFN-g, IL-10 foram aumentados em dentes sem medicacdo. Com hidroxido de calcio
entre as sessdes, ndao houve nenhuma alteracdo estatisticamente significativa. No
entanto, quando se comparam os dentes que receberam a medicagdo com aqueles que
nao receberam, os niveis de expressao de IL-1B, IFN-g e IL-10 foram estatisticamente
inferiores nos dentes que receberam o hidroxido de célcio. Dessa forma, os autores
demonstraram os beneficios do hidréxido de calcio como medicagao intracanal porque
impediu o crescimento de todos os médiadores durante o tempo experimental.

2.9. PREPARO QUIMICO-MECANICO E USO DE MEDICAGAO INTRACANAL
NA REDUCAO DE MICRORGANISMOS

Um importante objetivo do tratamento endoddntico é a eliminagdo das bactérias
do sistema de canais radiculares por meios mecanicos e quimicos e uma ampla
variedade de agentes antimicrobianos tem sido usada para esse proposito (Safavi &
Nichols, 1993). Entretanto, € possivel que mesmo que as bactérias sejam removidas do
canal radicular, endotoxinas capazes de manter ou induzir periapicopatias possam
permanecer, interferindo no sucesso do tratamento endoddntico. Dessa forma, o
tratamento do canal radicular infectado ndo deve se restringir apenas a morte
bactériana, mas também visar a inativagdo da endotoxina (Silva et al., 2002), o que
ocorre através do PQM auxiliado pelo uso de medicacao intracanal.
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Ingle e Zeldow (1958) observaram que imediatamente apds a instrumentacgéao,
utilizando solugcéo salina estéril como irrigante, 80% dos canais radiculares infectados

apresentaram culturas positivas. Avaliando 48 h, este numero aumentou para 95,4%.

Sundqvist & Bystrom (1981) mostraram a importancia do preparo quimico
mecanica na reducao microbiana. Em seu trabalho, eles instrumentaram 17 canais
radiculares infectados com limas manuais de aco inoxidavel, utilizando apenas solucéo
salina, sem o0 uso de substancias irrigadoras antimicrobianas ou medicag¢des
intracanais. Eles mostraram que a reducao bacteriana foi bastante consideravel nesses

casos onde nao houve uso de substancias antimicrobianas.

Orstavik & Molven (1991) e Bystrém & Sundqvist (1981), mostraram que a acéo
mecéanica da instrumentacdo sem uso de substancias antimicrobianas foi eficaz na
reducao bactériana no interior de canais radiculares. No entanto, a eliminacdo total de

bactérias nao foi observado na maioria dos casos.

Gomes et al. (1996a) avaliaram as variagées na susceptibilidade da microbiota
endoddntica aos procedimentos biomecanicos. Quarenta e dois canais
radiculares foram investigados, amostras foram coletadas antes e apdés a
instrumentacao e os microrganismos comparados. Em 15 casos de infec¢des primarias
nao foram observadas mudancas na microbiota. Entretanto, nos 27 casos de infecgdes
secundarias houve uma reducdo no numero de Peptostreptococcus. Quando os 42
casos foram avaliados conjuntamente houve um declinio no nimero de anaerdbios,
espécies Gram-positivas, especialmente Peptostreptococcus apds o procedimento
biomecéanico. Os autores concluiram que algumas espécies foram mais resistentes ao
preparo biomecanico

Dalton et al. (1998) compararam a redugao bacteriana através da instrumentacao
com limas de NiTi e limas manuais de aco inoxidavel. Foram selecionados 48 dentes
com periodontite e amostras microbiolégicas foram realizadas antes, durante e apés a
instrumentacdo. A reducgdo bacteriana foi similar independentemente da técnica (p <
0,0001). Os resultados deste estudo indicaram que ambas as limas nao foram

significativamente diferentes na sua capacidade em reduzir as bactérias intracanais.
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Siqueira et al. (1999) avaliaram “in vitro” a redugao da populagao bacteriana pela
acao mecanica da instrumentacao e irrigacao. Os canais radiculares foram inoculados
com uma suspensao de Enterococcus faecalis e instrumentados com limas manuais
Nitiflex, limas Greater Taper (GT) e instrumentos rotatérios Profile 0,06. A irrigacao foi
realizada com solucdo salina estéril. Amostras foram coletadas antes e apéds a
instrumentacao. Todas as técnicas e instrumentos testados foram capazes de reduzir
significativamente o nimero de células bacterianas no canal radicular. Os resultados
deste estudo mostraram que a instrumentacdo mecéanica reduz 90% de bactérias

presentes no interior dos canais radiculares.

Vianna et al. (2006) avaliaram in vivo a redugdao microbiana ap6és o PQM em
canais radiculares de dentes humanos com polpas necrosadas e lesbes periapicais.
Foram selecionados 32 dentes unirradiculares, os quais foram instrumentados com
auxilio da clorexidina gel (2%) ou NaOCI (2,5%). Os resultados mostraram que tanto
o grupo da clorexidina como o do hipoclorito de sédio foram capazes de reduzir
substancialmente a quantidade de microrganismos no interior dos canais radiculares
acima de 96%. Entretanto, o grupo instrumentado com NaOCI| apresentou maior
namero de canais livres de microrganismos do que o grupo da clorexidina. Os autores
concluiram que o hipoclorito de soédio apresentou maior capacidade de eliminar
microrganismos presentes nos canais radiculares de dentes com infecgdes primarias.

Martinho & Gomes (2008) mostraram que o PQM com NaOCl 2,5% foi
moderadamente eficaz contra bactérias, mas menos eficaz contra endotoxinas em
infeccdo do canal radicular. Vinte e quatro canais radiculares foram selecionados e
amostras foram coletadas antes (S1) e depois do preparo quimico-mecéanico (s2).
Técnicas de cultura foram utilizadas para determinar as unidades formadoras de colénia
e o teste Limulus Amebocyte Lysate (LAL) foi utilizado para quantificar endotoxinas.
LPS e bactérias foram detectados em 100% das amostras iniciais (s1), com uma
concentragdo média de 139 unidades de endotoxina / mL e 105 unidades formadoras
de coldnias / ml respectivamente. A média na reducao de endotoxinas foi de 59,99% e a
média na reducao da carga bactériana foi de 99,78%.
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No entanto, a instrumentagdo produz uma camada que cobre os tubulos
dentinarios e é conhecida por smear layer. E uma camada irregular amorfa, contendo
detritos inorganicos de dentina, organicos como tecido pulpar, processos
odontoblasticos, restos necrdéticos, microrganismos e seus subprodutos. A smear layer
se adere as paredes do canal radicular e poder ocluir parcialmente ou completamente
os tubulos dentinario. Assim, bactérias contidas no interior dos tubulos dentinarios
podem contribuir para o desenvolvimento ou a persisténcia de inflamagao (Torabinejad
et al. 2002; Ballal et al. 2009; Mello et al 2010). Essas particulas também podem se
tornar compactadas ao longo de toda a superficie das paredes dos canais, aumentando
0 risco de "contaminacdo" bacteriana, e reduzindo a adaptacdo da guta-percha
(Bowman & Baumgartner 2002). Além disso, podem ser compactados apicalmente,
criando um tampao apical que impede a completa limpeza e obturagcdo desta regido.
Assim, a remocao dessa camada se torna indispensavel para o sucesso da terapia
endoddntica, sendo os agentes quelantes, as substancias mais eficazes para sua
remocao (lgbal et al. 2003; Shahravan et al. 2007).

O EDTA é o agente quelante mais eficaz na remog¢do da smear layer, com
propriedades lubrificantes proeminentes e amplamente utilizados em endodontia. E
usado para ampliar canais radiculares, remover a smear layer, e preparar as paredes

dentinarias para melhor aderéncia de materiais obturadores (Carvalho et al. 2008. )

Calt & Serper (2002) avaliaram os efeitos do EDTA na remocao de smear layer
apds 1 e 10 min de aplicagdo. Seis dentes unirradiculares foram instrumentados até a
lima # 60. Os tergos apical e coronario de cada raiz foram removidos e depois cortados
longitudinalmente em duas partes iguais. Utilizando 10 ml de solucdo de EDTA 17%, as
metades pertencentes a mesma raiz foram irrigadas durante 1 e 10 min,
respectivamente. Todas as amostras foram submetidas para irrigagdo com 10 ml de
NaOClI a 5%. Em seguida, todos as amostras foram preparadas para avaliacdo no MEV.
Os resultados monstraram que 1 minuto de irrigagcdo com EDTA é eficaz na remocéao da
camada de esfregaco. No entanto, um 10 min causou erosao peritubular excessiva. Os

autores sugerem que o EDTA né&o deve ser usado por mais de 1 min.

72



Foschi et al. (2004) compararam, através da microscopia eletrénica de varredura
as paredes dos canais radiculares apos instrumentacao in vitro, com dois diferentes
instrumentos rotatérios de NiTi. Foram selecionados vinte e quatro dentes humanos
unirradiculares e dois tipos de instrumentos de NiTi, Mtwo (Suécia e Martina, Padova,
ltalia) e ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). A irrigacdo para ambos o0s
grupos foi realizada apds cada troca de instrumento com NaOCI a 5%, H.O, 3% e
solugdes de EDTA 17% e trés areas diferentes (tergcos coronario, médio e apical) do
canal radicular foram avaliados. Diferenga estatisticamente significativa (P < 0,01) foi
encontrada entre o terco apical e médio e tercos coronais para ambos os grupos. Os
autores concluiram que ambos os instrumentos produziram limpeza e remocao de
debris da dentina dos tergos coronarios e médios, mas incapazes de produzir uma
superficie de dentina livre de smear layer e detritos no terco apical.

Khedmat & Shokouhinejad (2008) compararam a eficacia de 3 agentes
quelantes, SmearClear (Sybron Endo, Orange, CA), EDTA 17% e acido citrico 10%, na
remocao da smear layer. Foram utilizados quarenta e oito dentes uniradiculares
divididos em 4 grupos que foram instrumentados com limas rotatérias de niquel-titanio.
Depois, cada canal foi irrigado com uma das seguintes solug¢des: NaOCI a 5,25%
(controle), SmearClear, EDTA 17%, e acido citrico 10%. Depois disso, todos os
espécimes foram submetidos a irrigacdo com NaOCI a 5,25%. Os dentes foram
avaliados através microscopia eletrénica de varredura e a avaliacao foi realizada nos
tercos tergos coronario, médio e apical. Os resultados mostraram que nao houve
diferengas significativas na eficacia dos trés agentes quelantes. No entanto, a eficacia
do &cido citrico foi significativamente inferior no terco apical em comparacao com 0s
tercos cervical e médio. Os autores concluiram que os agentes quelantes utilizados nao

foram eficientes para remover completamente a smear layer do terco apical.

Ballal et al. (2009) avaliaram através da microscopia eletbnica de varredura
(MEV), a capacidade do EDTA 17% e acido maleico 7% na remog¢éo da smear layer do
sistema de canais radiculares. Eles utilzaram oitenta dentes unirradiculares que foram
submetidos a instrumentacgao e irrigados com NaOCI 2,5% depois de cada instrumento.

Com base na ultima irrigacdo solucéao, as amostras foram divididas aleatoriamente em
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trés grupos: (1) EDTA 17% + NaOCI 2,5% (n = 30), (2) acido maleico 7% + NaOClI a
2,5% (n = 30), e (3) grupo controle: solucéo salina a 0,9% (n = 20). Apds a irrigacao
final, os dentes foram preparados para analise dos tergos coronario, médio e apical.
Ambas as substancias foram igualmente eficientes na a remogao da smear layer. No
terco apical, o acido maleico se mostrou significativamente melhor. Os autores
concluiram que a irrigacao final com acido maleico 7% é mais eficiente do que o EDTA

17% na remogéao da smear layer do terco apical.

Mello et al. (2010) verificaram o impacto da irrigagdo final com EDTA 17% na
remocao da smear layer. Eles utilizaram dezesseis dentes humanos unirradiculares que
foram instrumentados e divididos em dois grupos: grupo 1- irrigacdo continua com
EDTA 17% durante 3 minutos e, grupo 2 - irrigacdo com 1 mL de EDTA durante 2
minutos, lavagem por 30 segundos mais 4 mL por 30 segundos. O grupo 1 apresentou
mais detritos quando comparado com o Grupo 2 (P <0,01). Os autores concluiram que
5 ml de EDTA durante 3 minutos, remove de forma mais eficiente a smear layer.

Durante a instrumentacdo, algumas &reas mais complexas dos canais
radiculares, como istmos e ramificacdes, ndao sdo alcancadas pela agdo mecanica dos
instrumentos. Assim, as substancias quimicas utilizadas como solucdes irrigadoras
durante o PQM se tornam indispensaveis e auxiliam na reducdo microbiana. Elas
devem apresentar propriedades antimicrobianas e capacidade de lubrificagéo e limpeza
das paredes do canal radicular. O PQM reduz significantemente os microrganismos
predominantes na microbiota endoddntica, mas algumas espécies persistentes
sobrevivem, devido a essas complexidades anatbmicas e porque alguns nutrientes séo
capazes de favorecer o crescimento destes microrganismos (Gomes et a/., 1996a;
Siqueira & Lopes, 1999).

A clorexidina gel 2% tem sido um irrigante bastante utilizado por causa do seu
espectro antimicrobiano, substantividade, biocompatibilidade e capacidade de
lubrificacao (Dalton et al. 1998). Segundo Ferraz et al. (2001), a propriedade fisica do
gel de clorexidina tem feito a diferenca. Devido a sua viscosidade, o gel compensa a
incapacidade da clorexidina de dissolver o tecido, o que facilita a limpeza do canal

radicular. Dessa forma, particulas de detritos e restos de tecido de dentina ficam
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aderidos na estrutura do gel, além de favorecer a capacidade lubrificante durante a

instrumentacao.

Ferraz et al. (2001) empregaram o uso da CLX gel como substancia quimica
auxiliar no tratamento de canais radiculares. Eles observaram atividade antimicrobiana
contra a maioria dos microrganismos comumente encontrados nas infecgbes

endoddnticas, além de apresentar capacidade lubrificante durante o preparo mecanico.

Apesar da intima relacao entre a polpa e o periodonto (Toledo et al., 2001; Cardon
et al.,, 2007; Walton & Torabinejad, 1997; Petka, 2000; Wang & Glickman, 2002), pouco
ou nada se conhece sobre a possivel contribuicido do tratamento endoddntico na
remissdo da doenca periodontal crénica, visto que o canal radicular pode atuar como
reservatério de microrganismos, mesmo na vitalidade pulpar (Harrington et al., 2002).

Embora as medicag¢des intracanais ndo possam substituir o PQM, seu emprego
como coadjuvante em situacbes especificas é indicado (Siqueira & Lopes, 1999). A
utilizacdo de uma MIC é considerada por Abbott & Salgado 2009, essencial para o
tratamento endoddntico.

O canal radicular pode funcionar como um compartimento de liberag¢éo lenta para
difusdo de drogas para o periodonto e as medica¢cdes acondicionadas nele, na tentativa
de se difundirem em direcao a superficie radicular externa. Dessa forma, exercer acao
na dentina radicular contaminada por microrganismos alojados no interior dos tubulos,
resultando em um efeito antimicrobiano complementar a terapéutica periodontal
(Gomes et al.,2008).

Os objetivos das medicacdes intracanais sdo: promover a eliminacao de
bactérias que sobreviveram ao PQM, atuar como barreira fisico-quimica contra a
infeccdo ou reinfeccdo por microrganismos da saliva, reduzir a inflamagao
perirradicular, solubilizar a matéria organica, neutralizar produtos téxicos, controlar a
exsudacao persistente, controlar reabsorcdo inflamatéria externa e estimular a
reparacao por tecido mineralizado (Leonardo, 1998).

O Ca(OH), tem tido um papel importantissimo na terapia endoddntica por mais
de 70 anos, tendo seu uso extremamente difundido no tratamento endodéntico,

persistindo ate os dias atuais como medicamento mais empregado na pratica clinica. O
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grupo hidroxila é considerado o componente mais importante do Ca(OH), , pois
promove a alcalinizacdo do meio, 0 que encoraja o reparo e a calcificagao ativa. O pH
alcalino ndo apenas neutraliza o acido latico dos osteoclastos, prevenindo dessa
maneira a dissolu¢cdo dos componentes minerais da dentina, como também pode ativar
a fosfatase alcalina, que tem papel importante na formagéao de tecido duro. Foi provado
que o coeficiente de dissociacdo do Ca(OH), permite uma liberacéo lenta e controlada
de ambos os ions calcio e hidroxila, que podem se difundir através dos tubulos
dentinarios (Carrote, 2004).

Suas propriedades derivam da dissociagdo em ions calcio e hidroxila, os quais
exercem acao sobre bactérias e sobre os tecidos. Seu efeito antibacteriano estaria
ligado a inativacdo de enzimas bactérianas e seu efeito mineralizador, a ativagéo
enzimatica tecidual (Estrela & Pesce, 1996; Tanomaru et al., 2003). Na busca por uma
medicacdo que reuna o maior numero de vantagens, o Ca(OH), tém sido
extensivamente estudado tanto associado a veiculos inertes, como a substancias

ativas.

Como o pH do Ca(OH), é cerca de 12, a maioria das espécies bacterianas
isoladas de canais radiculares infectados sdo sensiveis aos seus efeitos, sendo
eliminadas em curto periodo de tempo, quando em contato direto com essa substancia.
Porém algumas, como o Enterococcus faecalis e Candida albicans, sobrevivem nesse
meio alcalino (Siqueira & Lopes, 1999; Gomes et al,2002). Inclusive ha um
questionamento a respeito da sua eficacia em reduzir o nimero de bactérias mesmo

apos longos periodos entre sessdes (Peters et al., 2002).

A baixa solubilidade e difusibilidade do Ca(OH). necessita de um longo tempo
de acdo para que o medicamento exerca atividade antimicrobiana nos tdbulos
dentinarios infectados. Embora o tempo ideal necesséario para ele descontaminar o
sistema de canais radiculares seja ainda desconhecido, sua acao antibacteriana pode
ser confirmada clinicamente pela presenca de microrganismos resistentes ou auséncia
de exsudatos no canal radicular (Siqueira & Lopes, 1999).

Gomes et al. (2002b) investigaram a suscetibilidade de alguns microrganismos

freqientemente isolados de canais radiculares ao Ca(OH), associado a diferentes
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veiculos pelo método de difusdo em agar. A espécie que apresentou os menores halos
de inibicdo, ou seja, maior resisténcia aos medicamentos testados foi o Enterococcus

faecalis.

A CHX gel é eficaz como medicagéo intracanal devido ao seu amplo espectro
antimicrobiano, baixa toxicidade e liberacdo gradual prolongada, além de reduzir o
processo de reabsorcao inflamatéria (Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2006; Lindskog
et al., 1998). Entretanto ndo funciona como barreira fisica dentro do canal e sua difusdo
pelos tubulos dentinarios resulta num espago vazio, propicio a recontaminagdo Quando
associada ao Ca(OH),, reduz sua atividade antimicrobiana, mas tal acdo ainda é
superior ao Ca(OH), nao associado. Dessa forma, a associacdo dessas duas
substancias melhora as propriedades antimicrobianas do Ca(OH), (Gomes et al.,
2003).

Nerwich et al. (1993) avaliaram mudancas de pH por quatro semanas apoés
colocacdo de curativo de Ca(OH), em dentes humanos extraidos. Os resultados
demonstraram que os ions hidroxila difundem-se em horas pela dentina mais préxima a
luz do canal, mas requer de 1 a 7 dias para alcancar a dentina mais externa, proxima ao
cemento. Os picos de pH foram atingidos entre 2 e 3 semanas e a difusao foi maior
cervicalmente do que apicalmente. A capacidade tampdo da dentina € um fator que
afeta a difusdo de ions hidroxila através dos tubulos dentinarios, segundo os autores.

Estrela & Pesce (1996) analisaram a velocidade de difusdo dos ions hidroxila de
pastas de Ca(OH), preparadas com diferentes veiculos: SS, solucdo anestésica e
polietilenoglicol 400, por periodos de 7, 30, 45 e 60 dias. Observaram que as variagdes
no pH da superficie radicular externa ocorreram ap6s 30 dias para os grupos com SS e
anestésico, indo de pH 6-7 para pH 7-8; enquanto que a mesma variagao para o grupo
de polietilenoglicol ocorreu apds 45 dias. O pH dentro do canal radicular permaneceu
constante em torno de 12 durante o periodo de 60 dias. Eles demonstraram que o
veiculo associado ao Ca(OH), influencia a velocidade de sua dissocia¢do ibnica e,
consequentemente, sua agdo antimicrobiana e mineralizadora. Nao houve diferenca

nas medidas com a presenga ou auséncia de cemento.
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Wakabayashi et al. (1995) avaliaram por microscopia eletrénica de varredura a
capacidade do Ca(OH), associado a SS em dissolver a camada odontoblastica e pré-
dentina apds a remogéao do tecido pulpar. No grupo em que a medicagdo permaneceu
por uma semana houve pouca dissolugdo da camada odontoblastica, sem afetar a pre-
dentina ou os processos odontoblasticos. No grupo em que o Ca(OH), permaneceu por
30 dias com trocas semanais houve uma maior efetividade deste medicamento,
inclusive com erosdo da camada de pré-dentina. Porém, n&do foi capaz de dissolver
fibras de colageno o que ocorre com o uso do hipoclorito de sédio.

Trope et al. (1999) compararam a reparacado radiografica de dentes com
periodontite apical tratados em sessao Unica ou através de medicagdo a base de
Ca(OH),. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: grupo 1: tratamento com sessao
unica; grupo 2: os canais foram deixados vazios por uma semana e depois obturados; e
grupo 3: foi utilizado medicagcdo com Ca(OH), por uma semana e, depois, 0s dentes
foram obturados. Todos os dentes foram avaliados por 52 semanas e os resultados
mostraram que o grupos de Ca(OH), proporcionou uma reparacao mais rapida e mais
efetiva em relagdo aos demais grupos.

Gomes et al. (2003a) avaliaram a efetividade do digluconato de CHX 2% gel e
Ca(OH)> como medicacao intracanal, em diferentes periodos de tempo (1,2, 7, 15 e 30
dias). Canais radiculares de dentes bovinos foram previamente infectados com
Enterococcus faecalis. As medicacdes testadas foram: CHX gel 2%; Ca(OH), +
polietilenoglicol 400, CHX 2% gel + Ca(OH). . Foi observado que a CHX 2% gel inibiu o
crescimento bacteriano proveniente das amostras de dentina infectada em todos os
periodos de tempo. A associacdo de Ca(OH). e polietilenoglicol foram ineficientes na
eliminagdo bacteriana, em todos os periodos de teste. Observaram auséncia de
contaminacao da dentina nos periodos de 1 e 2 dias, nas amostras onde a associagcao
de CHX 2% gel e Ca(OH). foi empregada. Nos periodos subsequientes, de 7 e 15 dias,
houve um decréscimo da atividade antimicrobiana e, em 30 dias, todas as amostras
desse grupo apresentaram-se contaminadas. Os autores concluiram que a CHX 2% gel
apresentou ampla atividade antimicrobiana sobre o Enterococcus faecalis, e que esta

decresceu com o passar do tempo.
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Gomes et al. (2003b) determinaram in vitro o tempo necessario para
recontaminacdo de canais radiculares selados coronariamente, preenchidos por
Ca(OH), , CHX 2% gel ou pela associagao de ambos. Foram utilizados 75 pré-molares
inferiores divididos em nove grupos, de acordo com a medicagéo intracanal utilizada:
medicacdo com CHX e sem selamento; Ca(OH), e sem selamento; Ca(OH):
associado a CHX e sem selamento; CHX 2% gel e selamento coronario; Ca(OH), com
selamento; associacdo das medicacdes com selamento; sem MIC e com selamento
coronario; sem MIC e sem selamento coronario. As coroas ficaram imersas em saliva e
BHI e apenas os apices dos dentes em teste estavam em contato com o meio de
cultura liquido estéril. Os frascos foram incubados e a turbidez do meio observada
diariamente. Os resultados revelaram que os tempos médios necessarios para a
penetragdo de microrganismos através dos canais contendo os medicamentos variou
de 1,8 a 7,2 dias. Os medicamentos que apresentaram maior barreira fisica foram
aqueles que continham selamento coronario e dentre estes, os melhores em ordem
decrescente foram o Ca(OH). (17,2 dias), CHX (13,5 dias) e associagao (11,9 dias). Os
autores concluiram que o selamento coronario ndo previne infiltragdo de

microrganismos através dos canais radiculares contendo medicagéo intracanal.

Evans et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana da associagdo da CHX
2% gel e do Ca(OH),, quando comparado ao efeito da associacao entre Ca(OH)2 e
agua destilada, em discos de dentina bovina previamente contaminada com
Enterococcus faecalis. Apds uma semana no interior dos canais radiculares, nenhuma
das associacoes foi capaz de eliminar completamente as bactérias do interior dos
tlbulos dentinarios. A associacao entre CHX 2% gel e Ca(OH)2 foi a que apresentou o
maior efeito bactericida.

Basrani et al. (2004) avaliaram algumas propriedades fisico-quimicas (pH, angulo
de contato, tempo de trabalho, radiopacidade e viscosidade) de medicacdes intracanal
a base de Ca(OH), e CHX na forma gel. As medicagdes testadas foram CHX 0,2% e
2%, Ca(OH), associado a agua na proporcao de 40g/100ml, e associacao de Ca(OH)»
e CHX 0,2%. O pH inicial para as associacoes de Ca(OH). + CHX ou Ca(OH). + agua
foi igual a 12,4 e ndo se alterou nas primeiras 24 horas. Dessa forma, a CHX n&o
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alterou o pH do Ca(OH). , mantendo assim a acao antimicrobiana associada a liberagcéao
de ions hidroxila. A adicdo da CHX ao Ca(OH), reduziu o angulo de contato dessa
associagcao e aumentou sua viscosidade. O uso da CHX em diferentes concentracoes e
em combinagado ao Ca(OH), apresentou propriedades fisico-quimicas satisfatérias para

ser utilizada como medicagao intracanal.

