UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

P
K\

WUNICAMP

MARIA VITORIA BELLO AVOLIO

INVESTIGACAO DO EFEITO DO PREPARO QUIMICO-MECANICO SOB AS
BACTERIAS DO COMPLEXO VERMELHO E SOB OS NiVEIS DE ENDOTOXINA, EM
CANAIS RADICULARES E BOLSAS PERIODONTAIS DE DENTES COM LESOES
ENDO-PERIODONTAIS COMBINADAS

PIRACICABA
2019



P
K\

UNICAMP

INVESTIGACAO MICROBIOLOGICA E DE SEUS FATORES DE VIRULENCIA NAS DIFERENT
ES PATOLOGIAS PULPARES E PERIRRADICULARES E SUA INTERAGAO COM O SISTEMA

IMUNOLOGICO INATO

MICROBIOLOGICAL AND VIRULENCE FACTORS INVESTIGATION IN DIFFERENT PULP AN
D PERIRADICULAR PATHOLOGIES AND THEIR INTERACTION WITH INNATE IMMUNE S

YSTEM

PESQUISADOR: Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes RESPONSAVEL Cirurgia Denti
sta, Doutora em Endodontia Professora Titular do Departamento de Odontologia Restauradora Instituigdo: F
OP/Unicamp Avenida Limeira, 901 — Bairro Aredo — Piracicaba (SP) Telefone: (19) 3412-

5215 RG: M1 527102 CPF: 396.362.166-
49 Email: bpgomes@fop.unicamp.br http://lattes.cnpg.br/0590907492251966

PESQUISADORES:

Augusto Rodrigues Lima
Formagdo: Cirurgido-Dentista
Titulagéo: Especialista
em Endodontia
Cargo: Aluno de Mestrado em Clinica
Odontoldgica, Area de Endodontia
Instituigdo: FOP /Unicamp
Avenida Piracicamirim, 3039,
Vila Monteiro, Piracicaba (SP)
Telefone: (19) 98309-6747
RG: 5029946
CPF: 028.177.691-12

Email: augusto_rl@hotmail.com
http://lattes.cnpq.br/72453321971074
85

Priscila Amanda Francisco
Formacdo: Cirurgia-Dentista
Cargo: Aluna de Mestradoe C
linica
Odontoldgica, Area de Endodontia
Instituigdo: FOP /Unicamp
Rua Jodo Pompeu Filho, 181, Jardim
do Lago, Limeira (SP)
Telefone: (19) 98157-5250
RG: 409851894
CPF: 350.115.518-22
Email: priscilaafrancisco@gmail.com

http://lattes.cnpq.br/77710383032780
79

Jodo Carlos Leme Junior
Cargo: Aluno de Graduacéo
Institui¢do: FOP/Unicamp
Rua
Avenida Marins, 400, Bloco 49, Ap
23 — Glebas
Califérnia — Piracicaba (SP)
Telefone: (19) 98271-4171
RG: 42.225.143-4
CPF: 423.921.138-74
Email: joaojunior@live.com
http://lattes.cnpq.br/2512051243233
933

Eloa Cristina Bicego Pereira
Formagdo: Cirurgia-Dentista
Cargo: Aluna de Mestrado em Clinica
Odontoldgica, Area de Endodontia
Institui¢do: FOP /Unicamp
Rua Madre Cecilia, 1560, Paulista,Pir
acicaba (SP) Telefone: (16) 98140-
1221 RG:40.907.262X CPF:363.070.
02840
Email: elocristinal3@hotmail.com ht
tp://lattes.cnpq.br/6436200300014292

Rafaela Casadei Chapola Formacéo:
Cirurgid-Dentista
Cargo: Aluna de Mestrado em Clinica
Odontoldgica, Area de Endodontia |
nstituicdo: FOP/Unicamp Rua Coghi,
179, Jardim Belvedere, Araras (SP)
Telefone: (19) 99183- 8578
RG: 48.403.756-0CPF: 399.195.618-
78
Email: rchapola@gmail.com

http://lattes.cnpq.br/22814702776479
44

Pedro Ivo da Graga Fagundes
Cargo: Aluno de Graduagdo Instituic
d0: FOP/Unicamp
Rua: Travessa Lisboa, 61 — Jardim E
uropa — Braganca Paulista
Telefone: (11) 97243-4186
RG: 47975300 03
CPF: 231.010.068-48
Email: pedrinhofagundes9@hotmail
.com

http://lattes.cnpq.br/9505280509358
090

Maria Vitoria Bello Avolio
Cargo: Aluna de Graduagdo
Instituicdo: FOP /Unicamp
Rua Bela Vista, 844 ap.151 Piracicab
a (SP)

Telefone: (19) 996901661
RG: 35.526.330-0
CPF: 440.518.028-84
E-mail: vitoriavolio@gmail.com
http://lattes.cnpq.br/09649138970367
4

PIRACICABA
SETEMBRO 2019




MARIA VITORIA BELLO AVOLIO

INVESTIGACAO DO EFEITO DO PREPARO QUIMICO-MECANICO SOB AS
BACTERIAS DO COMPLEXO VERMELHO E SOB OS NiVEIS DE ENDOTOXINA, EM
CANAIS RADICULARES E BOLSAS PERIODONTAIS DE DENTES COM LESOES
ENDO-PERIODONTAIS COMBINADAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para obtencéo do titulo de Cirurgido
Dentista.

Orientadora; Prof @ Dr @ Brenda Paula F. A. Gomes

Coorientadora: Rafaela Casadei Chapola

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A
VERSAO FINAL DO TRABALHO DE
CONCLUSAO DE CURSO APRESENTADO
PELO(A) ALUNO(A) Maria Vitoria Bello
Avolio E ORIENTADO(A) PELO(A)
PROF(A). DR(A). Brenda Paula F. A. Gomes

PIRACICABA
2019



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Marilene Girello - CRB 8/6159

Avolio, Maria Vitdria Bello, 1994-

AvT3i Investigacdo do efeito do preparo quimico-mecéanico sob as bactérias do
complexo vermelho e sob os niveis de endotoxina, em canais radiculares e bolsas
periodontais de dentes com lesfes endo-periodontais combinadas / Maria Vitéria
Bello Avolio. — Piracicaba, SP : [s.n.]. 2019.

Orientador: Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes.

Coorientador: Rafaela Casadei Chapola.

Trabalho de Conclus&o de Curso (graduacdo) — Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Endotoxinas. 2. Canal radicular. 3. Bolsa periodontal. |. Gomes, Brenda
Paula Figueiredo de Almeida. Il. Chapola, Rafaela Casadei,1992-. Il

Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. IV.
Titulo.

:

Palavras-chave em inglés:

Endotoxins

Root canal

Periodontal pocket

Titulagdo: Cirurgido-Dentista

Data de entrega do trabalho definitivo: 01-10-2019



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todos gque estiveram comigo nessa caminhada.



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas,
nas pessoas do diretor Prof. Dr. Francisco Haiter Neto e do diretor associado Prof. Dr. Flavio
Henrique Baggio Aguiar.

A minha familia, especialmente meus pais Luiz Francisco Torquato Avolio e Isabella
Maria Bello Avolio, pelo apoio incondicional.

Agradeco ao meu cunhado Marco Cicero Bottino pela minha introducdo na
odontologia, por todos os conselhos, pelo despertar da minha curiosidade cientifica e por tudo.

A Prof. Dra. Brenda Paula F. A. Gomes pela oportunidade de realizar a iniciacéo

cientifica na area de endodontia da FOP, por toda ajuda e orientacao.

Ao Prof. Dr. Américo Bortolazzo Correr, por me dar a chance de realizar minha

primeira iniciagdo cientifica, na area de Materiais Dentarios, e por todo conhecimento adquirido.

A professora Marina Angélica Marciano da Silva por toda ajuda e paciéncia durante a

clinica, desde minha primeira endodontia.

A pos graduanda Rafaela Casadei Chapola por toda amizade, ajuda durante a

graduacdo, pela orientagdo na iniciacdo cientifica e na vida.

A p6s graduanda Cinthya Arias Guillen, por me ajudar a vencer minhas barreiras com

a odontopediatria. Por toda paciéncia, ajuda e ensinamentos.

A meus amigos, em especial Luana de Antonis Pitton, Marcela Takemoto Kim,
Gabriela Gama, Isabele Vieira, Daniel Chan, Vitoria Sorente, Luis Fernando Candido, Maria Julia
Valentini, Beatriz Martins , Beatriz Hidalgo e Mariana Fabbro; por todos os momentos, por

compartilhar lagrimas de desespero e alegria.

A tantas outras pessoas que convivi durante meus cinco anos na FOP, ndo tenho

palavras suficientes para descrever... apenas 0 meu muito obrigada.



