O
S",A. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
a

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

PEDRO IVO DA GRACA FAGUNDES

ANALISE MICROBIOLOGICA DE DENTES INDICADOS AO
RETRATAMENTO ENDODONTICO POR MOTIVO PROTETICO
OU DEVIDO A PRESENCA DE PERIODONTITE APICAL

Piracicaba
2023



PEDRO IVO DA GRACA FAGUNDES

ANALISE MICROBIOLOGICA DE DENTES INDICADOS AO
RETRATAMENTO ENDODONTICO POR MOTIVO PROTETICO
OU DEVIDO A PRESENCA DE PERIODONTITE APICAL

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obtenc¢édo do titulo
de Mestre em Clinica Odontolégica na area
de Endodontia.

Orientadora: Prof2. Dr2. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes

Coorientadora: Dr2 Juliana Delatorre Bronzato

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELO
ALUNO PEDRO IVO DA GRACA FAGUNDES E
ORIENTADA PELA PROF2. DR2, BRENDA PAULA
FIGUEIREDO DE ALMEIDA GOMES
COORIENTADA PELA Dr2. JULIANA DELATORRE
BRONZATO

Piracicaba
2023



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

Fagundes, Pedro Ive da Graga, 1992-

F139a Andlise microbioldgica de dentes indicados ao retratamento endoddntico
por motive protético ou devido a presenca de periodontite apical / Pedro Ivo da
Graga Fagundes. — Piracicaba, SP : [s.n.], 2023.

Orientador: Brenda Paula Figueiredo de Almesida Gomes.

Coorientador: Juliana Delatorre Bronzato.

Dissertago (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Odontologia de Piracicaba.

1. Reagdo em cadeia da polimerase. 2. Periodontite periapical. 3.
Retratamento. 4. Enterococcus faecalis. 5. Candida albicans. 6. Endodontia. |.
Gomes, Brenda Paula Figueiredo de Almeida, 1961-. II. Bronzato, Juliana
Delatorre, 1991-. lll. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. IV. Titulo.

Informactes Complementares

Titulo em outro idioma: Microbiological analysis of teeth indicated for endodontic
retreatment for prosthetic reason or due to the presence of appical periodontitis
Palavras-chave em inglés:

Palymerase chain reaction

Periapical periodontitis

Retreatment

Enterococcus faecalis

Candida albicans

Endodontics

Area de concentragio: Endodontia

Titulagdo: Mestre em Clinica Odontoldgica

Banca examinadora:

Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes [Orientador]

Adriana de Jesus Soares

Marcos Sergio Endo

Data de defesa: 27-02-2023

Programa de Pés-Graduagdo: Clinica QOdontoldgica

Identificacdo ¢ infermacies scaddmicas doia) alunajal

- ORCID do autor hitps: orcid orgé0000-0001-0243-3142
- Cumiculo Lates 4o auior hmps Mates onpq be/9506 280500358090



-
-\3"‘).. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
aY Faculdade de Odontologia de Piracicaba
L]

UNICAMP

A Comissado Julgadora dos trabalhos de Defesa de Dissertagdo de Mestrado, em sessao plblica
realizada em 27 de fevereiro de 2023, considerou o candidato PEDRO WO DA GRACA
FAGUNDES aprovado.

PROF®. DR®. BRENDA PAULA FIGUEIREDO DE ALMEIDA GOMES
PROF. DR. MARCOS SERGIO ENDO

PROF®. DR®*. ADRIANA DE JESUS SOARES

A Ata da defesa, assinada pelos membros da Comissdo Examinadora, consta no SIGA/Sistema
de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Adalberto e Pricila, por todo carinho,
amor, atencdo, dedicagdo e companheirismo. Sem vocés a concretizacdo desse

sonho n&o seria possivel.

A minha irma& Ana Carolina, por toda amizade, carinho e por ser um

exemplo a ser seguido, mesmo quando distante.

Aos meus avos Alvaro (in memoriam), Antonieta( in memoriam), Jodo (in
memoriam) e Lydia que assim como 0s outros se mostra cada dia mais um exemplo

de Luz e resisténcia.

Ao meu querido sobrinho Davi, que € a minha inspiracdo e meu

companheiro de altas aventuras.

A minha querida e amada Nathalia, que me ensina cada dia mais e mais a
ser uma pessoa melhor, me inspirando e me mostrando como a vida € linda,

aproveitando o privilégio e a bencao de estarmos vivos.

A querida Cristina e Fernando, por estarem sempre presentes, dando amor

e carinho, sempre prontos a ajudar.

A minha orientadora Prof2 Dr2 Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes.
Agradeco por toda confianca e ensinamentos e por me estimular a ser cada vez mais.
Obrigado por todo apoio e dedicacdo. Sinto-me honrado e grato por ter a senhora

como professora orientadora.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Campinas na pessoa de seu magnifico reitor
Prof. Dr. Antbnio José de Almeida Meirelles e a Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, na pessoa de seu diretor Prof. Dr. Flavio Henrique Baggio Aguiar e da
Diretora Associada Profa. Dra. Karina Gonzales Silvério Ruiz, por oferecer-me suas
instalacdes e quadro pessoal que ocupam posicdes de destaque no cenario nacional e

internacional.

Ao Prof. Dr. Valentim Adelino Ricardo Barédo, coordenador do curso de PGs-
Graduacdo em Clinica Odontolégica. Agradeco pelo espaco cientifico ofertado para

realizacdo das atividades académicas.
A CAPES pela concess&o da bolsa de Mestrado.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

financiamento 001.

Aos professores da area de Endodontia, Proft. Dra. Adriana de Jesus
Soares, Prof. Dr. Alexandre Augusto Zaia (in memoriam), Profé. Dra. Brenda Paula
Figueiredo de Almeida Gomes, Prof. Dr. Caio Cezar Randi Ferraz, Prof. Dr. José Flavio
Affonso de Almeida e Prof2. Dra. Mariana Angélica Marciano da Silva pelos seus

ensinamentos e por participarem de minha trajetoria académica.

Aos funcionarios Ana Godoy, Maria Helidia Neves Pereira e Janaina Leite

por estarem sempre presentes e me ajudarem.

Ao funcionario e amigo Maicon Ricardo Zieberg Passini, obrigado por todos
0s ensinamentos transmitidos, por ser sempre atento e solicito e pela amizade

construida.

A Ana Paula Carone, Claudinéia Prata Pradela, Erica A. Pinho Sinhoreti,
Leandro Vigano, Raquel Q. Marcondes Cesar, profissionais da secretaria da Pos-
Graduacédo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de

Campinas.



, A0S meu colegas que ja moraram comigo e se fazem presentes como irmaos
até hoje, me ajudando e me ensinando muito Ederaldo Pietrafesa de Godoi Jr e Lauter

Eston Pelepenko.

As minha amigas Beatriz Safady Lopes, e Erica Lopes a quem ja estou devendo

muitos almoc¢os e jantares, por me ensinarem tanto também, muito obrigado.

Aos colegas de mestrado da Endodontia, Ana Beatriz Safady Lopes, David

Saldanha de Brito Alencar, Leandro Bueno Gobbo e Leticia Tank Oliveira.

Aos colegas de doutorado, Antonio Airton L. de Moura Filho, Ederaldo,
Pietrafesa de Godoi Junior, Esdras Gabriel Alves, Arthur Barroso Pimentel, Emelly de
Aveiro, Ezequiel Gabrielli, Fernanda M. Antonialli, Jéssika Jeuken Teixeira, Lauter
Eston Pelepenko Teixeira, Lidiane Mendes Louzada, Maria Eunice da Silva Davidian,
Tamares Andrade e Silva, Thiago Bessa, Tamires F. Mello, Walbert Vieira, Ricardo

Honda, Rodolfo Figueiredo , Vito Madio Chiarelli Neto, Yanna de Omena Soares.

Aos pos-doutorandos Aline Gomes Matta, Erica Mendes Lopes, Juliana

Delatorre Bronzato e Rodrigo Arruda-Vasconscelos.

A minha co-orientadora Juliana Delatorre Bronzato, muito obrigada por estar

sempre presente.



RESUMO

Existe uma forte relacdo entre a presenca de microrganismos e seus
fatores de viruléncia com o insucesso do tratamento endodéntico (TE). Estes, através
da estimulacao de resposta inflamatoria periapical podem levar ao desenvolvimento
de sintomatologias clinicas e lesfes periapicais. O objetivo deste trabalho foi detectar
microrganismos especificos presentes em canais radiculares (CR) de dentes com
necessidade de retratamento endodontico, devido a presencga de periodontite apical
cronica (Grupo CL) ou por motivos protéticos (Grupo SL). Foram selecionados 10
pacientes de cada grupo e amostras microbiologicas foram coletadas dos CR dentes
envolvidos. O DNA extraido foi submetido a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
para deteccdo das espécies bacterianas Enterococcus faecalis e Streptococcus
mutans; e de fungos tais como Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis antes e depois do preparo quimico-mecanico
(PQM) e depois do uso de medicacao intracanal (MIC). Os dados obtidos foram
devidamente tabulados e estatisticamente analisados através do SPSS 23 para
Windows. Os microrganismos mais detectados nos CRs do Grupo PA foram E.
faecalis (9/10), S. mutans (7/10), C. albicans (10/10) , C. dubliniensis (10/10) e C.
glabrata (10/10). Os microrganismos mais detectados nos CRs do Grupo MP foram S.
Mutans (7/10), E. faecalis (6/10), C. dubliniensis (9/10).Concluiu-se que a comunidade
microbiana associada aos dois grupos apresenta uma microbiota diversificada de
bactérias e fungos.

Palavras-chave: Endodontia. Periodontite periapical. Retratamento. Enterococcus

faecalis. Candida albicans. Reacdo em cadeira da polimerase.



ABSTRACT

There is a strong relationship between the presence of microorganisms and
their virulence factors with endodontic treatment (ET) failure. These, by stimulating the
periapical inflammatory response, can lead to the development of clinical symptoms
and periapical lesions. The objective of this work is to detect specific microorganisms
present in root canals (RC) of teeth in need of endodontic retreatment, due to the
presence of chronic apical periodontitis (Group CL) or for prosthetic reasons (Group
SL). Ten patients from each group were selected and microbiological samples were
collected from the CR involved teeth. The extracted DNA was submitted to PCR to
detect the bacterial species Enterococcus faecalis and Streptococcus mutans; and
fungi such as Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis
and C. tropicalis before and after chemo-mechanical preparation (CMP) and after the
use of intracanal medication (ICM). The data obtained were duly tabulated and
statistically analyzed using SPSS 23 for Windows. The microorganisms most detected
in Group 1 were E. faecalis (9/10), S. mutans (7/10), C. albicans (10/10), C.
dubliniensis (10/10) and C. glabrata (10/10). The microorganisms most detected in
Group MP were S. mutans (7/10), E. faecalis (6/10), C. dubliniensis (9/10).l1t was
concluded that the microbial community associated with both groups presents a

diverse microbiota of bacteria and fungi.

Keywords: Endodontics. Periapical periodontitis. Retreatment. Enterococcus faecalis.
Candida albicans. Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

Bactérias e seus subprodutos desempenham um papel etiolégico primario
no desenvolvimento e perpetuacao das lesdes pulpares e periapicais (Kakehashi et
al., 1965).