De Rossi et al. (2005) avaliaram in vivo o efeito da instrumentacdo manual e
rotatoria e utilizacdo ou ndo de medicacao intracanal com Ca(OH), e CHX 1%, no
reparo de lesdes periapicais crénicas em cées, avaliadas apos 30, 75 e 120 dias. Foram
divididos em 4 grupos. Os dois primeiros grupos nao receberam medicagcdo, sendo
obturados em sessao Unica, e os outros dois grupos receberam MIC de Ca(OH), e
CHX por 15 dias. Os resultados demonstraram, através de analise radiografica e
histoldgica, que aos 120 dias apds a obturacéo, apenas o grupo que recebeu Ca(OH)2
com CHX apresentou reducéo significante no tamanho das lesdes, independente da
técnica de instrumentacéao ter sido manual ou rotatéria.

Gomes et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana e o pH das seguintes
substancias: gluconato de CHX 2% gel (CHX), Ca(OH). e sua combinacdo com
iodoférmio e 6xido de zinco. Para parte microbiolégica do experimento foi utilizado o
método de difusdo em Agar e foram testados os seguintes microrganismos: Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermédia. Os niveis de pH foram determinados
imediatamente apds o preparo, apds 24 horas e uma semana, sendo que em todos 0s
grupos a medida permaneceu acima de 12, com exce¢ao do grupo da CHX (pH=7.0).
Todos os medicamentos testados apresentaram atividade antimicrobiana, porém a mais
eficaz contra os microrganismos testados foi CHX, seguida de sua associacdo ao
Ca(OH), e iodoférmio. Os resultados indicaram que a associacdo do Ca(OH), e da
CHX 2% gel, com ou sem iodoférmio ou Oxido de zinco, quando utilizada como
medicacao intracanal promoveacao antimicrobiana e é capaz de manter um pH ideal.
Tal associacdo misturada a agentes radiopacificadores como iodoférmio e 6xido de
zinco permitiria uma melhor visualizacdo do preenchimento do canal radicular, sendo

importante na inducao da apicificacéo
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Gomes et al. (2008) avaliaram CHX 2% gel, CHX 2% gel + Ca(OH). (1:1), CHX
2% gel + Ca(OH), + éxido de zinco (1:1:1) e soro fisiolégico + Ca(OH), frente a
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Actinomyces viscosus e Porphyromonas
gingivalis. O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro a ac¢do antimicrobiana de
diferentes medicagbes intracanal na superficie radicular externa, e os resultados
mostraram que o maior efeito antimicrobiano foi produzido pela CHX 2% gel, seguido de
CHX 2% gel + Ca(OH), , CHX 2% gel + Ca(OH), + 6xido de zinco e soro fisiolégico +
Ca(OH), . O microrganismo mais suscetivel a acdo dos medicamentos foi A. viscosus,
seguido de E. faecalis, C. albicans e P. gingivalis. Os autores concluiram que as
medicacdes intracanal que apresentam CHX em sua composi¢ao foram capazes de se
difundir através da dentina, atingindo a superficie radicular externa e, que a associagao
de Ca(OH), e soro fisiolégico ndo mostrou nenhuma atividade antimicrobiana na
superficie radicular externa no periodo de 72 horas e, a CHX 2% gel e suas
associacdes com Ca(OH), e 6xido de zinco demonstraram rapida capacidade de

difusdo na dentina radicular, ocasionando inibicao de crescimento bacteriano.

Berber (2009) avaliou o uso de medicacao intracanal por 7 (CHX gel 2%) e 14
dias Ca(OH), e associacdo entre Ca(OH), e CHX gel 2% em reduzir a contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL) no canal radicular e na bolsa periodontal
associada de dentes com polpas necrosadas, lesdes periapicais, sangramento gengival
e bolsas periodontais. A autora concluiu que quaisquer das medicacdes intracanais
testadas ndo foram capazes de alterar ou reduzir a microbiota da bolsa periodontal
associada no periodo de 7 ou 14 dias, ndo havendo diferencas de eficiéncia
antimicrobiana entre as medicagdes intracanais utilizadas tanto no canal radicular como
na bolsa periodontal no periodo estudado.

O Ca(OH), estimula a reparacdo do tecido duro, devido a sua elevada
toxicidade, que causa necrose superficial. Este efeito toxico do Ca(OH), € indesejavel
no tecido que ja estd inflamado, como resultado do processo da doenca e,
consequentemente, a aplicagdo do Ca(OH). nas fases iniciais do tratamento, pode
iniciar ou exacerbar reabsorgdo radicular externa inflamatéria se o cemento esta
ausente ou foi removido através de alisamento radicular. Longo prazo da utilizagéo de

Ca(OH), ¢ também associado com a anquilose significativamente mais reabsorcao
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radicular externa e de substituicao de dentes que tinham danos na superficie externa da
raiz, por exemplo, apds trauma ou doencga periodontal. Assim, o calcio, hidroxido deve
ser usado com cuidado na auséncia de cemento (Abbott & Salgado 2009)

Safavi & Nichols (1993) estudaram os efeitos do Ca(OH). sobre o LPS bacteriano.
Tubos de vidro contendo suspenséo aquosa de LPS na concentragao de 30 ug/ml; e/ou
Ca(OH)> (25 mg/ml), ou agua apirogénica foram agitados por 20 segundos e incubados
a 37°C por uma semana, mantendo entdo uma agitagdo diaria por 20 segundos. Acidos
graxos livres foram quantificados destas amostras utilizando cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. O tratamento do LPS com Ca(OH), demonstrou elevada
liberacao de acidos graxos, sugerindo que esta substancia pode mediar degradacao do

LPS, podendo representar importancia clinica na endodontia.

Em seu trabalho, Buck et al. (2001) avaliou se o Ca (OH), favorecia a degradacéao
do LPS bacteriano, principalmente , avaliar se clinicamente, parece benéfico quando se
suspeita da presenca de endotoxina no canal. Este estudo ndo abordou a questdo de
quanto tempo uma condi¢ao altamente alcalina pode permanecer in vivo no canal, mas
o Ca (OH), tem a vantagem de ser utilizado por varios dias, mostrando um maior efeito
contra a endotoxina. Os autores concluiram que os produtos quimicos altamente
alcalinos seriam muito irritantes para os tecidos vitais e os resultados mostraram que a
porcdo biologicamente ativa do LPS que é o lipideo A, pode ser hidrolisado por
produtos quimicos altamente alcalinas como o Ca(OH)s.

Silva et al. (2002) avaliou histologicamente os efeitos de endotoxina pura ou
associada ao Ca(OH), sobre os tecidos apicais e periapicais em caes. Eles concluiram
gue a endotoxina bacteriana causa lesédo periapical e que o Ca(OH), inativa os LPS in
vivo. O mesmo foi verificado por Nelson Filho (2002), que acrescenta que o Ca(OH),
deve ser o medicamento de eleicdo para curativos intracanal em dentes com necrose

pulpar e leséo periapical.

Silva et al. (2002) avaliaram “in vivo” histopatologicamente os tecidos apicais e
periapicais em dentes de caes que foram submetidos a endotoxina bacteriana. Os caes
tiveram as polpas dos pré-molares removidas e depois foram divididos em quatro

grupos, sendo dois deles experimentais (n=20) e dois grupos controle (n=10). Os canais
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do grupo 1 foram preenchidos com endotoxina bactériana, o grupo 2 com endotoxina +
Ca(OH)2 , o grupo 3 com SS e o grupo 4 nao recebeu tratamento. Apdés um periodo de
30 dias foi realizado o processamento histolégico. O infiltrado inflamatério, a espessura
do ligamento periodontal, e a presenga de areas de reabsor¢cdo foram similares nos
grupos 1 e 4. Os grupos 2 e 3 apresentaram resultados semelhantes entre si. Os
autores concluiram que apés 30 dias, mesmo na auséncia de bactérias, as endotoxinas
presentes em canais radiculares de caes podem induzir a formagao de reagdes apicais
visiveis radiograficamente e, mostrou também, a presenca de um intenso infiltrado
inflamatério, aumento da espessura do ligamento periodontal e reabsorcdo de cemento
e 0sso alveolar. Eles também sugerem que o Ca(OH), causa inativagao do LPS “in
vivo”, mesmo em grandes concentragcdes. Dessa forma, essa qualidade é adicionada ao
Ca(OH)> que é sugerido como medicacgéao intracanal de escolha, em casos de necrose
pulpar e lesbes apicais visiveis radiograficamente

Tanomaru et al. (2003) avaliaram o efeito de solugdes irrigadoras e do Ca(OH),
sobre o0 LPS. Cento e quarenta raizes de pré-molares de sete cées foram preenchidos
com uma suspenséao preparada com 100 mg de endotoxina de Escherichia colie 10 ml
de SS permanecendo por 10 dias. As solucbes irrigadoras utilizadas foram as
seguintes: hipoclorito de sédio (1%, 2,5% e 5%), CHX 2% e SS. Em outro grupo o LPS
foi mantido durante todo o periodo experimental e no Uultimo grupo o preparo
biomecanico foi realizado com SS e os canais foram preenchidos com Ca(OH), . Apds
60 dias os animais foram sacrificados e foram avaliados: infiltrado inflamatério,
espessura do ligamento periodontal, reabsorcdo cementaria e reabsorcao 6ssea. Pelos
resultados obtidos, os autores concluiram que o preparo biomecanico com as solugdes
testadas ndo inativaram os efeitos da endotoxina, mas a medicacdo intracanal com

Ca(OH)2 pareceu inativar os efeitos induzidos pela endotoxina in vivo

Vianna et al. (2007) quantificaram as endotoxinas presentes e bactérias cultivaveis
em canais radiculares humanos com necrose pulpar, antes (S1) e apés o PQM com
CHX 2% gel como substancia quimica auxiliar (S2), e apés 7 dias de MIC (S3), com o
objetivo de avaliar os efeitos antimicrobianos e anti-endotoxicos. Foram selecionados
24 dentes, nos quais foi realizado o PQM e o as seguintes medica¢des intracanal: pasta

de Ca(OH). ; CHX 2% gel e a associacdo de ambas. Um teste cromogénico quantitativo
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de Lisado de Amebdcito de Limulus mensurou as endotoxinas presentes. Foi realizada
cultura microbiana para determinar a reducdo bacteriana através da contagem de
unidades formadoras de colbnia. Valores relativamente altos de endotoxina ainda
estavam presentes no canal radicular apés o PQM, embora a maioria das bactérias
tivesse sido eliminada. Nenhuma melhora foi obtida pela utilizacdo da medicacao

intracanal por uma semana.

Signoretti (2009) analisou a acado do Ca(OH)2 , da CHX 2% gel e da associagao
de ambos quanto as suas propriedades quimicas e sua possivel acdo sobre o LPS
bacteriano quando utilizados como medicagédo intracanal. A liberagdo do calcio do
Ca(OH), + soro ou associado a CHX foi verificada pela espectrofotometria por absorcéao
atdbmica e o pH através do emprego de um peagametro. As mensuragcdes foram
realizadas nos periodos experimentais de 24 horas, 7, 15 e 30 dias. Para a
quantificagdo de endotoxinas foram utilizados dentes humanos, previamente
preparados, contaminados, preenchidos com as medicagbes. Os medicamentos foram
inseridos dentro dos canais de 30 dentes (Gl Ca(OH). + soro, Gll Ca(OH), + CHX, GllI
CHX) e foi utilizado um modelo de estudo utilizando tubos de polietileno a fim de
padronizar o mesmo volume de medicacdo inserida em cada amostra. Apds
permanecerem por 14 dias, foram removidos com irrigacao abundante e submetidos a
quantificacdo da endotoxinas. Os grupos do Ca(OH), associado ou ndo a CHX néao
diferiram significativamente no periodo de 24 horas, 7 e 30 dias em relacdo a liberagéao
de calcio. Entretanto, no periodo de 15 dias o Ca(OH). + soro fisiolégico liberou menos
célcio do que quando estava associado a CHX 2% gel. Nestes mesmos grupos ocorreu
aumento significativo de 24 horas para 7 dias. Entretanto, no periodo de 15 dias houve
uma queda do Ca(OH). + soro. Com relacao ao pH, os grupos do Ca(OH), associado ou
ndo a CHX nao apresentaram diferenca significativa estatisticamente entre si nos
intervalos testados, mantendo um pH alcalino (p>0.05). Os maiores valores de pH
foram observados apés 30 dias para o Ca(OH). + soro. Os valores mais baixos de pH
foram apresentados pela CHX 2% gel quando testada sozinha, em todos os periodos.
Um aumento significativo no pH foi observado no intervalo de 24 horas e 7 dias, tanto
para o Ca(OH), + soro quanto para Ca(OH), + CHX. A maior reducédo de endotoxinas

foi observada no grupo da CHX 2% gel (91,63%), seguida de sua associacdo com 0
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Ca(OH), (88,76%) e depois o Ca(OH). + soro fisiolégico (82,13%). Nao houve diferenca
estatistica entre a CHX 2% gel e sua associacdo com o Ca(OH). , quanto a reducao da
quantidade de endotoxinas dentro do canal radicular. Concluiu-se que a CHX 2% gel
nao interferiu no pH e liberacdo de ions calcio do Ca(OH), quando em associagdo com
este. Além disso, melhorou a capacidade do Ca(OH), em reduzir o conteudo de

endotoxinas dos canais radiculares in vitro.

Revendo a literatura, podemos observar que existe pouca informacéao sobre o
efeito do tratamento endodéntico de dentes vitais em dentes com periodontite crdnica,

fato este que nos levou a realizar este trabalho.
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3. PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:
OBJETIVO GERAL

1. Avaliar a influéncia da presenca da bolsa periodontal sobre as alteracoes
pulpares;

2. Avaliar o impacto do tratamento endodéntico como tratamento complementar
a terapia periodontal em dentes diagnosticados com periodontite cronica e
vitalidade pulpar, que nao apresentaram resultados do tratamento periodontal

dentro do periodo de 1 ano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar a presencga de microrganismos especificos em bolsas periodontais e
canais radiculares de dentes com envolvimento periodontal crénico e polpa

vital, comparando a similaridade dessas microbiotas;

2. Investigar e quantificar niveis de LPS no canal radicular e na bolsa
periodontal durante a terapia endodéntica;

3. Investigar e quantificar niveis de citocinas pré inflamatérias IL1B, IL1a, TNFa
e PGE2 no canal radicular e na bolsa periodontal durante a terapia
endoddntica;

4. Avaliar uma possivel relacado entre o conteudo endotdxico e a expressao de

citocinas pro-inflamatérias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DOS PACIENTES

Foram selecionados 11 pacientes da Clinica de Especializacao de Periodontia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP), Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e selecionados 15 dentes. Todos esses pacientes ja estavam sob
acompanhamento periodontal de no minimo 1 ano. Esse acompanhamento periodontal
era realizado através de visitas periddicas com realizacdo de raspagem supra €
subgengivais. A faixa etaria dos pacientes foi de 25 a 53 anos, independentemente do

género. Os voluntarios foram confirmados através de exames clinicos e radiograficos.

Os critérios de inclusao foram:

a) Pacientes que estavam sob tratamento periodontal por no minimo 1 ano.

b) Dentes que radiograficamente apresentavam perda éssea extensa em uma
das faces proximais, acompanhado ou ndo de sinais e sintomas clinicos.

C) Dentes com bolsa periodontal associada com profundidade de sondagem
maior ou igual a 6 mm em uma das faces e auséncia de sangramento
durante as sondagens.

d) Dentes que clinicamente, através do teste térmico com gelo, apresentaram
sensibilidade pulpar positiva caracteristica de pulpite.

e) Pacientes que nao fizeram uso de antinflamatérios e antibidticos sistémicos

e/ou locais nos ultimos 3 meses.

Foram descartados desse estudo, pacientes que apresentavam dentes, cariados,
com camara pulpar exposta ao meio bucal, com trincas, calcificagdes, qualquer tipo de
reabsorcdo e os casos que nao foi possivel acessar todo o comprimento do canal
radicular. Pacientes portadores de doencas sistémicas (como por exemplo, diabetes
melitus e AIDS) e com histéria de antibioticoterapia recente e uso de antifungicos também
nao participaram deste trabalho.

A figura 1 mostra radiografias de alguns casos que foram selecionados.
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Figura 1 — Radiografias iniciais de pacientes selecionados nesse estudo

Esse projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), da
Universidade Estadual de Campinas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(protocolo n° 131/2010 — ANEXO 1). Os pacientes assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) elaborado conforme as normas deste mesmo comité (ANEXO

1)

4.2. ASPECTOS CLINICOS E RADIOGRAFICOS

Na consulta inicial foi realizado exame clinico periodontal completo, onde eram
anotados dados referentes a mobilidade dentéria, retracdo gengival, profundidade de
sondagem (bolsa periodontal) e nivel de insercdo clinica (somatério da retracéo

90



gengival e da bolsa periodontal) e, tomada radiogréafica periapical para avaliar o
comprometimento da doenca periodontal (Figura 1)

Foram realizados testes para verificar dor a percussédo, a palpacado além da
realizacdo do teste térmico para confirmagao da vitalidade pulpar.

Para cada paciente foram anotados na anamnese: idade, sexo, estado pulpar,
profundidade de sondagem da bolsa periodontal, insercéo clinica, mobilidade dental,
presenca de edema dos tecidos periodontais, histéria de medicagcdo e os achados
radiograficos. Os aspectos clinicos do dente envolvido também foram anotados, assim
como presenca ou auséncia de dor, bem como dados da histéria médica e historia
dentaria.

O grau de mobilidade dentaria foi realizado de acordo com Schluger et al (1981)
em: Grau o — Auséncia de mobilidade; Grau | — Mobilidade clinica de aproximadamente
1 mm na diregcdo vestibulo-lingual; Grau Il - Mobilidade clinica de aproximadamente 2
mm na direcao vestibulo-lingual e auséncia de mobilidade apical; e Grau Il - Mobilidade
clinica de aproximadamente 2 mm na direcao vestibulo-lingual e mobilidade apical.

A profundidade de sondagem foi realizada em todas as faces do dente (mesial,
distal, vestibular e palatina/lingual) com sonda periodontal Hu-Friedy (MGF Co. Inc.,
Chicago, Estados Unidos)

Todos esses dados e caracteristicas clinicas dos dentes investigados foram
anotados na ficha clinica de cada paciente, como descrito no APENDICE I. E todos
esses dados estdo apresentados no APENDICE V.

4.3. PROCEDIMENTOS CLINICOS E COLETA DAS AMOSTRAS

As metodologias relacionadas as coletas e analises das amostras ja foram
descritas previamente (Gomes, 1995; Gomes et al., 1994a,b; 1996, Gomes et al 2004;
Martinho & Gomes 2007).

Apoés a consulta inicial, o paciente era marcado para outra consulta, onde seriam

entdo, realizados os procedimentos de coleta e tratamento endodéntico.
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4.3.1. Procedimentos clinicos para coleta da bolsa periodontal (CP1)

Inicialmente o paciente realizou bochecho com CHX 0,12%. Depois, o dente
envolvido recebeu polimento coronario com pedra-pomes e taga de borracha. Para as
bolsas periodontais, foi realizado a coleta dos fluidos periodontais

- Coleta Inicial da Bolsa Periodontal (CP1)

Alguns principios foram observados na coleta das amostras: utilizacdo de
técnicas assépticas e promocao de um facil acesso para a coleta das amostras como
remocao de calculo supragengival.

Inicialmente foi realizada a remocdo de biofilme supragengival da coroa do
dente, e em todas as faces, com gaze estéril. Dessa forma, evitamos uma
contaminacgao proveniente do periodonto. Um jato de ar foi aplicado a fim de manter a

superficie dental completamente seca.

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

de roletes de algodéo, para minimizar a contaminagao por saliva.

A coleta periodontal foi realizada na bolsa de maior profundidade de sondagem
através de cones de papéis absorventes estéreis/apirogénicos (esterilizados através de
calor seco, em estufa por um periodo de tempo de 4 horas a 200°C) calibre FM
(Dentsply - Petropolis,RJ). As coletas foram realizadas para avaliagdo microbiolégica e

quantificacdo de endotoxinas.

Inicialmente, um cone de papel absorvente era introduzido até o fundo da bolsa
periodontal permanecendo por 1 minuto. Em seguida, esse cone era transferido para
frascos de vidro apirogénicos e armazenados em freezer -20 °C. Essa primeira coleta
era destinada para a analise de endotoxinas.

Posteriormente, 3 cones de papel absorvente, um de cada vez, eram
introduzidos até o fundo da bolsa periodontal permanecendo por 1 minuto cada um.
Esses cones eram transferidas para tubos do tipo eppendorfs previamente esterilizados,
contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA Il — Viability Medium
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Goteberg Agar (Dahlén et al, 1993) e transportados em jarros a vacuo para o
Laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP
(APENDICE VI). Esses eppendorfs eram congelados em freezer -20°C. Essa segunda
coleta era destinada para a andlise microbiolégica.

Os procedimentos de coleta periodontal estdo representados na Figura 2.

Apbs a realizacdo dessas coletas da bolsa periodontal, o préximo passo

realizado foi a coleta do canal radicular.

Figura 2 — Procedimentos de coleta periodontal. A — Polimento com pedra pomes; B —

Coleta inicial da bolsa periodontal de maior profundidade

4.3.2. Procedimentos clinicos para coleta do canal radicular (CE1)

- Coleta Inicial do Canal Radicular (CE1)

Alguns principios foram observados na coleta das amostras: utilizagdo de
técnicas assépticas, remocado de contaminantes coronarios, isolamento absoluto,
desinfeccdo do campo operatorio, facil acesso para a coleta das amostras e evitar

contaminagao quimica do espaco pulpar.
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Para a fase de acesso coronério, a 4gua proveniente do equipo foi cessada,
sendo a irrigacao realizada manualmente com SS 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) esféricas 1012HL, 1014HL,
1016HI e tronco cdnica de ponta inativa 3082 (K.G. Sorensen Ltda, Barueri, SP, Brasil)
foram utilizadas para a remoc¢ao de esmalte e dentina.

Quando, clinicamente, observava-se uma fina camada de dentina separando o
teto da cavidade pulpar, era realizado o isolamento absoluto do dente envolvido. O
isolamento foi realizado com lencol de borracha e, o vedamento da interface
coroa/lencol com cianocrilato (Super Bonder; Loctite, SP) para evitar uma possivel

infiltragdo com saliva.

Prosseguiu-se, entdo, com a anti-sepsia do campo operatorio (superficie externa
da coroa, grampo, lencol de borracha, arco e cianocrilato). Este procedimento foi
realizado com swabs estéreis umedecidos, primeiramente, em H>O, a 30% (v/v) e
depois em NaOCl 5,25% por 30 segundos cada, sendo subseqglentemente
neutralizados com solugao estéril de tiossulfato de s6dio 5% (Méller 1981) (Figura 3).

Em uma segunda etapa operatéria, na fase de confeccdo da cavidade de
acesso, nova broca estéril/ apirogénica foi utilizada. Nesse momento, era realizada a
remocao completa do teto da camara pulpar, sendo a irrigacdo novamente realizada
manualmente com SS estéril e apirogénica. Apés a abertura corondria, o campo
operatério era submetido novamente a um processo de desinfec¢cdo, como descrito

anteriormente.

Nos casos de dentes multirradiculares, a amostra foi coletada do canal radicular
associado a bolsa periodontal de maior profundidade, de maneira a confinar o exame
microbioldgico e endotdxico a um Unico ambiente ecolégico.

Inicialmente, um cone de papel absorvente estérel/apirogénico calibre F Dentsply
(Petrépolis,RJ) era introduzido no comprimento total do canal (determinado pela
radiografia pré-operatéria) permanecendo por 1 minuto. Em seguida, esse cone era
transferido para frascos de vidro apirogénicos e congelados em freezer -20 °C. Essa

primeira coleta era destinada para a analise de endotoxinas.
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Figura 3 — Procedimentos de coleta endodéntica. A — Isolamento absoluto apds
avaliar uma fina camada de dentina; B — Desinfeccdo do campo operatério: dente e
grampo; C — Desinfeccao do campo operatério: arco e lencol de borracha;

Posteriormente, 3 cones de papel absorvente, um de cada vez, eram
introduzidos da mesma forma descrita anteriormente para o canal radicular,
permanecendo por 1 minuto cada um. Esses cones eram transferidos para tubos do
tipo eppendorfs previamente esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-
reduzido VMGA Il — Viability Medium Goteberg Agar (Dahlén et al., 1993) e
transportados em jarros a vacuo para o Laboratério de Microbiologia da disciplina de
Endodontia da FOP-UNICAMP. Esses eppendorfs eram congelados em freezer -20°C.
Essa segunda coleta era destinada para a analise microbioldgica

Dentes com comprometimento periodontal podem apresentar uma grande
incidéncia de canais atrésicos, prejudicando a coleta através de cones de papel
absorvente. Nos casos onde observava-se essa dificuldade, uma lima tipo Kerr #10 ou
#15 estéril/apirogénica de pequeno diametro era inserida até o comprimento total do
dente. Logo em seguida, as coletas eram relizadas.

As ilustracdes desses procedimentos de coleta endoddntica estao representadas
na Figura 4.
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Figura 4 — Procedimentos de coleta apds exposicao pulpar. A — Exposicao pulpar; B —
Remocéo de todo o teto da caAmara pulpar; C — Coleta inicial do canal radicular associado

a bolsa periodontal de maior profundidade

4.3.3 Preparo dos canais radiculares e coletas apos o PQM (CE2 e CP2)

Apébs as coletas iniciais (periodontal — CP1 e endodéntica — CE1), a camara
pulpar foi descontaminada com CHX gel 2% (Endogel, ltapetininga, SP). O preparo da
entrada dos canais foi complementado com a realizacdo dos desgastes
compensatérios, utilizando a ponta diamantada tronco cénica # 3082 e as brocas de
largo # 2 e # 3.