RESUMO

Polpa e o periodonto possuem entre si uma intima relacdo anatémica e funcional,
devido a formacdo embrioldgica simultanea dessas estruturas. As vias de comunicacao entre ambas
as estruturas podem justificar a influéncia infecciosa e inflamatdria que um tecido tem sobre o outro.
LesBes endo-periodontais combinadas (LEPC) séo resultado de processos patolégicos, que afetam
tanto o tecido pulpar quanto o periodontal, de forma independente, num mesmo elemento dental. O
Complexo Vermelho é um consorcio bacteriano formado por trés microrganismos anaerébios Gram-
negativos (Porphyromonas gingivalis- Pg ,Trepodema denticola - Td, e Tannerella forsythia - Tf),
altamente associado a severidade da doenca periodontal. As bactérias Gram-negativas apresentam o
lipopolissacarideo (LPS) como seu fator de viruléncia mais relevante, presente na membrana externa
desses microrganismos, responsavel pelos principais fenémenos inflamatorios que ocorrem nas
patologias pulpares e periodontais. Diante do exposto, este estudo teve como propostas: pesquisar a
presenca das espécies do Complexo Vermelho nas bolsas periodontais (BP"s) e nos canais radiculares
(CR’s) em dentes portadores de LEPC, pelo método de Nested-PCR; analisar a eficacia do preparo
guimico-mecanico (PQM) em alterar essa carga microbiana em ambos 0s sitios; e analisar o efeito do
PQM na reducdo dos niveis de LPS, nos CR’s e nas BP’s. Para isso, foram utilizadas 10 amostras
clinicas coletadas dos CR’s e das BP’s, antes e ap6s o PQM. Foi realizada a extragdo do DNA
bacteriano dessas amostras e 0 mesmo foi analisado microbiologicamente, por meio do Nested-PCR,
utilizando-se primers espécies-especificos para Td, Pg, e Tf. A quantificacdo dos niveis endotoxicos
foi realizado através do LAL (Lisado de Amebdcito Limulus), teste turbidimétrico quantitativo. Os
resultados revelaram gque o microrganismo mais frequentemente encontrado nos CR’s, antes do PQM
foi Td (100%, 10/10), Pg esteve presente em 40% dos casos (4/10) e Tf em 20%. Apbs o PQM, o
mais frequente foi Tf (50%, 5/10), Td e Pg estiveram presentes em 40% (4/10) dos casos. Na bolsa,
inicialmente ao PQM a espécie mais prevalente foi Td (100%, 10/10), seguido de Tf (70%, 7/10) e
Pg (40%, 4/10). Ap6s 0 PQM, Td esteve presente em 90% dos casos (9/10), Tf e Pg foram encontrados
em 50% dos casos analisados (5/10). Com rela¢do a quantificacdo de LPS, a média de encontrada nas
coletas inicias dos CR’s foi de 18,92 EU/mL. Ap6s o PQM, foi de 0,22 EU/mL. Nas BP’s,
inicialmente ao PQM, o valor médio foi de 184,63 EU/mL. Ap6s o0 mesmo, foi encontrada uma média
de 89,37 EU/mL. Concluiu-se que Td foi a espécie do Complexo Vermelho mais prevalente nas BP’s
tanto antes, quanto apds o PQM. O PQM foi capaz de alterar a carga microbiana em ambos os sitios;

houve reducdo das endotoxinas, apds 0 PQM, nos CR’s e nas BP"s dos dentes com LEPC.

Palavras-chave: Endotoxinas. Canal radicular. Bolsa periodontal.



ABSTRACT

The pulp and periodontal tissues have a close anatomical and functional relationship
due to the simultaneous embryological formation of these structures. The communication pathways
between both structures may justify the infectious and inflammatory influence that one tissue has on
the other. Combined endo-periodontal lesions (CEPL) are the result of pathological processes that
affect both pulpal and periodontal tissues independently in the same dental element. The Red
Complex is a bacterial consortium formed by three Gram-negative anaerobic microorganisms
(Trepodema denticola - Td, Porphyromonas gingivalis - Pg and Tannerella forsythia - Tf), highly
associated with the severity of periodontal disease. The main virulence factor of gram-negative
bacteria is lipopolysaccharide (LPS), present in the outer membrane of these microorganisms,
responsible for the main inflammatory phenomenon that occur in pulpal and periodontal pathologies.
Given the above, the objectives of this study were: to investigate the presence of Red Complex species
in root canals (RC's) and periodontal pockets (PP's) of teeth with CEPL, by the Nested-PCR method,;
verify the ability of the chemical-mechanical preparation (CMP) to change this microbial load at both
sites; and to analyze the effect of CMP on the reduction of LPS levels, RC’s and PP’s. For this, 10
clinical samples were collected from RC’s and PP’s, before and after the CMP. Bacterial DNA from
these samples was extracted and microbiologically analyzed by Nested PCR using species-specific
primers for Td, Pg, and Tf. The quantification of endotoxin levels was performed by the Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) test. The results showed that the most frequent microorganism found in
RC's before the CMP was Td (100%, 10/10), Pg was present in 40% of cases (4/10) and Tf in 20%.
After CMP, the most frequent was Tf (50%, 5/10), Td and Pg were present in 40% (4/10) of the cases.
In the pockets, initially to CMP the most prevalent species was Td (100%, 10/10), followed by Tf
(70%, 7/10) and Pg (40%, 4/10). After CMP, Td was present in 90% of cases (9/10), Tf and Pg were
found in 50% of cases analyzed (5/10). Regarding the quantification of LPS, the average found in the
initial collections of RC's was 18.92 EU/ mL. After the CMP, it was 0.22 EU/ mL. In PP’s, initially
to the CMP, the average value was 184.63 EU/ mL. After that, an average of 89.37 EU/ mL was
found. It was concluded that Td was the most prevalent Red Complex species in both PP's and RC’s
before and after the CMP. The CMP was able to alter the microbial load at both sites. There was a
reduction in endotoxins after the CMP, in the RC’s and PP’s of the teeth with LEPC.

Key words: Endotoxins. Root canal. Periodontal pocket.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre polpa e periodonto é entendida como embrioldgica, anatbmica e
funcional (Chacker, 1974; Christie e Holthuis, 1990). Devido a embriogénese desses tecidos ocorrer
concomitantemente, sdo formadas diversas vias de comunicagao entre eles, como: tubulos
dentinarios, forame apical, canais secundarios/laterais/acessorios (Gomes et al., 1996a; Rotstein e
Simon, 2004). Essas vias de comunicacdo permitem a troca de agentes nocivos e demostram o
efeito que um possui sobre o outro, sendo, pois, um importante fator na etiopatogenia das lesdes
endo-periodontais combinadas (necrose pulpar e doenca periodontal) (Sunitha et al., 2008).

A literatura relata fortes relagdes entre canais radiculares infectados e doenga
periodontal, acometendo um mesmo elemento dental (Kipioti et al., 1984; Kobayashi et al.,1990;
Pereira et al., 2011; Gomes et al., 2015). Entretanto, poucos sao 0s estudos que comprovam a
similaridade entre endodéntica-periodontal. Além disso, a literatura ainda é escassa quanto aos
efeitos do tratamento endoddntico sob 0s microrganismos e seus fatores de viruléncia nas bolsas

periodontais e canais radiculares, nos dentes com lesdes endodénticas-periodontais combinadas.

A instrumentacdo mecénica dos canais radiculares, pelos instrumentos utilizados na
Endodontia, ndo é capaz de descontaminar completamente algumas areas, devido a anatomia
complexa do sistema de canais radiculares (Bystrom et al., 1985; Gomes et al., 1996a). Portanto, a
méaxima diminuigdo de patdgenos e de seus fatores de viruléncia € obtida, atraveés da utilizagao de
substancias quimicas auxiliares, como a clorexidina, que tem se destacado devido a sua ampla
capacidade de acdo antimicrobiana, substantividade e baixa citotoxicidade (Ferraz et al. 2001,
Gomes et al., 2001, Vivacqua Gomes et al., 2002; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005; Ferraz et
al., 2007; Oliveira, 2013).

O Complexo Vermelho é constituido por um grupo de bactérias Gram-negativas
anaerobias estritas (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola),
altamente relacionadas a gravidade das patologias periodontais (Socransky et al., 1998). Por isso, a
grande importancia em estudar esse consorcio bacteriano nas bolsas periodontais e canais
radiculares, em dentes com LEPC, além de verificar a vulnerabilidade dessas bactérias, em ambos

0s sitios, aos procedimentos biomecénicos de desinfeccdo do canal radicular.

A notoria vantagem dos métodos, baseados nos principios da biologia molecular, é
o0 reconhecimento de bactérias anaerdbias, de arduo cultivo, como as que compdem o Complexo
Vermelho (Willis et al., 1999; Gomes e Montagner, 2010). Dentre as técnicas moleculares
existentes, podemos destacar o0 Nested-PCR. Nesta modalidade de PCR, o ensaio laboratorial é

realizado em duas etapas, consecutivamente. A primeira reacao € feita com primers universais, em

12



gue o gene bacteriano 16S rRNA é amplificado, posteriormente a extracdo do DNA das amostras.
Apds, é executada uma segunda reacdo de amplificacdo, através dos primers espécies-especificos,
gue irdo se anelar internamente a uma sequéncia de nucleotideos especifica, no primeiro fragmento,
gerado pela reacdo universal, conferindo a técnica de Nested-PCR especificidade e sensibilidade

superiores aquelas obtidas em PCR simples (Willis et al., 1999; Gomes e Montagner, 2010).

Dentre os fatores de viruléncia bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS), também
denominada endotoxina, faz parte da estrutura da membrana externa, da parede celular, de espécies
bacterianas Gram-negativas. O potencial patogénico, das referidas bactérias, esta relacionado com a
presenca desse importante fator de viruléncia, em processos inflamatérios que acometem a polpa e

0s tecidos periapicais.