Os microrganismos presentes na cavidade oral podem chegar a polpa por
diferentes vias de acesso, sendo a mais comum através da lesdo cariosa. A polpa
apos os ataques bacterianos sucessivos é capaz de se recuperar e continuar a exercer
suas fungdes vitais. Contudo, se houver um grande aumento no numero e viruléncia
dos microrganismos e diminuicdo da resisténcia do hospedeiro, a injuria pulpar sera
mais severa (Gomes et al., 1994ab). Quanto maior a duracéo deste estimulo nocivo,
maior o efeito deletério para o tecido pulpar, que pode variar de uma inflamag¢éo como
pulpite reversivel ou inflamacgédo transitoria até uma pulpite irreversivel, progredindo
para a necrose, sendo assim, necessario o tratamento endodoéntico. Uma vez que a
polpa se torna necrética, as defesas pulpares passam a nado atingir o interior do
sistema de canais radiculares e a polpa necrética torna-se habitada por
microrganismos (Endo et al., 2012). Porém apds o tratamento endoddntico, pode
ocorrer casos de insucesso, com desenvolvimento, permanéncia ou aumento da

leséo periapical.

Dentre os fatores mais comuns que podem levar a reinfec¢do dos canais
radiculares estéo: falha no controle asséptico, acesso coronario mal executado, canais
radiculares ndo encontrados, instrumentacao insuficiente, irrigacdo e utilizacdo de
substancia quimica auxiliar ineficiente, obturacdo e restauracdo deficiente (Ray e
Trope, 1995; Sundgvist et al., 1998; Siqueira et al., 2001; Gomes et al., 2008ab ; Endo
et al., 2013; Estrela et al., 2014 Barbosa-Ribeiro et al., 2020a,b). A microinfiltracao
coronaria devido a falta de um selamento satisfatério € uma fonte constante de
agentes infecciosos da saliva, que podem iniciar e manter a infeccdo periapical

levando ao insucesso do tratamento endodéntico (Dos Santos et al., 2014).

A reintervencédo endodontica esta indicada ndo apenas para os casos de
insucesso endoddntico mas também por finalidade protética, para aqueles dentes que
apesar de n&o apresentarem lesdo periapical aparente, apresentam condigoes

insatisfatorias de obturacdo e restauragdo (Maniglia-Ferreira et al., 2007; Bicego-
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Pereira et al. 2020). Sabe-se que a guta-percha se degrada com o passar do tempo,
perdendo sua habilidade de selamento, o que favorece a microinfiltracdo e o
crescimento bacteriano no sistema de canais radiculares (SCR), comprometendo a
longevidade do tratamento endodéntico (Maniglia-Ferreira et al., 2007).

Bicego-Pereira et al. (2020), analisando amostras provenientes de canais
radiculares que ndo tinham alteracbes periapicais indicados ao retratamento
endoddntico por motivos protéticos observaram através da cultura, crescimento
bacteriano em 100% das amostras, reafirmando a necessidade da reintervencao
endodontica visando uma maior reducdo bacteriana e consequentemente uma maior

previsibilidade do tratamento protético a ser realizado.

Quando analisados por técnicas moleculares ndo dependentes das
técnicas de cultura, a diversidade das infec¢cdes secundarias ou persistentes também

apresenta uma grande diversidade, como as infeccfes primarias.

Nesse meio ambiente as bactérias mais presentes sdo anaerobias
facultativas gram-positivas (Molander et al. 1998; Pinheiro et al., 2003), dentre elas,
Enterococcus spp tem sido frequentemente detectada (Hancock et al., 2001; Gomes
et al., 2006 ab; Ozbek et al., 2009; Wang et al., 2012). Espécies de fungos, como a
Candida albicans também tém sido identificadas (Egan et al., 2002). Entretanto, a
microbiota residente de canais radiculares indicados ao retratamento endodoéntico por
motivos exclusivamente protéticos é pouco descrita na literatura atual (Sundqvist et
al., 1998; Bicego-Pereira et al., 2020).

A cérie dentéria, primaria ou secundaria (devido a microinfiltracdo das
restauracdes) afeta aproximadamente 90% da populacdo mundial. Streptococcus
mutans é uma das principais espécies bacterianas associadas a esta doenca (Lima et
al., 2021).

Embora a composicdo da microbiota das infeccbes endodénticas
secundarias / persistentes seja diferente em numero e diversidade de espécies,
guando comparada as infec¢des primarias, S. mutans pode ser encontrado em ambos
os tipos de infecc¢des. Seus fatores de viruléncia consistem na capacidade de formar
biofilmes e tolerar condi¢cdes adversas, como baixo pH e estresse oxidativo (Lima et

al., 2021). Cepas de S. mutans que apresentam os fatores de viruléncia Cnm/Chn
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(ambos CBPs) podem causar danos ao hospedeiro devido a sua ligacdo ao colageno,
capacidade de invasao de células cardiacas em pacientes debilitados, capacidade de
causar endocardite bacteriana, microsangramento cerebral e doengas renais (Misaki
et al., 2016; Inenaga et al., 2018; Lima et al., 2021).

Enterococcus faecalis sdo frequentemente encontrados nos casos de
insucesso endodontico, pois podem aderir nas paredes de canais radiculares, guta-
percha, cimento endododntico, o que possibilita a formagao de biofilme resistente. Sua
alta prevaléncia no insucesso endodontico, e o fato de apresentarem diversos fatores
de viruléncia reforca a necessidade de investigar mais profundamente esta espécie.
Seus fatores de viruléncia favorecem a aderéncia dos microrganismos as paredes do
canal radicular, dificultando sua remog¢&o durante o preparo quimico-mecénico. Entre
seus genes de viruléncia destacam-se esp, ace, asa, gelg, efaA, CylA (Francisco et
al., 2021).

As infeccBes fungicas sdo comuns na mucosa oral, mas seu papel em
outros locais bucais € mal definido. Nas ultimas décadas, inUmeros estudos relataram
a presenca de fungos, principalmente espécies de Candida em infeccdes
endodénticas (Mergoni et al., 2018; Alberti et al.,, 2021), embora em numero

relativamente pequeno em comparacao ao bacterioma anaerobio predominante.

O microbioma humano fungico, denominado micobioma, tem numerosos
constituintes, predominando o género Candida. Dentre mais de 200 espécies com
patogenicidade humana, as espécies de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis ocupam o topo da piramide. Dentre elas, C. albicans é a
espécie intraoral mais predominante, presente em 30-45% nos adultos saudaveis
(Mergoni et al., 2018; Alberti et al., 2021).

A transicdo de Candida de comensal oral inofensivo para patdégeno
oportunista depende de uma série de condi¢cdes predisponentes, incluindo
funcionalidade imunoldgica, disturbios endécrinos, dentaduras mal ajustadas, higiene
oral deficiente, uso de antibioticos de amplo espectro, corticosteroides, agentes
imunossupressores e medicamentos que podem induzir neutropenia e xerostomia
(Mergoni et al., 2018; Albert et al., 2021).

As espécies de Candida, em geral, possuem um arsenal de fatores de
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viruléncia que, atuando em conjunto, podem causar candidiase em individuos
vulneraveis. Estes fatores incluem: i) adeséo e formacao de biofilme nas superficies
bidticas e abidticas do hospedeiro, mediada por moléculas de superficie; ii) produgéo
de enzimas hidroliticas, proteinases, fosfolipases, e hemolisinas que degradam
proteinas da matriz extracelular dos tecidos do hospedeiro; iii) timotropismo; iv) troca
fenotipica e consequente adaptabilidade ambiental; v) evasao do sistema imunolégico
do hospedeiro, através da degradacédo de IgG1, IgAl e IgA2 e supressao das funcdes
de neutrdfilos polimorfonucleares; e vi) imunomodulacao através da estimulacdo de
sintese de citocinas pro-inflamatdrias e ativacéo da cascata do complemento (Mergoni
et al., 2018; Albert et al., 2021).

Bactérias e fungos tém demonstrado notavel capacidade de resisténcia e
adaptacdo ao meio ambiente, incluindo o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos. As infec¢fes graves causadas por bactérias com
resisténcia aos antibiéticos (R_ATB) comumente usados sdo um grande problema de
saude global. Varios estudos tém demonstrado a R_ATB de bactérias, muitos deles
envolvendo espécies isoladas de infec¢des orais.

Tradicionalmente a microbiota dos canais radiculares foi identificada por
métodos de cultura, que envolve isolamento, crescimento e identificacdo bacteriana
através de morfologia microbiana, requerimentos gasosos e testes bioquimicos
(Sundqvist, 1989; Gomes et al., 2004ab). Entretanto, as infec¢cdes endoddnticas sao
mistas e polimicrobianas, podendo haver microrganismos de dificil ou mesmo
impossivel cultivo (Vianna et al., 2005; Gomes e Montagner, 2010). Métodos
moleculares de identificacdo microbiana sdo mais sensiveis que a cultura, podendo
inclusive detectar microrganismos incultivaveis, levando a uma caracterizagdo mais
acurada da microbiota (Siqueira Jr, 2003). O emprego de tais métodos podem ser (til
para o diagnaostico, prognostico, determinacao da terapia a ser utilizada, e até mesmo

na avaliagao da suscetibilidade a doengas (Gomes e Montagner, 2010).

O método molecular Nested-PCR é uma variacdo da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) que possui alta reprodutibilidade, confiabilidade, especificidade
além de ser capaz de detectar microrganismos, mesmo quando estes estdo presentes
em baixas concentracdes na amostra, sendo um método eficaz para a identificacao

bacteriana (Gomes et al., 2007; Gomes et al., 2008a,b; Louzada et al., 2020; Barbosa-
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Ribeiro et al., 2020).

O Nested PCR consiste na realizacdo subsequente de duas reacdes de
polimerase em cadeia (PCR), a primeira reagdo, nomeada como universal, é realizada
com objetivo de amplificar o gene 16S (para bactérias) e 18S (para fungos) presente
no codigo genético obtido através da extracdo do DNA da amostra. O produto da
reacao deve ser submetido a uma segunda reacédo, chamada especifica, onde primers
especificos para cada espécie de microrganismo sao utilizados visando promover a
amplificacdo de uma regido do gene 16S, exclusiva para cada espécie (Willis et al.,
1999; Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008ab).

O melhor e mais seguro método utilizado para descontaminar o canal
radicular é a criteriosa limpeza do conteddo séptico-necrético (Schilder, 1974), uma
vez que, ali, os microrganismos ndo podem ser alcancados pelas células de defesa
do hospedeiro (Takahashi et al., 1998). Baseado nesta premissa que € o tratamento
endodontico, ao utilizar métodos quimico-mecéanicos, busca romper o equilibrio do
ecossistema microbiano, a fim de promover a desinfeccdo do sistema de canais
radiculares.

Somente o preparo mecanico com o uso de uma substancia inerte como o
soro fisiologico reduz as células bacterianas de 10%-10° para 102-102 células (53.3%)
(Bystrom e Sundqvist,1981). Entretanto, as complexidades anatdbmicas dos canais
radiculares limitam a desinfeccdo mecanica (Biff e Rodrigues, 1989). Dessa forma, a
limpeza do canal radicular depende também da acdo de solugbes irrigadoras que
lubrificam o canal durante a acdo de corte dos instrumentos endodonticos, auxiliam
na remocao de smear layer, além de terem potencial germicida e acdo solvente sobre
exsudato, tecido pulpar necrosado e pré-dentina; auxiliando significativamente na
reducdo (cerca de 80%) das células bacterianas dos canais radiculares(Bystrom e
Sundgvist, 1983).