O preparo dos 2/3 iniciais do canal radicular foi feito com o rotatério de Niquel-
Titanio Hero 20.06 (Micromega, Besancgon, Franga). No mesmo comprimento, o préximo
passo foi a insercao das brocas de Gates-Glidden em ordem decrescente #5, #4, #3, #2
em diregéo “crown-down”. Em seguida, a odontometria foi feita com o auxilio de um
localizador apical (Novapex, Forum Technologies, Rishon le-Zion, Israel) e a paténcia
verificada com limas manuais tipo K #10, #15 ou #20 (aquela que se ajustar melhor ao
didmetro do canal). Logo apdés, todo o comprimento do canal foi instrumentado com
limas rotatorias de NiTi — Mtwo.

A instrumentagdo com limas rotatérias de NiTi — Miwo foi realizada seguindo a
seqUéncia recomendada pelo fabricante: Mtwo 10/.04; Mtwo 15/.05; Miwo 20/.06; Miwo
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25/.06; Mtwo 30/.05. O comprimento de trabalho estipulado para todas as limas foi 1
mm além do forame apical com movimentos leves, inserindo e removendo a lima do
canal radicular, evitando sempre qualquer for¢ca no sentido apical.

Durante o PQM (PQM), os canais foram inundados com CHX gel 2% a cada
inicio do uso de lima e, irrigados com 5 mL de soro fisiolégico apds cada utilizacao de
lima.

Apés a instrumentacdo, os canais foram irrigados com 4,0 mL de solugédo de
tween 80 + lecitina de soja 0,07%, para neutralizar a acao da substancia quimica-
auxiliar (Siqueira et al., 1998). Uma nova irrigacao com 4,0 mL de solucao fisioldgica foi
feita. Entdo, 1,0 mL de Acido Diaminotetracético (EDTA) foi inserido no interior do canal
radicular por 3 minutos , sendo feita a troca a cada 1 minuto. A irrigacdo final foi
realizada com 3,0 mL de solucéo fisiologica esteéril.

- Coleta Final do Canal Radicular (CE2)

Apbés o PQM, nova coleta do canal radicular foi realizada (CE2), da mesma
maneira que a CE1. A CE2 foi realizada em dois momentos: imédiatamente apds o
PQM e, apds o uso do EDTA 17%.

Logo em seguida, os 15 dentes foram divididos, aleatoriamente (por sorteio)
previamente ao inicio do estudo, em 3 grupos de 5 dentes de acordo com a medicagéao
utilizada e os seguintes procedimentos foram tomados:

e Grupo I: (n=5) - Sessao unica, sem uso de medicacéo intracanal.

e Grupo II: (n=5, MIC por 30 dias) - os canais deste grupo foram secos com
cones de papel e preenchidos com Ca(OH). + CHX-gel 2 % (2:1). Em sequéncia,
procedeu-se a colocagcdo de uma camada de aproximadamente 2 mm de Coltosol,
aplicacdo de acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M® (3M
Dental Products, St Paul, USA) e aproximadamente 3 mm de resina fotopolimerizavel Z
250 (3M Dental Products, St Paul, USA).
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e Grupo lll: (n=5, MIC por 30 dias): os canais deste grupo foram secos com
cones de papel e preenchidos com Ca(OH), + SS estéril ( 1:1). Em sequéncia,
procedeu-se a colocacdo de uma camada de aproximadamente 2 mm de Coltosol,
aplicacdo de acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3" (3M Dentall
Products, St Paul, USA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products,
St Paul, USA).

Os dentes do grupo | eram imediatamente obturados apdés o PQM e, nos dentes
do Grupo Il e lll, a medicacao era colocada com o uso de lentulos (Figura 5).

Os casos foram sorteados de acordo com cada grupo previamente ao inicio de
todo o trabalho. Foram realizadas radiografias periapicais imediatamente apds a
colocagcdo das medicagbes intracanais contendo Ca(OH)2 . Elas mostraram que os
canais que continham Ca(OH)2 estavam bem preenchidos.

- Coleta Final da Bolsa Periodontal (CP2)

Com a remogé&o do isolamento absoluto, uma nova coleta da bolsa foi realizada
como descrita na CP1.

4.3.4. Coleta apos medicacao intracanal (CP3 e CE3)

Apbés 30 dias de MIC, os pacientes foram novamente atendidos. As
caracteristicas clinicas periodontais foram avaliadas novamente e anotadas na ficha
clinica.

Seguindo os principios das primeiras coletas (CP1 e CP2), novas coletas para
endotoxinas e avaliacdo microbioldgica foram realizadas (CP3). Essas coletas foram
realizadas para os pacientes dos grupos Il (Ca(OH), + CHX-gel 2%) e lll (Ca(OH), +
SS)
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Apbés a coleta da bolsa peridontal foi realizado o isolamento absoluto,
desinfeccdo do campo operatorio, abertura coronaria seguida de nova
descontaminagcado como descrito previamente na coleta inicial do canal radicular.

Os canais, entao, foram irrigados com 10mL de solugéo fisiolégica no intuito de
remover a MIC e possibilitar a coleta do canal. Depois, novas coletas para endotoxinas
e avaliacao microbiolégica foram realizadas (CE3) como descritas anteriormente nas
CE1 e CE2.

A seguir, o canal foi reinstrumentado para remog¢ao da medicacéo e irrigado com
5 mL de solugéo fisiolégica. Novamente os canais foram inundados com CHX gel 2% e
foi relizada a prova do cone, confirmada radiograficamente. Entao, foi aplicado EDTA
17%, por 3 minutos sob agitagdo constante com cones de guta percha, com troca a
cada 1 minuto.

Os canais foram secos com cones de papel calibrados e, se estavam secos e
propicios para a obturacao, eram obturados utilizando-se a técnica do cone modelado
apical associado & condensacdo vertical (Termocompactador Easy Endo® +
Condensador Konne®). Logo em seguida, a embocadura do canal foi preenchida com
Coltosol® e o dente definitivamente restaurado com resina fotopolimerizavel Z 250 (3M
Dental Products, St. Paul,USA). Ao final desse procedimento, foi realizado a
radiografia final do tratamento endoddntico. A analise das radiografias foi realizada com
auxilio de um negatoscoépio primeiramente a olho nu e depois, juntamente com uma
lupa estereoscépica (com aumento de 10X).

Todos o0s pacientes da pesquisa foram aconselhados a retornar ao
Periododontista e continuar sob terapia de manutencao e acompanhamento.

Um ano ap6s a realizagcdo do tratamento endoddntico, os pacientes foram
chamados para avaliacao clinica e radiografica. Dessa forma, eram realizados todos os
testes clinicos e caracteristicas referentes a dor, sangramento, sensibilidade, palpagao,
percussdo eram anotados na ficha clinica. Era também realizada a radiografia do dente
avaliado e, esta comparada a radiografia inicial do tratamento.
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Figura 5 — Procedimento apés PQM. A — Aspecto dos canais radiculares apos
instrumentacao; B — Aspecto final da coroa do dente apds instrumentagéo, que foi selado

com resina composta

Os métodos classicos utilizadOs para analisar as amostras quanto a presenca de
bactérias alvos, quantificacdo de LPS e citocinas ja foram padronizadas anteriormente,
obtendo resultados confiaveis. (Gomes, 1995; Gomes et al., 1994a,b; 1996, Gomes et
al 2004; Martinho & Gomes 2007).

4.4. ANALISE POR PCR

PCR (Técnica da reagdo em cadeia da Polimerase) foi utilizado para a andlise da
presenga de bactérias alvos como: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia,
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e Treponema
denticola), Gemella morbillorum e Parvimonas micra nas coletas das bolsas
periodontais e dos canais radiculares em todas as etapas do tratamento. Esses

microrganismos estdo, normalmente, presentes em infecgdes periodontais e pulpares.
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4.4.1. Extracdao do DNA bacteriano

A extracdo de DNA foi realizada com o QIA amp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth,
CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante (APENDICE VII).

4.4.2. Reacao de PCR
A reacao de PCR foi processada na quantidade de 25 pL de uma mistura de
reagentes (Master Mix) contendo as quantidades especificadas no quadro 1 para 2 pL

do DNA da amostra. (Tabela 1)

Tabela 1: Proporcdes dos reagentes no Master Mix

Reagentes Quantidade (pL)
Tampao (10 x Reaction buffer Invitrogen ® - Life 25 L
Technology do Brasil)
DNTPs (Invitrogen ® - Life Technology do Brasil): 0,5 uL
MgClI ; (Invitrogen © - Life Technology do Brasil) 1,25 uL
H.0O MiliQ 17,625 uL
Primer Forward 100uM (Invitrogen ® - Life Technology do 0.75 L
Brasil)
Primer Reverse 100pM (Invitrogen © - Life Technology do 0.75 L
Brasil)
Taq Platinum (Invitrogen ® - Life Technology do Brasil) 0,125 pL

A Tag DNA Polimerase escolhida foi a Platinum®Taq DNA Polymerase
(Invitrogen® - Life Technology do Brasil) que ndo se degrada com o aumento gradativo
da temperatura, podendo ser acrescentada diretamente na mistura (Mix) da reagao
evitando a necessidade de hot start.

Para determinar a temperatura de anelamento ideal, reagdes de PCR contendo
primers espécie-especificos (Tabela 2) foram realizadas em um aparelho termociclador
convencional e submetidas a varios gradientes de temperatura (MJ96G, Biocycler,

101



termocicladores, Curitiba, SC, Brasil) utilizando amostras ATCCs correspondentes e

baseadas na literatura de suporte.

Além das amostras, foram utilizados como controles positivos o0 DNA genémico

purificado dos microrganismos, e como controle negativo, agua MiliQ esterilizada.

Tabela 2: Primers especificos a serem analisados

por 10min

Espécie Sequéncia Ciclos Fragmento Referéncia
Desnaturacao
inicial 95° por
F:TCC TACC Sg? AGG CAG 10min e 40 cFi)cIos: Siausira e 4l
i 95° por 10s, 60° lquelra et al.,
Universal  g: GGA CTA CCA GGG TAT CTA p%, 10s & 466bp 2001,
ATCCTGTT extensdo final 72°
por 25s
i Desnaturagéo inicial
F: GCG TAT G'I;:AAACC TGC CCG 95° por 1min e 36
. ciclos: 95° por 30s, 60°
T. forsythia R: TGC TTC AGT GTC AGT TAT  por 1min, 72° por 1min 641 bp Slots et al., 1995.
ACCT e extenséo final 72°
por 2min
F: TAATAC CGA ATG TGC TCA  Desnaluragéo inifal
. TTTACAT clos: 94° por 30s, 60° .
T.denticola g 1ca AAG AAG CAT TCC CTC  por Tmin, 72 porsmin 316 bP Willis et al. 1999.
tensao final 72°
TTC TTC TTA ® X bor 10min
i Desnaturagéo inicial
F: AGA GTT TCZA(\E TCCTGG CTC g5t por 2min 6 36 Conrads of a
i ciclos: 94° por 30s, 60° onraas et al.,
P.micra g ATATCATGC GATTCTGTG  porfmin, 72°por2mn 207 PP 1997.
GTC TC e extensdo final 72°
por 10min
F: AGT AGC ACA AGG GAG ATG Dgsnaturggao inié:g)al
° por 5min e .
F. nucleatum TATG ciclos: 94° por 30s, 40° 1000 b Avilla-Campos et
’ R: CAA GAA CTA CAA TAG AAC  por 1min, 72° por 2min P al. 1999.
e extensdo final 72°
CTGA por 10min
i Desnaturagao inicial
F: AGG CAG C'cr;'(l'aGCC ATA CTG 95° por 2min e 36 Siaueira of al
inAivali ciclos: 94° por 30s, 60° Iquelra et al.,
P.gingivalls g, ACT GTT AGC AAG TAG GGA  por tmin, 722por2min 404 BP 2001.
TGT e extenséo final 72°
por 2min
. Desnaturagéo inicial
F:TTTGTT Ggg éaAG TAAAGC  g50 por 2min e 36 Susira of a
i ; ciclos: 94° por 30s, 58° lqueira et al.,
P.intermedia . oA AGATGT GTG TAT GCT  por fmin, 722por2min 070 PP 2001,
GCGT e extenséo final 72°

4.4.3. Eletroforese

As amostras, ap6s a reacdao de PCR (produtos da amplificacdo), foram

conservadas a 4°C ou analisadas imédiatamente por eletroforese. Utilizou-se o gel de
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agarose a 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampéao de Tris-borato EDTA
(pH 8,0) e corado com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen® - Life Technology do

Brasil).

Figura 6 - Processamento das amostras pelo método de PCR. A- Kit de extracédo de
DNA; B - Incubadora; C-Centifuga; D — Reagente para a reacdo de PCR; E —--
Termociclador; F - Sistema de eletroforese; G - Gel de agarose na cuba; H - Sistema
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de imagens para leitura dos géis; | - Imagem do Gel referente a Treponema
denticola; J — Imagem do Gel referente a Parvimonas micra.

Foi incluido em cada gel, um padréo de peso molecular de 100 bp (DNA ladder,
Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Ap6s o término de cada corrida (60 volts por 1
hora), as bandas foram observadas com auxilio de um transiluminador de luz
ultravioleta. A documentacao fotografica dos géis foi obtida com o sistema Image
Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge, England) e a captura das imagens foram
realizadas pelo programa LISCAP Image Capture software. As imagens ilustrativas
estao na Figura 6.

4.5. QUANTIFICACAO DE ENDOTOXINAS

Para a quantificacdo de endotoxinas foi utilizado o método turbidimétrico de
deteccéo: Kit Pyrogent® -5000 (Lonza, Walkersville, MD, EUA) - uma preparacédo de
Lisado de Amebécito Limulus (LAL) (APENDICE VIII).

O método turbidimétrico quantitativo é baseado no fato de que qualquer aumento
na concentracdo de endotoxinas causa um aumento proporcional na turbidez devido a
precipitacdo de uma proteina coagulavel (coagulogénio) no lisado. Procede-se a leitura
da densidade Optica de varias diluicobes da substancia a ser analisada contra curva-
padrdao e sao obtidas medidas quantitativas de endotoxinas, em grande faixa de
concentragdes. Nesta técnica cinética, mede-se o tempo necessério para se atingir uma
absorbancia pré-determinada da mistura de reacéo ou a velocidade de desenvolvimento
da turbidez.

O teste LAL Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para detec¢do de
endotoxina de bactérias Gram-negativas. Esse teste utiliza uma preparacao de Lisado
do Amebécito Limulus (LAL), em combinacdo com um incubador fotométrico e um
software apropriado, para deteccdo fotométrica da endotoxina. Uma amostra é
misturada com o reagente LAL reconstituido, colocada em um fotdmetro e monitorada

automaticamente até o desenvolvimento de uma aparéncia de turvacao (densidade
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otica). O tempo necessario antes da aparicdo da turvacdo (tempo de reacdo) é
inversamente proporcional a quantidade de endotoxina presente. A concentracao de
endotoxina em amostras desconhecidas pode ser calculada a partir de uma curva-
padréo (Figura 7).

Para realizacao do teste LAL Pyrogent-5000, todos os materiais que entrassem em
contato com a amostra ou reagentes do teste deveriam estar apirogénicos (livre de
endotoxinas). Os materiais tornaram-se apirogénicos quando submetidos ao calor seco
(estufa) a 250°C por um periodo de 30 minutos ou por energia ionizante (EMBRARAD,
Cotia, SP). A radiagdo gama consiste na exposicdo dos produtos a agcdo de ondas
eletromagnéticas curtas, geradas a partir de fontes seladas de Cobalto 60. Outros

materiais jA se apresentavam apirogénicos e esterilizados oriundos de fabrica (Lonza,
Walkersville, MD, EUA).

2 — LotNo. 1:1000 — ID. BOLSA INICIAL
SAMPLES DILUTION WELL REACTION AVG. RAW RESULTS (LR) REL.
TIME (sec) TIME EU EUfmI LIMIT
S1 1000 c3 2120 2120 0,00929 9,29 N/A
c4 -
PPC 1000 D3 510 518 1,18
D4 525
PPC Value: 1,00 PPC % recovery : 117% (PPC - SAMPLE 1) Endotoxin Recovered : 1,17

Figura 7- Processamento de endotoxinas pelo ensaio LAL. A - Kit de endotoxinas
composto por agua apirogénica, Tampao de reconstituicio Pyrogent-5000 LAL,
Reagente Pyrogent-5000 LAL e Endotoxina E. coli 055:B5; B - Leitor Biotek (ELX 808,
Winooski, VT, EUA); C - Software WIinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA); D —

Resultado da oncentracdo de endotoxinas da bolsa periodontal inicial do paciente 2.
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O kit Pyrogent-5000 apresenta: 1) Pyrogent-5000 LAL Reagente; 2) Endotoxina de
Escherichia Coli 055:B5; 3) Tampao de reconstituicdo Pyrogent-5000.

Para a realizacdo do teste foi utilizado: 1) Agua Reagente LAL (Lonza,
Walkersiville, MD, EUA); 2) Hidréxido de sédio 0.1 N ou Acido cloridrico 0.1N, dissolvido
em agua reagente LAL, para ajuste do pH da amostra, se necessario; 3) Tubo de vidro
descartavel para diluigédo, isentos de endotoxina; 4) Ponteira estéreil descartaveis de 10
uL, 200 pyL e 1000 pL; 5) Microbiofilme(96 pocos — 12 colunas e 8 fileiras ) estéreil
descartavel e apirogénicas (Corning Costar, Cambridge, MA, UK); 6) Multipipetador de
8 canais; 7) Reservatério de reagente (Lonza, Walkersiville, MD); 8) Leitor de
microplacas (Biotek, Bio-Rad Laboratories); 9) Software WinKQCL® (Lonza,
Walkersiville, MD); 10) Cronémetro e agitador vortex.

Para o calculo da concentracdo de endotoxina em amostras desconhecidas, foi
estabelecida uma curva-padrdao com quantidades conhecidas de endotoxina
(Escherichia coli). Esta foi preparada utilizando solu¢des com concentragdes 0,01
EU/mL, 0,10 EU/mL, 1 EU/mL, 10 EU/mL, 100 EU/mL como descrito na tabela 3.

Tabela 3: Valores de endotoxinas conhecidos para estabelecimento da curva-

padréao
Concentragdo de . Volume de solugdo de
Tubos ) Volume de agua . o L.
. endotoxina endotoxina adicionado a agua
apirogenicos reagente LAL .
(EWmL) apirogenica
1 10 0.9 mL 0,1 mL de 100 EWmL solugdo
2 1 0,9 mL 0,1 mL de 10 EWmL solugio
3 0,10 0.9 mL 0,1 mL de 1 EL/mL selugo
4 0,01 0.9 mL 0,1 mL de 0,10 EU/mL solugio
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Os valores da absorbéancia das solugdes de endotoxina previamente preparadas
foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX 808, Winooski,
VT, EUA). A absorbancia a 340 nm foi linear com os intervalos de concentragcao usados.
A linearidade da curva padrdo dentro do intervalo de concentracdo foi usada para
determinar os valores de endotoxina. A reprodutibilidade pode ser verificada pela
comparagéao das diferentes curvas (Figura 8).

0,01 0.1 1 100

1000 \

100 \
1 CORR. =-0,999

IIII L] L] IIIIIII L LI | Illlll L] L} Illllll L] L] IIIIIII

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00
Concentration: EU/mL

Figura 8: Grafico da curva-padréao

Curva padrao determinada a partir da diluicao da solucao de E. coli - utilizada
como parametro para o célculo das concentracdes de endotoxinas das amostras, com

base na edotoxina da E. coli 055:B5 com concentracao conhecida de 100 EU/mL.

4.5.1. Procedimentos para execucao do teste

Foi impresso um esboco com o posicionamento da agua apirogénica, da curva
padrao, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na placa de 96 pogos
(Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi dispensado
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cuidadosamente no interior dos pocos da microplaca: 100 pl das amostras e 100 ul dos
controles positivos das mesmas, ambas em duplicata. Nas amostras controles foram
dispensados 10 pl da endotoxina na concentragdo de 10 EU/mL, evitando a formagao
de bolha. Apds o preenchimento das amostras e dos respectivos controles previamente
contaminados com E. coli, foi dispensado cuidadosamente no interior dos pogos da
microplaca: 100 pl de agua apirogénica (branco), padrées de endotoxina (100 ul da
concentragao de 0,01 EU/mL; 0,1 EU/mL; 1 EU/mL; 10 EU/mL e 100 EU/mL). A placa
foi pré-incubada por = 10 minutos a 37°C + 1°C, no leitor Biotek (ELX 808, Winooski,
VT, EUA). Proximo ao final do periodo de pré-incubagédo, cada frasco de reagente
Pyrogent-5000 foi reconstituido com 5,2 mL de tampao de reconstituicao Pyrogent-
5000, que foi todo misturado levemente. Apods isso, foi dispensado rapidamente 100 uyL
do reagente reconstituido de Pyrogent-5000 dentro de todos os pogos da microplaca,
iniciando pela primeira coluna (A1-H1) e procedendo em sequéncia até a ultima coluna

utilizada. Com a tampa da placa removida iniciou-se a leitura.

4.5.2. Calculo da concentracao de endotoxinas

De forma continua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas foi monitorado na
absorbancia de 340 nm de cada pog¢o da microplaca. Usando a leitura de absorbancia
inicial de cada orificio como seu proprio branco, o leitor determina o tempo necessario
para que a absorbancia aumente a 0,03 unidades. Este tempo é denominado tempo de
reacao. O software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA) executa automaticamente
uma correlacao linear log/log do tempo de reacédo de cada padrdo com a concentracao
de endotoxina correspondente. Os parametros da curva padrdo foram impressos no
relatério. Se o valor absoluto do coeficiente de correlagdo (r) for igual a 0,980, um
modelo polinomial pode ser usado para construir uma curva padrao e, assim, predizer
as concentracdes de endotoxina das amostras de teste.
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4.6.DETERMINACAO DE CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS IL1 a,IL18,TNFa E
PGE2

Para quantificagdo das citocinas pro inflamatérias IL1 o,IL18,TNFa E PGE2 das
bolsas periodontais e dos canais radiculares, empregou-se ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA ou Biolegend, San
Diego, CA, USA). Todas as reacdes foram desenvolvidas segundo as recomendacoes
dos fabricantes (APENDICE X).

Para essa andlise, todas as amostras que estavam congeladas em criotubos,
foram descongeladas e, suspendidas em 2 mL de agua apirogénica / estéril.

Nos ensaios, as concentragbes dos anticorpos monoclonal e policlonal, bem
como das citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas curvas padrao, foram
recomendadas pelos fabricantes (R & D Systems e Biolegend).

O kit utiliza a técnica "sanduiche" de ensaio imunoenzimatico quantitativo. Um
anticorpo anti-humano monoclonal, especifico para as respectivas citocinas, foram pré-
revestidos em uma placade 96 pocos. Todos os reagentes foram colocados a
temperatura ambiente. Foram adicionados 50 ul do diluente em cada poc¢o. Em seguida,
200 pL da curva padrao e das amostras foram adicionadas em cada po¢o e a placa foi
incubada a temperatura ambiente durante 2 h. A presenca de IL-1b, IL -1a, TNF-a e
PGE2 vai ligar ao anticorpo imobilizado. Apds 2 horas, a placa foi lavada para a
remocao de proteinas nao ligadas ao anticorpo. Depois, um anticorpo ligado a enzima
(peroxidase de rabano) policlonal (200 ml) especifico para cada citocina foi adicionado
em cada pogo. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante mais 2 horas, e os
pocos lavados novamente. Em seguida, 200 ml de uma solucdo de substrato foi
adicionada e toda a cor desenvolvida € proporcional a quantidade de citocinas ligadas.
Apdés uma incubacdo de 20 min a 30 min, uma solucdo de stop (acido sulfurico) foi
adicionado a reacdo. A intensidade da cor (densidade éptica) foi medida utilizando um
leitor de microplacas a 450 nm- 540 nm) dentro de 30 min. Uma curva padrdo
especifica para cada citocina foi determinada. Em seguida,a quantidade de citocinas de
cada amostra (quantidade total) foi calculada e uma concentragédo (pg / ml)
determinada, dividindo a quantidade de citocinas pelo volume (ml). Os ensaios de
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ELISA foram realizados em duplicata, e os valores médios foram utilizados para calcular
quantidades e concentragoes totais de cada citocina (Figura 9).

R&D Systems

Quantikine*

Figura 9- Processamento de citocinas. A - Kit para monitoramento de citocinas TNFa; B
— Reagentes do kit; C Biofilme contendo o anticorpo para a leitura; D - Leitor de Elisa
associado ao computador; E - Resultado da curva padrdo e do monitoramento de

citocinas nas amostras.

ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados foi considerado o dente como unidade amostral. Para a
andlise dos dados que trabalharam com presencga ou auséncia bacteriana foi utilizado o
teste Exato de Fisher para comparacao intergrupo. Para a analise intra grupo foi
utilizado os testes Mc Nemar quando as variaveis eram dicotomicas. Teste anova para
medidas repetidas, seguido pelo teste de Tukey, que foi utilizado para a comparacao
intra e intergrupo quando os dados preencheram os requisitos de normalidade,
previamente verificados pelo teste Shapiro Wilk. Quando os dados nao apresentaram a
caracteristica de normalidade, utilizou-se o teste Kruskal Wallis para a comparacao inter
grupo e o teste Wilcoxon para a comparacgao intra grupo.
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As analises foram realizadas nos programas Bioestat 5,0 (Instituto Mamiraua,
Belém, PA, Brasil) e SAS Software 9,1 (The SAS Institute, Cary, NC, EUA). Para todas

as andlises considerou-se nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Foram avaliados 79 dentes de pacientes que estavam sob acompanhamento
periodontal por mais de 1 ano na Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.
Destes, 16 dentes se apresentavam necrosados.