Sendo assim, esse estudo teve como proposta investigar a capacidade do PQM sob
as bactérias do Complexo Vermelho e sob o contelido endotéxico, nas bolsas periodontais e nos
canais radiculares, de dentes com bolsas periodontais profundas e necrose da polpa, para fins de

estabelecimento de um protocolo efetivo de tratamento.

13



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Inter-relagdo endoddntica-periodontal

A relacdo entre os tecidos pulpar e periodontal pode ser entendida como
embrioldgica, anatbmica e funcional. Ambos tém origem nas células ectomesenquimais, presentes no
germe dentério. Tais células se proliferam, resultando na formacao da papila e foliculo dentério, que
s80 o0s precursores da polpa e do aparato periodontal (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento
radicular), respectivamente (Singh, 2011).

Devido a formacdo embriolégica simultanea, a polpa e o periodonto possuem
diversas vias de comunica¢do anatdmica entre si: forame apical, tibulos dentinarios, canais laterais e
acessorios, sulcos de desenvolvimento, delta apical, canais reticulares, anastomoses e anacorese
(Zaruba et. al., 2016). Essas vias estdo altamente relacionadas com a etiopatogenia das lesdes endo-
periodontais e justificam a atuacdo de um tecido sob o outro (Al et. al., 2017).

Sao importantes, ainda, as comunicagfes ndo-fisiolégicas, como as provocadas por
iatrogenias indesejaveis, durante o tratamento endodéntico, ou pelas fraturas dentais (Rotstein et. al.,
2000; Zehnder et. al., 2002).

2.2 Comunicacdes fisioldgicas
2.2.1 Forame apical

O fechamento do apice do dente e, consequentemente, da formacao do forame apical,
ocorre com a proliferacdo da bainha de Hertwig. O forame é o caminho principal entre os tecidos
pulpar e periodontal e serve de passagem as estruturas de nutricdo e inervacdo da polpa (Zehnder et.
al., 2002; Singh, 2011).

Subprodutos provenientes do processo infeccioso e inflamatério de uma polpa
necrosada podem atingir os tecidos perirradiculares, através do forame apical, que pode funcionar
também como via de acesso do aparato periodontal comprometido para o tecido pulpar. Nesses casos,
a necrose pulpar s6 ocorrerd se houver o envolvimento do forame apical, ou seja, quando o biofilme
subgengival proveniente da bolsa periodontal comprometer a regido mais apical da superficie da raiz,

comprometendo, assim o suprimento vascular para o interior do canal radicular (Singh, 2011).

14



Outras ramificacGes, que partem do canal principal em direcdo ao ligamento
periodontal, podem ser caminhos potenciais, que justificam a reciprocidade infecciosa e inflamatoria
entre a polpa e periodonto, como 0s canais laterais, acessérios, secundarios e tubulos dentinarios
(Zehnder et. al., 2002).

2.2.2 Canais laterais, acessorios e secundarios:

A incorporagdo de vasos sanguineos, provenientes do periodonto, durante a
rizogénese, acarreta na formacdo desses canais, uma vez que esses vasos interrompem a proliferacdo
descendente da BEH (bainha epitelial de Hertwig), e ocorre a formacéo de dentina ao redor dos
mesmo (Singh, 2011). Eles sdo mais freqlentes no terco apical da raiz e na regido de furca (Rotstein
et. Al., 2000; Zehnder et. al, 2002). Anatomicamente, os canais laterais e secundarios localizam-se
nas por¢des mais coronaria e apical da superficie radicular, respectivamente. Os canais acessorios sao
ramificagbes dos canais secundarios, em direcéo a superficie periférica do dente (Rubach e Mitchell,
1965; Kirkham, 1975).

De Deus, em 1992, realizou um estudo que teve o objetivo de averiguar a presenca,
direcéo e localizacdo dos canais laterais, acessorios e secundarios, nos diferentes tercos radiculares.
Os resultados mostraram que os mesmos foram mais frequentes na regido apical e de bifurcacéo e

trifurcagdo dos dentes posteriores (molares e pre-molares).

O canal cavo-inter-radicular tem origem no assoalho da camara pulpar, até o espago
do ligamento periodontal, na regido de furca, tendo grande potencial de agir como uma via de

contaminacao entre polpa e periodonto, em dentes multirradidulares (Seltzer et al., 1967).

Shambarger et al., 2015 desenvolveram um estudo, onde analisaram se a raspagem
radicular, na regido de furca, em molares, poderia resultar na contaminag¢do do tecido pulpar,
concluindo que o tratamento periodontal, nessa regido, pode aumentar o risco de contaminagdo

bacteriana da polpa em até 39%.
2.2.3 Tubulos dentinarios:

Os tubulos dentinarios contém o processo odontoblastico, que se estende da polpa até
a juncdo amelo-dentinaria e amelo-cementaria (Sunitha et. al, 2008). Em um dente maduro, cada
tubulo dentinérios pode ser considerado como um cone invertido com a menor dimensédo na periferia
e a maior dimensdo proximo a polpa. A abertura de cada um desses pequenos tineis, voltados para o

ligamento periodontal, é selado com cemento (Zehnder et. al, 2002).
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Embora a dentina seja uma barreira fisica, que protege o tecido pulpar dos agentes
agressores externos, justificada pela porcdo mineralizada presente em sua constituicdo, a mesma
possui uma estrutura tubular, permitindo com que bactérias e seus subprodutos, advindos do biofilme
subgengival, sejam capazes de se propagar através dele, e afetar o tecido pulpar. Da mesma forma,
0s microrganismos e seus subprodutos tdéxicos, envolvidos na infec¢do pulpar, podem atingir os

tecidos periodontais, através dos tubulos dentinarios patentes (Walton e Torabinejad, 1997).

Foi encontrado que, proximo a juncdo dentino-pulpar, a quantidade de tubulos
dentinérios é de aproximadamente 45000 unidades/mm?2, que corresponde a 22% da superficie da
juncdo. Entretanto, a medida que se analisa uma dentina mais periférica, a quantidade dos tubulos
passa a ocupar 1% da area total (15000 unidades/mm?) (Lopes e Siqueira Jr, 1999). Na dentina
radicular, os tubulos dentinarios sdo mais numerosos no terco cervical (44.243 tubulos/mm?2), seguido
do terco médio (42.360 tubulos/mm?) e apical (8.190 tibulos/mm?) (Carrigan et al., 1984).

A presenca de cemento intacto na superficie da raiz possui extrema relevancia, uma
vez que protege a polpa dos estimulos nocivos, originados do biofilme aderido a superficie radicular.
Contudo, uma vez ocorrido a quebra da integridade dessa camada, através de procedimentos
periodontais rotineiros, havera a exposicao dos tubulos, que poderdo servir como porta de entrada

para a invasdo bacteriana (Grudianov et al., 2013).

Nagaoka et al., 1995 constataram que 0s mesmos, quando estdo relacionados a uma
polpa que esta vital, tem sua contaminacéo bacteriana dificultada, podendo, até mesmo, retardar essa
invasdo, uma vez que prolongamentos odontoblésticos, presenga do fluido dentinério e fibras
colagenas sdo capazes de influenciar negativamente essa progressdo. Contrariamente, a invaséo é

facilitada em polpas necréticas e nos dentes endodonticamente tratados.
2.2.4 Sulcos de desenvolvimento

Esses sulcos estdo na categoria de malformacGes de desenvolvimento dentario e
geralmente acometem incisivos centrais e laterais superiores, cruzando o cingulo e seguindo,
apicalmente, até atingir a superficie da raiz. Esses sulcos interferem na condic&o periodontal do dente,
ja que favorecem o acimulo de biofilme, contaminagdo bacteriana e inicio da doenca periodontal
(Rotstein et. al, 2000). A polpa também pode sofrer efeitos nocivos do acimulo de microrganismos
nessa regido. A presenca de bolsa periodontal, resultado do acimulo de biofilme na superficie
radicular, nos sulcos palato radiculares, é de dificil diagnéstico, na maioria das situacdes clinicas
(Rotstein e Simon, 2004).
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2.3 Comunicag0es ndo-fisioldgicas
2.3.1 Perfurac0es radiculares

As perfuragdes radiculares sdo complicacg@es clinicas indesejaveis, que podem levar
a falha do tratamento, uma vez que €é criada uma via de comunicagdo entre polpa e periodonto. Sdo
resultado da propria instrumentacdo mecanica, durante o tratamento endoddntico. Além disso, as
reabsorcOes, sejam elas internas ou externa, e presenca de caries comunicantes com a camara pulpar,

também sdo possiveis causas das perfuracdes (Rotstein et. al, 2000).
2.3.2 Fraturas verticais

As fraturas verticais, causadas, principalmente, pelo trauma dental, também séo vias

de contaminacdo importante entre os tecidos pulpar e periodontal (Rotstein e Simon, 2004).
2.4 Infeccéo pulpar como causa da lesdo periodontal

A literatura indica largamente que a maioria das patologias pulpares e periodontais
tém etiologia bacteriana. Sob quais condigdes e qual direcéo a propagac¢éo da doenga ocorre continua
sendo uma questdo de controvérsia. O fato é que a literatura cientifica é bastante concisa, no que
concerne a existéncia de semelhancas entre a microbiota encontrada em bolsas periodontais e canais
radiculares infectados, em dentes com comprometimento periodontal (Zehnder et. al, 2002; Sunitha
et. al, 2008; Zaruba et. al, 2016).