Porem, apesar do preparo quimico-mecanico do canal radicular reduzir
significantemente os microrganismos, algumas espécies ainda irao sobreviver, ndo
somente pela incapacidade do preparo quimico-mecanico em remové-los das
complexidades anatdbmicas, mas também porque alguns nutrientes capazes de
favorecer o crescimento destes microrganismos residuais, irdo, inevitavelmente, ali
permanecer (Gomes et al, 1996ab; Siqueira e Lopes, 1999a)

Desta forma, é provavel que se 0s microrganismos permanecerem em
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namero suficiente e em ambiente favoravel, estes poderdo multiplicar-se e
restabelecer a contaminacao clinica do espaco pulpar (Bystrom et al,1985; Ando e
Hoshino, 1990; Bystrom e Sundqvist et al, 1981).

Bystrom e Sundqvist (1981,1983), Bystrom et al. (1985) e Sjogren et al.
(1990) mostraram a necessidade do emprego de medicacdo intracanal a fim de
impedir que as bactérias sobreviventes ao preparo quimico mecanico se multipliquem
no intervalo entre as sessdes do tratamento.

Diante destas consideracdes torna-se notéria a necessidade de manter-se
a desinfeccdo do canal obtida pelo preparo quimico-mecanico, 0 que parece ser
possivel através da utilizacdo de uma medicacédo intracanal adequada (Sjogren et al.,
1991; Chong e Pitt Ford, 1992; Estrela et al., 1994), da correta obturacéo do sistema
de canais radiculares e de um bom selamento coronario (Friedman et al.,1986).

Apesar de varios estudos no passado terem mostrado a presenca de
fungos nos canais radiculares, o objetivo deste estudo € detectar através da reacdo
de PCR, espécies como S.mutans e pelo método Nested-PCR E.faecalis e Candida
spp em dentes com presenca de lesdo periapical e de dentes sem leséao periapical,
mas indicados ao retratamento por motivos exclusivamente protéticos, partindo-se da
hipétese de que existem diferencas qualitativas e/ou quantitativas entre a microbiota
associada aos quadros clinicos avaliados no presente estudo. Visa também
correlacionar os resultados encontrados com 0s sinais e sintomas clinicos e os

achados radiograficos encontrados nos diferentes grupos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 indice de sucesso da intervencéo e da reintervencédo endodontica

O tratamento endododntico visa a reducao da carga microbiana presente no
interior do sistema de canais radiculares (SCR), a remissdo dos sinais e sintomas
apresentados pelo paciente, e a reintegracdo do oOrgdo dental ao sistema

estomatognatico através do restabelecimento de suas fun¢des (Siqueira., 2001).

Os indices de sucesso do tratamento endododntico estdo relacionados a
fatores diversos inerentes ao grau de conhecimento, recurso e experiéncia do
operador; ao grau de dificuldade do tratamento; e ao diagnostico e planejamento do

caso selecionado (Holland et al., 1983; Imura et al., 2007; Torabinejad et al., 2009).

Da mesma forma o “fracasso e sucesso” tem suas pontualidades em
caracteristicas clinicas e radiograficas/ tomograficas. Mesmo com todas as
caracteristicas se faz importante uma avaliacdo clinica bem como radiografica/
tomografica de tempos em tempos (proservacdo) dos casos para seu tratamento
endodontico ser considerado sucesso ou fracasso (Tabassum 2016). Os sinais e
sintomas clinicos que determinam o sucesso do tratamento endodéntico s&o: a
auséncia de dor, exsudato e fistula nos casos em que esses se fizerem presentes
previamente ao tratamento, e o0 reestabelecimento da funcdo mastigatoéria.
Radiograficamente, o sucesso € avaliado através da remissdo de radioluscéncias
periapicais e do reestabelecimento de continuidade da lamina dura em um periodo de

6 a 24 meses apos o tratamento endododntico (Prada et al., 2019).

Os fatores relevantes que podemos considerar como insucesso seriam:
persisténcia de bactérias (intra e extra-canal); obturacdo inadequada (instrumentacao
inadequada); extensbes excessivas de preenchimento radicular; Microinfiltagéo
coronaria; canais ndo localizados e nao tratados; iatrogenias e complicacdes

(perfuracdes, desvios, zips, erros em acessos)(Tabassum 2016).

(Gorni et al., 2004), avaliaram o retratamento endodéntico de 452
pacientes, durante um periodo de 24 meses (folow-up de 2 anos). Todos os dentes
(254 molares, 107 pré-molares e 91 uniradiculares) que foram divididos em dois
grupos de dentes modificados anatomicamente no tratamento endoddntico anterior

(morfologia alterada), e dentes que ndo foram feitas alteracdes anatbémicas no
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tratamento anterior (respeitada a morfologia do canal radicular). Embora o sucesso
tenha sido 69,03%. O sucesso clinico de um retratamento endodéntico dependera se

houveram alteracdes no tratamento preévio.

Sjogren et al., 1990, avaliaram os indices de sucesso da intervencéo
endodontica priméria e da reintervencdo endodontica ndo cirargica em 356 dentes.
Os indices de sucessos encontrados foi de 98% para os casos de dentes indicados
ao tratamento endodontico devido a necrose pulpar; 86% para dentes com necrose
pulpar associada a periodontite apical cronica; e de 62% para dentes com insucesso
do tratamento endoddntico prévio, evidenciado pela presenca de lesdo periapical

respectivamente.

Ng et al., 2008, investigaram as caracteristicas dos estudos nas taxas de
sucesso relatadas de lesdes secundarias/persistentes ou retratamento do canal
radicular; e também os efeitos de fatores clinicos no sucesso do retratamento
endodoéntico obtendo uma taxa de sucesso nas lesds secundarias/persistentes de
77%. A presenca de lesdo periapical pré-operatoria com sua diminuicdo, extensao
apical da obturacdo radicular e qualidade da restauracao coronéria foram fatores que

contribuiram para um prognéstico de sucesso.

Ng et al., 2011. investigaram a probabilidade e os fatores que contribuem
para a sobrevida dos dentes com tratamento de lesdes primarias e secundarias. Uma
proservacao de 2 a 4 anos onde 0 n das lesdes primarias foi de 759 dentes, com um
indice de sucesso de 572 dentes, ja nas lesGes secundéarias de 858 dentes, 642
individuos obtiveram sucesso e uma sobrevida do dente no periodo de 4 anos. Dentre
destes dados, pode-se observar que o estudo obteve sucesso em 95% em ambas as
situacdes clinicas, todas as proservacdes foram avaliadas com testes clinicos e
radiograficos durante todo este periodo, Os autores também relataram a influéncia de
fatores como existéncia prévia de periodontites apicais crbnicas, tamanho da
rarefacdo Ossea presente, presenca de fistula, paténcia do canal radicular,
comprimento de trabalho do tratamento executado, limite de obturacdo, uso de EDTA

durante a irrigacao final, no indice de sucesso dos tratamentos endodonticos.

Imura et al., 2007, acompanharam 2000 casos indicados ao tratamento e
retratamento endodontico por razdes diversas, sendo os procedimentos realizados por
um unico especialista. Observaram um indice de sucesso de 94% nas intervencdes

endodonticas; e 85,9% nas reintervencbes endodbnticas. A auséncia de um
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selamento coronario definitivo mostrou-se um fator com alto grau de impacto
desfavoravel ao sucesso do tratamento endodontico, assim como a ocorréncia de
acidentes durante a execucédo do procedimento. O grupo dental envolvido também foi
capaz de afetar o indice de sucesso da reintervencdo endodontica, sendo que
incisivos e pré-molares obtiveram maiores indices de sucesso, quando comparados

aos molares.

Estrela et al., 2014, visaram avaliar o sucesso do tratamento endodontico
convencional e do associado a cirurgia periapical. 57 dentes foram analisados, destes
26 foram diagnosticados com infeccdo primaria e submetidos ao tratamento
endodontico convencional, 31 dentes associados a infeccdo endoddntica secundaria
foram submetidos a reintervencdo via cirdrgica. O tratamento endodéntico
convencional mostrou-se bem sucedido em 19/26 casos (73%), apresentando
remissdo completa da periodontite apical, além de outros 5/26 casos (19%) que
apresentaram remissao parcial da lesdo. Para os casos tratados cirurgicamente,
foram detectadas eficacias terapéuticas em 10/31 (32,25%) casos com a cura
completa da periodontite apical e 10/31 (32,25%) com cura parcial da patologia. Os

indices de sucesso foram similares entre as duas modalidades.

Davies et al., 2016, conduziram um estudo clinico prospectivo objetivando
avaliar a taxa de sucesso da reintervencdo endoddéntica avaliando os resultados do
tratamento através do uso de radiografias periapicais e TCFC. Os tratamentos foram
realizados por especialistas em Endodontia e por alunos de especializacdo sob
supervisao. A proservacao de 98 casos foi realizada e avaliada por dois especialistas
apos 01 ano da reintervencdo, para avaliar a remissdo, aumento ou formacédo de
novas radioluscéncias periapicais. 93% (91/98) dos casos foram avaliados como
sucesso pela analise de radiografias periapicais. Quando os casos foram analisados
através do uso de TCFC, o indice de sucesso caiu para 77% (75/98), havendo
diferenca significante entre o indice de sucesso obtido através da analise das imagens

radiograficas e tomograficas.

Assim, € importante destacar que, mesmo que o percentual de insucessos
seja baixo nos dias atuais, os tratamentos estdo sujeitos a falhas, mesmo quando
executados por profissionais capacitados, sob padrdes rigorosos (Imura et al., 2007,
Ng et al., 2011, Estrela et al., 2014; Davies et al., 2016).
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2.2 Etiologia do insucesso e do retratamento endoddntico

Apesar dos altos indices de sucesso descritos em estudos
contemporaneos, o fracasso do tratamento endododntico ainda encontra-se presente
(Siqueira et al., 2014; Estrela et al., 2014).

Kakehashi et al., 1965, comprovaram atraves de seu estudo utilizando ratos
germ-free a importancia da contaminacdo do SCR por microrganismos para o
desenvolvimento e perpetuacao das patologias pulpares e periapicais. A importancia
de seus achados foi expressada em estudos posteriores (Moller et al., 1981; Gomes
et al., 1994a,b; Gomes et al., 1996b).

O tratamento endodontico € realizado para manter o dente em funcéo na
cavidade oral. Mesmo com tantas tecnologias na area da endodontia 0 insucesso
endodontico pode vir a aparecer, seja por falta de uma instrumentacao efetiva,
deixando assim bactérias remanescentes no canal; seja por falta de uma irrigacéao
também efetiva; uma obturacdo ndo satisfatoria ; ou a extensdo excessiva ou
insuficiente do selamento marginal, podendo causar microinfiltracdo marginal e

contaminacgao dos canais (Tabassum e Khan, 2016).