Os outros 63 dentes apresentavam uma sensibilidade pulpar alterada durante o
teste térmico. No entanto, 48 desses dentes foram indicados para a extracao apés a
avaliagdo da Periodontia e da Prétese. Esses dentes ja ndo apresentavam mais
nenhum tipo de suporte 6sseo e nenhum tratamento poderia ser realizado.

Foram examinados 11 pacientes que apresentavam 15 dentes com bolsa
periodontal associada com profundidade de sondagem maior ou igual a 6 mm em uma
das faces, auséncia de sangramento, perda éssea extensa em uma das faces visivel
radiograficamente, acompanhamento periodontal de no minimo 1 ano sem regressao da
doenca e, dentes que clinicamente, através do teste térmico, apresentaram
sensibilidade pulpar positiva . Essa sensibilidade nao era considerada normal, pois
mesmo apés a remogdo do estimulo térmico, o paciente sentia sensibilidade
prolongada.

A idade dos pacientes variava entre 25 e 53 anos, sendo que 5 deles pertencia,
ao género feminino e 6 deles ao género masculino.

Os elementos dentais avaliados pertenciam ao grupo dos incisivos superiores
(5/15), incisivos inferiores (1/15), pré-molares superiores (2/15), pré-molares inferiores
(1/15), molares superiores (1/15) e molares inferiores (5/15).

Clinicamente, 7/15 apresentavam-se com restauracées e 8/15 eram higidos.
Todos apresentavam mobilidade dentaria e respostas aos testes de percussao e
palpacado negativas.

Todos esses dados, dos 11 dentes, estdo representados no geral na tabela 4 e,
individualmente de acordo com cada grupo, na tabela 5.

Todos os pacientes, durante a anamnese e exame clinico, relataram aumento de

sensibilidade e desconforto relacionado ao dente avaliado. Essa sensibilidade era
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sempre maior apds a terapia de manutencao periodontal e ndo regredia facilmente,
sugerindo uma comunicagao entre polpa e periodonto.

Os 15 dentes foram selecionados e divididos, aleatoriamente, em 3 grupos de
acordo com o tipo de tratamento endodéntico proposto, como descrito na Figura 10.

A avaliagdo de proservacao foi realizada um ano apés a terapia endodéntica.
Nesse periodo, 5 dentes foram extraidos e 10 dentes permaneceram na cavidade oral.

| 15 dentes |
W
| Tratamento |
v v W
SessSolnica | CHX+ CalOH), Soro +CalOH),
Edentes S dentes S dentes
v v W
1 anoapds
2 dentes 2 dentes 1dente
extraido extraido extraido
W= W v
SessSo Unica CHX+CalOH), | Soro+CalOH),
Jdentes Jdentes 4 dentes

Figura 10 — Flowchart dos dentes selecionados.

Tabela 4 - Apresentacgdo geral das caracteristicas dos 15 pacientes que compuseram o estudo.

Dados amostrais
38,93 (+ 8,99)

Parametro

Idade (anos)

Género (Masculino/Feminino) 7/8
Estado da coroa Higido/Restaurado 8/7
Uni/multirradicular 8/7

7,73 (+ 2,58)

Profundidade de sondagem (mm)

Nivel de Insercao clinico (mm) 10,33 (£ 1,71)

Presenca de mobilidade — n(%) 15 (100%)
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Tabela 5 — Apresentacdo geral das caracteristicas iniciais dos 15 pacientes e comparag¢do entre os grupos

no baseline.
Grupos
Parametro 1- Ca(OH), + 2 — Sessao 3 -Ca(OH), + Valor de “p”
CHX Unica soro
Idade (anos) 37 (£6,04) a 37 (9,69 a 428 (x11,14)a 0,5954*
Género (M/F) 2/3 2/3 3/2 1,0000**
Estado da coroa
3/2 4/1 Ya 0,7475**
H/R
Uni/multirradicular 3/2 4/1 Va 0,7475**
Profundidade de
6,20 (£2,49) b 6,80 (x2,17)b 10,20 (+ 0,84) a 0,0155*
sondagem (mm)
Nivel de Insercao
. 10,00 (£ 2,00) a 9,80 (x1,79)a 11,20 (x1,30) a 0,4082*
clinico (mm)
Presenca de
5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 1,0000**

mobilidade — n(%)

*Letras minusculas distintas na linha significam diferenca estatistica pelo teste Anova seguido do teste

de Tukey. ** Valor de p calculado pelo teste Exato de Fisher.

Nenhum paciente, de nenhum dos grupos, apresentou sensibilidade péds-
operatéria entre as sessoes de atendimento.

De acordo com as caracteristicas clinicas periodontais, apés a terapia
endoddntica, alguns dentes (10/15) apresentaram diminuicdo da profundidade de
sondagem (Tabela 6), reducdao da mobilidade dentaria e auséncia de sensibilidade,
indicando possivel saude gengival. Dos 15 dentes tratados, 5 foram extraidos devido a
progressao da doenca periodontal. Em relacédo a esses dentes extraidos, apenas 1/15
era de paciente que ndo voltou a fazer acompanhamento periodontal e ndo tinha uma
boa higiene. Dos 10 dentes que se mantiveram na cavidade oral, 5 eram dentes que
continuaram sob manutengao periodontal e 5 eram de pacientes que por conta propria

nao voltaram mais para manutencéo periodontal.
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Tabela 6 — Comparagdo entre os grupos antes e apés o tratamento em relacdo a profundidade de
sondagem. Considerados para analise apenas os dentes que ndo foram extraidos (n=10). Valores de

médiana (minimo — maximo) em mm.

Tempo
Grupo
Antes n=10 ApoOs n=10
1n=3 7(4-10)Ba 6 (3-10)Ba
2n=4 7(5-10)Ba 5(3-8)Bb
3 n=3 11 (10-11) Aa 9(8-9)Ab

Letras maiusculas diferentes na coluna e letras minusculas diferentes na linha significam diferenca

estatistica pelo teste Anova seguido pelo teste de tukey

Em relacdo a mobilidade dental, no baseline, todos os dentes
apresentavam mobilidade inicial, de no minimo grau 2. Na proservagdo de 1 ano,
houveram perdas em funcédo da necessidade de exodontia dos dentes envolvidos no
estudo. No entanto se observou que dos 10 dentes que continuaram em tratamento, 9
(90%) apresentaram reducdo da mobilidade para grau 1 e apenas 1 (10%), nao

apresentou mobilidade na reavaliagao.

5.2. PCR
5.2.1 Bolsa Periodontal

Os microrganismos mais frequentemente encontrados na bolsa periodontal, dentre
os pesquisados (alvos), pelo método de PCR na coleta inicial foram: P micra (86,6%), T
forsythia (80%) e P gingivalis (66,6%) (APENDICE ).

Imediatamente apés o PQM, P micra (86,6%), T forsythia (80%) e P gingivalis

(60%) continuaram entre os mais encontrados.
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Para os grupos onde foram utilizados medicagéao intracanal, ap6s 30 dias, P micra
e T forsythia foram encontrados em 53,3% das amostras e P gingivalis (46,6%) e F
nucleatum em 46,6%, conforme os dados da tabela 7.

Avaliando a presenca de T. forsythia, T. denticola e P. gingivalis, que sao 0s
microrganismos pertencentes ao complexo vermelho, podemos perceber que: na bolsa
periodontal inicial, 7 amostras apresentavam esses 3 microrganismos juntos (P2, P3,
P4, P9, P10, P12, P14); 5 amostras apresentavam pelo menos a presenca de 2 deles
(P5, P7, P11, P13, P15) e, 3 amostras ndo apresentavam nenhum desses
microrganismos do complexo vermelho (P1, P6, P8).

Ap6s o PQM, 6 amostras continuaram apresentando os 3 microrganismos juntos
(P2, P3, P4, P9, P10,P14); 6 amostras apresentavam pelo menos 1 microrganismo (P5,
P6, P11, P12, P13, P15) e, 3 amostras nao apresentava nenhum microrganismo (P1,
P7, P8) .

Ap6s a medicacdao de 30 dias, os 10 dentes que faziam parte desses grupos
tiveram as bolsas periodontais avaliadas e, avaliando a presenca do complexo
vermelho, 5 amostras apresentaram os 3 microrganismos juntos (P2, P5, P9, P14, P15);
3 amostras apresentavam pelo menos 2 microrganismos (P11, P12, P13) e, 2 amostras

nao apresentavam nenhum desses 3 microrganismos (P1, P8)

Tabela 7 — Apresentacdo da frequéncia de presenca de bactérias na bolsa periodontal.

Espécie Grupo Sessdo Unica—n=5 Grupo Ca(OH), e CHX —n=5 Grupo Ca(OH), e SS — n=5

bacteriana Inicial Final 1 més Inicial Final 1 més Inicial Final 1 més

T. forsythia 4 4 - 3 3 3 5 5 5
T. denticola

P. micra

P. gingivalis

N W w N
N W W W
= s~ W U W

3 5
3 5
4 4
3 3
3 2

N w = w w
1
N w = Eay w

4
4
F. nucleatum 3
4
2

P. intermédia

*Significa diferenca estatistica em relagdo ao tempo baseline por meio do teste Mcnemar.
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Os dentes extraidos pertenciam aos pacientes P1, P2, P7, P11 e P15, dos quais,
P2, P11 e P15 apresentavam principalmente microrganismos do complexo vermelho e,
P1 e P8 apresentavam, principalmente, F. nucleatum, pertencente ao complexo
vermelho.

Algumas associagdes positivas entre microrganismos foram encontradas nas bolsas
periodontais iniciais e apds o0 preparo quimico mecanico, conforme a tabela 8 e 9.
Nessas tabelas, os valores em negrito representam as associagbes que tiveram

diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Tabela 8 — Associacdo da presenca de espécies distintas no interior da bolsa no momento pré

tratamento. N=15

T. forsythia T. denticola P. micra - P- P
nucleatum gingivalis intermédia
T. forsythia - 0,0022 0,0286 1 0,0220 0,2286
T. denticola 0,0022 - 0,0286 1 0,0220 0,2286
P. micra 0,0286 0,0286 - 0,4667 0,0952 0,4857
F. nucleatum 1 1 0,4667 - 0,2821 0,3147
P. gingivalis 0,0220 0,0220 0,0952 0,2821 - 0,0440
P. intermédia 0,2286 0,2286 0,4857 0,3147 0,0440 -

Associacdo avaliada por meio do teste Exato de Fisher. Os dados se referem aos valores de p

Tabela 9 — Associacdo da presenca de espécies distintas no interior da bolsa no momento apds o

tratamento endodontico. N=15

T. forsythia T. denticola P. micra - P- P o
nucleatum gingivalis intermédia

T. forsythia - 0,0769 1 0,0769 0,0440 0,2286

T. denticola 0,0769 - 1 0,6193 0,3147 0,6084
P. micra 1 1 - 0,4667 1 1

F. nucleatum 0,0769 0,6193 0,4667 - 0,0406 0,1189

P. gingivalis 0,0440 0,3147 1 0,0406 - 0,0278
P. intermédia 0,2286 0,6084 1 0,1189 0,0278 -

Associacdo avaliada por meio do teste Exato de Fisher.
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5.2.2 Canal Radicular

Microrganismos foram detectados inicialmente em 11 amostras, sendo que 8
dentes se apresentavam higidos e 3 restaurados. E, 4 amostras apresentaram auséncia
de microrganismos na coleta inicial.

Os microrganismos mais frequentemente encontrados nos canais radiculares pelo
método de PCR na coleta inicial (antes do preparo quimico mecanico) foram: P micra
(80%) e F nucleatum (80%).

Imédiatamente ap6s o PQM, P micra (80%) foi o microrganismos mais encontrado.

Para os grupos onde foram utilizados MIC, ap6s 30 dias, P micra (80%)e P

gingivalis (80%) foram as mais prevalentes de acordo com a tabela 10.

Tabela 10 — Apresentacao da frequéncia da presenca de bactéias no interior do canal.

Espécie Sess3o Unica — n=5 Grupo Ca(OH), e CHX — n=5 Grupo Ca(OH), e SS— n=5
bacteriana Inicial  Final 1 més Inicial Final 1 més Inicial Final 1 més
T. forsythia 0 0 - 2 0 0 0 2 1
T. denticola 0 0 - 0 0 0 1 0 0

P. micra 2 4 - 2 1 2 0 0 2

F. nucleatum 2 0 - 3 0 0 0 0 0
P. gingivalis 1 0 - 1 1 1 1 0 0
P. intermédia 0 0 - 0 0 0 0 0 0

*Significa diferenca estatistica em relagdo ao tempo baseline por meio do teste Mcnemar.

Nenhuma associagdo positiva entre microrganismos foi encontrada nos canais
radiculares iniciais e apds o preparo quimico mecéanico , conforme a tabela 11 e 12.
Nessas tabelas, os valores em negrito representam as associacdes que tiveram
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Tabela 11 — Associacdo da presenca de espécies distintas no interior do canal no momento pré

tratamento. N=15

T. forsythia T. denticola P. micra - P P

nucleatum gingivalis intermédia *
T. forsythia - 1 0,4762 1 0,3714 -
T. denticola 1 - 1 1 1 -
P. micra 0,4762 1 - 1 1 -
F. nucleatum 1 1 1 - 0,2418 -
P. gingivalis 0,3714 1 1 0,2418 - -

P. intermédia * - - - - - -

Associagdo avaliada por meio do teste Exato de Fisher. *ndo foi detectada no interior do canal.

Tabela 12 — Associacdo da presenca de espécies distintas no interior do canal apds tratamento

endodontico. N=15

T. T. F. P. P.
forsythia denticola P. micra nucleatum gingivalis intermédia
T. forsythia - - 0,5238 - 1 -
T. denticola - - - - - -
P. micra 0,5238 - - - 1 -
F. nucleatum - - - - - -
P. gingivalis 1 - 1 - - -

P. intermédia - - - - - -

Associacdo avaliada por meio do teste Exato de Fisher.

5.3. QUANTIFICA(;AO DE ENDOTOXINAS
5.3.1. Bolsa Periodontal

O teste turbidimétrico LAL indicou que as endotoxinas estiveram presentes em
100% das amostras de bolsas periodontais e, em todas as fases analisadas (inicial,
ap6s PQM e apés MIC) (APENDICE lII).
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Médias altas de endotoxinas foram encontradas nas coletas das bolsas iniciais
(192,81 EU/mL), que apresentou uma reducdo estatisticamente significativa apés a
instrumentacdo do canal radicular. Apés o PQM, a média da concentracdo de
endotoxinas presentes em bolsas periodontais foi de 19,65 EU/mL, sendo
estatisticamente significativa em relacdo a coleta inicial. Esses dados estao

apresentados na tabela 13.

Tabela 13 — Concentracao de endotoxinas presentes na bolsa periodontal antes e apds a instrumentacao

(n=15). Valores de mediana (minimo — maximo) em mm.

Parametro Inicial Final Valor de "p"
Endotoxinas 221,00 (15,00 — 551,00) 13,70 (0,10 — 93,80) p=0,0011*

* Valor de p calculado pelo teste t pareado.

A comparacgao da concentracdo de endotoxinas foi realizada entre a coleta inicial
da bolsa periodontal e a coleta da bolsa periodontal 30 dias apés a medicagao

intracanal, como mostra a tabela 14.

Tabela 14 — Comparagdo entre os grupos em relagao a quantidade de endotoxinas
no interior da bolsa periodontal antes e apds a medicagdo (n=10). Valores de

mediana (minimo — maximo) em mm.

Tempo
Grupo
Inicial Apo6s medicagdo
Grupo Ca(OH), e CHX 62,50 (15,5 - 225) Aa 14,80 (2,13 - 270) Aa
Grupo Ca(OH), e SS 335 (25,1-373) Aa 26,1 (8,97 — 84,80) Aa

Letras maiusculas distintas na coluna e letras mindsculas distintas na linha

significam diferenca estatistica pelo teste anova.
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Ap6s 30 dias, independente da medicacdo utilizada, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quando se comparou com a concentracdo inicial de
endotoxinas e a concentracao final de endotoxinas.

Quando comparamos a concentragao de endotoxinas nos 3 momentos coletados
(coleta inicial da bolsa periodontal, coleta final da bolsa periodontal e coleta da bolsa
periodontal 30 dias apdés a MIC), verificamos diferenca estatisticamente significativa
apenas no grupo do Ca(OH). e SS , quando avaliamos a redugao de endotoxinas apos
o PQM e ap6s MIC, como mostra a tabela 15.

Tabela 15 — Concentragdo de endotoxinas na bolsa periodontal na coleta inicial, apds o PQM

e apos medicacdo (n=10). Valores de médiana (minimo — maximo) em mm.

Tempo
Grupos

Inicial Ap0s instrumentagao Apds medicacao

Grupo Ca(OH), e CHX 62,50 (15,5 - 225) Aa 4,32 (0,1-93,80) Aa 14,80 (2,13 - 270) Aa
Grupo Ca(OH), e SS 335 (25,1 -373) Aa 19,80 (1,59 - 29,3) Ab 26,1 (8,97 —84,80) Aa

Letras maiusculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha significam

diferenca estatistica pelo teste Anova medidas repetidas.

5.3.2. Canal Radicular

Médias muito baixas de endotoxinas foram encontradas nas coletas inicias dos
canais radiculares (0,1 EU/mL), que permaneceu baixa apés o PQM. Antes do uso do
EDTA foi encontrado uma média de 0,16 EUmL e ap6s o uso do EDTA de 0,15 pg/mL.
Esses valores sdo compativeis com o estado de possivel vitalidade pulpar dos dentes
avaliados. Apesar dos valores serem baixos, nao podemos associar eles a presencga de
LPS bacterianos presentes no tecido pulpar ou periodontal, visto que até mesmo a agua
apirogénica utilizada no teste, apresenta niveis baixos de concentracdo de endotoxinas.
Esses dados estdo apresentados na tabela 16. N&do houve diferenga estatisticamente
significativa nos periodos avaliados.
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Tabela 16 — Concentracdo de endotoxinas presentes no canal radicular na coleta inicial e apds o

PQM (n=15). Valores de médiana (minimo — mdaximo) em mm.

Parametro Inicial Antes EDTA Depois EDTA

Endotoxina 0,1(0,1-0,1) 0,1(0,03-0,92) 0,1(0,14-1,18)

Valores calculados pelo anova medidas repetidas (p > 0,05).

A comparacédo da concentracdo de endotoxinas foi realizada entre a coleta inicial
do canal radicular e a coleta do canal radicular 30 dias apés a medicacao intracanal,
como mostra a tabela 17. Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos
periodos avaliados.

Tabela 17 — Comparacdo entre os grupos antes e apds o tratamento em relacdo a quantidade de

endotoxinas no interior do canal (n=10). Valores de médiana (minimo — maximo) em mm.

Tempo
Grupo
Inicial Apo6s medicagao
Grupo Ca(OH), e CHX 0,10 (0,10-0,10) Aa 0,10 (0,03 -0,10) Aa
Grupo Ca(OH), e SS 0,10 (0,10-0,10) Aa 0,10 (0,01 -0,10) Aa

Letras maiusculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na

linha significam diferencga estatistica pelo teste Anova.

Quando comparamos a concentracdo de endotoxinas nos 4 momentos coletados
(coleta inicial do canal radicular, coleta final antes EDTA, coleta final apés EDTA e
coleta do canal radicular 30 dias apdés a MIC), nao verificamos diferenca
estatisticamente significativa, como mostra a tabela 18.
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Tabela 18 — Concentragdo de endotoxinas no canal radicular na coleta inicial, apds o PQM e apds

medicacdo (n=10). Valores de médiana (minimo — maximo) em mm.

Tempo
Grupos
ApOs instrumentagdo Apos instrumentagdo
Inicial Apods medicagao
antes EDTA depois EDTA
1 (n=5) 0,10 (0,10-0,10) Aa 0,1 (0,09-0,16) Aa 0,02 (0,01 -0,11) Aa 0,10 (0,03-0,10) Aa
3 (n=5) 0,10 (0,10-0,10) Aa 0,1 (0,1-0,92) Aa 0,1(0,02-1,18) Aa 0,10 (0,01 -0,10) Aa

Letras mailsculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha significam diferenga

estatistica pelo teste Anova seguido pelo teste de tukey. (a=0,05)

Foi realizado teste estatistico para avaliar a correlagdo entre endotoxinas
presentes nos canais radiculares e endotoxinas presentes nas bolsas periodontais,
através da correlacdo de Pearson (n=15). O valor de correlagdo de Pearson
considerando n inicial =15 é de -0,0074 e p=0,9792. Ou seja, ndo existe nenhuma
correlagdo entre endotoxinas presentes na bolsa e no canal radicular quando avaliamos

as coletas iniciais.

5.4. MONITORAMENTO DE CITOCINAS
4.3.1. Monitoramento de citocinas e uso de medicacao intracanal

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) indicou a presenca de citocinas pré-
inflamatérias IL1 ao,IL1B, TNFa e PGE2 em todas as amostras de bolsas periodontais e
canais radiculares pesquisadas. As analises foram realizadas nas coletas iniciais e
coletas apds uso da MIC por 30 dias (APENDICE V).

A IL1a ndo apresentou nenhuma relagdo estatisticamente significativa nas
analises.

Os niveis de citocinas, apés o uso de MIC por 30 dias, independente da
medicacao utilizada estdo apresentados na Tabela 19. Os niveis de TNF-a, coletados

no periapice (canais radiculares iniciais) apresentaram uma reducao significamente
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estatistica ap6s o uso da medicacao intracanal. Na bolsa periodontal, os niveis de IL 1B
também apresentaram uma reducao significamente estatistica, quando os dois grupos

de medicacao sdo comparados juntos.

Tabela 19: Média da concentracdo de citocinas (pg / ml) nas bolsas iniciais e canais radiculares, assim como a

significancia estastistica.

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL1 alpha IL 1 beta TNF alfa PGE 2
Bolsa Inicial 147,66 £ 233,12 A 70,35+ 78,71 A 20,49+ 12,48 A 74,36 £ 54,82 A
Bolsa apé6s MIC 61,89 +57,78 A 22,03 +24,56 B 6,86 £ 5,34 A 78,61 +63,79A
Canal Inicial
3,96 £3,32 A 8,77 £5,03A 15,17+ 12,52 A 98,44 + 60,00 A
Canal apés MIC 32,56 +44,78 A 4,53+13,82A 3,88+ 1,348B 78,98 + 46,65 A

Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significante pelo teste

Wilcoxon. (a=0,05)

4.3.2. Monitoramento de citocinas de acordo com cada tipo de medicacdao
utilizada
4.3.2.1. Medicacao de Hidroxido de Calcio e Clorexidina gel 2%

O monitoramento de citocinas foi realizado, nas coletas iniciais e apds uso de
MIC por 30 dias, dos canais radiculares e das bolsas periodontais. A tabela 17
apresenta esses valores para o grupo de Ca(OH). e CHX gel 2%,

Os niveis de TNF a e IL 1B das coletas apés o uso da MIC, das bolsas
periodontais, mostraram uma reducédo estatisticamente significativa quando comparado
com os valores coletados inicialmente. (Tabela 20)
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Tabela 20: Valores da concentragdo de citocinas (pg / ml) nas bolsas periodontais iniciais dos pacientes do

grupol (Ca (OH), + CHX).

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL1 alpha IL 1 beta TNF alfa PGE 2

Bolsa Inicial

Ca (OH),+ CHX 91,37 +£46,57 A 98,40+ 86,54 A 28,01+ 11,35A 75,56 +65,61A

Bolsa apdés MIC
Ca (OH),+ CHX 63,02 + 75,20 A 21,98 £29,86 B 5,43+4,898B 48,00 £ 39,28 A

Letras mailsculas distintas na coluna significam diferenca estatistica pelo teste Anova seguido pelo teste

de Tukey . (a=0,05)

Os niveis de PGE2 coletados do periapice (canais radiculares), apés o uso da

MIC, apresentaram uma reducao estatisticamente significante. (Tabela 21)

Tabela 21: Valores da concentragdo de citocinas (pg / ml) nos canais radiculares iniciais dos pacientes do

grupol (Ca (OH), + CHX).

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL1 alpha IL 1 beta TNF alfa PGE 2
Canal Inicial
Ca (OH), + CHX 3,44+2,30A 10,77 £ 6,17 A 16,28 + 17,16 A 106,31 £ 60,12 A
Canal apés MIC
33,72+61,47A 8,89+ 19,56 A 3,65+1,24 A 47,07 £27,358B

Ca (OH), + CHX

Letras mailsculas distintas na coluna significam diferenca estatistica pelo teste Anova. (a=0,05)
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4.3.2.2. Medicacao de Hidroxido de Calcio e Solucao Salina

As tabelas 22 e 23 apresentam os valores de citocinas para o grupo de Ca(OH)»
e SS.