A infeccdo pulpar pode provocar uma resposta inflamatéria no periodonto adjacente,
uma vez que os subprodutos infecciosos, oriundos dessa polpa, podem infiltrar-se pelas diversas vias
anatbmicas, entre ambos os sitios, e iniciar a resposta inflamatéria no tecido periodontal. As
implicacgdes clinicas, desse processo, podem ser desde uma minima inflamacdo, confinada ao espaco
do ligamento periodontal, até uma leséo extensa, envolvendo todo o aparato de inser¢do do elemento
dental em questdo. Além disso, edemas localizados ou difusos e presenca de fistula s&o alguns dos
sinais clinicos caracteristicos em tais lesfes. O restabelecimento da satde periodontal ocorrerd apds

o tratamento endoddntico adequado (Walton e Torabinejad, 1997).
2.5 Doenca periodontal como causa da infeccédo pulpar

O efeito das lesBes periodontais na polpa, por sua vez, pode resultar em alteracoes
atroficas e outras alteragdes degenerativas, como reducdo do nimero de células pulpares, distrofia,
mineralizacdo, fibrose, formacdo reparadora de dentina, inflamacéao e reabsorcéo. Nas situacdes em
que a doenca periodontal progride mais lentamente, a deposicao fisioldgica do cemento, na superficie

radicular, pode atuar para obliterar os canais laterais antes que ocorra irritacao pulpar.

17



Isso pode explicar o motivo pelo qual nem todos os dentes, comprometidos

periodontalmente, apresentem atrofia pulpar e atresia de canal radicular (Sunitha et. al., 2008).

A repercussao da infeccdo periodontal na polpa dentaria € questionavel e existem
muitos estudos conflitantes. Foi sugerido que a doenca periodontal ndo tem efeito na polpa antes de
envolver o apice. Por outro lado, diversos estudos sugeriram que a implicacdo da doenca periodontal
no tecido pulpar é de natureza degenerativa, incluindo um aumento de sequelas inflamatérias, além

de fibrose, calcificac@es, fibrose e reabsor¢éo de coladgeno (Singh, 2011).
2.6 Classificacdo das lesdes endoddnticas-periodontais

A relagdo endodontica-periodontal foi descrita, pela primeira vez, por Simring e
Goldberg em 1964. Desde entdo, o termo lesdo endo-perio; tem sido usado para descrever 0s
processos inflamatorios, que ocorrem em graus variados, em ambos 0s sitios, num mesmo elemento
dental (Singh, 2011).

Essas lesdes podem ser de origem endoddntica, periodontal, ou serem o resultado de
dois processos diferentes e independentes, caracterizando as lesdes combinadas. Diferentes autores
criaram classificagOes variadas para essas patologias, com base em critérios etiol6gicos ou clinicos,

ou na combinagdo destes (Zehnder et. al, 2002).

A classificacdo de Torabinejad e Trope, feita em 1996 tem como base o melhor

tratamento para essas leses:
1) Lesdes de origem endodéntica;
2) LesOes de origem periodontal;
3) Lesodes endo-periodontais combinadas;
4) LesGes com comunicaces;
5) LesOes sem comunicagdes.
Armitage, em 1999, dividiu as lesdes em apenas trés grupos:
1) Les6es endo-periodontais;
2) Lesdes perio-endoddnticas;

3) Lesbes combinadas.
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Porém, a classificacdo mais utilizada é a de Simon et. al em 1972. E é baseada na sua

causa primaria, diagndstico, prognostico e tratamento:
| LesBes endodbnticas primarias
| LesOes periodontais primarias
" Les@es endodonticas primarias com envolvimento periodontal secundario
" Les0es periodontais priméarias com envolvimento endoddntico secundario
| LesBes endo-perio combinadas verdadeiras

Mais recentemente, foi sugerida uma nova classificacdo, com base na doenca
primaria com efeito secundario, pois no primeiro item da classificagdo proposta por Simon e
colaboradores em 1972: “lesdes endodonticas primarias”, ndo foi feito um parelelo com a patologia

periodontal (Zehnder et. al, 2002). Assim, essa classificacdo se desenvolve da seguinte maneira:
(1) doenga periodontal retrégrada:
a) lesdo endoddntica primaria com drenagem pelo do ligamento periodontal,
(b) lesdo endodontica primaria com envolvimento periodontal secundario;
(2) lesdo periodontal priméria;
(3) lesdo periodontal priméaria com envolvimento endodéntico secundario;
(4) lesdo endo-periodontal combinada;
(5) lesdes periodontais iatrogénicas.
2.7 Complexo Vermelho e doenca periodontal

O processo inflamat6rio nos tecidos periodontais mais profundos associa-se ao
biofilme subgengival, composto por espécies bacterianas altamente patogénicas. Socransky et al.,
1998 agrupou essas bactérias em cinco diferentes Complexos, sendo o Complexo Vermelho,
composto por Treponema denticola, Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis, que sdo
espécies anaerébias Gram-negativas, 0 mais associado com as caracteristicas clinicas da doenca
periodontal, particularmente com a presenca de bolsas periodontais profundas e sangramento a
sondagem (Ng et al., 2016; Tsai et al., 2016).
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Quando em interacdo sinérgica, Treponema denticola, Tannerella forsythia e
Porphyromonas gingivalis, considerados potentes periodontopatdgenos, passam a ser espécies ainda
mais virulentas (Ng et al., 2016; Tsai et al., 2016).

Teles et al., 2010, quantificaram os niveis de biomarcadores da doenca periodontal e
analisaram a microbiota subgenvival, no fluido crevicular genvival, em individuos periodontalmente
saudaveis, e periodontalmente comprometidos, afim de relacionar entre esses biomarcadores com a
microbiota subgengival e os parametros clinicos da doenca periodontal. Os resultados revelaram que
as espécies do Complexo Vermelho foram altamente associadas com a expressdo de todos os
biomarcadores estudados, envolvidos na destruigdo do aparato de insercéo dos dentes.

Al-Hebsh et al., 2014, analisando a microbiota subgengival em pacientes portadores
da periodontite cronica, concluiram que Tannerella forsythia e Treponema denticola foram as mais

associadas com a destruicdo do aparato periodontal.

Em um estudo de Lanza et al., em 2016, os autores tiveram como objetivo associar
as espécies do Complexo Vermelho com os sinais clinicos da periodontite crénica. Eles concluiram
que Tannerella forsythia foi a bactéria mais associada a severidade da doenga e Treponema denticola

foi a mais relacionada com o sangramento a sondagem.

Sabendo-se que as bactérias presentes no biofilme subgengival sdo as principais
causadoras das periodontites (Socransky et al., 1998), e que a maioria dessas espécies sdo muito
seletivas com relacdo aos requerimentos nutricionais e gasosos, a identificacdo das mesmas, pelas
técnicas tradicionais de cultivo microbioldgico, passa a ser inviavel. Com a finalidade de superar esse
obstaculo, os métodos moleculares, sustentados pela amplificacdo e sequenciamento do DNA
bacteriano, tem o objetivo de realizar a identificacdo de diversas espécies bacterianas em uma Unica
amostra (Paster et al., 2006).

2.8 Complexo Vermelho e infeccédo endoddntica

O interior dos canais radiculares fornece condicGes ecologicamente seletivas aos
microrganismos, envolvidos na infecgdo endoddntica, devido a escassez de nutrientes, baixo
potencial de éxido-reducdo e pH (Sundgvist e Figdor, 2003; Sundqvist, 1994; Fabricius et al., 1982).
Inicialmente, a microbiota que prevalece no canal radicular infectado, é composta,
predominantemente, por anaeroébios facultativos, que utilizam os carboidratos presentes no meio para
exercerem suas atividades metabolicas (Fabricius et al., 1982, Sundqvist, 1994, Figdor e Sundqyvist,
2007; Sundgvist e Figdor, 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Hebshi%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24548674
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Com o avango dessa infeccdo em dire¢do apical, as condigdes ambientais ficam ainda
mais desfavoraveis, o que favorece o predominio dos microrganismos anaerdbios estritos, que
utilizam os substratos metabolico do proprio tecido pulpar, em processo de necrose (proteinas e
glicoproteinas) (Fabricius et al., 1982, Sundqvist, 1994, Figdor e Sundqvist, 2007; Sundqvist e
Figdor, 2003).

As bactérias do Complexo Vermelho estdo entre 0s microrganismos mais
encontrados no terco apical dos canais radiculares infectados, profundamente relacionadas com o
desenvolvimento de abscessos e lesGes do periapice. A identificacdo desse consércio bacteriano, no
contexto das infec¢des endoddnticas, sé ocorreu ap6s o advento das técnicas que se baseiam nos
principios da biologia molecular. Portanto, o surgimento dessas metodologias, que envolvem a anélise
do gene bacteriano 16SrRNA, permitiu a identificacdo de importantes periodontopatdgenos que
podem também estar presentes nas patologias pulpares (Baumgartner et al., 2003; Sundqvist e Figdor,
2003; Siqueira e Rocas, 2004; Foschi et al., 2005; Siqueira e Régas, 2005; Figdor e Sundgvist, 2007).