O preparo quimico-mecanico nos tratamentos endodénticos tem por
objetivo principal a eliminacdo ou reducdo de bactérias no interior dos canais
radiculares, quando ocorrem falhas durante o procedimento podem surgir lesdes
periapicais pds-tratamento, ou seja, o insucesso do tratamento endodéntico. Podendo
este ser caracterizado pela permanéncia de microrganismos ou pela recontaminagao
do sistema de canais radiculares (Siqueira e Récas, 2008; Siqueira et al., 2014;

Francisco et al., 2017).

Existem estudos que usam diferentes métodos para deteccao de falhas em
tratamentos endodoénticos, estes detectaram que outros fatores, além dos que ja foram
citados, podem contribuir para o insucesso, como a anatomia interna, trincas apicais,

fenestracéo apical e iatrogenias (Qian et al., 2015).

O insucesso pode ser resultado de uma terapia anterior mal conduzida. Os
problemas mais comuns que podem levar ao insucesso endoddntico séo: controle

asséptico inadequado, abertura coronaria mal delineada, canais endoddnticos ndo
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detectados, anatomia radicular que foge a normalidade, instrumentacéao insuficiente e
infiltracdo advindas de restauracdes temporarias e permanentes (Sundgqvist e Figdor,
1998, Francisco 2017).

Siqueira et al., (2014) verificaram em uma revisao da literatura, que teve
como um de seus objetivos estudar as causas do insucesso, que a periodontite pos-
tratamento também pode ser observada em alguns casos de dentes aparentemente
bem tratados e seguindo protocolos delineados, isto devido a questdes da complexa
anatomia radicular, ocorrendo em 5-15% dos casos com lesdo periapical pré-

operatoria.

Segundo Siqueira et al., 2014, a classificacdo das periodontites apicais
cronicas que acometem o0s dentes ja tratados endodonticamente sdo: persistentes,
Nnos casos em que a terapia realizada apesar de se mostrar radiograficamente
adequada e o dente bem restaurado, ndo conseguiu reverter 0 processo patolégico
em presente, contendo microrganis mos nos tabulos dentinarios e suas ramificacos;
secundéria, nos casos onde o apés a resolucdo da patologia inicial o elemento
dentario for acometido novamente pela doenca, sendo geralmente relacionada a
microinfiltracdo das restauracdes e presenca de céarie; e emergente, nos casos onde
0 processo patologico periapical encontrar-se ausente no momento da terapia
endodoéntica inicial e vier a se desenvolver apds a execucdo do tratamento (Ray e
Trope 1995; Siren et al., 1997; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Hancock
et al., 2001; Rogas et al., 2004; Ricucci et al., 2009; Siqueira et al., 2014 Delboni et
al., 2017).

Embora a infeccdo intra-radicular persistente, ou oriunda da
recontaminacao do SCR seja o principal agente etioldgico do insucesso do tratamento
endodoéntico (Gomes et al., 2008b; Roécas et al., 2008), trabalhos demonstram a
capacidade de algumas espécies microbianas de invadir e colonizar os tecidos
periapicas, estabelecendo uma infeccdo extrarradicular, realizando a formagéo de
biofilme na superficie apical da raiz dentaria, e até disseminando-se no interior do
corpo da lesdo formando colbnias coesas (Sunde et al., 2002; Siqueira e Roc¢as 2003;
Ricucci e Siqueira 2008).

A infeccdo extrarradicular pode ser caracterizada como dependente ou
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independente da infeccdo intra-radicular.

Infeccbes extrarradiculares dependentes sdo aquelas que, quando a
infeccdo intra-radicular for controlada, ela também desaparece. E o caso dos
abscessos apicais agudos, reafirmando a importancia da descontaminagéo intra-

radicular (Ricucci and Siqueira, 2008)

InfeccBes extrarradiculares independentes sdo aquelas capazes de se
perpetuar mesmo apos a efetiva erradicacéo da infec¢éo presente no interior do SCR,
perpetuando, dessa maneira, 0 processo inflamatoério. Sugere-se que as principais
espécies capazes de ocasionar infec¢cdes extrarradiculares independentes sdo as
bactérias do género Actinomyces e Propionibacterium propionicum, sendo a infec¢ao
denominada como actinomicose apical (Sundqvist e Reuterving, 1980; Sundqvist et
al., 1998; Ricucci & Siqueira, 2008).

Os fatores etiolégicos responsaveis por gerar o insucesso do tratamento
endodontico sédo: A) A presenca de infeccao intra-radicular em zonas de comunicacéo
com o periodonto; B) Contaminacgéo da superficie radicular externa com formacéo de
biofilme periapical (Actinomicose apical); C) Presenca de cistos verdadeiros; D)
Ocorréncia de reacdo de corpo estranho a materiais de origem exdgena utilizados
durante o tratamento, por exemplo, fibras de celulose e materiais obturadores, ou de

origem enddgena (cristais de colesterol).

Observando os relatos da literatura endoddntica, observa-se que a infecgao
intraradicular € o principal agente causal do insucesso do tratamento endoddntico
(Molander et al., 1998; Nair et al., 1999; Siqueira et al., 2001; Gomes et al., 2008ab;
Endo et al., 2013; Prada et al., 2019).

2.3 Perfil microbiolégico de dentes associados as infecgbes secundarias/

persistentes

Sabe-se a relacéo de causa e efeito entre a presenca de microrganismos
no interior do sistema de canais radiculares e o desenvolvimento das patologias
pulpares e periapicais, torna-se impreterivel o conhecimento do perfil da comunidade

microbiana residente no interior do SCR de dentes endodonticamente comprometidos,
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para o desenvolvimento de substancias, técnicas e recursos capazes de otimizar o
indice de sucesso da intervencao e da reintervencédo endoddntica (Kakehashi et al.,
1965; Sundqvist et al., 1998; Molander et al., 1998; Siqueira et al., 2001; Gomes et al.,
2008b; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Prada et al., 2019).

A microbiota presente no SCR ja tratados anteriormente se difere em
relacdo aos canais que apresentam infec¢des primarias, e o tratamento endodéntico
vem para modificar as condigdes ambientais e seleciona os microrganismos residuais.
Esses microrganismos conseguem sobreviver em ambientes in0spitos, escassos de
nutrientes, em que as interacdes ecolbdgicas sdo minimas, e que se mantem capazes
de permanecer em um estado de laténcia em longos periodos com falta e de se
reativarem na presenca de nutrientes. (Sundqvist et al.,1992; 1998; Siren et al., 1997,
Molander et al., 1998; Hancock 2001; Rocas et al., 2008; Gomes et al., 2008ab; 2013;
Ricucci e Siqueira 2011; Endo et al., 2013; Prada et al., 2019).

O perfil das infecgcbes secundarias quando analizadas por métodos
dependentes de cultura, mostrou-se diferente das caracteristicas das infec¢des
primarias, que sdo polimicrobianas, predominantemente compostas por bactérias
anaerobias estritas, contendo bactérias Gram-negativas e positivas (Haapasalo.,
1989; Gomes et al., 1994ab, 2004ab).

2.3.1 Presenca de bactérias

Em 1998, Molander et al. avaliaram, através de técnicas da cultura, o
contetdo microbiolégico presente em 100 dentes com presenca de periodontite apical
cronica pés-tratamento; e de 20 dentes indicados ao retratamento pela existéncia de
falhas técnicas e sem envolvimento periapical. No grupo com lesdo periapical a
presenca de microrganismos foi detectada em 68% dos casos. No grupo sem lesao,
as bactérias foram recuperadas dos canais radiculares em 45% dos casos. Foi
constatada a predominancia de bactérias Gram-positivas anaeroébias facultativas que
representaram 70% do total de cepas isoladas. Pode ser observada uma baixa
variedade de microrganismos nesses casos, com a grande maioria dos casos
representadas por infeccbes compostas por uma ou duas espécies exclusivamente,

sendo o Enterococcus faecalis a espécie bacteriana mais frequentemente associada
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a esses casos em ambos os grupos. O perfil das infec¢cdes secundarias mostrou-se
diferente do caracteristico das infec¢cdes primarias, que sao polimicrobianas,
predominantemente compostas por bactérias anaerébias estritas, contendo bactérias
Gram-negativas e positivas (Haapasalo., 1989; Gomes et al., 1994ab, 2004ab)

Hancok et al., 2001, ao avaliarem a microbiota relacionada ao insucesso
detectarm um perfil microbiol6gico semelhante ao ja descrito anteriormente (Sundqvist
et al., 1998; Molander et al., 1998). Entretanto, ao correlacionarem a quantidade de
microrganismos presentes no SCR ao limite de obturacéo apical do tratamento prévio,
houve uma correlacéo diretamente proporcional entre o tamanho da porcao apical ndo
tratada e a diversidade microbiana presente no interior dos canais. Quanto maior o
tamanho da zona apical livre de material obturador, maior a diversidade microbiana
presente no interior dos canais radiculares, o que posteriormente pode ser confirmado

em 2004 através dos estudos de Siqueira et al.

Peciuliene et al., 2001, coletaram amostras microbioldgicas de 40 dentes
tratados endodonticamente com periodontite apical crbnica e as analisaram através
do método de cultura, valendo-se da identificacéo fenotipica e de testes bioquimicos
para identificacdo microbiana. Microrganismos foram detectados em 33 das 40
amostras. E. faecalis estava presente em 21 amostras, sendo 0 microrganismo
detectado com maior frequéncia. A espécie fungica Candida albicans foi detectada em
6 casos, concordando com a literatura (Waltimo et al., 1997; Molander et al., 1998).
Bacilos Gram-negativos foram detectados em apenas 3 casos, estando sempre
associados a presenca de E. faecalis. O autor ressalta a maior prevaléncia de
bactérias sobre outros microrganismos no interior de canais associados ao insucesso
do tratamento endodéntico prévio e destaca o importante papel ecolégico do E.
faecalis no desenvolvimento e estabelecimento das infeccdes

secundarias/persistentes.

Chavez de Paz et al., 2003, analisaram a comunidade bacteriana
relacionada a 200 casos de insucesso do tratamento endoddntico, evidenciado pela
persisténcia de periodontite apical cronica. O cultivo bacteriano foi positivo em 55%
das amostras. Os autores relataram a presenca de diferentes espécies durante as
etapas do tratamento endodéntico e sugeriram que mesmo apds 0 preparo quimico-

mecanico o sistema de canais radiculares ainda fornece os requisitos minimos



28

necessarios para sobrevivéncia e crescimento de microrganismos.

Pinheiro et al.,, 2003a, analisaram, através do método de cultura, o
conteddo microbiolégico presente em 60 dentes endodonticamente tratados com
presenca de periodontite apical cronica. Os autores relataram a presenca de 83,3%
de bactérias Gram-positivas e 57,4% de anaerobios facultativos, sendo o E. faecalis
a espécie encontrada com maior frequéncia nestes casos (45%). Os autores
destacaram a presenca de espécies anaerObias estritas, sendo o género
Peptostreptococcus o mais frequentemente isolado.