Apbs os 30 dias de MIC nenhuma das citocinas avaliadas mostrou niveis de
reducé@o estatisticamente significatica quando comparado com os valores obtidos nas

coletas iniciais (p>0,05)

Tabela 22: Valores da concentragcao de citocinas (pg / ml) nas bolsas periodontais iniciais dos

pacientes do grupos 3.(Ca(OH), + SS)

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL1 alpha IL 1 beta TNF alfa PGE 2

Bolsa Inicial
203,95 +334,34 A 42,31 +66,38A 12,97 + 8,95 A 73,15+43,53 A
Ca (OH),+ SS

Bolsa apdés MIC
Ca (OH),+ SS 60,77 £ 46,16 A 22,08 £21,53A 8,28+ 593 A 109,22+72,60 A

Letras maiusculas distintas na coluna significam diferencga estatistica pelo teste ANOVA. (a=0,05)

Os niveis de PGE2 das coletas do peridpice (canais radiculares iniciais)
aumentaram significativamente quando comparados com os niveis ap6s o uso da MIC.
Os niveis de IL1-B coletados do periapice (canais radiculares), apdés o uso da MIC,

apresentaram uma redugao estatisticamente significante.
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Tabela 23: Valores da concentragdo de citocinas (pg / ml) nos canais radiculares dos pacientes do grupos

3.(Ca(OH), +SS)

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL1 alpha IL 1 beta TNF alfa PGE 2
Canal Inicial
Ca (OH),+SS 4,47 +5,04 A 6,78+ 3,22 A 14,70+ 7,41 A 90,57 £ 65,81 A
Canal apés MIC
31,64 £34,27 A 0,18 +0,05B 4,11+ 1,53 A 110,88 + 40,04 B

Ca (OH),+SS

Letras maiusculas distintas na coluna significam diferenca estatistica pelo teste ANOVA. (a=0,05)

4.3.3. Monitoramento de Citocinas Pro-inflamatdrias e LPS

Para essa andlise foi realizado um teste de regressdao multipla linear.

Comparando a concentragcdo de endotoxinas e citocinas pré-inflamatérias, apenas
TNFa apresenta uma correlacdo positiva entre os niveis de LPS e sua a expressao no
periapice.

Para as bolsas ndo houve correlacdo positiva entre endotoxinas e citocinas pro-

inflamatorias.
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6. DISCUSSAO

A doenca periodontal crénica é de carater multifatorial e deve ser diagnosticada e
tratada de forma multidisciplinar. No entanto, em alguns casos especificos, nos quais a
doenca periodontal de carater crénico nao responde positivamente, mesmo apos longo
periodo de terapia, percebemos que o tratamento periodontal pode ser insuficiente para
eliminar processos inflamatorios e infecciosos existentes. Pouco se sabe sobre a
influéncia dessa inflamagao periodontal recidivante sobre a condicdo pulpar e até
mesmo, dos possiveis efeitos que esse tratamento periodontal, a longo prazo, esta
causando nos tecidos pulpares. Dessa forma, ndo se sabe ao certo, a possivel
influéncia da condicao pulpar no periodonto, nesses casos de periodontite crbnica.

Essa falta de informacdo clinica, principalmente relacionada aos fatores
microbiolégicos e inflamatérios, tanto do ambiente pulpar quanto do ambiente
periodontal desses casos especificos, motivou a realizacdo desse estudo. Assim, as
informacgdes obtidas podem favorecer e auxiliar o tratamento periodontal.

6.1. Caracteristicas Clinicas e Radiograficas dos pacientes selecionados

A selecdo de pacientes para esse estudo foi muito criteriosa. Os pacientes
tinham que apresentar acompanhamento periodontal de no minimo 1 ano, bolsas
periodontais profundas (maior ou igual a 6 mm) e sensibilidade pulpar positiva. Dessa
forma, um detalhe significativo desse estudo foi a dificuldade de se encontrar pacientes
que se encaixassem exatamente no perfil selecionado, principalmente pelo fato deles
serem tratados em uma instituicdo publica. Isso justifica 0 niumero restrito da amostra,

porque o critério de inclusao foi muito restrito.

Da mesma forma, Mealey (2000) afirma que ha uma dificuldade em se localizar

pacientes com periodontite crénica, visto que a prevaléncia é baixa e, assim, ndo se
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consegue comparar adequadamente varias formas de tratamento com numeros mais

expressivos de pacientes.

A evidéncia de sensibilidade pulpar alterada durante o estimulo térmico, sugeriu
uma pulpite, mas existem controvérsias sobre essa questdo. Segundo Harrington
(1979), a pulpite € uma condigcéo clinica de incidéncia baixa nos casos de doenca
periodontal (Harrington, 1979). Porém Seltzer & Farber (1994), Nakane et al. (1995) e
Martin (2000) admitem que a pulpite € uma possivel consequéncia da doenca
periodontal e sempre deve ser avaliada clinicamente, pois os dentes tratados
endodonticamente perdem a camada de cemento e, favorece a chegada dos estimulos

térmicos.

Os prolongamentos odontoblasticos, fibras colagenas e componentes de defesa
presentes no fluido dentinario atuam como uma barreira fisica importante e capaz de
dificultar a invaséo bacteriana, justificando a capacidade da polpa se defender contra
microrganismos (Siquera e Lopes, 1999; Kipiotti at al., 1984; Gadé-Neto, 2000; Lindhe,
Harrington et al., 2002) . Em relacdo a essa possivel condicdo de vitalidade pulpar
avaliada em nosso estudo, os tubulos dentinarios parecem ter um papel importante,
atuando como barreira fisica e dificultando a invasao microbiana, visto que nao foram

todos os dentes que apresentaram bactérias nas coletas iniciais do canal.

Porém, ja foi demonstrado que quando a superficie do dente é exposta a doenga
periodontal, os tubulos dentinarios favorecem uma comunicacdo entre periodonto e
polpa (Bergenholtz et al., 1978; Nagaoka et al., 1995), contribuindo para a invasédo
microbiana. (Stallard, 1972; Solomon et al., 1995)

As grandes perdas Osseas verticais sdo frequentes em doengas periodontais
crébnicas (Nicholls, 1984). Em nosso estudo, apenas um paciente apresentava um
molar inferior com perda éssea vertical generalizada, que envolvia toda a raiz mesial.

No entanto, a resposta pulpar era positiva.

Essas caracteristicas vdo ao encontro com os achados de Riccuci (2010) que
afirma que, por mais que o forame apical de uma das raizes se apresente envolvido

pela doenca periodontal, a nutricao do tecido pulpar ndo é completamente cortada, pois
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as outras raizes ainda nao estado comprometidas pela doencga periodontal, mantendo o
dente em questao vital.

Quanto a nutricdo pelo forame apical, os trabalhos existentes na literatura
mostram que enquanto permanecer intacto, a polpa é usualmente capaz de resistir aos
insultos fisioldégicos e suportar elementos nocivos induzidos pela doenga periodontal
(Fachin et al., 2001; Harrington & Steiner, 2002; Abbott & Salgado, 2009). Para Gadé-
Neto (2000), quando o suprimento sanguineo apical ndo se mantem mais intacto, o
tecido pulpar perde a capacidade de defesa contra os elementos agressores da biofilme
bacteriano e da doencga periodontal.

Existem controvérsias sobre a influéncia da doenca periodontal no tecido pulpar.
Sinai & Soltanoff (1973) induziram lesdes periodontais em ratos e encontraram
mudancas reabsortivas e reparativas na polpa, enquanto Hattler & Listgarten (1984)
induziram doenca periodontal severa em ratos, deixando a lesdo se estender para a
regido apical e as polpas permaneceram vitais.

Os 15 dentes desse estudo foram obturados apds tratamento endoddntico (em
sessao Unica ou apos utilizacao da MIC) e radiografados. Todas as radiografias foram
avaliadas no negatoscépio, com auxilio de lupa de 6 vezes de aumento e, nenhum
canal lateral foi observado adjacente as areas comprometidas periodontalmente.
Porém, De Deus (1975), Vertucci (1984) e Hess (1925) confirmam que essas
ramificacdes podem ser observadas em todos os tipos de dentes. Contudo, para Weine
(1989), eles sdo demonstrados com menos frequéncia do que realmente existem.

Rubach & Mitchell (1965) demonstraram que canais laterais e acessorios podem
ser localizados em 45% dos defeitos periodontais, independente da severidade da
doenca. Da mesma forma, Kirkham, (1975) encontrou 23% de canais laterais em dentes
comprometidos periodontalmente e, afirmou que essas vias de comunicacdo podem
permitir 0 acumulo bacteriano ou, até mesmo, levar contaminacdo para a polpa,
impedindo a cicatrizacao periodontal pela manutencao da infeccdo. Em seu estudo, um
dente se apresentou vital, com o canal localizado no ter¢o coronario da raiz e perda

Ossea vertical generalizada, condi¢gdes semelhantes ao nosso estudo.
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Quanto a essa possivel reciprocidade inflamatéria / infecciosa entre esses dois
tecidos, deve-se ressaltar que Mazur & Massler (1964) e Czarnecki & Schilder (1979)
nao encontraram nenhum tipo de relagcdo. Em ambos os trabalhos, a condigdo
histoldgica da polpa de dentes comprometidos periodontalmente, foi comparada com as
de dentes clinicamente e radiograficamente normais. Os resultados mostram tecidos

pulpares histologicamente semelhantes em todas as situagoes.

Porém, Seltzer & Bender (1963) Langeland et al. (1974) afirmaram que as vias
de comunicagdo auxiliam na troca de produtos toxicos entre esses dois tecidos, mas

néo o suficiente para causar necrose pulpar.

Durante o preparo quimico mecanico, houve uma dificuldade em acessar todo o
comprimento do canal radicular. A grande maioria dos canais apresentavam-se
atresiados, principalmente na regido apical. Da mesma forma, Aguiar et al. (1999)
encontraram maior frequéncia de fibroses e calcificacées pulpares na regiao apical em

dentes comprometidos por doenga periodontal.

Dessa forma, a resposta pulpar frente ao estimulo periodontal pareceu ser mais
reparador do que inflamatério, sendo caracterizado, principalmente, pela producao de
dentina. Tal afirmagé&o vai ao encontro com a literatura pesquisada (Bergenholtz &
Lindhe,1978; Chen et al., 1997; Fachin et al., 2001; Lantelme, Gadé-Neto, 2000), sendo
licito dizer que a doenca periodontal estd indiretamente atuando no tecido pulpar, sem
prejudicar sua vitalidade (Chapple & Lumley, 1999; Armitage, 2010; Abbott & Salgado,
2011).

Além da producgédo de dentina, € comum a presenca de focos de inflamacéo,
fibroses e calcificagdes no tecido pulpar (Langeland et al., 1974; Aguiar, 2002; Abbott &
Salgado, 2009). Apesar da presenca de tecido pulpar e visualizagdo de sangramento
apds a abertura, ndo foi possivel realizar a remogao desse tecido para avaliagéo
histoldgica, pois 0 mesmo ndo se apresentava firme e apresentava caracteristicas de
degeneracdo. Tal fato pode ser provocado pelo efeito cumulativo e estimulo de baixa
intensidade, frequente e de longa duragcéo da doenca periodontal sobre o tecido pulpar,
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caminhando lento e assintomatico para a necrose pulpar (Bombana, 2003; Seltzer et al.,
1963)

Caracteristicas clinicas como sondagem e mobilidade, além de caracteristicas
radiograficas como perda éssea vertical, foram essenciais para diagnosticar que os
dentes apresentavam doenga periodontal. Além disso, caracteristicas clinicas como
estimulo térmico alterado (pois a dor era continua e de longa duragéo) e radiograficas,
como atresias dos canais radiculares, foram essenciais para diagnosticar que os dentes

apresentavam comprometimento do tecido pulpar.

6.2. Proservacao e avaliacao clinica/radiografica dos pacientes.

O tempo correspondente desde o inicio do tratamento endodbontico até a
proservacao dos dentes foi de um ano. Nesse periodo, todos os pacientes foram
aconselhados a continuar sob manutencdo da terapia periodontal. Este tempo é
utilizado como protocolo de avaliagdo por Martin (2005), sendo suficiente para avaliagéo
da condicao periodontal.

Durante o exame clinico inicial, todos os pacientes relataram sensibilidade no
dente envolvido pela doencga periodontal, que aumentava principalmente apds sessdes
de tratamento periodontal. Segundo Abbott & Salgado (2009), o tratamento periodontal
pode causar inflamacao pulpar, embora normalmente apenas na forma de pulpite
reversivel. No entanto, a dor some poucos segundos apds o estimulo ter sido removido
e desaparece apO6s uma ou duas semanas. Mas, essa inflamacao pode persistir e
causar uma pulpite irreversivel, que foi a condi¢ao clinica diagnosticada nos pacientes
desse estudo. Apo6s o tratamento endodéntico, os pacientes nao relataram mais
sensibilidade, que também foi confirmada na proservagéao de 1 ano.

Resultados semelhantes de sensibilidade pulpar apds terapia periodontal
também foram obtidos por Guldener, 1985; Whyman, 1988 e Wang & Glickman, 2002.
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Cinco dentes foram extraidos apds o tratamento endoddntico, sendo a causa
relacionada a problemas periodontais. A hip6tese mais provavel levantada nesse
trabalho, é que esses pacientes perderam os dentes pois nao voltaram para fazer a
manutencgao periodontal e ndo apresentavam boa higienizagdo. Da mesma forma, Jaoui
et al. (1995) avaliaram pacientes que receberam terapia endoddntica e periodontal. Dos
195 dentes avaliados, 12 foram extraidos, sendo 10 por motivos periodontais.

Os outros 10 pacientes por nés pesquisados, apresentaram melhoras clinicas,
como auséncia de mobilidade e, diminuicdo da profundidade de sondagem de no
minimo 2 mm. Nossos resultados clinicos corroboram com Mealey (2000), que mostram
bons resultados avaliados apds terapia periodontal em bolsas com profundidade de

sondagem acima de 7 mm, devem ser de aproximadamente 2 mm.

6.3. Metodologias Utilizadas

As analises microbioldgicas sao altamente dependentes da técnica utilizada para
coletar as amostras. Em nosso estudo, optou-se por usar cones de papel absorventes
estéreis/apirogénicos para as coletas nas bolsas periodontais e nos canais radiculares,
sendo essa metodologia ja consolidada na literatura pelos estudos de Gomes et al.,
1994; Sundvist, 1994; Peters et al., 2002; Gomes et al., 1995).

Usualmente, as amostras dos canais radiculares podem ser coletadas com limas
estéreis, enquanto as de bolsa subgengival podem ser coletas com curetas estéreis
(Socransky et al.,, 1998; Socransky & Haffajeee, 2002; Hartroth et al., 1999; Pereira
2011).

A escolha do PCR como técnica molecular para identificacdo bacteriana, nesse
estudo, baseou-se em varios trabalhos (Shimoto et al., 1996; Rocas et al., 2001; Gomes
et al., 2004a; Gomes et al., 2004b; Gomes et al., 2005a; Verma et al., 2010) que
confirmaram a sua maior sensibilidade, especificidade e efetividade quando

comparadas as técnicas convencionais de cultura
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No entanto, esse fato limita confirmar a severidade das infecgdes presentes em
nosso estudo. Esse fator ndo depende apenas da identificacdo e viruléncia da espécie
que esta infectando o ambiente, mas sim da quantidade com que essa espécie invade
os tecidos. Dessa forma, técnicas de quantificacdo molecular podem determinar o
namero de espécies, favorecendo uma real avaliacdo do potencial delas com o estado
da doenca (Haffajeee & Socransky, 2006; Saito, 2009)

O Lisado de Amebdcito Limulus (LAL), por ser um método turbidimétrico
quantitativo, tém se mostrado extremamente sensivel a presenca de endotoxinas,
favorecendo uma melhor avaliagdo das amostras, assim como demonstrado por
Martinho et al., 2010 e Martinho et al. 2011.

6.4. Microbiologia dos canais radiculares e das bolsas periodontais

As bactérias encontradas com maior frequéncia nas bolsas periodontais iniciais
foram Parvimonas micra (86%), Tannerella forsythia (80%) e Porphyromonas gingivalis
(66,6%). As duas ultimas sdo espécies pertencentes ao complexo vermelho, que é
considerado o mais destrutivo e prevalente em sitios periodontalmente comprometidos
(Socranski et al, 1998; Socransky & Rocas, 2001; Yoneda, 2005; Kesavalo, 2007), foi
confirmado em nosso estudo.

Segundo Socransky & Haffajeee (2003), o complexo vermelho formado por
Tannerella forsythia, Porphyromona gingivalis e Tannerella denticola € o mais
investigado e importante dentro das patologias periodontais. Fato comprovado em
nosso estudo que mostrou a presenca de pelo menos 2 dessas bactérias em 12 das 15
amostras iniciais das bolsas periodontais, e pelo menos 1 em 8 das 10 amostras
avaliadas ap6s o uso de medicacdes intracanais.

Todas as espécies analisadas, com excecdo da Parvimonas micra, foram
bactérias Gram negativas, que sdo fortemente relacionadas a infecgbes periodontais
destrutivas (Socransky & Haffajeee, 1998; Tanner & lzard, 2006 e Kesavalo et al.,

2007). Mas, a bactéria Gram positiva Parvimonas micra foi a mais prevalente (86%) nas
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bolsas periodontais iniciais. Essas espécies Gram positivas, pertencente ao complexo
laranja, tém sido pesquisadas e encontradas tanto em sitios periodontais doentes
quanto sadios, sendo consideradas um marcador de destruicdo periodontal (Cobb,
2002). Tannerella forsythia é frequentemente detectada em pacientes com doenca
periodontal e foi a bactéria Gram negativa encontrada em maior frequéncia (80%) nas
bolsas periodontais iniciais.

Uma associacao positiva entre essas duas espécies foi encontrada em nosso
estudo. Esses resultados estdo de acordo com os achados de Van Winkelhoff et al.
(2002) que confirmaram o sinergismo dessas espécies e mostraram que sao
periodontopatdégenos prevalentes e importantes em individuos com destruicdo
periodontal.

Ainda sobre a associacdo entre essas duas espécies, vale ressaltar a
importancia de bactérias Gram positivas agregadas as bactérias Gram negativas em
processos de infeccdo. Essa combinagcdo especifica tem sido frequentemente
identificada como um potente fator de viruléncia, aumentando o potencial de
degradacao em doengas da cavidade oral. Dados confirmados por Gomes et al. (1994),
Dahlen & Moller (1992); Socrasnk & Haffajeee (1998) e Martin (2000).

Correlacbes positivas entre todas as bactérias do complexo vermelho foram
encontradas. Esse fato demonstra a importancia dessas espécies dentro da doenca
periodontal e do sinergismo entre elas, aumentando a viruléncia e a severidade da
patologia. Esses resultados sdo também comprovados nos estudos de Ashimoto et al.
(1996), Socrasnk & Haffajeee (1998), Yoneda et al. (1995), Cugini et al. (2000), Rocas
et al. (2001) e Kesavalo et al. (2007)

Em nosso estudo, Porphyromonas gingivalis foi um microrganismo
frequentemente detectado nas bolsas periodontais. Esse microrganismo tem sido
estudado por sua capacidade de invadir os tecidos periodontais subjacentes,
representando um reservatorio bacteriano, e por estar presente no cemento e dentina
radicular de dentes periodontalmente comprometidos, como confirmado por Shiloah &
Patters (1994) e Giuliana et al. (1997). Além disso, sdo capazes de manipular a
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resposta do hospedeiro através de seus fatores de viruléncia como fimbrias e LPS.
(Wang, 2010)

No presente estudo, a associagdo entre Tannerella forstythia e Porphyromonas
gingivalis foi a mais prevalente, indo de encontro com os achados de Yoneda et al.
(2005) que afirmaram que essa associagao € responsavel pela severidade da doenga
periodontal. Resultados também apresentados por Saito (2009), que confirmou a
presenca de Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia, mostrando que sao
periodontopatdégenos prevalentes em individuos com destrui¢cdo periodontal.

Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola também foram associag¢des
frequentemente encontradas em nosso estudo, exibindo viruléncia na colonizacdo da
cavidade oral, como demonstrado por Kesavalo et al. (1997). Porém esses resultados
sao contrarios aos encontrados por Verma (2010), que mostrou que Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola ndao exibiram fatores de viruléncia quando em
sinergismo nas doencas periodontais induzidas em ratos.

Apesar da polpa se apresentar aparentemente vital, alguns microrganismos
foram encontrados nas coletas iniciais dos canais radiculares, mostrando que o canal
pode atuar como reservatorio de microrganismos, mesmo na vitalidade pulpar
(Harrington et al, 2002). De acordo com Carvalho & Zuolo, (2000), essa chegada de
microrganismos até a polpa deve ser considerada, principalmente na presenca de

doencas periodontais mais severas/agressivas.

Parvimonas micra e Fusobacterium nucleatum foram identificadas em 4/15 e 5/15
amostras de canais radiculares, respectivamente. Para Baumgartner (1992),
Fusobacterium nucleatum age como uma ponte de agregacao entre 0s microrganismos,
sendo que suas culturas mistas sdao mais patogénicas do que culturas puras. F.
nucleatum é frequentemente encontradas em canais radiculares associados a necrose
pulpar (Gomes et al, 2006; Siqueira Jr et al, 2000), sendo de extrema importancia em
infeccdes endodbnticas primarias e frequentemente pesquisado tanto nos casos
sintomaticos (Gomes et al., 1994), quanto nos assintomaticos (Peters et al., 2002). A P.
micra € usualmente identificada em casos de processos cariosos avangados, seguido

de necrose pulpar (Martin, 2000).
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Dados semelhantes foram evidenciados por Kolenbrander (2000), nas quais
Parvimonas micra e Fusobacterium nucleatum foram identificados inicialmente em
bolsas e canais radiculares, sendo a Parvimonas micra detectada em uma menor
frequéncia, sem nenhuma associa¢ao positiva com outros microrganismos. Por outro
lado, Martin (2000) afirmou que essa associagcdo aumenta o potencial de degradacgéo,
ataca o sistema imunolégico e interfere na reparacgao pulpar

Normalmente, esses microrganismos Gram negativos detectados no canal
radicular estao associados com dor espontanea e dor a percussao (Sundqvist et al,
1989; e Gomes et al, 1994a, 1996a, 2002), o que nao foi detectado em nosso estudo.
Segundo Siqueira Jr. et al. (2001a), esses microrganismos também estao presentes em

dentes assintomaticos.

Reinhardt et al. (1982) mostraram que casos de inflamacédo tecidual e
bacteremias, podem favorecer a presenca temporaria de bactérias Gram positivas.
Martin (2000) afirmou que Parvimonas micra associada com outras bactérias Gram
negativas, como Fusobacterium nucleatum, favorecem a patogenicidade desses
microrganismos. Esse fato pode justificar a presenca do sinergismo dessas duas

espécies, detectadas nos canais radiculares.

As 15 amostras iniciais do canal radicular analisadas por PCR simples,
apresentaram resultados positivos para a presenca de microrganismos. Resultado
diferente foi encontrado por Gade-Neto (2000), que avaliou 16 dentes com vitalidade
positiva em dentes comprometidos periodontalmente, sendo que 10 apresentaram
cultura microbiolégica negativa. No entanto, ndo foi realizada identificacdo molecular e
os dentes ndo passaram por nenhum tipo de terapia periodontal.

A Prevotella intermédia nao foi identificada em nenhuma amostra dos canais
radiculares. No entanto, esteve presente em 6/15 amostras de bolsas periodontais.
Pereira (2011) explicou que a presenga desse microrganismo estd diretamente
relacionada a patogenicidade e a progressao da doenca periodontal. Em seu trabalho,
avaliando ledes endoperio verdadeiras, esse microrganismo foi identificado em uma
maior prevaléncia nas bolsas periodontais quando comparado com 0s canais

radiculares.
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Em contrapartida, Peters et al. (2002) mostraram a presencga dessa bactéria em
canais radiculares infectados e, uma associagdo positiva dessa bactéria com
Parvimonas micra. Dados semelhantes foram apresentados por Gomes et al. (2005),
que mostrou a grande frequéncia com que esse microrganismo é identificado em
infecgbes primaria e secundarias

A baixa prevaléncia de espécies por canal € aceitavel, visto que essas polpas
estavam vitais, mas apresentavam consisténcia e sangramento diferentes de uma polpa
vital sadia. Normalmente, em casos de polpa necrosada, hd uma prevaléncia de 4 a 6
espécies por canal, 0 que caracteriza uma infeccdo polimicrobiana (Sundqvist, 1976;
Gomes et al., 1994a,1996a; Baumgartner et al., 1999; Oliveira et al., 2000;).

O tratamento periodontal de longa duragao pode ter removido cemento, deixando
tubulos dentinarios abertos, o que favorece a comunicagao de bactérias e subprodutos,
como LPS, com o tecido pulpar, assim como é sugerido por Lindhe et al. (1999) Além
disso, os tubulos dentindrios podem ter servido de reservatério bacteriano, que
continuaram mantendo a infeccao (Adriens et al., 1987 e Loesche et al., 1990).

A literatura pesquisada ndo evidenciou trabalhos onde ha a identificacdo de
bactérias no interior dos canais radiculares, em dentes com envolvimento periodontal
cronico e sensibilidade pulpar positiva. Trabalhos classicos como de Kipioti et al. (1984)
e Kobayashi et al. (1990), além de trabalhos mais atuais como Berber (2009) e Pereira
et al. (2011) avaliaram a associacdo de bactérias presentes em bolsas e canais

radiculares que apresentavam polpa necrosada.

Com esses resultados, podemos sugerir que bactérias presentes em bolsas
periodontais profundas e ativas podem favorecer que bactérias penetrem e contaminem
0s canais radiculares, através das possiveis vias de comunicacdo entre essas duas
estruturas. Da mesma forma, seria sugestivo que a doenca periodontal associada a
uma possivel bacteremia, principalmente apds procedimentos de raspagem, pode
favorecer que essas bactérias ocupem o tecido pulpar, mas em quantidade insuficiente
para causar necrose tecidual.
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6.5. Efeito da medicacao intracanal sobre os microrganismos dos canais
radiculares e das bolsas periodontais

No que se refere a necessidade ou ndo do emprego do curativo de demora, é
interessante considerar as condi¢ées que o canal radicular apresenta. Assim, em casos
de sintomatologia e exsudato a utilizacdo de uma medicagdo como curativo de demora
parece assumir um papel coadjuvante, proporcionando uma reducdo da microbiota
abaixo dos niveis ja obtidos pelo PQM, principalmente pela penetracdo em areas nao
alcancadas pelos instrumentos e por solugdes irrigadoras (Holland et al., 1979; Otoboni
Filho, 2000).