2.9 Complexo Vermelho e lesdes endo-periodontais combinadas

Berber, em 2006, analisaram a microbiota nas bolsas periodontais e canais
radiculares, em 40 dentes, com lesbes endo-perio combinadas, por meio do PCR convencional. Antes
do PQM, nas bolsas periodontais, P.gingivalis foi encontrada em 62,5% dos casos, T.denticola em
75% e T.forsythia em 52,5%, porém, apds o PQM, apenas P.gingivalis foi detectada com uma menor
frequéncia (57,5%). Nos canais radiculares, inicialmente ao PQM, P.ginvivalis esteve presente em
37,5% dos casos, T.denticola em 57,5% e T.forsythia em 32,5%. Apds 0 PQM, nos CR’s, T.denticola

e T.forsythia apresentaram reducao estatististicamente significativas (22,5% e 5%, respectivamente).

Gomes et al., 2015, pesquisaram a carga microbiana no interior de bolsas periodontais
e canais radiculares, de 15 pacientes com necessidade de tratamento endodontico, devido a presenca
de lesBes endo-periodontais combinadas, através da técnica de sequenciamento genético. Nas bolsas
periodontais, tanto antes quanto ap6s o PQM, a espécie bacteriana do Complexo Vermelho mais
frequentemente detectada foi Tannerella forsythia, porém. Nos canais radiculares, inicialmente ao
PQM, T.forsythia também foi a mais prevalente, porém, ap6s a terapia endodoéntica, P.gingivalis foi

a mais frequentemente encontrada.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3579618/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3579618/#R24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3579618/#R6
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Chapola, 2017, analisou, através do Nested-PCR, 14 bolsas periodontais e 14 canais
radiculares, de dentes que apresentavam lesfes endo-perio combinadas, antes e apds o 0s
procedimentos endoddnticos de descontaminacdo do sistema de canais radiculares. As coletas iniciais
das bolsas periodontais demostraram que T.denticola foi a mais prevalente (92,9%), e que o PQM foi
capaz de reduzir a frequéncia de T.forsythia (BP1 78,6%; BP2 71,4%) e T.denticola (BP1 92,9%;
BP2 71,4%), porém, P.ginvivalis foi encontrada em 50% dos BP1 e 71,4% em BP2. Nos canais, antes
do PQM, T.denticola também foi a mais prevalente (50%), porém o PQM foi capaz de reduzir
significativamente essa frequéncia (21,4%); T.forsythia foi detectada em 21,4% em CR1 e 42,9% em
CR2, ja P.gingivalis, foi encontrada em 21,4% dos casos em CR1 e 28,6% dos casos em CR2.

2.10 Endotoxinas

No ambito das patologias pulpares e periodontais, as bactérias Gram-negativas
possuem uma grande relevancia, devido ao fato de apresentarem o LPS (lipopolissacarideos) na
membrana externa de sua parede celular, mais conhecido como endotoxinas (Gomes et al., 2009).

Uma vez liberada da célula bacteriana, por lise ou divisao celular, a molécula é capaz
de desencadear uma cascata de eventos, que resultam em um intenso processo inflamatoria e

reabsorcdo dos tecidos 6sseos (Khabbaz et al., 2001; Beutler, 2004).

O LPS possui a importante habilidade de alcangar uma profundidade nos tubulos
dentinarios 4 vezes mais do que propria bactéria (Berkiten et al., 2000; Gomes et al., 2009). Séo
quimicamente constituidos por trés porgdes: Lipideo A, Core (polissacarideo) e Antigeno O, sendo

gue o Lipideo A é o maior responsavel pelos eventos endot6xicos (Dixon e Darveau, 2005).

Estudos clinicos prévios ja demostraram a presenca, em 100% dos casos, desse
distinto fator de viruléncia, em canais radiculares de dentes necrosados com lesdo periapical associada
(Martinho e Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; Martinho et al., 2010; 2011).

Conforme alguns estudos ja demostraram, o LPS se adere fraca e superficialmente na
superficie radicular, removido, facilmente, por procedimentos de raspagem e alisamento radicular.
Porém, esses procedimentos ainda podem ser insuficientes, sendo necessario utilizar alguma
substancia quimica, a fim de maximizar a redugdo desses niveis, uma vez que a reagdo inflamatoria,
desencadeada pela presenca de LPS, pode resultar em grande destruicdo do aparato de insercéo
periodontal (Nakib et al., 1982; Nyman et al., 1988; Minabe et al., 1994 Lowenguth e Greenstein,
1995; Duque, 2016).



2.11 Importéncia do preparo quimico-mecénico (PQM) na diminui¢do do conteddo

microbioldgico e endotoxico nas bolsas periodontais e canais radiculares

A abordagem terapéutica inicial, para os dentes diagnosticados com lesdes endo-
periodontais combinadas, é o tratamento endodontico (Adriaens et al., 1988), que tem como principal
objetivo, a maxima redugdo do contetdo infeccioso e inflamatério do sistema dos canais, por meio
da cinética dos instrumentos endodbnticos e de substancias quimicas auxiliares com ampla
capacidade antimicrobiana antimicrobiana (Safavi e Nichols, 1993).

Bystrom e Sundqvist 1981 demostraram que apenas a instrumentagdo mecanica,
utilizando a solucéo salina como irrigante, é capaz de reduzir a quantidade de bactérias drasticamente.
Porém, as complexidades anatdmicas, presentes em todo o sistema de canais radiculares, inviabilizam
a complexa desinfeccédo deles, pela agdo mecénica dos instrumentos. Para esse fim, € imperioso o uso

de substancias quimicas auxiliares, durante o0 PQM.

A utilizacdo da clorexidina gel 2% tem sido evidenciada, na Endodontia, por meio de
seu espectro de agdo antimicrobiano abrangente, baixa citotoxicidade, capacidade de lubrificacdo das
paredes do canal e neutralizacdo componentes da parede celular bacteriana, como o LPS, além de
permitir que as particulas de detritos, produzidos durante o preparo mecénico, fiqguem em suspensao
no limén do canal. Sendo uma molécula catibnica, a clorexidina tem a capacidade de se ligar a
hidroxiapatita do esmalte ou dentina, o que significa que ela é liberada lentamente a medida que sua
concentracdo no meio diminui, 0 que garante a ela a caracteristica de substantividade (Ferraz et al.,
2001, 2007; Zorko e Jarela, 2008; Gomes et al., 2013).
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3 PROPOSICAO

a) Investigar a presenca de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia em bolsas periodontais e canais radiculares de dentes com doenga periodontal e

necrose pulpar (caracterizando lesdo endo-perio combinada), pelo método de Nested-PCR,;

b) Verificar a capacidade do preparo quimico-mecanico em eliminar os microrganismos

investigados;

c) Estudar o efeito do PQM (preparo quimico mecénico) na diminui¢cdo dos niveis de

endotoxinas, na bolsa periodontal e no canal radicular associado.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecdo das amostras:

Neste estudo, utilizaram-se coletas clinicas, armazenadas numa temperatura de -
80°C, do Banco de Coletas do Laboratério de Microbiologia aplicada a Endodontia, da FOP-
UNICAMP. Essas coletas foram executadas de acordo com Chapola (2017) e aprovadas pelo Comité
de Etica em Pesquisa dessa mesma instituicao (protocolo n® 119/2015-ANEXO ).

Amostras de dentes necrosados, com lesdo radioltcida no periapice e presenca de
sondagem periodontal maior ou igual a 6 mm, em mais de uma face dental, foram analisadas neste
trabalho. Pacientes com patologias sistémicas foram eliminados. Individuos que passaram pela terapia
periodontal, um ano precedentemente as coletas clinicas, e que administraram antibidtico sistémico
e/ou local, 3 meses antes das mesmas foram também exclusos. Dentes abertos, com cérie proxima a
polpa, presenca de trincas, calcificagdes, reabsor¢do externa foram outros critérios de exclusdo desta

pesquisa.

4.2 Coletas e procedimentos clinicos:

O atendimento clinico dos pacientes, participantes do estudo, foi realizado na Clinica
de Especializagdo, da Fop-Unicamp, e as amostras foram analisadas no Laboratdrio de Endodontia,

desta mesma instituic&o.

No total, foram utilizadas amostras clinicas de 10 bolsas periodontais e 10 canais
radiculares, em concordéncia com os critérios de incluséo do trabalho. Estudos primarios respaldaram
o0s procedimentos metodoldgicos, como as coletas das amostras clinicas e analise das mesmas. As
coletas ocorreram nas BP’s e nos CR’s dos dentes selecionados, onde nas BP"s foram denominadas
de coletas periodontais (CP), e nos canais de coletas endoddnticas (CE), em momentos
dessemelhantes, que seguem: CP1 (coleta periodontal inicial); CE1 (coleta endoddntica inicial); CP2

(coleta periodontal ap6s 0 PQM); CE2 (coleta endoddntica ap6s o PQM).