Outro estudo dos mesmos autores (Pinheiro et al., 2003b) avaliou a
microbiota relacionada as infeccbes endodénticas secundarias em 30 casos de
periodontite apical crénica pds-tratamento através dos métodos de cultura e avaliar a
susceptibilidade dos microrganismos detectados a antibidticos. Um total de 55
bactérias foram isoladas, sendo destas 80% (44/55) Gram-positivas e 58% (32/55)
anaerobias facultativas. Os géneros isolados com maior frequéncia foram
Enterococcus, Streptococcus e Peptostreptococcus, concluindo que a microbiota

associada a esses casos é predominantemente Gram-positiva e anaerdbia facultativa.

Com o objetivo de investigar a comunidade microbiana associada aos
casos de infeccbes primarias e secundarias/persistentes, Gomes et al., 2004ab
analisaram através do método de cultura o contetdo microbiolégico presente em 41
dentes com polpas necrosadas e 19 dentes associados ao insucesso do tratamento
endododntico. Os autores concluiram que a microbiota presente nas infeccbes
secundarias se difere daquela encontrada nas infec¢cdes primarias tanto em

diversidade quanto em abundancia de espécies.

Siqueira et al., 2004, analisaram, através da técnica molecular de
Polymerase Chain Reaction (PCR), a presenca de 19 espécies bacterianas presentes
em canais radiculares encaminhados ao retratamento devido a infeccao
secundaria/persistente. Ao analisarem o contetdo bacteriano de 22 dentes, houve a
predominéncia do microrganismo E. fae calis (77% dos casos). Constatou-se também
a presenca de bactérias Gram-negativas, anaerdbias estritas de dificil cultivo como
Pseudoramibacter (52%), Propionibacterium  propionicum (52%) Dialister

pneumosintes (48%), Filifactor alocis (48%), destacando a importancia da associa¢ao
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entre as técnicas da microbiolégica classica e a analise molecular do conteudo

microbiolégico de dentes tratados endodonticamente.

Kuffman et al., 2005, analisaram amostras obtidas de 58 dentes, sendo 36
indicados a reintervencéo devido ao insucesso do tratamento endodoéntico prévio e 22
dentes, sem periodontite cronica radiografica, indicados ao retratamento pela
presenca de falhas técnicas, ou microinfiltracdo, através do método de PCR. Das 36
amostras provenientes de dentes associados a periodontite apical, bactérias foram
detectadas em 35 amostras. Das 22 amostras sem periodontite apical, bactérias foram
detectadas em 17 casos, sugerindo uma maior prevaléncia de bactérias em casos

associados a periodontite apical.

Gomes et al. 2006a, avaliaram o conteudo microbioldgico presente em 100
dentes, sendo 50 portadores de polpa necroética e periodontite apical cronica e 50
dentes tratados endodonticamente e com periodontite apical crbnica. A técnica
utilizada foi a do Nested-PCR, com primers espécie-especificos para a deteccao de
Filifactor alocis, Treponema denticola e Tannerela forsythia. Os autores detectaram F.
alocis e T. forsythia com prevaléncias estatisticamente maiores nos casos associados
a infeccdo endodontica primaria. Associacoes significantes foram encontradas entre
a presenca das bactérias estudadas e o0s sinais e sintomas apresentados pelos

pacientes.

Em 2006, Stuart et al. publicaram uma revisao de literatura incluindo 12
trabalhos que haviam estudado a microbiota associada ao insucesso do tratamento
endodoéntico. Foi discutida a prevaléncia do E. faecalis nesses casos, suas
caracteristicas morfoldgicas, fatores relacionados a sua viruléncia e a sua capacidade
de sobreviver em dentes tratados endodonticamente, e quais 0os melhores métodos
para erradicacdo deste microrganismo. Os autores elegeram o E. faecalis como a
bactéria detectada com maior frequéncia nos casos associados ao insucesso
endododntico, destacando sua capacidade de agir na manutengdo das patologias
periapicais através de seus fatores de viruléncia que incluem enzimas cataliticas,
citolisinas, adesinas e acido lipoteicéico. Destacaram que, além dos diversos fatores
de viruléncias apresentados pela bactéria, o microrganismo também possui
capacidade de se organizar em forma de biofilme, infectar tibulos dentinarios, de

sobreviver e se multiplicar no ambiente desfavoravel criado pelo tratamento
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endodéntico e permanecer em estado latente por longos periodos escassos de

nutrientes.

Com objetivo de investigar a prevaléncia de E. faecalis nas infec¢oes
endododnticas primérias e secundérias, através da cultura e de PCR, Gomes et al.,
2006b, analisaram amostras microbiolégicas de 50 dentes portadores de polpas
necroticas e 50 dentes tratados endodonticamente portadores de periodontite apical
cronica. E. faecalis mostrou alta prevaléncia tanto nos casos de infecgdo primaria

quanto secundaria.

Os métodos moleculares, diferentemente da cultura, revelaram gque nos
insucessos endoddnticos existe a presenca de uma microbiota de carater misto, com
presenca de bactérias Gram-positivas e negativas, anaerdbias estritas e facultativas,
sugerindo um perfil polimicrobiano (Gomes et al., 2008b; Rocas et al., 2008; Sakamoto
et al., 2008; Schirrmeister et al., 2009; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020;
Machado et al., 2020).

Gomes et al., 2008ab, ao avaliarem, através do meétodo de Nested PCR, o
conteudo presente no SCR de 45 dentes indicados ao retratamento endodéntico pela
presenca de periodontite apical crénica, observaram que E. faecalis foi o
microrganismo mais detectado. Além disso, 0s autores relatam que microrganismos
Gram-negativos anaerébios estritos comumente encontrados em casos de infec¢ao
priméria como T. denticola, P. nigrescens, P. gingivalis e T. forsythia também estéo
presentes em alguns casos de infeccdo secundaria e podem ter relacdo com a

sintomatologia.

Através do PCR, Rocas et al., 2012, analisaram o conteddo microbiano de
42 dentes tratados endodonticamente ha pelo menos dois anos, portadores de
periodontite apical crbnica. As bactérias mais detectadas foram E.faecalis, F.

nucleatum e P. alactolyticus.

Através dos métodos de cultura microbiolégica e contagem de UFC,
Barbosa-Ribeiro et al., 2016, analisaram a comunidade bacteriana presente nos casos
de infeccdo secundaria e a suscetibilidade desta comunidade a reintervengao
endodoéntica em 20 dentes ja tratados endodonticamente acometidos por periodontite

apical crénica. Os autores notaram eficiéncia significativa do tratamento endoddntico
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na reducdo da carga microbiana presente nos casos de insucesso do tratamento

endodontico.

Com o objetivo de analisar a eficiéncia da reintervencéo endoddntica nao
cirirgica e a comunidade microbiana presente nos casos de infec¢cdo secundéaria,
Barbosa-Ribeiro et al., 2020b avaliaram através da contagem de UFC e do Nested-
PCR o conteudo microbiologico de 20 dentes indicados ao retratamento endoddéntico.
Foram realizadas coletas logo ap6s o acesso ao canal radicular(Inicial), apos a
execucao do preparo quimico-mecanico (Pés-PQM) e, apds o uso de medicacao
intracanal, a base de hidroxido de célcio por 30 dias (P6s-MIC). Os autores relataram
uma reducéo de 99,4% na contagem de UFC obtida a partir das amostras P6s-PQM
e P6s-MIC em relagdo a coleta inicial. As bactérias detectadas com maior frequéncia
nas amostras iniciais foram E. faecalis (20/20), P. gingivalis (20/20) e F. nucleatum
(17/20). Pode-se concluir que o tratamento endoddntico € eficaz em reduzir a carga
bacteriana presente no interior do sistema de canais radiculares nos casos de
insucesso do tratamento endodéntico primario. Além disso, a infeccdo secundaria
possui um perfil polimicrobiano, tendo alta prevaléncia de E.faecalis e P. gingivalis
durante todas as etapas do tratamento endodontico, o que evidencia a grande

resisténcia destas espécies.

Enterococcus foi o género detectado em maior abundancia por Bicego-
Pereira et al., 2020, ao avaliarem as amostras obtidas do interior do SCR de 20 dentes
encaminhados a reintervencdo endodoéntica exclusivamente por motivos protéticos,
sem falhas de selamento coronario. Foi detectada a presenca de bactérias em 100%
dos casos através do Checkerboard DNA-DNA hybridization. Os autores também
relataram maior prevaléncia de microrganismos nos tercos médio e cervical dos

canais radiculares em comparagéo ao terco apical.

Técnicas avancadas de identificacdo molecular como por exemplo o Next
Generation Sequencing mostraram a presenca de bactérias em 100% dos casos
estudados de dentes tratados endodonticamente associados ao insucesso pela
evidéncia de periodontite apical cronica (Siqueira et al., 2016; Sanchéz- Sanhueza et
al., 2018).

Em 2016, Siqueira et al., investigaram o conteudo infeccioso associado as



32

lesbes periapicais, coletando amostras do terco apical e das lesdes periapicais
presentes em 10 casos indicados ao retratamento endoddntico cirdrgico. A analise

das amostras através do Next Generation Sequencing (NGS) revelou a presenca de

microrganismos pertencentes a 11 filos e 103 géneros distintos, compostos de 538
OTUs distintas. O filo predominante foram as Proteobactérias (6/10). Os géneros
detectados em maior frequéncia foram Fusobacterium e Pseudomonas. Enterococcus

foi detectado em baixas concentracdes e em apenas 4/10 amostras.

Sanchéz-Schueza et al., 2018, coletaram amostras dos canais radiculares
de 24 dentes indicados a reintervencéo endodontica devido a presenca de periodontite
apical cronica através do NGS. Foram detectadas 86 OTUs distintas nas amostras
analisadas, sendo que a maior parte dos microrganismos eram pertencentes ao filo
Proteobacteria. Os autores correlacionaram a presenga simultdnea de um maior
namero de microrganismos no interior do SCR a casos sintomaticos e a maiores niveis

de destruicéo periapical.

Um estudo de Singh et al. 2020 avaliou a associagao dos microrganismos
do complexo vermelho do canal radicular e E. faecalis com sinais e sintomas clinicos
endodonticos por meio da reacdo em cadeia da polimerase. Através do DNA extraido
das amostras realizadas com cones de papel absorvente apirogénicos foram
analisados patégenos endodénticos usando primers especificos da espécie. O
complexo vermelho representou 94% dos casos associados a sensibilidade a
percussdo na infeccdo primaria, enquanto 86% dos casos associados a infeccéo
secundaria com associacdo estatisticamente significativa (P < 0,05). Os autores
concluiram que a prevaléncia de bactérias do complexo vermelho e E. faecalis sugeriu

uma associacao entre infeccoes sintomatica e doencas perirradiculares.

2.3.2 Presenca de fungos

Candida em infeccbes endodonticas tem sido investigada em um grande
namero de estudos, mas seu papel como patdégeno endodéntico ainda é discutivel.
Embora os fungos geralmente ndo tenham sido encontrados na microbiota inicial de
infeccbes do canal radicular, sua presenca € mais comum em infec¢des persistentes

apos o preparo do canal radicular, provavelmente como resultado de contaminacgao
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durante o tratamento, ou em casos de dentes obturados com resisténcia a terapia.

lesGes periapicais (Nair et al. 1999).

Waltimo et ai. (1999) mostraram que Candida spp. sao altamente
resistentes a antissépticos e desinfetantes comumente usados como irrigantes e
medicamentos endoddnticos. Esses microorganismos foram isolados em culturas
puras de infeccdes do canal radicular, fato que pode indicar que eles sao patogénicos

na periodontite apical (Waltimo et al. 1997).