Embora as medicag¢des intracanais ndo possam substituir o PQM, seu emprego
como coadjuvante em situacées endoddnticas especificas, como exsudato purulento,
sintomatologia e controle de infecgédo é indicado (Siqueira & Lopes, 1999, HOLLAND et
al., 1995). A utilizacdo de uma medicagado intracanal € considerada por Abbott &
Salgado (2009), essencial para o tratamento endoddntico. Associado a isso, 0 canal
radicular pode funcionar como um compartimento de liberacdo lenta para difusao de
medicacdes para o periodonto, na tentativa de se difundirem em direcdo a superficie
radicular externa. Dessa forma, exercem agdo na dentina radicular contaminada por
microrganismos alojados no interior dos tubulos dentinarios, resultando em um efeito
antimicrobiano complementar a terapéutica periodontal (Carrote, 2004 e Gomes et
al.,2008).

Nos casos de polpa viva, além da importadncia de uma obturacdo hermética e
selamento coronario, os objetivos de se empregar medicacdo intracanal sao de
prevenir a contaminacdo do sistema de canais radiculares. Estrela et al. (1995)
ressaltaram que a medicacgdo intracanal, nos casos de polpa viva, encontra respaldo
para sua aplicacdo baseada nos seguintes aspectos: dificuldade clinica de se
estabelecer o real estadgio evolutivo do processo inflamatério no nivel apical;
necessidade de se utilizar medicamentos sem poder de irritagdo aos tecidos apicais e
periapicais e com capacidade de modulacao do processo inflamatério sem interferéncia
no processo reparacional; necessidade de manutengédo da cadeia asséptica no interior
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do canal radicular, levando-se em consideracdo que em intervencdes endoddnticas em
tecido pulpar vital a contaminacdo por microrganismos € minima ou inexistente; e,
necessidade de minimizar a sintomatologia dolorosa observada no pds-operatorio.

O Ca(OH), , devido suas propriedades dependentes da dissociagao dos ions
calcio e hidroxila, foi descrito pela primera vez por Holland et al. (1978) e
complementado por Seux et al. (1994). Ele continuou sendo amplamente estudado por
Estrela & Pesce, 1996; Siqueira & Lopes, 1999; Gomes et al.,2002; Tanomaru et al.,
2003; Berber, 2009. No entanto, o tempo e o melhor veiculo associado ao Ca(OH)2
favorecendo sua difusdo ainda é bastante estudado na literatura, sendo até mesmo
questionado sua eficacia em reduzir bactérias, mesmo apds o uso por longos periodos
(Peters et al., 2002). Tal fato confirma nossos resultados, que mostraram a presenca de
microrganismos, principalmente a Parvimonas micra, nos canais radiculares apds o uso
de medicacgao intracanal.

Tanabe et al (2007) demonstraram, in vitro, a capacidade de componentes da
parede celular de P. micra em induzir vias de sinalizacao intracelular em macréfagos,

aumentando a producao de citocinas, quimiocinas e MMP-9.

Segundo Nerwich et al. (1993), os ions hidroxila conseguem se difundir
alcancando a dentina mais periférica proxima do cemento, em um periodo de 1 a 7 dias.
Contrariamente, Estrela & Pesce (1996) e Wakabayashi et al. (1995), observaram que
os ions hidroxila alcangam a superficie radicular externa com alteragdo do pH no
periodo de 30 dias.

Berber (2009) ndo encontrou nenhuma alteragdo da microbiota das bolsas
periodontais, apds o periodo de 7 a 14 dias. Por essa razdo, nosso estudo avaliou o
efeito das medica¢des no periodo de 30 dias, mas também nenhuma alteragéo
significativa foi encontrada. Esse resultado pode ser justificado pela falta de tratamento
periodontal nas bolsas periodontais nesse periodo em que o canal permaneceu com a
medicacdo. A terapia periodontal era realizada apenas apds a obturacdo do canal
radicular.

141



Chaves et al. (2000) e Cobb (2002) afirmaram que a raspagem e o alisamento
radicular diminui a populacdo de bactérias Gram negativas, favorecendo as Gram

positivas, que estdo associadas a saude periodontal.

A mesma relacao foi apresentada por Cugini et al. (2000) que mostraram a
diminuicaio de DNA bacteriano de espécies periodontopatogénicas como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola,  apos
procedimento periodontais. Contrariamente, Haffajeee & Socransky (1994) e Chaves et
al. (2000) afirmaram que Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola nao
respondem de forma tdo positiva frente aos tratamentos de raspagem e alisamento

radicular.

Gomes et al. (2008) avaliando a agao de varias medicacbes na superficie
externa do dente, também mostrou que a Porphyromonas gingivalis € o microrganismo
mais resistente frente a acdo antimicrobiana de algumas medicac¢des. Além disso,
mostrou que o Ca(OH), associado a SS nao apresentou nenhuma atividade

antimicrobiana na superficie radicular externa no periodo de 72 horas.

Nossos resultados ndao mostraram desinfecgdo completa dos canais radiculares
apos o uso de Ca(OH)2 associado a SS ou Ca(OH)2 associado a CHX gel 2% como

medicacao intracanal.

Porém, outros estudos, como Evans et al. (2003) e Gomes et al. 1996, 2006,
2008 afirmaram que ha uma maior superioridade da associagdo do Ca(OH)2 associado
a CHX gel 2%, quando comparado com SS, mostrando um maior efeito bactericida. O
que também é confirmado por Basrani et al. (2004)
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6.6. Quantificacao de endotoxinas dos canais radiculares e das bolsas
periodontais

Os microrganismos avaliados nesse estudo foram, na maioria, anaerébios Gram
negativos. A escolha por esses microrganismos foi devido a presenca dos fatores de
viruléncia, principalmente as endotoxinas, e sua importancia dentro das doencgas
pulpares e periodontais. Trabalhos mostram (Seltzer & Farber, 1994; Nissan et al. 1995;
Nelson-Filho et al., 2002; Oliveira et al. 2005; Pereira, 2011) que esses microrganismos,
na maioria das vezes, sao responsaveis pelo inicio e progressdao das doencas
endoddnticas e periodontais, sendo que episddios dessas doencas podem estar
relacionados a um desequilibrio entre fatores de viruléncia bacteriana e fatores
especificos dos hospedeiros.

A concentragdo inicial de endotoxinas encontradas inicialmente nas bolsas
periodontais foi bastante alta, com uma média de 192,81 EU/mL. Essa concentracao ja
era esperada, justamente pela grande presenca de bactérias Gram negativas
presentes, inicialmente, nesses sitios. Além disso, essa alta concentragdo confirma o
potencial de destruicao éssea, favorecendo a destruicao periodontal e manutencao das
lesbes periapicais (Nissan, 1995; Nakane, 1995; Nelson Filho, 2002; Bezera Silva,
2002; Rangel-Frausto, 2005), bem como se relaciona ao grau clinico da inflamacao
gengival (Simon et al., 1971).

Nossos resultados mostraram um reducao significativa do LPS nas bolsas
periodontais, sugerindo que sua fraca aderéncia a superficie radicular, assim como
demonstrado por Moore et al (1986).

Além do LPS presente na parede celular de bactérias Gram negativas, o
peptideoglicano presente na parede celular de bactérias Gram positivas e que também
estdo presentes em sitios periodontais, podem apresentar sinergismo, favorecendo a
estimulacdo de osteoclastos e, consequentemente, uma maior destruicdo periodontal,
como demonstrado por Jiang et al. (2003)
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Nissan et al. (1995) mostraram que a endotoxina € capaz de se difundir pelos
tubulos dentinéario, atingindo a polpa. Por outro lado, Bergenholtz & Crawford (1989) e
Warfvinge et al. (1985) observaram que a presenca de endotoxinas induz processos
inflamatérios na polpa, mas eles ndo determinaram se a endotoxinas entram
efetivamente na polpa. Por essa razao, poderiamos esperar altas concentracdes de
endotoxinas no canal radicular por conta do comprometimento periodontal severo. No
entanto, em nosso estudo, a concentracdo de endotoxinas no canal radicular foi
praticamente nula, o que poderia ser justificado pela presenca de polpa vital. Porém,
Khabbaz et al. (2001) demonstraram a presenca de endotoxinas em camadas
profundas de caries de dentes sintomaticos e assintomaticos , mas que apresentavam

tecido pulpar vital.

Em casos de polpa necrosada, as concentragdes de endotoxinas séo
extremamente altas, o que se justifica pela maior presencga de bactérias Gram negativas
nessas infecgdes (Martinho e Gomes, 2008; Jacinto et al., 2005).

E possivel que mesmo que as bactérias sejam removidas do canal radicular
durante o PQM, endotoxinas capazes de manter ou induzir periapicopatias possam
permanecer. Dessa forma, o tratamento do canal radicular infectado ndo deve se
restringir apenas a morte bacteriana, mas também a inativacdo da endotoxinas, que €
favorecido pelo uso de medicacao intracanal. A importancia do Ca(OH). na inativacédo
do LPS ja é bem aceito e discutido na literatura (Safavi & Nichols, 1993; Silva et al,
2002; Nelson Filho et al., 2002; Tanomatu, 2003; Signorreti, 2009).

Em nosso estudo, a concentracdo de endotoxinas apds o uso MIC, nas bolsas
periodontais, foi mais baixa quando comparada aos valores iniciais, com diferenca
estatisticamente significativa para o grupo do Ca(OH), e SS, quando comparado com o
grupo do Ca(OH), e CHX. Provavelmente, essa diminuicao foi devido ao PQM realizado
anteriormente e, pela difusdo dos ions OH™ e Ca* pelos tubulos dentinarios, inibindo a
contaminacao periodontal, como sugeriu Solomon et al, (1995). Da mesma forma,
Gomes et al, (1999) mostraram que o Ca(OH), associado a CHX pode se difundir pelos
tubulos dentinarios, principalmente na auséncia de cemento, o que favorece o aumento

do pH na dentina periférica (Tronstad et al, 1981)
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6.7.Monitoramento de Citocinas Pro-inflamatérias IL1-a, IL1-8, TNF-a e PGE2 dos

canais radiculares e das bolsas periodontais

Citocinas pré inflamatérias podem ser estimuladas pela presenca de fatores de
viruléncia, como LPS presentes na parede celular de bactérias Gram negativas (Nakane
et al.,, 1995; Silva et al. 2002; Wang et al., 2010). Esse fato pode justificar os altos nives
de citocinas encontrados nas bolsas periodontais, caracterizada principalmente, por
bactérias Gram negativas do complexo vermelho que exacerbam essa estimulacao
(Pelt et al., 2002)

LPS tem sido relatado como estimulador de interleucinas (Pelt et al., 2002;
Martinho et al., 2010) e, Martinho et al. (2011) mostraram também a estimulagédo sobre
o fator de necrose tumoral, que vai ao encontro dos nossos resultados, onde

associacao positiva so foi verificada entre nives de LPS e TNFa.

Nosso estudo confirmou a importancia dessas citocinas no processo inflamatério,
principalmente relacionado a destruicdo éssea. Essa resposta osteoclastica ja é bem
esclarecida na literatura (Le & Vilcek,1987; Nakane et al., 1995; Goutoudi et al., 2004;
Martinho, 2011; Tavares et al., 2012).

Assim como Tavares et al. (2012), nosso trabalho mostrou as vantagens do uso
de hidroxido de céalcio como medicacgao intracanal. Possiveis relagdes entre os niveis de
citocinas nas bolsas periodontais e nos canais radiculares, antes e apdés o uso de
medicacao intracanal por 30 dias, podem ser percebidos, independente do veiculo
utilizado com o hidréxido de calcio. E essa reducédo, foi mais direcionada também a
IL1B.

Este estudo demonstrou que nos casos de pacientes com periodontite crénica e
sensibilidade pulpar positiva, endotoxinas e citocinas estdo presentes em altas
concentracdes nos sitios periodontais. No entanto, apds o tratamento endodéntico, uma
reducao dos sinais clinicos, como profundidade de sondagem e mobilidade, podem ser
estabelecidas, favorecendo o tratamento periodontal. Desta forma, através dos
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resultados obtidos nesse estudo, mais investigacbes devem ser realizadas,
principalmente com o apoio de periodontistas e do proprio paciente.
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7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. Os canais radiculares e as bolsas periodontais de pacientes com periodontite
crdnica e sensibilidade pulpar positiva apresentaram-se contaminados, sendo
o complexo vermelho detectado frequentemente nas bolsas periodontais e

Parvimonas micra nos canais radiculares;

2. AssociacOes bacterianas foram visualizadas apenas nas bolsas periodontais

com presencga constante das bactérias do complexo vermelho;

3. Os niveis de endotoxinas foram bastante altos nos sitios periodontais, mesmo
apos a terapia endoddntica. No entanto, apds o uso de medicacéo intracanal,
houve uma diminuigdo nessa carga de LPS, sendo os melhores resultados

obtidos pela associagcéo de hidroxido de calcio com solugéo salina;

4. Niveis de citocinas pr6 inflamatérias, principlamente a IL13, apresentaram
reducdes estatisticamente significativas, ap6s o uso de medicacdo com
hidréxido de calcio por 30 dias;

5. O tratamento endoddntico ndo é fator determinante na complemetacdo da
terapia periodontal em dentes diagnosticados com Periodontite Crbnica e

vitalidade pulpar.
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ANEXO 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido especifico para a pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

As informagdes contidas neste prontuério foram fornecidas pela orientadora Professora. Dr?. Brenda
Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pela aluna de mestrado Thais Mageste Duque, objetivando
convidar e formar acordo, por escrito, mediante o qual o individuo, parte integrante da pesquisa, autoriza
sua participacao, com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera

por livre arbitrio e sem qualquer coagao.
I. TITULO DA PESQUISA

"Analise microbioldgica por PCR, quantificacdo de endotoxinas e monitoramento inflamatério em
pacientes com Doenca Periodontal Cronica ".

Il. PROPOSICAO GERAL

Identificar por PCR a microbiota dos canais radiculares e bolsas periodontais de dentes com
polpa vital, comprometimento periapical, sangramento gengival e bolsas periodontais e quantificar as
endotoxinas e citocinas ap6s o preparo quimico-mecanico (PQM) e uso de medicamentos intracanais
(MI).

lll. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre medicacao intracanal e solugdes irrigadoras fazem parte da linha de pesquisa do
laboratério de Microbiologia aplicada a Endodontia, da FOP-UNICAMP, desta maneira havera uma
continuidade na linha de pesquisa. A atividade antimicrobiana da CHX gel, Ca(OH)2 e da associacao de
ambos utilizados como medicagao intracanal ja foi testada em nosso laboratério por métodos in vitro com
resultados satisfatorios quanto a agao antibacteriana no interior de tubulos dentinarios necessitando,
portanto, ser avaliada clinicamente. Esse trabalho mostra a acao antibacteriana de substancias quimicas
auxiliares ao preparo mecanico na luz do canal radicular e em toda a extenséo dos tubulos dentinérios in
vitro. Esse assunto faz parte da linha de pesquisa do Laboratério de Microbiologia aplicada & Endodontia
de nossa disciplina, que foi montado gragas ao financiamento da FAPESP. Dessa maneira, o presente

trabalho promovera uma continuidade na linha de pesquisa.

Este estudo possibilitara testar in vivo, o potencial antimicrobiano destas substancias no interior do canal
radicular e através dos tubulos dentinarios, em bolsas periodontais, além de identificar patégenos de

origem periodontal no interior dos canais radiculares através do método de PCR.
IV. PROCEDIMENTO DO EXPERIMENTO

Selecao dos pacientes

170



Seréo selecionados 15 pacientes da Clinica de Especializacdo de Periodontia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (FOP), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A faixa etaria sera
entre 18 a 65 anos, independentemente do género. Os voluntarios serdo confirmados através da
presenca de perda 6ssea do dente envolvido detectado radiograficamente, acompanhado ou nao de

sinais e sintomas, e clinicamente pelo teste térmico confirmando uma sensibilidade pulpar positiva.
Alguns critérios deverao ser respeitados:

a) Presenca de bolsa periodontal com profundidade de sondagem maior ou igual a 6 mm em
mais de uma face.
b) Pacientes que nao fizeram uso de antibiéticos sistémicos e/ou locais nos Gltimos 3 meses.

c) Pacientes que estao sob tratamento periodontal por mais de 1 ano.

Serao obtidos os dados relativos ao género, idade, doengas sistémicas e uso de medicamentos. Os
pacientes com doencas sistémicas e com histdria de antibioticoterapia recente e uso de antifiingicos nao

serdo incluidos no estudo.
Aspectos clinicos e radiogréficos

Para cada paciente serdo anotados na anamnese: idade, sexo, estado pulpar, profundidade da
bolsa periodontal, insercdo clinica, mobilidade dental, presenca de edema dos tecidos periodontais,
histéria de medicacado e os achados radiograficos. Os aspectos clinicos do dente envolvido, tais como
presenca ou ndo de céries, restauracdes e coroas metalicas serdo também anotados, assim como
presenca ou auséncia de dor. Também serdo anotados dados da histéria médica e histéria dentaria.

Serao realizados testes para verificar dor a percussao, a palpacao e mobilidade dental, além da
realizagdo de uma sondagem periodontal e do teste térmico para confirmagao da vitalidade pulpar

Como critérios de exclusdo, teremos dentes abertos, com carie comunicante a cdmara pulpar,
com ftrincas, calcificados, reabsorcdo externa e o0s casos que nao for possivel acessar todo o
comprimento do canal radicular. Pacientes portadores de doengas sistémicas (como por exemplo,
diabetes melitus e AIDS) e com histéria de antibioticoterapia recente e uso de antifungicos também nao

participardo deste trabalho.

Na consulta inicial sera realizada tomada radiografica periapical para avaliar o comprometimento

da doenca periodontal.

Os pacientes assinardo um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) elaborado de
acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
UNICAMP.

Coleta de amostras
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Amostras para andlise de endotoxinas, analise microbioldgica e de citocinas inflamatérias que habitam as
bolsas periodontais e canais radiculares dos pacientes selecionados serdo feitas antes e depois da
instrumentacao dos canais radiculares e durante as trocas de curativo (30 dias) com auxilio de cones de
papel absorvente estéril introduzidos no comprimento de trabalho pré-estabelecido permanecendo nesta
posicao por 60 segundos, o que nao afetar4d em nada a salde dos mesmos ja que é um procedimento
corriqueiro no tratamento endodéntico (secagem do canal radicular antes da colocagéao de medicagao no
interior dos canais radiculares e obturacdo se faz da mesma maneira). A coleta das amostras dos canais

radiculares serd realizada sob fluxo continuo de nitrogénio.

Os canais radiculares serdao desinfectados seguindo uma técnica de instrumentagdo adequada e um

potente agente antimicrobiano (CHX gel 2%).
Os 15 pacientes serdo divididos em 3 grupos com diferentes medicagdes intracanais:

e Grupo I: (n=5) - Sessao Unica, sem uso de medicacao intracanal.

e Grupo lI: (n=5, MIC por 30 dias) - os canais deste grupo serdo secos com cones de papel,
preenchidos com Ca(OH), + CHX-gel 2 % (2:1) e a seguir colocar-se-a uma bolinha de algodao
previamente esterilizada na embocadura do canal radicular. Em sequéncia uma camada de
aproximadamente 2 mm de Coltosol, aplicagdo de acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo
Single Bond 3M® (3M Dental Products, St Paul, USA) e aproximadamente 3 mm de resina
fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St Paul, USA) serao realizados.

e Grupo lll: (n=5, MIC por 30 dias): os canais deste grupo serdo secos com cones de papel,
preenchidos com Ca(OH), + SS estéril ( 1:1) e a seguir colocar-se-4 uma bolinha de algodao
previamente esterilizada na embocadura do canal radicular. Em sequéncia, uma camada de
aproximadamente 2 mm de Coltosol, aplicagdo de acido fosférico 37% por 15 segundos, adesivo
Single Bond 3"® (3M Dental Products, St Paul, USA) e 3 mm de resina fotopolimerizavel Z 250
(3M Dental Products, St Paul, USA) serao realizados.

Apbs as coletas das amostras, o dente em questao sera tratado e restaurado pelo mesmo operador.
Além disso, sera feito pela Area de Endodontia, um acompanhamento de todos os tratamentos realizados
neste experimento, durante, no minimo, 4 anos, e os pacientes serdo encaminhados & clinica da FOP-
UNICAMP para a finalizagdo de um tratamento periodontal adequado. Para o tratamento endodéntico,
ndo ha método alternativo pois ha a necessidade de uma instrumentacao dos canais radiculares eficiente
auxiliada por uma substancia quimica antimicrobiana de comprovada agdo contra 0s microrganismos
encontrados no interior dos canais. Além da utilizacdo de uma medicagéao intracanal que melhore ainda
mais esta desinfecgdo Serdo realizadas cinco coletas microbiolégicas do canal radicular e da bolsa
periodontal, durante a sessé@o de tratamento endoddntico, dessa forma os voluntérios ndo terdo que se
deslocar a faculdade apenas para a concretizagdo da pesquisa. Essas coletas serdo divididas em duas
sessdes odontoldgicas, semelhante a qualquer outro tratamento endoddntico, finalizando com a

obturagéo e selamento do dente envolvido.
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No laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, os recipientes com o material
colhido do canal radicular serdo processados adequadamente para que se obtenha a identificacdo dos

microrganismos.
V. DESCONFORTO OU RISCOS ESPERADOS

Nao terd nenhum risco de vida ou mudanga no seu atendimento convencional, ja realizado diariamente
nesta Faculdade. O processo € indolor. Se o paciente sentir dor, esta ndo serd devido a coleta de

amostra e sim a persisténcia da infecgao nos canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais.

Os procedimentos desenvolvidos nesse trabalho apresentam em consonancia com os tratamentos
realizados atualmente na area de Endodontia da FOP/UNICAMP. Os tipos de medicagdes intracanais
preconizadas no presente estudo sdo empregadas na Clinica de Especializagdo em Endodontia, assim
como em algumas outras instituicbes do pais.

Durante todo o tratamento de canal e coleta de bactéria serdo utilizados luvas e éculos de segurancga

para protecéo do operador e do paciente.

Se houver dor fora dos dias marcados para o tratamento, o paciente recebera uma assisténcia imediata
dos responsdaveis pela pesquisa, assim o mesmo devera entrar em contato através dos telefones locais

descritos a seguir:
(0xx19) 2106 5215 (laboratério de Endodontia)
(0xx19) 8827-9931 (celular da pesquisadora Thais Mageste Duque).

O paciente também podera ser atendido no Plantdo de Emergéncia da FOP-UNICAMP, que funciona

normalmente de segunda a sexta-feira, de 8:00 as 12:00 hs e de 13:30 as 17:30 hs.

Para qualquer informacao ou esclarecimento sobre o tratamento, o paciente podera entrar em contato

com os pesquisadores através dos telefones citados acima, e-mail: thaismageste@fop.unicamp.br e

bpgomes@fop.unicamp.br, assim como no endereco Rua: Regente Feij6, n° 639, centro.

O paciente tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a metodologia antes e durante a
pesquisa, podendo ou ndo concordar em participar da mesma. Caso recuse, nao havera prejuizo ao seu

tratamento, o qual serd prosseguido normalmente.

Uma copia deste termo (TCLE) ser& entregue ao voluntario, portanto o mesmo ter4 em méos telefones e

enderegos para contato.

Apesar dos resultados clinicos e microbiologicos serem divulgados publicamente para fins académicos e
cientificos, sera preservada a privacidade do individuo quanto aos dados confidenciais que possam a ser

envolvidos na pesquisa.
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VI. BENEFICIOS DO EXPERIMENTO

Os beneficios esperados afetam indiretamente os voluntarios, pois estardo relacionados com o
desenvolvimento de um tratamento endodéntico mais eficaz e seguro, com o conhecimento dos

microrganismos envolvidos nesses casos.
VII. Possibilidades de inclusdao em grupo controle ou placebo

Nao se aplica inclusdo de grupo controle ou placebo.

VIIl. Métodos alternativos para obtencao da informacao ou tratamento da condicao
Nao se aplica métodos alternativos.
IX. INFORMACOES

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.
Os resultados da pesquisa ficarao a disposicao dos sujeitos envolvidos, sendo preservada a identidade

dos mesmos.

A pesquisa nao acarretara nenhum 6nus ao paciente. Nao havera necessidade de deslocamentos ou
procedimentos adicionais para coleta de amostra, além das necessarias para o tratamento endoddntico

convencional (2 sessdes).
X. RETIRADA DO CONSENTIMENTO

O voluntéario 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 ndo havera prejuizo ao seu tratamento,

0 qual sera prosseguido normalmente.

XI. CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, certifico

que tenho lido as informagdes acima e suficientemente esclarecido (a) de todos os itens pela Prof.2. Dr2.
Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou Thais Mageste Duque, estou plenamente de acordo

com a realizagéo do experimento. Assim, eu autorizo a execu¢ao da pesquisa, exposta acima, em mim.

Piracicaba, de de 2010.

Nome:
RG:
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Assinatura:

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de divida quanto aos
seus direitos como voluntario da pesquisa, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da FOP —
UNICAMP, enderecado a Av. Limeira, 901 — Caixa Postal 52, CEP 13414-903, fone (19) 2106-5349, e-
mail cep@fop.unicamp.br, na cidade de Piracicaba/SP.
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APENDICE 1

- . Ficha de Anamnese

DADOS PESSOAIS

Nome: : ' : '

Idade: Profissdo: Sexo: [1 M [] F Estado Civil:
Endereco:

Bairro: Cidade / Estado: - CEP.: -

Tel. fixo: - Tel. Celular: Tel. de Recado:

Indicado por: ) ’ ¢ .