4.3 Coletas clinicas nas bolsas periodontais:

Primeiramente, o paciente bochechou CLX 0,12% (Periogard® Colgate-Palmolive
Industrial Ltda, Sdo Bernardo do Campo, SP), para fins antissépticos. Além disso, o calculo

supragengival foi removido, com o objetivo de facilitar o procedimento clinico de coleta das amostras.
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Previamente a coleta inicial, o dente em questdo foi isolado, de forma relativa, com
a utilizacdo de roletes de algoddo, sendo a coleta, propriamente dita, realizada na bolsa periodontal
mais profunda, por meio de cones de papel absorventes (calibre FM — Dentsply, Petropolis, RJ)
apirogénicos (esterilizados em calor seco, na estufa, por um periodo de de 30 min a 250°C) e estéreis.
Introduziu-se um cone no fundo da bolsa periodontal, por 1 minuto. Esse cone foi, entdo, transportado
para um tubo de vidro apirogénico, armazenado a -20 °C. Essa coleta era destinada a quantificacdo

dos niveis de endotoxinas.

Subsequentemente, 3 cones de papel, um seguido do outro, eram introduzidos na
bolsa, permanecendo, cada um, por um periodo de 1 minuto. Esses cones eram transportandos para
tubos Eppendorfs, estéreis, que continham 1,0 mL de VMGA |11 (Viability Medium Goteberg Agar).
Essa Gltima coleta era designada ao estudo microbiolégcio. Com a remocgdo do isolamento absoluto,
logo ap6s finalizacdo do preparo quimico-mecanico e selamento do dente com resina
fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St Paul, EUA), uma nova coleta da bolsa periodontal
(CP2) foi realizada como descrita na CP1. Finalizado o tratamento endodéntico, uma nova coleta foi
executada na bolsa — CP2 -, conforme descrito na primeira coleta — CP1.

4.4 Coletas clinicas no canal radicular e procedimentos endodénticos:

Técnicas, baseadas em principios assépticos, foram aplicadas no decorrer da terapia
endoddntica: uso de instrumental estéril e apirogénicos; remocao de restauracdes infiltradas e céries;
além da instalacdo do isolamento absoluto e descontaminagdo do mesmo, visando sempre o livre

acesso do instrumento endoddntico no comprimento radiografica e previamente estabelecido.

Inicialmente ao procedimento, realizou-se a assepsia da regido peribucal do paciente,
com auxilio da clorexidina gel 2% (Endogel TM, Itapetininga, SP, Brasil). Posteriormente a isso, foi
dada a anestesia, na regido do elemento dental em questdo. Ademais, foi feito um polimento
coronario, utilizando-se pedra pomes. Apo6s, o isolamento absoluto foi instalado, com o auxilio de
cianocrilato dental (Super Bonder, Loctite, S&o Paulo, SP), com o intuito de vedar a interface lencol-

coroa dental.

A desinfeccdo da regido operatoria foi efetuada por meio de swabs estéreis,
primeiramente embebidos em H202 30% e logo apés em NaOCI 5,25%, por um periodo de tempo
de 30 segundos cada. Seguidamente, foi feita a neutralizacdo dessas substancias, utilizando-se
tiossulfato de sodio 5% (solugdo estéril). A abertura coronéria foi, inicialmente, executada com brocas
diamantadas de conformacéo esférica (1016HL, 1014HL ou 1012HL), previamente esterilizadas e
apirogénicas, em alta rotacéo, sendo a irrigagdo feita com solucédo salina, manualmente, uma vez que

a agua do equipo foi desativada.
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A forma de conveniéncia da abertura foi alcancada, através de brocas de ponta inativa
tronco-conicas (3082 - K.G. Sorensen Ltda, Barueri, SP, Brasil). Atingida a forma adequada, a regido
operatoria, incluindo o dente, foram novamente descontaminadas, com as mesmas solucdo
anteriormente citadas. Feito isso, uma lima K#15 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica) era inserida
até o comprimento aparente do CR, precedentemente estabelecido na radiografia inical. Para a
confirmacdo do comprimento real do canal e paténcia do mesmo, o localizador apical foi utilizado
(Novapex, Forum Technologies, Rishon le-zion, Israel). Cones de papel absorventes, apirogénicos e
esterilizados, foram introduzidos nesse comprimento e permaneceram nessa posic¢ao por 60 segundos.
Quatro cones foram introduzidos, consecutivamente. O primeiro foi transferido para tubos de vidro
apirogénicos, armazenados a -20 °C, até o momento de quantificacdo de endotoxinas presentes. Os
demais foram transportados para Eppendorfs estéreis, que continham 1,0 mL de VMGA 111 — Viability
Medium Goteberg. Esses ultimos foram congelados a -80°C, sendo essa coleta designada para analise

microbioldgica.

4.5 Procedimentos endodonticos:

Foi utilizado o sistema Reciproc (VDW, Munich, Germany) para a realizacdo da
instrumentacdo mecanica, sendo a CLX gel 2% a substancia quimica auxiliar selecionada durante o
decorrer de todo 0 PQM. A irrigacéo foi efetuada a cada troca de instrumentos, com 5 mL de soro
fisiologico, acompanhada da aspiragdo com cénulas apropriadas para tal fim. Outrossim, com o

propésito de manter todo a extensdo do canal patente, uma lima de pouco calibre (K#10) foi utilizada.

Findado o PQM, os canais foram inundados com 5,0 mL de tween 80 + lecitina de
soja 0,07% (solucéo), com o intuito de neutralizar a CLX, seguido da lavagem com 5,0 mL de solugéo
fisioldgica. Um ml de EDTA 17% foi usado para remover a smear layer, por um periodo de 60
segundos, sob agitacdo com cones de guta percha, sendo esse procedimento repetido por mais duas
vezes. Logo em seguida, essa solucéo foi removida do canal, através da lavagem com 5 mL de soro.

Apos esse procedimento, a segunda coleta endodontica foi efetuada (CEZ2).

Cones de guta-percha Fine Medium e Medium (Konne Industria e Comércio de
Materiais Odontol6gicos Ltda., Belo Horizonte, MG) além do cimento Endomethasone (Specialités
— Septodont, Saint-Maurdes, Fossés Cedex, France), foram usados para a obturacdo do sistema de
canais radiculares, através da técnica de condensacdo lateral e do modelamento apical do cone de
guta. O selamento definitivo da coroa de todos os elementos foi efetuado, através do posicionamento
de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Colténe, Rio de Janeiro, RJ) no assoalho da parede pulpar, aplicacdo
de écido fosférico 37% e do adesivo 3M Single Bond (3M Dental Products, St. Paul, MN, EUA).
Seguidamente, foi realizada a inser¢do incremental de resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental
Products, St. Paul, MN, USA).
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A radiografia final foi executada, ap6s o término do procedimento restaurador, sendo
a analise radiografica realizada com o auxilio do negatoscopio. Os pacientes foram, entdo,

encaminhados para tratamento periodontal adequado.

4.6 Técnicas moleculares:

Extracdo do DNA:

Os eppendorfs, que continham o conteudo coletado (VMGAIII, juntamente com
cones de papel absorventes), foram descongelados e colocados no agitador de tubos (MA
162MARCONI, S#o-Paulo, SP, Brasil). A seguir, foi efetuada a extracdo do material genético
bacteriano, através do kit QlAamp DNA mini kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA), em
conformidade com as instru¢@es do fabricante. Apos esse procedimento, a presengca de DNA e sua
concentragdo, em cada amostra, foi averiguada por meio de um espectrofotdbmetro para acidos
nucléicos (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). Feito isso, as amostras foram

recolocadas no freezer a -80 °C.

Nested-PCR:

a) Reacdo de PCR universal — Cada reacdo de amplificagdo ocorreu com uma
quantidade de 50ng de DNA e volume total de 50 uL, ou seja, foram adicionados
37 uL de Agua MiliQ estéril em 13 pL do mix de reagentes da PCR, resultando no
volume total anteriormente mencionado. Esse mix de reagentes era constituido de
4uL de dNTP; 1 pL Primer Univ F (25 pMol); 1 puL Primer Univ R (25 pMol); S5puL
de Buffer 10X PCR; 0,5uL de Platinum Taq DNA Polymerase e 1,5uL de Cloreto

de Magneésio.
Para a reacdo ocorrer, foi necessaria uma desnaturacdo inicial, que teve duracdo de 4

minutos a 94°C, e 30 ciclos dos seguintes processos: desnaturacao (duracdo de 45 segundos a 94°C);
anelamento (duracdo de 45 segundos a 60°C); extensao (duracdo de 1,5 min a 72°C) e extensao final

(duracdo de 15 minutos a 72°C).

Esses ciclos aconteceram em um aparelho termociclador (MJ96G, Biocycler,
termocicladores, Curitiba, SC, Brasil), e as temperaturas foram devidamente programadas,

previamente.

A visualizacéo dos produtos amplificados ocorreu apds a realizagdo da eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1% (0,9 g de agarose ultrapura Invitrogen + 900 mL de TAE 1x),
corado com 0,5ul de brometo de etidio (10mg/ml). A reagdo eletroforética teve duracdo de 45
minutos, a 90V e sob temperatura ambiente, em um tampédo TAE 1X. O controle positivo da reacdo

continha o DNA, que foi extraido de uma cepa bacteriana padrdo (ATCC).
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O controle negativo continha apenas 0 mix de reagentes, visto que a finalidade do

mesmo é apenas detectar a presenca de contaminantes na mistura. Os produtos, que foram

visualizados sob luz ultravioleta, de aproximadamente 1500bp, foram considerados positivos.