Peciuliene et al. (2001) encontraram Candida albicans em 6 dos 40 dentes

estudados.

Pinheiro et al. (2003) utilizando tecnicas avancada de cultura
microbiologica, isolaram Candida spp. em 2 de 60 casos investigados, concordando
com Sundqvist et al. (1998) e Molander et al. (1998) que encontraram respectivamente
a presenca deste microrganismo em 2 de 54 dentes, e em 3 de 100 dentes

examinados.

Pourhajibagher M., et al. 2017, coletaram amostras de 36 pacientes com
infeccdo endodéntica priméria e 14 pacientes com historia de tratamento endodéntico.
Através de testes bioquimicos e sequenciamento do gene do RNA ribossémico 16S
para identificacdo dos microrganismos. Enterococcus faecalis (36,6%) foi o
microrganismo mais predominante nas infec¢cdes endodonticas secundarias, seguido
por Candida albicans, Propionibacterium acnes e V. parvula com frequéncias de 20%,
2% e 2%, respectivamente. Concluiu-se que V. parvula e E. faecalis foram os mais
frequentemente encontrados em infeccdes endodénticas primarias e secundarias,

respectivamente.

Alberti et al., 2021, revisaram o bioma fungico de infec¢cdes endoddnticas
primarias e secundarias, com referéncia particular a prevaléncia e comportamento de
espécies de Candida. A meta-analise dos dados disponiveis indicou que a prevaléncia
média ponderada geral (WMP) de espécies fungicas em infec¢cdes endodonticas é de
9,11% (de um total cumulativo de 2.003 amostras), com 9,0%. em infec¢des primarias
(n = 1.341) e 9,3% em infec¢cbes secundarias (n = 662). A espécie fungica mais
prevalente foi Candida spp. A alta heterogeneidade na prevaléncia fungica relatada

sugere a necessidade de amostragem padronizada e métodos de especiacdo. O
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advento das novas plataformas analiticas de biologia molecular, como o
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) e a espectrometria de massa por tempo
de voo por ionizacao por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF), que
permite a identificacdo e quantificagdo de um amplo espectro de organismos até entéo
desconhecidos em infec¢cdes endodbnticas devem alterar radicalmente nossa
compreensao do microbioma endododntico no futuro. Candida spp. parece ser co-
patbgeno com bactérias em aproximadamente 01 em cada 10 pacientes com
infec¢cdes endodbnticas. Contudo, os clinicos devem compreender a importancia e o
papel dos fungos nas infeccfes endoddnticas e estarem cientes da necessidade de

erradicar bactérias e fungos para uma terapia bem-sucedida.

2.4 O método de cultura microbiana no estudo das infeccdes endodénticas

secundarias

Segundo Dahlén, 2002, a cultura microbiana € o padrao ouro no estudo da
microbiota das infec¢cdes endoddnticas. Mesmo com inumeras técnicas de cultivo e
isolamento microbiano registradas na literatura endodontica, nenhuma possibilita a
identificacdo de todos os microrganismos presentes no SCR (Socransky et al., 1963).
Acredita-se que 60% dos microrganismos gque colonizam o sistema de canais radicular

ainda sejam incultivaveis (Gomes et al., 2015; Gomes e Herrera 2018).

A presenca de células bacterianas viaveis é indispensavel para o
crescimento de microrganismos através dos meétodos de cultura. Para possibilitar a
identificacdo bacteriana através de métodos fenotipicos (cultura) seja realizada, a
cultura deve apresentar crescimento microbiano e a concentracdo de células
microbianas deve ser suficientemente alta (Munson et al., 2002; Peters et al., 2004,
Vianna et al., 2004; Barbosa-Ribeiro et al., 2020b).

Sundgvist et al., 1998, analisaram o conteudo microbiologico de 45
amostras de dentes associados ao insucesso do tratamento endoddntico através da
cultura microbiologica. A predominancia foi de monoinfec¢des caracterizadas pela
maioria de bactérias anaerdbias facultativas, Gram-positivas, sendo o E. faecalis a
espécie mais comum isolada dos canais radiculares. Esses resultados estdo de

acordo com a literatura (Molander et al., 1998; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al.,
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2004ab, 2006Db).

Endo et al., 2013, investigaram microbiologicamente 15 canais radiculares
de dentes com insucesso do tratamento endoddntico e com presenca de periodontite
apical crbnica, com a proservagdo minima de 2 anos do tratamento endoddntico
primario. As amostras microbiologicas foram analisadas através dos métodos de
cultura, em que foram realizadas a contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC) e a identificacdo microbiana a partir de métodos fenotipicos, e do método
molecular de PCR. Os autores relataram uma reducdo estatisticamente significante
na contagem de UFC apdés o PQM, ressaltando a eficiéncia da reintervencao
endodontica por vias convencionais. Notou-se uma maior prevaléncia de espécies
Gram-positivas nas amostras. Os autores levantaram a importancia do uso de
métodos moleculares no estudo da comunidade bacteriana presente nos casos
associados ao insucesso, visto que a aplicacdo dos métodos genéticos foi eficaz na
deteccdo de espécies anaeroObicas estritas Gram-negativas, como as pertencentes
aos géneros Fusobacterium, Prevotella, Tanerella e Treponema, ndo detectadas

através do cultivo microbiano.

A contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) € um método
confiavel e amplamente empregado para verificar a suscetibilidade de microrganismos
a antimicrobianos e técnicas aplicadas na endodontia (Gomes et al., 1996ab; Barbosa-
Ribeiro 2020b). Entretanto, 0 método da cultura quando comparado com os métodos
moleculares possui suas limitagdes. (Endo et al., 2013).

Replicar ambiente propicio para reproducéo de microrganismos ainda é um
obstaculo enfrentado (Endo et al.,, 2013; Gomes e Herrera 2018). Sendo assim, o
contetdo microbioldgico presente nas infec¢des endoddnticas pode ser subestimado
guando analisado somente pelo cultivo bacteriano e pelos métodos bioquimicos e
fenotipicos de identificacdo bacteriana (Gomes et al., 2004ab; Gomes et al., 2008ab;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020a,b).

A diversidade bacteriana e a contagem de microrganismos obtidas atraves
dos métodos de cultura sdo geralmente subestimados. Dessa maneira, um resultado
negativo na cultura ndo necessariamente esta associado a auséncia completa de

microrganismos no SCR, visto que 60% dos microrganismos capazes de colonizar o
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sistema de canais radiculares ainda ndo sdo passiveis de cultivo. A auséncia de
microrganismos no meio de cultura pode representar inUmeras limitacées inerentes a
coleta microbiolégica e as condi¢gdes (ambientais) como nutricionais, gasosas e de
temperatura. Uma cultura negativa pode ainda significar que existem microrganismos
presentes em concentracdes abaixo das necessarias para que sejam detectados
através da cultura (Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 1994a,b, 2004ab, 2005., 2008ab;
Endo et al., 2013)

hY

Mesmo existindo pontos positivos e negativos em relacdo a cultura
microbioldgica nos estudos de monitoramento das infec¢des endoddnticas, devemos
considera-la como um método importante e confiavel para a deteccdo de

microrganismos viaveis, além de fornecer a sua concentracéo através das UFC.

2.5 O método de Nested-PCR no estudo das infec¢cbes associadas a dentes

tratados endodonticamente

Na tentativa de superar e obter mais informacdes, frente as limitacdes
apresentadas pelo método de cultura, métodos moleculares tém sido largamente
empregados por possuirem uma maior sensibilidade, especificidade e agilidade na
identificacdo bacteriana quando comparados aos métodos de cultura, podendo
detectar também os microrganismos fastidiosos e incultivaveis (Siqueira e Rocas
2003; Gomes et al., 2008ab; Barbosa-Ribeiro et al., 2020a,b). Porém, podem nao

distinguir se o alvo detectado € um microrganismo viavel ou ndo (Endo et al., 2013).

O uso concomitante de métodos moleculares e métodos de cultura
proporcionou uma opc¢ao maior de conhecimento da microbiota associada as
infeccbes endodoénticas, sendo indispensavel para uma maior compreensdo do
ecossistema habitante do sistema de canais radiculares associado as patologias

pulpares e periapicais (Gomes et al., 2006ab; Aw., 2016).

7

A sensibilidade da técnica do Nested-PCR é maior (10 células) em
comparacdo aos métodos de PCR convencional (102 células) e da cultura (10 - 10°
células) (Spratt 2004), sendo muito utilizada na deteccdo de espécies encontradas

nos canais radiculares de dentes com insucesso do tratamento endoddntico (Gomes
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et al. 2008b, Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al. 2020a,b). Entretanto, possui
algumas limitacdes como a possibilidade de contaminacdo da amostra durante as
diversas etapas da reacgdo, a existéncia de resultados falso-positivos por reacdes
cruzadas, e falhas no desenho dos primers utilizados na reacgéo (Singh et al., 2006;
Gomes et al., 2008b).

Nested-PCR € uma técnica molecular que envolve a realizagdo de duas
reacoes de polimerase em cadeia (PCR), sendo assim mais sensivel e especifico que
a reacdo de PCR convencional. A primeira reacdo de PCR objetiva amplificar o gene
16S rRNA a partir do DNA bacteriano extraido das amostras clinicas (Song et al.,
2005). O produto da primeira reacdo é submetido a uma reacdo subsequente que
utiliza um primer bacteriano espécie-especifico, resultando no anelamento de uma
sequencia de DNA presente no interior do primeiro amplicon (Singht et al., 2006;
Barbosa-Ribeiro2020a,b).

Ao analisarem concomitantemente o conteddo infeccioso presente
associado aos casos de infeccdo endoddntica secundaria através dos métodos de
cultura microbiana e do Nested-PCR, buscando detectar a presenca de E. faecalis,
Gomes et al., 2004ab, relataram que o método molecular revelou maiores frequéncias

de deteccdo do microrganismo.

Em 2020, Barbosa-Ribeiro et al. encontraram uma alta incidéncia das
espécies E. faecalis e P. gingivalis ao analisarem o conteudo infeccioso presente em
20 dentes tratados endodonticamente portadores de periodontite apical cronica
através dos métodos de Nested-PCR e do sequenciamento genético. Foram
realizadas coletas imediatamente apés a etapa de acesso aos canais radiculares
(Inicial), ap6s a execucdo do preparo quimico-mecanico (P6s-PQM) e apds a
colocagédo de uma medicacdo a base de hidroxido de célcio no interior do conduto
radicular por 30 dias (P6s-PQM). Os autores concluiram que a comunidade
microbiana associada ao insucesso endoddntico € polimicrobiana e heterogénea. A
presenca de P. gingivalis e E. faecalis durante todas as etapas da terapia endodontica
sugere que esses microrganismos possuem mecanismos de resisténcia, que
favorecem sua sobrevivéncia ao tratamento endodéntico. Relataram também a
eficiéncia da reintervencdo endodbntica em alterar a composicdo da microbiota

associada as infecgdes intra-radiculares.
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Desta forma, pode ser observada que a microbiota dos dentes com
insucesso do tratamento € mista e polimicrobiana, suportando microrganismos com

diversos tipos de requerimentos nutricionais e gasosos

2.6 Justificativa do retramento sem lesado

De acordo com Friedman e Stabholtz, em 1986, no planejamento de uma
nova reabilitacdo protética, diante de casos de sucesso do tratamento endoddéntico,
com auséncia de imagem radiografica de lesdo periapical, mas com obturacéo

insatisfatoéria, deve-se indicar o retratamento endoddntico convencional.