Inicio do tratamento : / / - Aluno:

HISTORIA CLENICA _

Atualmente estd em tratamento médico? [] SIM [CINAO - : _
Estd tomando algum’ medtcamento (receitado ou ndo)? L—_l SIM ' D NAO
"Qual: - :

Tem ou teve algum desses problemas de saude'? Se sim, marque com X
[] Problemas do coragio [_] Hepatite, do tipo:

[[] Press3o Alta , : - [] problema nos rins

Alergias, a que? _ ~ [ problema de coagulacéio

[] Diabetes - sifilis -

[] Distdrbios neurolégicos - [ Aids

EprI!epsia ' || Sinusite
['] Convuls&o ] Asma
: - [ outres [ Oiceras
[[] Febre reumética . ' ] Outros:

Ja tomou anestesia local para tratamento dentério? (] SIM ] NAO
Foi observada alguma reaggo anormal? [] SIM [INAO .

J4 apresentou.reacgo alérgica a med:camentos? ] SIM D NAO Qual?
Range os dentes‘?%] SIM [ INAO - '

Se mulher, esté gravida? [ ] Sim LINAD

Usa bebida alc¢odlica? { ] SIM O NAO :

Fuma? [] SIM I nNAO

Usa drogas? [] SIM LI nNAO

Ha alguma outra informacio sobre sua saude que deva ser comumcada7

EXAME CLINICO (preenchido pelo Cirurgido Denasta)

Pulso bpm (normal: 60 a 90 batlmentos por mlnuto)
Pressdo arterial / mmHg ( normal: diastdlica < 90 mmHg)
Fregliéncia respiratéria: /min. (normal: 15 a 20 movimentos por minuto)

Temperatura (axilar):  ~  °C (normal: 36,8°C +0,2°C)

(Declano para todos os fins Iegais que as informagbes aqui relatadas s8o verdadeiras e que nada omiti na anan
(Assinatufa do paclente ou tesponsévei)
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y " Ficha Clinica de Diagnéstico e Plano de Tratamento

Paciente: Idade: - Data: - [ &

Telefone: Recado: Celular: - :

Aluno: Turma: :

Dente:

Exame Clinico

Avaliacdo Penodontal Geral 1 Saudavel EI Gengtvnte [ periodontite Grau:

Coroa: Dor: 5 Percussdo Vertical:

O Integra . [ Assintomético - [ insensivel

[ | Com cérie extensa - L estimulada [] sensibilidade aumentada

|| Destruida (Totalmente) ~ [ ] Espontinea- [ ] Dor

| | Restaurada HY.%) ocluir '

[ ] Com prétese _

Palpacdo Apical: Tumefagao Inﬂamatéria -‘Fistula: Bolsa Periodontal

[ ] Insensfvel [C] Ausente [J Ausente . ] Vest: mm
1 Sensibilidade - L] Apieal. . [ Mucosa [ Lingual: mn
aumentada [] Intra-oral - [] cuténea [] Mesial: mm
O por , [ Extra-oral A o , [ Distal: mm

[} Les30 de Furca

CONDH AS FERFHDONTAL

Fimel e wprcd | ‘ Profarahidads e Sopidissn Bsceesde: zsngma ‘ | | Wehdadicde

Eaguieni

Supwagdos Mesloms? === (uaisfooes? 00

Sangamanto: (Mas fapes? 000 Cuais fapes? =~
Te Vitalid :

Térmico (frio): . _ Cavudade (dentina exposta):
Positivo : "+ Orasp

[ ] Normal - .7 E? Positivo

[[] Hipersensivel : " [ Negativo
- [ Negativo '» ' [Oiatodear

: [] Positive
[] Negativo
Periodonto (perda Ossea):  Canal Radicular: . . Regido Periapical
[] Vertical - LI Rizogénese incompleta : Radiolucé&ndia):
[ ] Horizontal avancada - || Amplo = - o Ausente
[] RegiSio de furca [ ] Médio . - - ' - [IEspessamento
‘ [ 1 Constrito AL [ | Pequena (Até 5 mm)
| Calcificado - [ Média (5 A 10 mm)
Raiz: [ | Reabsorcdointerna . . - [] Grande (maior que 10 mm)
[] Curvatura acentuada [ ] Com obturag8o deficiente [ | Difusa
L] Reabsorcgo externa [_] Com Instrumento fraturado - | Circunscrita
] Hipercementose |_| Com desvio - . [ ] Outros
[l Extranumeréria |1 Com perfuragio - . [1 osteofibrose periapical
[] soalho . ~ (Cementoma verdadeiro)

- U Radicular ..~ [ condensacdo Ossea



Diagnéstico

. Pulpar: ‘ Periapical:

"[] Polpa Normal -~ . [Z] Normal
L] Pulpite Reversivel - [ pericementite
L] Pulpite Irreversivel - .. Abcesso
] Necrose Pulpar - . 0 ° © [ intra-Osseo .

I_] sub-Peridstico
- [] sub-Mucoso -
1 Sih-Cisténen

Plane a e ‘ ’
] Dentisteria o I Tratamento Endodéntico - [] Retratamento Endodéntico
[] Urgéncia ] Apicigénese E [} Com remoggo de
] Tratamento de pulplte ] Apicificagdo pino/nicleo
[ ] Drenagem de abcesso -} Com tratamento de [ ] Com tratamento de
[] Extrac8o perfuracdo perfuracio
Motivo: 8 " [J Com remocéo de _ [] Com remocgo de
instrumento fraturado . instrumento fraturado
. ] Complementado por ] Complementado por
cirurgta- cirurgia

[] Procedimentos préwprotetlcos
L] Preparo de espaco para retentor
[] Confecgdo e cimentagdo de niicleo metdlico fundido
] Confecgdo de pino de fibra de vidro reforgado com resina
L] Confecgdo de niicleo de preenchimento em resina composta
[] Reforgo de raizes com paredes debilitadas
[[] Confecgdo de coroa proviséria

Dados Técnicos

Grampo utilizado:

Canal Referéncia | CRC (mm) | CRT (mm) | Didmetro do LAF

Didmetro do
cone

forame(LAI)

Procedi i

Data " Procedimentos

Anestésico utilizado:

Técnica de preparo:

Paténcia foraminal: [] Sim [[] N&o

Substéncia irrigadora:

Técnica de obturagdo:

Cimento empregado: -
Extravasamento de cimento: I:I Sim | N3o
Preenchimento de canais laterais: [] Sim [] N&o
Houve dor entre as sessfes: [_] Sim [] Nao
Namero de sessdes: [J Uma [J Duas [] Mals:

Preparo de espaco para nucleo: l:l S|m 1 N8o Canal - = Profundidade —

Restauracdo:

CProviséria = [0 Selamento da C&mara Pulpar - [ Definitiva

Prognéstico:

- mm

_Proservacfio Prevista

[ ]
i




APENDICE 2

Espécies bacterianas encontradas nas coletas dos canais radiculares e bolsas

periodontais.

CANALINICIAL

T. forsythia - + - - +

T. denticola - - - - - - . . - ) +

P. micra + - - + + : +

F. nucleatum - - - - + + - + + +

P. gingivalis - - - - B - - - . + B, . n B +
P. intermedia - - . - . - - - - . -

CANALFINALAPOS PQM

T. forsythia - - - - - - . - . . a a + B} +
T. denticola

P. micra - - - 1 - + + - - +

F. nucleatum

P. gingivalis - - . n +

P. intermedia

CANALAPOS MEDICACAO

T. forsythia . . Ses.sﬁo Ses§§o - Ses§50 Segsﬁo ) . Segsﬁo N
unica unica unica unica unica

T. denticola Sessdo  Sessdo - Sessdo  Sessdo ) ) Sessdo
unica unica unica unica unica

P. micra N ‘ Sessdo  Sessao - Sessdo  Sessao ) . Sessdo + . . +
unica unica unica unica unica

F. nucleatum Sessdo  Sessao - Sessdo  Sessao ) ) Sessdo
unica unica unica unica unica

P. gingivalis N Ses§50 Ses§§o - Ses§50 Segsﬁo . . Ses;se"\o
unica unica unica unica unica

P. intermedia Sessdo  Sessdo - Sessdo  Sessdio  _ ) Sessdo
unica unica unica unica unica
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BOLSA INICIAL

T. Forsythia - - . + . - to- 4 - + - - - -
T. denticola : - . + - - - -4 - ¥ - - - -
P. micra 4 4 4 4 4 - +- 4 4 + 4 4 +
F. nucleatum - - . . . ¥ +o+ - n 4 4 . + +
P. gingivalis - ¥ + + - - -t 1 . ¥ + ¥ .
P. intermedia . . + . + - - -4 + - . + + ;

BOLSA FINALAPQS PQM

T. forsythia - - - - - - - -4 ¥ ¥ ¥ + s +

T. denticola - - - - : - - -t - - . . - ¥

P. micra ¥ - - - - . T - - + + + +

F. nucleatum + : - - . - A . . - . - +
- ¥ ¥ - - - -4 + - 1 ¥ + -

P. gingivalis

' . - + + - - + + . . + + .

P. intermedia

BOLSA APOS MEDICAGCAO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

T. forsythia - + Ses.sao Ses.s;m + Ses§ao Ses§ao - + Sesgao + + + + +
unica unica unica unica unica

T. denticola + Se5§ao Ses§ao + Ses§ao Ses§ao - + Ses§ao + - - + +
unica unica unica unica unica

P. micra + Ses§ao Ses§ao + Ses:sao Ses§ao - + Ses:sao + + + + +
unica unica unica unica unica

F. nucleatum + - Seslsao Ses§ao + Ses§ao Ses.sao + + Ses§ao + + - - +
unica unica unica unica unica

P. gingivalis + Seslsao Ses.sao + Ses.sao Ses§ao - + Ses.sao - + + + +
unica unica unica unica unica

P. Intermedia + Ses_sao Ses.sao + Ses.sao Ses'sao - + Ses.sao - - - - +
unica unica unica unica unica
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APENDICE 3

Valores da concentragdo de Endotoxinas (pg/mL) dos pacientes em todas as fases do tratamento

Bolsa Canal Canal Canal
Bolsa Bolsa Canal
Periodontal Radicular Radicular Radicular
Paciente Periodontal Periodontal . Radicular . . . ]
Apos a Final antes  Final apos Apos a
Inicial Final Inicial
Medicacao EDTA EDTA Medicacao
1 15,50 3,01 27,00 0,10 0,15 0,10 0,10
2 82,20 5,50 2,13 0,10 0,10 0,02 0,10
3 223,00 7,48 0,00 0,10 0,03 0,10 0,00
4 370,00 9,77 0,00 0,10 0,18 0,02 0,00
5 225,00 93,80 14,80 60,20 0,08 0,02 0,10
6 15,00 17,60 0,00 0,10 0,15 41,20 0,00
7 37,90 13,70 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
8 20,00 4,32 3,53 0,10 0,10 0,01 0,02
9 62,50 0,10 45,40 0,10 0,08 0,10 0,10
10 551,00 47,60 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
11 336,00 1,59 67,50 0,10 0,10 0,02 0,01
12 373,00 29,30 22,50 0,10 0,10 0,10 0,10
13 25,10 17,50 26,10 0,10 0,92 1,18 0,10
14 221,00 23,70 8,97 0,10 0,10 0,10 0,10

15 335,00 19,80 84,80 0,10 0,10 0,10 0,10
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APENDICE 4

Valores de Citocinas (IL1B) dos pacientes em todas as fases do tratamento

IL1-B
Bolsa Inicial Canal Inicial Bolsa Apés MIC Canal Apés MIC

1 201,32 21,36 0,01 0,08
2 183,58 9,28 74,59 0,17
3 204,71 7,23 - -

4 154,44 0,82 - -

5 35,87 9,67 12,27 0,14
6 1,09 8.23 - -

7 1,19 4,21 - -

8 23,02 5,21 12,74 43,88
9 48,20 8,32 10,32 0,21
10 102,79 3,21 - -
11 21,39 6,81 5,86 0,18
12 8,44 3,46 8,17 0,13
13 161,19 6,23 52,62 0,17
14 0,85 12,09 6,47 0,16
15 19,68 5,32 37,31 0,26
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APENDICE 4

Valores de Citocinas (IL1a) dos pacientes em todas as fases do tratamento

IL1 —a
Bolsa Inicial Canal Inicial  Bolsa Ap6és MIC Canal Apés MIC
1 12,35 3,94 88,32 7,47
2 118,59 1,72 173,17 62,99
3 47,93 2,54 - -
4 83,15 6,21 - -
5 101,47 0,63 3,46 1,06
6 33,92 2,75 - -
7 8,73 0,53 - -
8 131,22 8,16 110,68 30,29
9 93,20 2,76 16,72 83,50
10 5,79 1,12 - -
11 47,33 13,32 89,01 1,69
12 57,95 2,83 26,66 0,15
13 78,92 1,48 110,68 30,29
14 33,18 1,11 16,72 83,50

15 802,37 3,61 64,83 42,56
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APENDICE 4

Valores de Citocinas (TNFa) dos pacientes em todas as fases do tratamento

TNF —a
Bolsa Inicial Canal Inicial Bolsa Apdés MIC Canal Ap6s MIC
1 19,28 8,25 0,62 4,15
2 36,17 13,39 6,98 3,77
3 14,37 2,92 - -
4 37,36 12,10 - -
5 43,96 45,94 6,24 1,61
6 1,19 24,59 - -
7 16,40 10,44 - -
8 20,64 11,93 12,45 4,99
9 20,02 1,89 0,90 3,76
10 36,54 3,10 - -
11 9,65 23,92 4,46 6,68
12 4,41 16,78 3,26 2,64
13 14,97 3,43 9,34 3,32
14 27,50 13,66 6,26 4,05

15 8,32 12,55 18,08 3,89
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APENDICE 4

Valores de Citocinas (PGE?2) dos pacientes em todas as fases do tratamento

PGE2

Bolsa Inicial Canal Inicial Bolsa Apés MIC  Canal Ap6s MIC
1 177,47 148,91 101,84 49,18
2 63,69 73,15 29,79 36,61
3 76,97 119,35
4 88,58 170,06
5 28,18 187,29 77,12 6,96
6 71,99 8,71
7 34,47 11,79
8 12,15 82,34 16,49 64,40
9 96,33 39,87 14,79 78,21
10 154,22 81,14
11 105,83 192,35 226,18 69,54
12 133,61 58,20 41,53 105,15
13 75,66 95,26 63,82 124,94
14 41,37 93,21 126,71 83,05
15 9,30 13,83 87,89 171,72
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APENDICE 5

Dados clinicos dos 15 dentes com bolsas periodontais profundas e sensibilidade pulpar

Casos | Dentes Grupo Idade | Sexo Percussdo / Palpacdo Mobilidade (Br:Ir;a) clilr?isce:(gi(:n) Coroa Proservagdo 1 ano
1 41 Ca(OH), + CHX 31 F 3 V6 8 H Exodontia
2 14 Ca(OH), + CHX 46 M 2 V6 8 R Exodontia
3 34 Sessdo Unica 47 F 2 V6 8 R Mobilidade: 1 Bolsa : V4 mm
4 25 Sessdo Unica 47 F 2 V10 11 H Mobilidade: 1 Bolsa : V.8 mm
5 11 Ca(OH), + CHX 40 F 2 " 8 H Mobilidade: 1 Bolsa : V6 mm
6 12 Sessdo Unica 33 F 2 V5 12 H Mobilidade: 1 Bolsa : V3 mm
7 22 Sessdo Unica 25 M 2 M5 10 H Exodontia
8 22 Ca(OH), + CHX 33 F 2 M 4 12 H Mobilidade: 0 Bolsa: M 3
9 46 Ca(OH), + CHX 35 M 3 M 10 12 R Mobilidade: 2 Bolsa : M 10 mm
10 44 Sess3o Unica 33 M 2 M8 8 H Mobilidade: 1 Bolsa : M 6 mm
11 36 Ca(OH), + SS 53 M 3 D9 10 R Exodontia
12 46 Ca(OH), +SS 31 F 3 M 10 10 R Mobilidade: 1 Bolsa : M 8 mm
13 36 Ca(OH), +SS 31 F 1 M 11 11 R Mobilidade: 1 Bolsa : M 9 mm
14 26 Ca(OH), +SS 46 M 2 M 11 13 H Mobilidade: 1 Bolsa : M 9 mm
15 11 Ca(OH), +SS 53 M 2 P10 12 H Exodontia
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APENDICE 6
MEIO DE TRANSPORTE

VMGA Il (Viability Medium Gétemborg Agar)
1. Descricao

O meio de transporte VMGAIII (Viability Medium Gétemborg Agar) foi descrito inicialmente
por Moller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado para suportar a sobrevivéncia de
organismos anaerébios estritos e aerébios sem ocorrer crescimento. E aplicado para
amostras pequenas, como as coletadas por pontas de papel absorvente. Se armazenado
em recipiente bem fechado e sem contato com oxigénio, pode ser guardado por longo
tempo. Deve ser protegido da luz. O indicador de oxi-reducdo é o azul de metileno e sua
funcédo é consumir o oxigénio, mantendo o meio reduzido. A solucéo protetora é a peptona
0,1% e a gelatina 5%. Sua consisténcia é semi-sélida em temperatura ambiente e semi-
fluido acima de 30°C.

2. Preparo do meio
2.1. Componentes necessarios

a) Acetato de fenilmercurio;

b) Glicerofosfato de sédio;

c¢) CaCl anidro ou CaCl2.6H20

d) KCI

e) MgS04.7H20

f) NaOH

g) Agar bacteriol6gico

h) Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA)

i) Triptose (DIFCO, Detroit, EUA)

j) Thiotona e Peptona (BBL, Cockeyville, EUA)
k) L-cisteina-dihidroclorito (Sigma, St. Louis, EUA)
1) Acido tioglicélico (Sigma, St. Louis, EUA)

Autoclavar previamente:
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a) Frascos de Eppendorf ou vidros pequenos com 3 bolinhas de vidro (Glass beads). A
quantidade

de Eppendorfs é de acordo com o volume que sera preparado do meio. Neste caso, se for
preparar

250 mL de VMGA lll, autoclavar cerca de 130 frascos.

b) Proveta de 50mL

c) 2 frascos vazios de 500mL

d) 2 frascos vazios de 1000mL

e) 4 funis

f) 4 tubos de ensaio

g) 4 espatulas

h) 1 frasco de Becker pequeno

i) 2 provetas de 200mL

j) 30 pedacos de papel aluminio

k) 1 vidro de 500mL

2.2. Preparo dos volumes liquidos

Para os volumes de VMGA lIl, autoclavar os respectivos volumes de agua bidestilada.

500 mL 250 mL 125 mL
1 frasco 275 mL 1375 mL &8, 75 mL
1 frasco 150 mL* 75 mL” 375 mlL
1 frasco 00 mL 300 mL 150 mL
1 frasco 5mL 25mlL 1.25 mL

*Colocar um peixinho para ajudar a dissolver a gelatina

Para os volumes de VMGA lll, autoclavar os respectivos volumes de SS.

500 mL 250 mL 125 mL

1frasco S0 mL 25 mlL 12,5 mL
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2.3. Solucgao de Sais de Estoque IV

Verificar se tem a solucao de sais de estoque IV (Cor azul) e autoclavar, caso nao tenha,

autoclavar:
1 frasco &0 mlL de dgua bidestilada (1)
1 frasco 40 mL de agua bidastilada (2)
1 frasco &0 mL de dgua bidastilada (3)
1 frasco 40 L de agua bidastilada (4)

Verificar se tem a solucao de NaOH e KOH (8M), caso nao tenha, preparar. Volume final de
200 mL. Modo de preparo: Pesar 64g de NaOH e 89,769 de KOH. Dissolver em 140 mL de
agua bidestilada. Depois de dissolvido, acrescentar agua bidestilada qg.s.p 200 mL.
Autoclavar por 20 minutos.

No dia anterior, preparar as solucdes:

a) SOLUCAO 1 — Agua bidestilada estéril 60mL + Acetato de fenilmercurio 0,1g (ndo pesar
com espatula de metal). Dissolver em banho-maria e deixar overnight a 56°C.

b) SOLUCAO 2 — Agua bidestilada estéril 40mL + Glicerofosfato de sédio 20g. Dissolver

aquecendo levemente na manta e deixar overnight.
No dia do preparo do VMGA lll, para preparar a solugéo azul:

c) SOLUCAO 3 — Agua bidestilada estéril 60mL + CaCl anidro 0,24g ou CaCl2.6H20 0,329
+ KCI 0,849 + MgS04.7H20 0,2g.

Misturar bem as SOLUCOES 1, 2 e 3 e resfriar em uma proveta graduada.

Adicionar 40mL de &agua bidestilada ja estéril para completar 200 mL. Ao final, adicionar
0,006g de azul de metileno e acondicionar na geladeira.

2.4. Mistura das solucoes e preparo do VMGA I
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a) Solugéo A:

SOLUCAO A 1000 mL 250 mL 125 mL

Agua bidestilada 550 mL 137,56 mL 68,75 mL
Triptose 0.5g 10,1259 006259
Thitona e Poptona | 059 0,125 g 01,0625 g

O frasco com agua bidestilada deve estar estéril no dia anterior. Dissolver com agitacao e

aquecimento na manta ou no microondas por 10 segundos.

b) Solugéo B:

SOLUCAD B 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua Bidestilada 300 mL 75 mL a7, 5 mL
Galatina 50 g 1250 6.250

A agua bidestilada deve estar pré-aquecida. O frasco com agua destilada e o peixinho ja
devem estar estéreis no dia anterior. Aquecer no microondas por 10 segundos + 10
segundos + 10 segundos (total de 30 segundos), observando atentamente se derrete a
gelatina. Deixar em banho-maria caso ndo derreta tudo.

Essa solucao nao pode mais ser autoclavada.

c¢) Solucéo C:
SOLUGAD C 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 50 mL 12,5mL 5,25 mL
Agar 2g 0,59 0,259

Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria.

191



d) Solucao D:

SOLUCAC D 1000 mL 250 mL 125 mL
Agua bidestilada 10mL 25mL 25 mL
L-cistaina 0,059 0,125 g 0,0625 g

Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria.

e) Solucao E:
SOLUGAOE 1000 mL 250 mL 125 mL
Solugao salina 100 mL 25 mL 125mL
Acido Tieglicolico 0,5 mL 0,125 mL 0,0625 mL

A SS deve estar estéril no dia anterior. O acido tioglicélico encontra-se no freezer, e deve

ser manipulado com muito cuidado, empregando luvas e mascara.

Misturar as SOLUCOES A + B + C em frasco de 500 mL na manta. Resfriar a 45-50°C.
Adicionar 25mL da solugdo de sais de estoque azul IV. Adicionar a solugdo de acido
tiogliclico (SOLUGCAO E). Ferver a solucdo por 5 minutos até que a cor azul desapareca

(fica amarelo). Resfriar em agua morna sob fluxo de N2. Levar para a camara de

anaerobiose. Adicionar a solucéo de cisteina (SOLUGAO D).

Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solugdo de NaOH + KOH, adicionando de 10 em 10 microlitros.
Adicionar aos poucos, pois ndo tem volta. A solugdo de NaOH + KOH vai diminuir o pH.

Colocar 1 mL da solugdo em cada eppendorf e deixar levemente aberto na cabine de
anaerobiose. Passar parafilm para evitar qualquer tipo de contato com oxigénio e

contaminagao. Proteger da luz com papel aluminio.
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APENDICE 7

EXTRACAO DO DNA

(250 / QlAamp DNA mini kit — cat. N® 51306)

OBS: nao precisa manter kit na geladeira, mas se for manter refrigerado deve esperar ficar

na temperatura ambiente para usar.

Quando deixa na geladeira, o reagente 1 (ATL) fica com precipitados brancos de dificultam
pipetagem.

1- Agitar a amostra e pegar 300ul do VMGA (se tiver pouco vmga, diluir com agua ultra-pura
/ miliQ estéril). Quando for usar eppendorf com o swab (raspa da biofiimemae ou isoladas)
vai acrescentar 500-400ul de agua ultra-pura / miliQ estéril, centrifugar bem e pegar 300 pl.
Depois vai guardar o resto da agua com o swab , e ndo descartar!

2- Centrifugar a 8000 rpm / 5min.

3- Remover sobrenadante, com bastante cuidado para ndo aspirar as células também. Nao
precisa remover todo liquido sobrenadante, pois assim evita-se remover parte do pelet.

4- Adicionar 180ul de ATL (1) e 20ul de Proteinase K (2).

5- Agitar e incubar a 56°C por 30 min.

6- Adicionar 200ul de AL (3).

7- Agitar e incubar a 70°C por 10 min.

8- Adicionar 200ul de etanol (alcool etilico) 100%.

9- Agitar e transferi para tubos com filtros/colunas do Kit (QlAamp Mini Spim Collum).
10- Centrifugar a 8000 rpm / 1 min.

11- Transferir o filtro para outro tubo vazio do kit ou jogar liquido fora e reaproveitar mesmo

tubo/coluna.
12- Adicionar 500ul de AW1 (4).

13- Centrifugar 8000 rpm / 1 min.
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14- Transferir o filtro para outro tubo vazio do kit ou jogar liquido fora e reaproveitar mesmo
tubo/coluna.

15- Adicionar 500ul do AW2 (5).

16- Centrifugar a 13000 rpm / 3 min

17- Transferir o filtro para um eppendorf normal de 1,5 ml com tampa.
18- Adicionar 100ul de AE (6) — é o eluente.

19- Aguardar 3 min.