Tabela 1 - Primers utilizados na reacdo de PCR universal

Primer Fragmento Referéncia Sequéncia
Univ. Foward 57 AG AGT TTG ATY
MTG GCT CAG 3’
1,505 bp

Univ. Reverse

57 ACG GCT ACC TTG
TTACGA CTT 3’

b) Reacdo espécie-especifica— O produto da primeira reagao universal serviu como
substrato para a realizagdo dessa segunda reagdo, agora utilizando os primers
espécies-especificos para Treponema denticola, Tannerella forsythia e

Porphyromonas gingivalis

Tabela 2: Reagdes e “primers” espécie — especificos

Sequéncia

Ciclos

Espécie Fragmento Referéncia
T. forsythia
641 bp
T. denticola
316 bp

F: 5 TGC TTC AGT
GTC AGT TAT ACC
T3

R:5 AGAGTT TGA
TCCTGGCTCAG Y3

F: 5 TAA TAC CGT
ATG TGC TCA TTT
ACAT3

R: 5’TCA AAG AAG
CAT TCC CTC TTC
TTCTTA 3’

Desnaturagdo inicial
95°C por 2 min e 36
ciclos: 94°C por 30s,
56°C por 1min, 72°C
por 2min e extenséo
final 72°C por 10 min

Desnaturagdo inicial
95°C por 2 min e 36
ciclos: 94°C por 30s,
58°C por 1min, 72°C
por 2min e extens&o
final 72°C por 10 min
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P. gingivalis

478 bp

F: 5 CAA TAC TCG
TAT GCC CGT TAT
TC 3’

R:5° AGA GTT TGA

Desnaturagdo inicial
95°C por 2 min e 36
ciclos: 94°C por 30s,
58°C por 1min, 72°C
por 2min e extenséo
final 72°C por 10 min

TCCTGGCTCAG®

4.7 Quantificacéo de Endotoxinas:

Foi realizado um ensaio cinético quantitativo, através do teste turbidimétrico Limulus
Amebocyte Lysate (Lonza, Walkersville, MD, EUA), que permitiu que cada amostra entrasse em
contato com o reagente reconstituido LAL. Apés, as amostras foram colocadas em um leitor de placas
especifico, cujo monitoramento ocorreu automaticamente, por meio de um software, até o inicio do
aparecimento de turvacdo. O tempo da reagdo, antes que a turvacdo apareca, € inversamente

proporcional a concentragéo de endotoxina em cada amostra.

O kit (Pyrogent-5000®) é composto por: Pyrogent-5000® LAL Reagente;
Endotoxina de Escherichia coli 055:B5; Tampdo de reconstitui¢cdo Pyrogent-5000. Além disso, sdo
necessarias algumas outras substancias, contidas no kit, como: Agua Reagente LAL (Lonza,
Walkersiville, MD, EUA); Hidroxido de s6dio 0.1 N ou Acido cloridrico 0.1 N, dissolvidos em &gua
reagente LAL, a fim de ajustar o pH; Tubos de vidro descartaveis para dilui¢do, isentos de endotoxina;
Ponteiras estéreis descartaveis de 10 pL, 200 pL e 1000 pL; Microplacas estéreis descartaveis
(Corning Costar, Cambridge, MA, UK); Multipipetador de 8 canais; Reservatorios de reagentes
(Lonza, Walkersiville, MD); Leitor de microplacas (Ultramark, Bio-Rad Laboratories); Software
WinKQCL® (Lonza, Walkersiville, MD); Crondmetro e agitador vortex.

Padronizacao da Curva Padréo:

Como parametro para calcular a concentracdo de endotoxinas, a curva padréo foi
conseguida, por meio da reconstituicdo do liofilizado de endotoxina, numa concentracdo de
100EU/mL, cujas concentracdes finais, através das diluicdes, alcangaram concentrac@es de: 0,01, 0,1,

1, 10, 100 EU/mL, respectivamente, em conformidade com as instrucfes do fabricante.

Diluicdes seriadas para obtenc¢éo das concentragdes de endotoxina da curva-padrao:

Adicionou-se 0,1 ml de 100 EU/mI endotoxina estoque em 0,9 ml de agua para
reagente LAL, resultando numa concentracdo de 10 EU/mI de endotoxinas. Essa solucdo foi agitada

em vortex, por mais ou menos 1 minuto, anteriormente ao procedimento;
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Transferiu-se 0,1 ml da solucdo de endotoxina 10 EU/ml em 0,9 ml de &gua para
reagente LAL, para um recipiente adequado, resultando numa concentracdo de 1 EU/ml. Agitou-se a
solugdo em vortex, por mais ou menos 1 minuto, anteriormente ao procedimento; Transferiu-se 0,1
ml da solucdo de endotoxina 1 EU/mI em 0,9 ml de &4gua para reagente LAL, para um recipiente
adequado, resultando numa concentracdo de 0,10 EU/mI. Agitou-se essa solucdo em vortex, por mais
ou menos 1 minuto, anteriormente ao procedimento; Transferiu-se 0,1 ml da solucdo de endotoxina
0,10 EU/mI em 0,9 ml de &gua para reagente LAL, para um recipiente adequado, resultando numa
concentracdo de 0,01 EU/ml. Agitou-se essa solu¢cdo em vortex, por mais ou menos 1 minuto,

anteriormente ao procedimento.

Padronizacéo das dilui¢des das amostras:

Os frascos de vidro, que continham as amostras advindas dos CR’s e BP’s, foram
colocadas em banho-maria (37°C), por 30min. As mesmas foram reconstituidas em 1 mL de 4gua de
LAL, e em seguida, extraidas sob agitacdo em vortex, por 60 segundos. Fatores que impedissem a
detec¢do de endotoxinas foram previnidos, o que justifica a adicdo de uma concentracdo conhecida
de endotoxina (0,1 EU/ml), em cada amostra, sendo esse procedimento denominado “Spike”. Os
testes foram, entdo, efetuados em triplicata: 3 pogos contendo 100 puL da amostra mde ou suas
diluigdes; e 3 pocos contendo 100 puL amostra + 0.1 EU/mL de endotoxina (Spike). O teste foi
realizado como descrito a seguir. A fim de evitar interferéncias, sejam elas de inibicdo ou
desenvolvimento, durante a reagdo, a concentracdo de endotoxina recuperada dos pocos
contaminados, calculada pelo software, permaneceu entre 50% - 200%, valor denominado como

controle positivo do produto (PPC).

Plate Layout:

Utilizaram-se placas de cultura de células apirogénicas, para a quantificacdo das
endotoxinas (96 pogos — 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Costar, Cambridge, MA). Primeiro, foram
inoculados 100 pL do “blank” (agua de LAL), em triplicata, na placa. Seguidamente, 100 pL de cada
ponto da curva padrao, nas diferentes concentra¢des (100 EU/mL, 10 EU/mL, 1 EU/mL, 0,10 EU/mL
¢ 0,01 EU/mL), foram inoculados, também em triplicata, na placa. Apods, 100 uL das amostras, ¢ seus
respectivos PPC, ambos em triplicata, foram inoculados com reagente LAL. Foram adicionados 10
uL de 0,1 EU/mL de endotoxina de E. coli (spike) para cada pogo. A placa foi colocada no leitor de
ELISA (Ultramark, Bio-Rad Laboratories), com Software WinKQCL®, programado para - 340 nm,
37 ° C e 100 leituras - 100 puL do reagente de LAL foram adicionados em todos 0s pocos. A leitura

das placas ocorreu por aproximadamente aproximadamente 60 minutos.



Calculo da concentracgdo de endotoxinas:

Durante todo o ensaio, o leitor de microplacas/software Kinetic-QCL foi monitorado
na absorbancia de 340nm de cada orificio da microplaca. Através da leitura de absorbancia inicial, de
cada orificio, como seu proprio branco, o leitor determinou o tempo necessario para que a absorbancia
aumentasse a 0.03 unidades. Este tempo foi denominado Tempo de Reagéo. O software WinKQCL
executou automaticamente uma correlacéo linear log/log do Tempo de Reagéo, de cada padrdo, com

a concentracdo de endotoxinas correspondentes.
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5 RESULTADOS

Os 10 dentes usados nesse estudo foram provenientes de 10 pacientes avaliados. Os
dentes apresentavam, sem excessdo, bolsas periodontais com profundidade de sondagem maior ou
igual a 6mm, lesdo no periapice e necrose da polpa. Além disso, 0s mesmos eram do grupo dos
incisivos, caninos, molares e pré-molares. Clinicamente, todos se apresentavam com mobilidade,

tendo restaurac@es ou ndo (higidos).

5.1 NESTED-PCR

5.1.1 Canal Radicular

O microrganismo mais encontrado nos canais radiculares, na primeira coleta (antes
do PQM) foi o Treponema denticola (100%, 10/10), seguido de Porphyromonas gingivalis (40%,
4/10) e Tannerella forsythia (20%, 2/10). Dados na Tabela 1.
ApGs o preparo quimico mecanico, o mais frequente foi: Tannerella forsythia (50%, 5/10), seguido

de Treponema denticola (40%, 4/10) e Porphyromonas gingivalis (40%, 4/10). Dados na Tabela 3.