Além disso, o tempo da realizacdo do tratamento endoddntico inicial
influencia o selamento do canal radicular, visto que ocorre a degradacao do material
obturador ao longo do tempo. Foi reportado que apés 15 anos ja existe a reducdo da
capacidade de selamento da guta-percha, comprometendo a longevidade do

tratamento (ManigliaFerreira et al., 2007).

2.7 A importancia do preparo quimico-mecanico e da medicacao intracanal na
reducédo dos microrganismos do interior dos canais radiculares

O preparo quimico mecéanico tem por objetivo promover a limpeza,
modelagem e ampliacdo do canal radicular, através do emprego de instrumentos
endoddénticos e de substancias quimicas auxiliares. A desinfec¢éo do sistema de canais
radiculares visa a maxima eliminacao de micro-organismos, seus subprodutos e tecido
pulpar vivo ou necrosado, criando um ambiente propicio para a reparacdo dos tecidos
perirradiculares. A carga microbiana pode, portanto, ser significativamente reduzida
apés o preparo quimico mecanico (Ferreira et al.,2015). No entanto, a acdo mecanica
dos instrumentos é incapaz de promover a completa desinfec¢édo do sistema de canais
radiculares, devido as complexidades anatdmicas presentes em determinadas areas
(Bystrom et al., 1985; Gomes et al., 1996a,b,c). Assim, a reducao ou eliminacao de
micro-organismos e subprodutos do sistema de canais radiculares é auxiliada pelo
emprego de substancias quimicas auxiliares e solugdes irrigadoras, e complementada

pela acdo da medicacao intracanal (Sundqvist, 1992; Gomes et al., 1996b; Siqueira et
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al., 1998; Lima et al., 2001; Gomes et al., 2004; Valera et al., 2009).

As substancias irrigadoras, utilizadas durante o preparo quimico-mecanico,
devem ter amplo espectro de agdo antimicrobiana, além da capacidade de dissolver
tecidos e inativar endotoxinas, auséncia de citotoxicidade, auxiliar na lubrificacdo do
canal radicular, durante a acédo de corte dos instrumentos, e na remocado de smear
layer, através das substancias quelantes, entre outras propriedades (Spangberg,
1982; Bystrom e Sundgvist, 1983; Silva et al., 2002; Zehnder, 2006; Martinho e
Gomes, 2008,). As mais largamente utilizadas na Endodontia sdo a clorexidina e
hipoclorito de sddio. O hipoclorito por sua poderosa acéo antimicrobiana e capacidade
de dissolver tecidos, e a clorexidina devido ao seu amplo espectro de acgéo
antimicrobiana, substantividade e baixa citotoxicidade. No entanto, essas substancias
ndo eliminam totalmente a carga microbiana e o contetdo endotéxico dos canais
radiculares.

Vérios estudos demonstraram a importancia do uso de uma medicacgao
intracanal, com o objetivo de potencializar a sanificagdo do sistema de canais e
tubulos dentinarios e impedir que 0os micro-organismos se multipliquem no intervalo
entre sessdes de tratamento (Bystrom e Sundqvist, 1981, 1983; Bystrom et al., 1985),
sendo sua eficacia dependente da vulnerabilidade das espécies envolvidas na infecao
(Gomes et al., 1996 c). Portanto, o uso de uma medicacao intracanal com atividade
antimicrobiana tem sido recomendada, entre as sessdes do tratamento endodontico,
com o intuito de eliminar possiveis micro-organismos persistentes (Ferreira et al.,
2015). Alem disso a medicacao intracanal é utilizada para: a) eliminar quaisquer
bactérias remanescentes apos a instrumentacao do canal; b) reduzir a inflamacao dos
tecidos periapicais e remanescentes pulpares; c) tornar o conteudo do canal inerte e
neutralizar os detritos teciduais; d) ) atuar como uma barreira contra vazamentos do
preenchimento temporario; e) ajudar a secar canais persistentemente Umidos. No
debridamento e preparao adequados do canal sdo mais importantes que a MIC no
controle da infeccdo, uma vez que a remopcado mecanica € uma das fases mais
importantes para eliminacdo e desoganizacdo de microrganismos. (Chong et al.,
1992).

O hidroxido de célcio tém sido utilizado como medicacgéo intracanal pelas suas
destacadas propriedades fisicas e antimicrobianas. Entretanto, a lenta difusdo de ions
hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a capacidade tampao da dentina,

podem impedir sua acdo (Haapasalo et al., 2000). Por isso, a associa¢ao do hidroxido
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de calcio com a clorexina tem sido recomendada. A clorexidina apresenta atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Greenstein et al.,
1986; Gomes et al. 2012). Além disso, apresenta substantividade que esta relacionada
com a capacidade das moléculas interagirem com a dentina (White et al., 1997,
Mohammadi e Abott , 2009). Portanto, essa associacao permite que se tenha uma
medicacdo intracanal com as seguintes propriedades: capacidade de induzir
mineralizacdo dos tecidos, barreira fisica, amplo espectro antibacteriano, acéo
residual, baixa toxicidade aos tecidos e difusdo pelos tabulos dentinarios (Gomes et
al., 2012).

Barbosa-Ribeiro et al., 2019, realizaram um estudo in vivo para avaliar 0s
efeitos da medicacao intracanal a base de hidroxido de célcio (MIC) nos niveis de
bactérias, citocinas pro-inflamatérias (PICs) e metaloproteinases de matriz (MMPS)
em canais radiculares e tecidos perirradiculares de dentes com insucesso no
tratamento endodontico e periodontite apical. Os autores concluiram que as
medicacdes intracanais a base de hidroxido de calcio tiveram um efeito positivo na
reducdo microbiana, diminuindo os niveis de PICs e MMPs. Ambas as substancias
guimicas auxiliares utilizadas (clorexidina gel 2% e NaOCI 6%) apresentaram efeitos
semelhantes quando o hidréxido de calcio foi usado como medicacéo intracanal.

Ao avaliarem as bactérias cultiviveis de amostras coletadas de vinte dentes
unitarios obturados com periodontite apical pela contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFC/mL), Barbosa-Ribeiro et. Al., 2020, mostraram que a microbiota de
dentes com infeccdo endodébntica persistente consiste em uma comunidade
polimicrobiana com espécies Gram-positivas e Gram-negativas, bacilos e cocos,
anaerobios facultativos e estritos. E. faecalis e P. gingivalis foram frequentemente
detectados em todas as etapas do retratamento do canal radicular, evidenciando sua
grande resisténcia aos procedimentos endoddnticos. Além disso, os procedimentos
endododnticos foram eficazes na reducdo dos niveis de bactérias dos dentes com
infecgdo endodontica persistente/secundaria.

Barbosa-Ribeiro et al., 2021, coletaram amostras de vinte canais radiculares
infectados, antes do preparo quimico-mecéanico (PQM) (S1), ap6s o PQM (S2) e apés
30 dias de medicacao intracanal (MIC) (S3). Os resultados mostraram que a
microbiota da infecg&o persistente € polimicrobiana com predominéncia de E. faecalis
e P. gingivalis em todas as fases do retratamento endododntico, independentemente

do meétodo utilizado para identificagdo microbiana. Além disso, foi encontrado



41

associacoes entre bactérias especificas e caracteristicas clinicas e radiograficas.

Apesar do hidroxido de calcio ser amplamente utilizado como medicacao
intracanal, certos microorganismos sao ainda detectados, mesmo apos seu uso, Como

Enterococcus faecalis e Candida albicans.

E. faecalis € um coco Gram positivo que possui um mecanismo inibidor da
bomba de protons para tolerar a alcalinidade de Ca(OH)2 . Pode resistir a uma ampla
faixa de pH (pH 11,5), sendo assim resistentes a esta medicacao. Além disso pode
tambem suprimir a atividade dos linfocitos, invadir os tabulos dentinarios, formar

biofilme e se ligar ao colageno presente nos liquidos teciduais.

C. albicans é outro microrganismo que tem sido relatado em periodontite apical
pés-tratamento persistente. Um importante fator de viruléncia de C. albicans é a
capacidade de alternar entre a forma de blastosporo e hifal. Isso permite que ela
invada o tecido hospedeiro e impedindo sua fagocitose pelos macréfagos. O
tigmotropismo permite que C. albicans penetre em profundidade tabulos dentinarios.
C. albicans pode formar biofilme em 48 horas. Pode sobreviver em uma ampla faixa
de pH, em ambiente altamente alcalino (como a do hidroxido de calcio) e condi¢des

ecologicamente adversas, que Ihe permitem causar infeccéo.

2.8 A Importancia do tratamento restaurador no sucesso daterapia endoddntica

Ray e Trope, 1995, investigaram radiograficamente 1010 dentes tratados
endodonticamente e restaurados com material definitivo. Foi avaliada a relagao entre
a qualidade de selamento coronério e da obturacdo endodéntica com a presenca de
evidencias radiograficas de periodontite apical crbnica. As taxas de sucesso
encontradas foram de 30,2% em dentes com restauragcdo coronaria deficiente e de
48,6% de dentes com obturacdo deficiente. As piores taxas de sucesso foram
observadas quando a restauragao insatisfatoria estava associada a uma obturacao
insatisfatoria (18,1%). Os autores concluiram através de seu estudo que o material
obturador presente no SCR ndo é uma barreira eficiente contra a microinfiltracéo,

sendo o selamento coronario um fator critico para o sucesso da terapia endodontica.

Diversos estudos apontam uma relacdo positiva entre o indice de sucesso do
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tratamento endoddntico e uma boa qualidade de obturacdo e selamento coronario
(Ray e Trope 1995; Tronstad et al., 2000; Siqueira et al., 2005; Moreno et al., 2013).
Dessa maneira, sugere-se que o planejamento do tratamento a ser executado deve
ser realizado de maneira reversa, avaliando-se sempre a possibilidade de reabilitacéo
adequada do dente a ser submetido a intervencao endodoéntica. A restauracéo deve
ser finalizada com urgéncia ap0ds o tratamento dos canais radiculares (Siqueira et al.,
2014).

Pinheiro et al., 2003a, relataram a presenca de restauracdes coronarias
deficientes e caries recorrentes em 75% dos dentes indicados a reintervencgao
endodéntica. Os autores ressaltam que a infiltracdo coronaria pode ser um fator
modulatério determinante sobre a comunidade microbiana residente nos casos de

insucesso.

Gomes et al., 2006ab, analisaram a microbiota presente no SCR de 50 dentes
portadores de necrose pulpar e periodontite apical cronica 50 dentes associados as
infec¢des secundarias e periodontite apical crénica. Os autores também relataram alta
prevaléncia de restauracbes coronarias deficientes e ressaltaram o papel da

microinfiltracdo no desenvolvimento e perpetuacdo da doenca periapical.