20- Centrifugar a 8000 rpm / 1 min

21- Descartar filtro e Guardar seu DNA extraido a -20°C. (vai ter 100pl)

DILUICAO DE PRIMER

“Quando chega liofilizado acrescentar x uL de agua Mili-Q, esse volume dependera de cada
sintese. Deve-se verificar no rétulo do tubo do primer, ou naquele documento que vem junto,
o valor indicativo da quantidade de nm (canto direito abaixo da OD). Esse valor sera a
quantidade de agua que devera sera utilizada para diluicao do primer e assim vai ficar uma
concentracao de 1000 pMol (essa € a solucao estoque). Para preparar a solugcao de uso,
cuja concentracao requerida é de 25 pMol, faz-se necessario uma diluicdo 1:40, ou seja,

diluir 1 yl de primer estoque e 39 ul de agua ultra pura/miliQ estéril. (USP)”
>EXEMPLO:

Solucao Estoque (1000 pMol)

- Se estiver escrito no roétulo do primer “28,31 nm”

- Acrescenta “28,31 uL” de agua Mili-Q estéril agita bem, centrifuga rapidamente apenas
para concentrar o liquido no fundo do tubo e armazenar em -20°C.

Solucéao de Uso (25 pMol)
- Diluir 1:40 = 1ul do estoque + 39 ul de agua Mili-Q estéril
C1xV1=C2xV2

1000 x ful=25x ?
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? = 40 (quer dizer que pegando 1 ul da solugédo estoque, para ter a solucao final de uso a
25pMol, o volume total deve ser 40ul, entdo colocar 39ul de agua)

- Se quiser fazer uma quantidade maior de primer, é sé aumentar proporcionalmente.
Ex: 5 ul de estoque + 195 ul de 4gua

C1xV1=C2xV2

1000 x5=25x?

? = 200 (para uma solucéo de uso de 200 ul, deve pegar 5 ul do estoque + 195 ul de agua)

DNTPs
Acrescentar 10 uL de cada (A, T, C, G) em 360 uL de agua MiliQ estéril

(100mM DNTPs Set, PCR Grade / Invitrogen, Cat N® 10297117)

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

*Pequeno: 0,63 g de agarose (0,7%) / 0,9 g agarose (1%) / 1,89 agarose (2%)
90 ml de TAE 1X ou TBE 1X

2 ul de solugado de brometo de etidio ( 10mg/ml) ou se for usar Sybr Safe vai
colocar 9 ul para 90 mL de TAE

*Grande: 3x o médio

1 — Pesar (no copinho de café descartavel) na balangca de precisdo de acordo com a
concentracao do gel (0,7%, 1% ou 2%)

2 — Misturar a agarose com 90 ml do tampéo (TAE ou TBE) em Becker e aquecer em
microondas até ficar transparente (+- 1min: deixa um pouco, tira para mexer e voltar p

microondas, até desaparecer particulas)

3 — Passar conteudo para o Becker contaminado com brometo e acrescentar 2uL do

brometo de etidio.
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CUIDADO E MUITO TOXICO!!
Dissolver 0,2 g de brometo de etidio em 20 ml de agua destilada/MiliQ
Manter em temperatura ambiente e proteger da luz.

Invitrogen ja vende solucao pronta.

4 — Misturar e verter na bandeja.

Importante: Encaixar bem as borrachas para vedar as extremidades e colocar o pente.
5 —Observar se tem bolhas para remover e esperar esfriar/endurecer (+-30 min)

6 — Remover as borrachas e pentes.

7 — Levar a bandeja com o gel para dentro da cuba e acrescentar tampao se necessario, até
cobrir todo gel.

Importante: o tampé&o da cuba deve ser o mesmo usado no gel (TAE ou TBE)
8 — Aplicar 4 ul da amostra + 2ul do corante (loading dye) em cada pogo.
Essa mistura é feita em um pedaco de parafilm, e ndo dentro do eppendorf.

9 — Fechar cuba e Ligar fonte de eletroforese

+- 90 V / +-40 minutos. Observar no visual a posicdo do corante pra ter nogédo de onde a
banda esta!

Obs: Quando vai fazer purificagéo a partir da banda, deve fazer receita dobrada (brometo tb
€ 2x) para os pogos ficarem maior. No gel 2% o brometo ndo dobra.

196



APENDICE 8

QUANTIFICACAO DE ENDOTOXINAS

Determinacao da concentracao de endotoxinas (Teste Turbidimétrico - ensaio
de LAL)

O teste turbidimétrico (BioWhitaker, Inc., Walkersville, MD, EUA) foi utilizado
para medir as concentragbes de endotoxinas presentes nos canais radiculares e
bolsas periodontais. Para isso, foi utilizado a a técnica do Lisado de Amebdcito
Limulus (LAL) .

- Preparo dos Reagentes:
Todos os reagentes foram retirados da geladeira para atingir a temperatura ambiente

antes do uso.

Para calcular as concentragcées desconhecidas de endotoxina nas amostras cada
ensaio turbidimétrico de LAL deve apresentar uma curva padrdo valida.

Por causa da grande concentragdes sobre 0s quais os valores de endotoxina podem
ser determinados, € possivel ajustar o intervalo quantitativo de qualquer ensaio,
ajustando a concentragdo de padrdes de endotoxina padrdes.Um minimo de trés

padrées sao necessarios.

O ensaio PYROGENT-5000 é realizado podendo variar de 0,01 EU / ml a 100 EU /
ml. No entanto, esses valores padrées podem variar em funcdo das necessidades

especificas do produto.

- Preparo das amostras:

Todas as amostras de endotoxina que foram coletadas dos canais radiculares
e das bolsas periodontais, foram suspensas em 1 mL de 4gua LAL e agitados em
vortex durante 60 segundos. A agua LAL foi considerada como o branco para todos

os testes.
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- Preparo da curva padréo:

Como um parametro para o célculo da quantidade de endotoxinas das amostras,

uma curva padrao foi representada graficamente utilizando com uma concentragéao

conhecida de endotoxinas (100 EU / ml), e as suas diluicbes com as seguintes

concentragdes finais (ou seja, 0,01, 0,10, 1, 10 UE / mL)

1.

2.

3.

4.

Prepare uma solug¢ao contendo 10 EU / ml de endotoxina, adicionando 0,1 ml
do estoque de 100 EU / ml de endotoxinas em 0,9 ml de agua reagente LAL.
Esta solucéo deve ser vigorosamente agitada em voértice, durante pelo menos
1 minuto antes de prossequir.

Transferir 0,1 mL da UE 10 / ml de solucao de endotoxina em 0,9 ml de agua
LAL. A 4gua deve estar em um recipiente adequado com etiqueta 1 EU/ ml. A
solugcdo deve ser vigorosamente agitada em vértice, durante pelo menos 1
minuto antes de prosseguir.

Transferir 0,1 mL da UE 1 / ml de solucdo de endotoxina em 0,9 ml de
reagente de LAL. A agua deve estar em um recipiente adequado com etiqueta
com rétulo 0,10 EU / ml. Esta solugdo deve ser vigorosamente agitadas
durante pelo menos 1 minuto antes de prosseguir.

Transferir 0,1 mL da UE 0.10 / ml de solugcdo de endotoxina em 0,9 ml de
LAL. A agua deve estar em um recipiente adequado com etiqueta com rétulo
0,01 EU / ml. esta solucdodeve ser vigorosamente agitada em vortice, durante

pelo menos 1 minuto antes de prosseguir.

Essa curva era entdo realizada da seguinte forma: Eram colocados 0,9mL de

agua LAL em 4 tubos de ensaio apirogénicos. Em seguida, o frasco contendo a

endotoxina, em uma concentracdo de 100EU/mL, era vortexado e, 0,1mL colocado

no primeiro tubo de ensaio que sera também vortexado. Esse procedimento é

repetido até o ultimo tubo de ensaio. Cada tubo de ensaio vai apresentar uma

concentracao de endotoxinas pré estabelecida e, essa diluicdo seriada é a curva

padrao do ensaio. Esse processo est esquematizado no esquema abaixo.
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0,1 mL 0,1 mL

0,1 mL
0,1 mL ‘i N N
Endotoxina 0,9 mL H,O 0,9 mL H,O 09mLH,O 0,9mLH,0
100 EU/mL 10 EU/ ml 1 EU/mI 0,1EU/ml 0,01EU/ ml

Apés preparo da curva padréo, preparamos a biofilmeque sera lido no leitor. A
microbiofilmede 96 pocos (Corning Costar, Cambridge, MA), sera preparada da
seguinte maneira:

1. Dispensar cuidadosamente 100 puL de agua apirogénica LAL em todos os

pOgoSs

2. Dispensar cuidadosamente 100 pL da diluicao seriada nos primeiros pocos

(como mostra 0 esquema)

3. Dispensar cuidadosamente 100 uL das amostras nos outros pogos (como

mostra o esquema)

4. Evitar a formacao de bolhas!

Todas as amostras e as reac¢des foram distribuidas e realizadas em duplicata,
para validar o ensaio. O esquema abaixo ilustra esse procedimento.
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O teste foi realizado de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Apos
preenchimento da microplaca, ela é inserida em um leitor de placas (Ultramark, Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA), a 340 nm, em um bloco de aquecimento
a 37 ° C e mantida a esta temperatura durante todo o ensaio. Essa biofilmeé pré
incubada por mais ou menos 10 minutos.

Depois, como uma pipeta multicanal, distribuir 100 pL do Reagente
PYROGENT 5000 em todos os pocos, comecando pela primeira coluna. Esse
reagente deve ser colocado o mais rapido possivel, evitando a formacao de bolhas.
O leitor é fechado e a leitura comeca a ser realizada.

Uma vez que o valor da absorvancia média dos padrbes foi diretamente
proporcional a concentracdo de endotoxinas apresenta, a concentracdo de

endotoxina é determinada a partir da curva padréao
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APENDICE 9

QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

IL-1B e IL-1a

1) Preparo dos reagentes:
A primeira coisa que sera feita é o preparo da curva padrao.

a) Reconstituir o IL-1B Standard. Colocar 5mL do “Calibrator Diluent RD6C”. O frasco devera
ser agitado suavemente e permanecer parado por um minimo de 15 minutos antes de
comegar as diluigdes .

b) Pegar ependorffs ou tubos de vidros estéreis e coloca-los em uma estante.

c) Colocar 500 pL do “Calibrator Diluent RD6C” nos 7 ependorffs /tubos de vidros estéreis

previamente separados

g & & &g F & &

500 L

d) A partir de agora sera feito a diluicdo seriada de acordo com o esquema abaixo. Os tubos

devem ser vortexados antes de ser feita a transferéncia para o tubo seguinte.
500 pL 500 uL_ 500 pL 500 pL 500 pL
p N N N N 0N
>

IL-1B Standard 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 0

250 pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL
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e) Cuidado com o ultimo ependorff /tubos de vidro. Este ultimo deve conter apenas 500 pL

do” Calibrator Diluent RD5-5". Ele vai servir como o zero padrdo da curva (o pg/mL)

2) Retirar a biofilmedo envelope e coloca-la dentro do fluxo. Vale ressaltar a importancia de
estar usando luvas e mascaras, para ndao contaminar a placa, alterando os resultados

3) Adicionar 50 pL do “Assay Diluent RD1-83” em cada pogo da placa. Esse componente contém
um preciptado e por isso, deve ser bem misturado (vortex) antes e durante o seu uso.

4) Vamos agora preencher toda a biofilmede 96 pocos com 200 L para todos os componentes

da curva padrao, do controle e das amostras, de acordo com o diagrama abaixo:

IOTmMmODODDX>

@ Essas duas primeiras colunas serdo preenchidas com as diluigbes para montar a curva

padrdo. Serd realizada da seguinte forma:
-Ale A2 com 200 pL do IL-1a Standard

- B1 e B2 com 200 uL da diluigdo 125 pg/mL
-Cle C2 com 200 uL da diluigdo 125 pg/mL
- D1 e D2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
- E1 e E2 com 200 pl da diluicdo 125 pg/mL

-F1 e F2 com 200 pL da diluicdo 125 pg/mL
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-Gl e G2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL

-H1 e H2 com 200 pL da dilui¢do 125 pg/Ml

QQ‘Q Agora cada pogo da biofilmesera preenchido, sempre em duplicatas e sempre 200 plL de

cada amostra.

5) Cubra a biofilmecom a pelicula protetora e a ela serd incubada por 2 horas a uma
temperatura ambiente. Nesse momento é bom fazer o layout da placa. Assim, pegamos o
desenho da biofilmevazio no final do folheto e completamos com o nome das amostras que

foram distribuidas na biofilmecomo exemplificado abaixo:

/123455739101112

250pg/mL
B ( 125pg/mL
C (oswm

——

_A—
D ( 31,2pg/mL

I S L A .
E (o C XX XXX
20 000000000
G (o &J’\) DOOOOOOO
JCHO000000000

6) Nesse momento preparar o solvente para lavar a placa. Pegar o frasco do “Wash Buffer” e
verificar se ndo existe cristais formados no frasco. Se houver, misture delicadamente até que
todos tenham se dissolvido. Em seguida, colocar em um bequer 500 mL de agua destilada e
20 pL desse “Wash Buffer”.

7) ApOds as duas horas, fazer a lavagem da biofilmeda seguinte forma: levar a biofilmena pia e
tirar todo o liquido presente. Depois encher cada po¢o com 400 plL da solugdo preparada no
item 6, novamente dispensar todo o conteddo na biofilmee em seguida, bater a biofilmena

mesa sobre um papel toalha para remover o excesso. Esse procedimento deve ser realizado
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3 vezes. Ao final, se necessario, remover todas as bolas presentes com pipetas, aspirando o
conteudo.

8) Colocar 200 pL do “IL-1B Conjugate” em cada pogo da placa. Cobrir a biofilmecom outro
adesivo e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

9) Realizar novamente a lavagem da placa, como descrito no item 7

10) Para preparar o proximo reagente, vamos misturar em uma biofilmede petri os “Color
Reagents A e B” para preparar o “Substrate Solution”. Eles devem ser misturados juntos e
usados em no maximo 15 minutos. Nessa hora, é bom apagar as luzes do laboratdrio, porque
essa mistura tem que ser protegida da luz. E como o tempo é curto, é bom usar a pipeta
multicanal para distribuir essa mistura nos pogos da placa.

11) Adicionar 200 plL do “Substrate Solution” em cada pogo da biofilmee cobrir ela com papel
aluminio. Proteger da luz! Ela ficara incubada por 20 minutos 8 temperatura ambiente.

12) Ja pode acender a luz

13) Adicionar 50 pL da “Stop Solution” em cada pogo da placa. Nesse momento a cor dos pogos
deve mudar de azul para amarelo. Se a cor nos pocdes estiver verde ou com uma cor nao
uniforme devemos, suavemente, misturar o poco com um ponteira, para assim deixa-la
homogénea

14) Levar a biofilmeno leitor de Elisa para ser avaliar a densidade 6ptica em um prazo maximom

de 30 minutos.

TNF-a

15) Preparo dos reagentes:
A primeira coisa que sera feita é o preparo da curva padrao.

f) Reconstituir o TNF-a Standard. Leia o rétulo do frasco para reconstituir o volume. Ele dira
guantos mL ou pL de agua apirogénica ou agua destilada deveremos colocar. O frasco
devera ser agitado suavemente e permanecer parado por um minimo de 15 minutos
antes de comecar as dilui¢des .

g) Pegar ependorffs ou tubos de vidros estéreis e coloca-los em uma estante.

h) Colocar 900 pL do “Calibrator Diluent RD6-35” no 1° ependorff /tubos de vidro nos e, 500
puL do mesmo calibrator nos outros 7 ependorffs /tubos de vidros estéreis previamente

separados
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FTTrvTTY

900 L 500 pL

i) A partir de agora sera feito a diluicdo seriada de acordo com o esquema abaixo. Os tubos

devem ser vortexados antes de ser feita a transferéncia para o tubo seguinte.

100 plL 500 L 500 uL 500 uL 500 pL 500 pL
(z & P 2 & P P

TNFa Standard 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 0

10,000 pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL

j)  Cuidado com o ultimo ependorff /tubos de vidro. Este ultimo deve conter apenas 500 pL

do” Calibrator Diluent RD6-35". Ele vai servir como o zero padrdo da curva (o pg/mL)

16) Retirar a biofilmedo envelope e coloca-la dentro do fluxo. Vale ressaltar a importancia de
estar usando luvas e mascaras, para ndo contaminar a placa, alterando os resultados

17) Adicionar 50 pL do “Assay Diluent RD1F” em cada pogo da placa. Esse componente contém
um preciptado e por isso, deve ser bem misturado (vortex) antes e durante o seu uso.

18) Vamos agora preencher toda a biofilmede 96 pogos com 200 pL para todos os componentes

da curva padrdo, do controle e das amostras, de acordo com o diagrama abaixo:
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//’ 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CoX K X X X 2
B X OC X X XD
c X OC X X X )
b S AT RS
E X XCC X X )
F X X X X X))
G X XXX
H B BB G

HH

Essas duas primeiras colunas serdo preenchidas com as diluigdes para montar a curva

padrdo. Sera realizada da seguinte forma:
-Ale A2 com 200 pL do TNFa Standard

- B1 e B2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
-C1 e C2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
-D1 e D2 com 200 pL da diluicdo 125 pg/mL
-E1 e E2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
-F1 e F2 com 200 pL da diluicdo 125 pg/mL
-G1e G2 com 200 L da diluigdo 125 pg/mL

- H1 e H2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL

ﬁ Agora cada pogo da biofilmesera preenchido, sempre em duplicatas e sempre 200 plL de

cada amostra.

19) Cubra a biofilmecom a pelicula protetora e a ela serd incubada por 2 horas a uma

temperatura ambiente. Nesse momento é bom fazer o layout da placa. Assim, pegamos o
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desenho da biofilmevazio no final do folheto e completamos com o nome das amostras que

foram distribuidas na biofilmecomo exemplificado abaixo:

/1 3456?39101112

Ve,
1000pg/m Al 1 Y
J— - —
A2

X X
C X X X XD
I X
I x
[
(

g '-.“\_-__.

<
B 500pg/mL -f /(- ) )
G ( 250pg/mL A3 ) -/I‘ 1 A : A ;‘ll
il g i -y - i o
-H"h ." -H"'- il oy
D ( 125pg/mL . :;\fj_ \( | 1 L \,I
e e - - - - — :__.1
1

E ( 625pg/mL

F ( 31, Zpg/mL ) . ,1:. "_.l& :' A : :: : __,:l
P B P P

M, , \ M, L A A A : |

G \H/ OO X X I X )
T U e e e mem el e e e —

'." - .-'l ¥ ] R L "4 ¥ ™

H l\\j’ji/ m i‘m_r .-.-.‘__— __.-"'"--.. . .l_ L n__-- - \1 . [_ | :, . ) & y |,'

20) Nesse momento preparar o solvente para lavar a placa. Pegar o frasco do “Wash Buffer” e
verificar se ndo existe cristais formados no frasco. Se houver, misture delicadamente até que
todos tenham se dissolvido. Em seguida, colocar em um bequer 500 mL de agua destilada e
20 pL desse “Wash Buffer”.

21) Apds as duas horas, fazer a lavagem da biofilmeda seguinte forma: levar a biofilmena pia e
tirar todo o liquido presente. Depois encher cada po¢o com 400 L da solugdo preparada no
item 6, novamente dispensar todo o conteddo na biofilmee em seguida, bater a biofilmena
mesa sobre um papel toalha para remover o excesso. Esse procedimento deve ser realizado
3 vezes. Ao final, se necessario, remover todas as bolas presentes com pipetas, aspirando o
conteudo.

22) Colocar 200 pL do “TNF-a Conjugate” em cada poco da placa. Cobrir a biofilmecom outro
adesivo e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

23) Realizar novamente a lavagem da placa, como descrito no item 7

24) Para preparar o proximo reagente, vamos misturar em uma biofilmede petri os “Color
Reagents A e B” para preparar o “Substrate Solution”. Eles devem ser misturados juntos e
usados em no maximo 15 minutos. Nessa hora, é bom apagar as luzes do laboratério, porque
essa mistura tem que ser protegida da luz. E como o tempo é curto, € bom usar a pipeta
multicanal para distribuir essa mistura nos pogos da placa.

25) Adicionar 200 pL do “Substrate Solution” em cada pog¢o da biofilmee cobrir ela com papel

aluminio. Proteger da luz! Ela ficard incubada por 20 minutos a temperatura ambiente.
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26) Ja pode acender a luz

27) Adicionar 50 pL da “Stop Solution” em cada poc¢o da placa. Nesse momento a cor dos pocos
deve mudar de azul para amarelo. Se a cor nos pog¢des estiver verde ou com uma cor nao
uniforme devemos, suavemente, misturar o poco com um ponteira, para assim deixa-la

homogénea

28) Levar a biofilmeno leitor de Elisa para ser avaliar a densidade dptica em um prazo maximo de

30 minutos.

PGE,

29) Preparo dos reagentes:
A primeira coisa que sera feita é o preparo da curva padrao.

k) Reconstituir o PGE, Standard colocando 1mL de agua apirogénica ou agua destilada. O
frasco devera ser agitado suavemente e permanecer parado por um minimo de 15
minutos antes de comecar as dilui¢Ges

I) Pegar ependorffs ou tubos de vidros estéreis e coloca-los em uma estante.

m) Colocar 900 pL do “Calibrator Diluent RD5-56" no 1° ependorff /tubos de vidro nos e, 500

puL do mesmo calibrator nos outros 7 ependorffs /tubos de vidros estéreis previamente

separados
CEELLELS

n) A partir de agora sera feito a dilui¢do seriada de acordo com o esquema abaixo. Os tubos

devem ser vortexados antes de ser feita a transferéncia para o tubo seguinte.
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100 pL 500 L 500 L 500 pL 500 pL_ 500 pL
N N N N 0N

p_%_%_%_%_ﬁ_%_;?
VY VYUY VY

PGE,Standard 2500 1250 625 313 156 78 39 0

25,000 pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL

0) Cuidado com o ultimo ependorff /tubos de vidro. Este ultimo deve conter apenas 500 pL

do” Calibrator Diluent RD6-35". Ele vai servir como o zero padrdo da curva (o pg/mL)

30) Retirar a biofilmedo envelope e coloca-la dentro do fluxo. Vale ressaltar a importancia de
estar usando luvas e mascaras, para ndo contaminar a placa, alterando os resultados

31) Adicionar 150 uL para todos os componentes da curva padrdo, do controle e das amostras,
de acordo com o diagrama abaixo:

32) Adicionar também 50 pL do “Primary Antibody Solution” em todos os pogo da placa. Todos

os pocos ficardo na cor azul.

1

S

A

B DS
c X XD
D X XD
E X XD
F X XD
G X XD

.,_
e,
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Essas duas primeiras colunas serdao preenchidas com as diluicdes para montar a curva

padrdo. Sera realizada da seguinte forma:
-Al e A2 com 200 puL do TNFa Standard

- B1 e B2 com 200 plL da diluigdo 125 pg/mL
-C1 e C2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
- D1 e D2 com 200 pL da diluicdo 125 pg/mL
-E1 e E2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL
- F1 e F2 com 200 pL da diluicdo 125 pg/mL
-G1e G2 com 200 L da diluigdo 125 pg/mL
- H1 e H2 com 200 pL da diluigdo 125 pg/mL

N\

Agora cada poco da biofilmeserd preenchido, sempre em duplicatas e sempre 200 uL de

cada amostra.

33) Cubra a biofilmecom a pelicula protetora e a ela serd incubada por 1 hora a uma temperatura
ambiente. Nesse momento é bom fazer o layout da placa. Assim, pegamos o desenho da
biofilmevazio no final do folheto e completamos com o nome das amostras que foram

distribuidas na biofilmecomo exemplificado abaixo:
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34) Apds esse periodo NAO LAVAR A PLACA!

35) Adicionar 50 plL do “PGE, Conjugate” em todos os pogos. Nesse momemto, todos os pogos
ficardo na cor violeta.

36) Cubrir a biofilmecom a pelicula protetora e incubar por 2 horasa temperatura ambiente e no
vortex. Colocar no vortex a estrutura prépria para encaixar a biofilmede 96 pogos e deixar
vortexando em um nivel baixo, para que ndo ocorra extravasamento dos liquidos.

37) Nesse momento preparar o solvente para lavar a placa. Pegar o frasco do “Wash Buffer” e
verificar se ndo existe cristais formados no frasco. Se houver, misture delicadamente até que
todos tenham se dissolvido. Em seguida, colocar em um bequer 500 mL de agua destilada e
20 pL desse “Wash Buffer”.

38) Apods as duas horas, fazer a lavagem da biofilmeda seguinte forma: levar a biofilmena pia e
tirar todo o liquido presente. Depois encher cada pogo com 400 plL da solugdo preparada no
item 6, novamente dispensar todo o conteldo na biofilmee em seguida, bater a biofilmena
mesa sobre um papel toalha para remover o excesso. Esse procedimento deve ser realizado
3 vezes. Ao final, se necessario, remover todas as bolas presentes com pipetas, aspirando o
conteudo.

39) Para preparar o préximo reagente, vamos misturar em uma biofilmede petri os “Color
Reagents A e B” para preparar o “Substrate Solution”. Eles devem ser misturados juntos e
usados em no maximo 15 minutos. Nessa hora, é bom apagar as luzes do laboratério, porque
essa mistura tem que ser protegida da luz. E como o tempo é curto, € bom usar a pipeta

multicanal para distribuir essa mistura nos pogos da placa.
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40) Adicionar 200 pL do “Substrate Solution” em cada poc¢o da biofilmee cobrir ela com papel
aluminio. Proteger da luz! Ela ficard incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.

41) Ja pode acender a luz

42) Adicionar 100 pL da “Stop Solution” em cada pogo da placa. Nesse momento a cor dos pogos
deve mudar de azul para amarelo. Se a cor nos po¢des estiver verde ou com uma cor nao
uniforme devemos, suavemente, misturar o poco com um ponteira, para assim deixa-la
homogénea

43)Levar ao leitor de Elisa para avaliar a densidade 6ptica em um prazo maximo de 30 minutos.
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