5.1.2 Bolsa Periodontal

Os microrganismos mais encontrados, pelo método Nested-PCR, na primeira coleta
das bolsas periodontais foram: Treponema denticola (100%, 10/10), seguido de Tannerella
forsythia (70%, 7/10) e Porphyromonas gingivalis (40%, 4/10). Dados na Tabela 1.

Apds o preparo quimico mecénico: Treponema denticola (90%, 9/10), seqguido de Tannerella
forsythia (50%, 5/10) e Porphyromonas gingivalis (50%, 5/10). Dados na tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacao das espécies bacterianas Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella
forsythia nas bolsas periodontais (CP) e canais radiculares (CE), antes e depois do PQM, respectivamente

CP1 CP2 CE1l CE2
Treponema
denticola 100% (10/10) 90% (9/10) 100% (10/10)  40% (4/10)
Porphyromonas
gingivalis 40% (4/10) 50% (5/10) 40% (4/10) 40% (4/10)
Tannerella
forsythia 70% (7/10) 50% (5/10) 20% (2/10 50% (5/10)

*CP1: coleta na bolsa periodontal antes do PQM/ CP2: coleta na bolsa periodontal depois do PQM/ CE1: coleta no canal
radicular antes do PQM/ CE2: coleta no canal radicular depois do CMP



5.2 Quantificacdo de endotoxinas:

Para a avaliacdo quantitiva das endotoxinas, foram considerados o0s 10 dentes e as
amostras avaliadas: iniciais (CP1 e CE1) e ap6s PQM (CP2 e CE2) das bolsas periodontais (CP) e
dos canais radiculares (CE). Por meio do teste turbidimétrico (LAL) foi observado que o LPS esteve
presente em todas as amostras, tanto da bolsa quanto do canal, em todo o tratamento (antes e apos o
PQM).

5.2.1 Canal Radicular

Nas coletas inciais dos canais radiculares, a média do valor de endotoxinas
detectada foi de 18,92 EU/mL. Ap6s o PQM, o valor mudou para 0,22 EU/mL, com percentual de
reducdo de 99,43%. Dados no Gréfico 1.

5.2.2 Bolsa Periodontal

Nas coletas iniciais das bolsas periodontais, a média do valor de endotoxinas
detectada foi 184,63 EU/mL. Apds o PQM, a média foi de 89,37 EU/mL, com percentual de
reducdo de 72,45 %. Dados no Grafico 1.
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*CP1: coleta na bholsa periodontal antes do PQM/ CP2: coleta na bolsa periodontal

depois do PQM/ CE1: coleta no canal radicular antes do PQM/ CE2: coleta no canal

radicular depois do PQM

Gréfico 1 - Média e desvio padrao das endotoxinas nos diferentes momentos de
coleta (bolsa periodontal antes e depois do PQM e canal
radicular antes e depois do PQM
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6 DISCUSSAO

A literatura cientifica é bastante robusta, no que concerne ao estudo do conteudo
microbioldgico e endotoxico das patologias endodénticas (Gomes et al., 2004, 1996 a,b,c, 2007;
Siqueira et al. 2003 a,b 2009; Brito et al., 2012; Ndbrega et al., 2013; Herrera et al., 2016) e
periodontais (Slots, 1986; Haffajee et al., 1984; Socransky et al., 1988, Dahlén et al.,1992; Paster et
al., 2001, 2006; Casarin et al., 2013; Dahlen et al., 2019), separatamente. Entretanto, a escassez de
trabalhos, voltados a analise de microrganismos periodontopatogéniocos e de seus fatores de
viruléncia, em canais radiculares e bolsas periodontais, nos dentes com lesGes endodonticas-
periodontais combinadas foram fatores motivacionais para o0 desenvolvimento desse estudo. O
predominio de periodontopatdgenos, como os que compde o Complexo Vermelho, nas patologias
pulpares e periodontais é subestimado, se analisados por métodos tradicionais de cultivo
microbioldgico, devido a alta exigéncia dos mesmos com relacdo aos requerimentos nutricionais e
gasosos. Por isso a grande importancia dos métodos moleculares mais sensiveis, para a deteccéo de
bactérias de dificil cultivo, como as espécies do género Treponema ssp. (Conrads et al., 1997;
Gongalves eamp; Mouton, 1999; Siqueira et al., 2000a; Siqueira et al., 2000b, Berber, 2009; Gomes
etal., 2015).

Treponema denticola, Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis sdo bactérias
anaerobias Gram-negativas, e a notoria importancia das mesmas, dentro das doencas endodénticas e
periodontais, é justificada pela presenca do lipopolissacarideo bacteriano, presente da membrana
externa, da parede celular, das bactérias Gram-negativas (Seltzer eamp; Farber, 1994; Nissan et al.,
1995; NelsonFilho et al., 2002; Oliveira et al., 2005; Pereira, 2011; Herrera et al., 2016).

Diante do exposto, o intuito deste trabalho foi analisar a suscetibilidade das bactérias
do Complexo Vermelho aos procedimentos quimicos-mecanicos, em 10 canais radiculares e 10 bolsas
periodontais de dentes com lesBes endo- periodontais combinadas, através do Nested-PCR e
investigar os efeitos do PQM na redugdo dos niveis endotdxicos, através da quantificacdo de LPS,

presentes nas amostras coletadas de ambos os sitios.
6.1 Nested-PCR

A espécie Treponema denticola foi a mais frequentemente detectada, nas bolsas
periodontais, antes (100% - 10/10) e ap6s o0 PQM (90% - 9/10). Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Berber, 2009, em que a espécie esteve presente em 75% das amostras

iniciais das bolsas periodontais e em 80% das amostras coletadas ap6s 0 PQM.
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Chapola, 2017 demostrou que a mesma espécie também foi a mais frequentemente
detectada, nas bolsas periodontais, antes do PQM, e que apds 0 mesmo, as trés espécies do Complexo
Vermelho foram igualmente prevalentes (71,4%). O predominio de Treponema denticola, dentre as
espécies integrantes do Complexo Vermelho, nas bolsas periodontais, pode ser explicado devido a
forma helicoidal que as bactérias do género espiroquetas possuem, o que confere a elas a capacidade
de adentrarem-se nos tecidos periodontais mais profundos (R6¢as et al., 2003; Siqueira eamp; R6cas,
2003; Foschi et al., 2005; Montagner et al., 2010). Treponema denticola esteve presente em 100%
dos casos iniciais nas bolsas periodontais e nos canais radiculares. Semelhantemente, Porphyromonas

gingivalis, foi encontrada em 40% dos casos iniciais, em ambos 0s sitios.

Esses resultados sugerem que as vias de comunicagdo, entre polpa e periodonto,
podem ser importantes fatores etiopatogénicos, envolvidos no desenvolvimento e manutencdo das
lesdes endo-periodontais (Berber, 2009; Gomes et al., 2015; Chapola, 2017, Duque et al., 2018).

6.2 Endotoxinas

Inicialmente a0 PQM, a concentracdo de endotoxinas, nas bolsas periodontais,
apresentou valores elevados, fato que pode ser explicado devido & maior prevaléncia de Gram-
negativos, em bolsas periodontais profundas (Paster et al., 2000; Mineoka et al., 2008; Liu et al.,
2012; Suzuki etal., 2014; Puig-Sillaetal., 2016). Ap6s o PQM, foi observado uma redugéo de 72,45%
desses niveis, o que novamente enfatiza a grande relevancia que as vias de comunicacéo anatdbmica

possuem, dentro das les6es endo-periodontais combinadas.

Paralelamente a isso, existem estudos que defendem a neutraliza¢do do LPS, pelo uso

da clorexidina, que é uma bisbiguanida anfipatica (Zorko eamp; Jerela, 2008).

Um dos critérios de incluséo para este estudo foi dentes que apresentassem condicéo
pulpar necrética, por isso, a media inicial encontrada nos canais radiculares, apresentou valor
relativamente alto (18,92 EU/mL). Esses dados corrobam com Chapola, 2017, que, estudando o
contetdo microbiol6gico e endotoxico das lesdes endo-periodontais combinadas, antes e apds as
diferentes etapas do tratamento endoddntico, obteve um valor médio inicial, nos CR’s, de 15,6
EU/mL. Apds os procedimentos biomecanicos de desinfecgdo dos canais radiculares, a média da
concentracdo de endotoxinas apresentou valor praticamente nulo (0,22 EU/mL), ou seja, houve uma
reducdo de 99,43% em comparacdo com a média inicial, dados que corrobam com os estudos prévios
da literatura (Safavi eamp; Nichols, 1993; Silva et al., 2002; Nelson Filho et al., 2002; Signorreti,
2009; Marinho et al., 2015; Chapola, 2017).



3 CONCLUSAO

e Treponema denticola foi a espécie do Complexo Vermelho mais prevalente nas bolsas

periodontais, antes e ap6s 0 PQM,;
e O PQM foi capaz de alterar a carga microbiana tanto nos CR’s quanto nas BP’s;

e O PQM reduziu o nivel das endotoxinas nos CR"s e nas BP"s dos dentes analisados.
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