Siqueira et al., 2005, analisaram o status periapical de 2051 dentes tratados
endodonticamente correlacionado a presenca de periodontite apical crbnica com a
qualidade de obturacdo e selamento coronario do dente analisado. Os autores
relataram que a presenca de um selamento coronario adequado é determinante para
0 sucesso do tratamento endodontico. Dentes com auséncia de selamento coronario
apresentaram lesdes periapicais em 52% dos casos, mesmo quando o tratamento
endodontico apresentava-se adequado. Entretanto, discordando dos achados de Ray
e Trope, 1995, os autores observaram que a qualidade de obturacdo do sistema de
canais radiculares é o fator de maior impacto sobre o indice de sucesso do tratamento

endodontico.

Wang et al.,, 2012, analisaram simultaneamente o contetdo microbiologico de
dentes indicados ao retratamento endoddntico e da saliva. Os autores concluiram que
a cavidade oral é a fonte mais provavel dos microrganismos colonizadores do SCR.

Na maior parte dos casos onde E. faecalis fora encontrado no canal radicular, foi
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também encontrado na saliva, evidenciando uma relacdo entre a presenca do

microrganismo em ambos 0s sitios.

Delboni et al., 2017, avaliaram a diversidade genotipica de E. faecalis isolados de
diversos sitios da cavidade oral (saliva, canal radicular e camara pulpar), em casos
indicados a reintervencdo endodobntica devido ao insucesso do tratamento
endodontico prévio evidenciado pela presenca de periodontite apical crénica atraves
das técnicas moleculares de PCR e AP-PCR. Os autores relataram a detecgéo de 7
diferentes genotipos de E. faecalis. Ressaltaram também que, em 80% dos casos, 0
genotipo detectado na amostra proveniente do SCR também foi detectado em
amostras da camara pulpar ou da saliva do paciente. Concluiram que os genaétipos de
E. faecalis encontrados nos trés sitios estudados da cavidade bucal sdo semelhantes,
ressaltando a teoria de que a microinfiltragdo coronaria possa ocasionar uma
comunicacao entre o SCR e a cavidade oral, sendo uma possivel causa de insucesso

do tratamento endodontico.

Observando a literatura, pode-se observar que, além da realizacdo de um
tratamento endodontico adequado, o tratamento reabilitador definitivo deve ser
realizado logo apds o termino da terapia endodontica, visando inviabilizar o acesso de
microrganismos presentes na cavidade oral ao SCR (Siqueira et al., 2005; Song et al.,
2014; Landys et al., 2015; Delboni et al., 2017).

Revendo a literatura foi observado a necessidade de trabalhos que
verificassem a presenca de Candida spp em dentes com necessidade de retratamento
endodontico nas diversas etapas do tratamento endododontico. A presenca
concomitante de E. faecalis e S. mutans com os achados de Candida tambem deve

ser investigada.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos:

Objetivo Geral

A pesquisa teve como principal objetivo detectar microrganismos
especificos presentes em canais radiculares de dentes com necessidade de
retratamento endodéntico devido a presenca de periodontite apical crénica ou por

motivos protéticos.

Objetivos Especificos

Detectar e comparar tanto nos casos de insucesso do tratamento
endodéntico evidenciados pela presenca da lesdo periapical persistente, como nos
casos de canais radiculares sem lesdo submetidos ao retratamento endodoéntico por

indicagéo protética:

a) A suscetibilidade da microbiota ao preparo quimico-mecéanico e ao uso
de medicacdao intracanal por 30 dias através do Nested- PCR.

b) Detectar através do PCR bactérias como Streptococcus mutans, e
através de Nested-PCR bactérias como Enterococcus faecalis e fungos
como Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei e C. parapsilosis.

c) Correlacionar os resultados laboratoriais com 0s sinais e sintomas

clinicos e achados radiograficos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Autorizacao para realizacao da pesquisa

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP). Para participacao deste estudo, os
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme as

normas vigentes no referido Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres humanos.

4.2 Local da pesquisa

Inicialmente foram analisadas as fichas dos pacientes disponiveis na Area
de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP) dos

Cursos de Atualizacao e Especializacao.

4.3 Selecao dos voluntérios da pesquisa

Foram selecionados apenas os casos de retratamento endodontico, a partir
das fichas com radiografias. Apos avaliacao clinica prévia, 10 dentes com presenca
de leséo periapical e 10 dentes indicados ao retratamento por razes protéticas, foram
incluidos no presente estudo. Fatores que pudessem interferir na microbiota do canal
radicular foram excluidos: tratamento endodéntico inferior a 2 anos; uso de
antifangicos e antibiéticos (< 3 meses); doenca periodontal;, dentes com fratura
radicular; dentes com impossibilidade de isolamento absoluto e introducdo do cone de
papel em seu comprimento de trabalho; e dentes com exposi¢cdo da camara pulpar
em contato com o meio bucal. Deve-se reforcar que todos os pacientes participantes

da pesquisa receberam tratamento endoddntico adequado.

4.4 Exame clinico, aspectos clinicos e radiograficos

Foram anotados dados pessoais dos pacientes tais como idade e género,

historia médica e dentaria (incluindo o tempo que foi realizado o tratamento
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endodontico anterior). Durante o exame clinico foram registradas informacdes sobre
o dente a ser retratado e sua condi¢do atual segundo Pinheiro et al. (2003ab), em
relacdo a qualidade e tipo da restauracdo ou coroa, a presenca de caries, infiltracées
coronérias e fraturas. Quanto a sintomatologia foi verificada a presenca ou auséncia
de dor, natureza da dor, histéria de dor prévia, dor a percussao (horizontal e vertical)
e a palpacéao. Dados como: presenca ou auséncia de edema dos tecidos periapicais,
fistulas, mobilidade dental e bolsa periodontal também foram avaliados. No processo
de coleta o aspecto fisico do canal radicular também foi registrado.

Todas essas caracteristicas clinicas referentes ao dente investigado foram
devidamente relatas na ficha clinica de cada paciente. Na radiografia periapical foram

avaliados os seguintes aspectos:

a. Presenca de imagem de céarie sob a restauracdo sugerindo uma
infiltracdo coronéria. Restauracdo boa quando bem adaptada, e ruim
guando ha falhas na margem e presenca de espacos vazios entre o

material restaurador e o substrato;

b. Limite da obturacdo dos canais radiculares, divididos em intervalos de <

2 mm e > 2 mm do apice e sobre-obturados;

c. Qualidade do tratamento endodontico: considerado bom quando a guta-
percha estiver bem compactada e nédo se observar areas radiollcidas
na obturacdo ou entre o material obturador e a parede do canal, com
limite da obturacdo entre 0-2 mm do &pice. Considerado ruim quando
houver a presenca de falhas radiollcidas na obturacdo, guta-percha
mal compactada, indicando um selamento deficiente ou espacos vazios
na obturagcao ou entre o material obturador e a parede do canal, ou com
limite da obturacdo maior que 2 mm do apice radiogréfico;

d. Presenca e tamanho da lesdo periapical relacionado ao dente tratado

endodonticamente (£ 5 mm e > 5 mm);
e. Presenca ou auséncia de pino intra-radicular;
f. Espaco entre o pino e 0 material obturador medido em mm;

g. Presenca ou auséncia de protese definitiva ou provisoria.



47

4.5 Coletas das amostras

As coletas clinicas dos canais radiculares foram realizadas na Clinica de
Especializacdo da FOP/UNICAMP, e as amostras processadas no Laboratorio de
Microbiologia Endodéntica. Foram coletadas amostras iniciais, ap0s 0 preparo
guimico-mecanico e apdés a medicacdo intracanal dos canais radiculares. Parte do
meétodo que foi utilizado neste estudo ja foi descrito previamente em detalhes por
Gomes et al. (1994a,b; 1996) e Vianna et al. (2008).

4.6 Detalhamento das coletas

4.6.1 Coletas microbioldgicas (CM)

Para as coletas microbiolégicas, 2 cones de papel absorvente esterilizados,
um de cada vez, foram introduzidos no interior dos canais, permanecendo em posi¢ao
por 60s. Estes foram transferidos para um tubo contendo 1,0 mL de Tris Buffer, que

foi congelado em freezer -20°C para anélise molecular (CM).

4.7 Procedimentos iniciais

Antes da intervengéo, foi realizada a descontaminacéao da face externa do
paciente com clorexidina 2% gel e anestesia local na regido do dente envolvido. O
dente objeto da pesquisa recebeu um polimento coronario com pedra pomes, seguido
de isolamento absoluto com vedamento da interface coroa-lencol com auxilio do
cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sdo Paulo, SP) para evitar uma possivel
infiltracdo salivar. Posteriormente, foi finalizada a desinfeccdo do campo operatério,
gue compreende a descontaminacao do grampo, lencol de borracha, arco e da por¢cao
coronaria do dente com swabs estéreis e umedecidos, em agua oxigenada 30% (v/v),
NaOCI 2,5% por 30 segundos cada e subsequente neutralizagdo com solugéo estéril

de tiosulfato de sodio 5%.

A abertura coronaria foi realizada em alta rotagcdo com sistema de irrigacao

do equipo fechado, dessa forma para reduzir o aquecimento da ponta esférica
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diamantada (#1012, #1014 ou #1016) foi utilizado soro fisiolégico 0,9% estéril. Ao
adquirir a forma de contorno e conveniéncia da abertura coronaria, utilizando a broca
tronco-conica #3082, o campo operatorio e a camara pulpar foram descontaminados

novamente, com as mesmas solugdes descritas anteriormente, e neutralizados.

4.8 Procedimentos endoddnticos e coleta das amostras

4.8.1 Primeira sessdo de atendimento

Finalizada a abertura coronaria, foi realizada a remocao da guta percha
sem solventes, utilizando lima Reciproc R25 (VDW, Munich, Germany). Quando uma
lima K #15 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica) alcangcou o comprimento do canal
radicular determinado na radiografia pré-operatéria, foi utilizado o localizador apical
(Novapex, Forum Technologies, Rishon le-zion, Israel) para confirmar a paténcia
(desobstrucao apical) e obter o comprimento de trabalho equivalente a posicéo zero
no localizador apical. Com auxilio do microscépio clinico (Opto Eletronica S.A., Séao
Carlos, SP) e uma tomada radiogréafica periapical foi verificada a remocéo do material

obturador.

Foi realizada, entdo, a primeira coleta microbiol6gica (CM1). Em casos de
dentes bi ou trirradiculares a coleta foi realizada no canal radicular mais amplo, de

maneira a confinar o exame microbiolégico em um Unico ambiente ecoldgico.

O PQM em todos os dentes foi realizado utilizando a lima R40 do sistema
Reciproc (VDW, Munich, Germany), montada em motor VDW Gold (VDW, Munich,
Germany), seguindo as recomendacbes do fabricante. Durante todo o preparo
guimico-mecanico foi utilizada clorexidina 2% gel como substancia quimica auxiliar e
abundante irrigacdo com soro fisioldgico 0,9%, uma lima de pequeno calibre foi
utilizada para manter a paténcia do canal. Apos a instrumentacao, foi confirmado a
paténcia com a LAF e os canais foram irrigados com clorexidina 2% gel e soro
fisioldgico. Foram inseridos 5,0 ml de EDTA 17% no interior do canal radicular por 3

minutos sob agitacao ultra-sénica com a finalidade de remover a camada residual.

Apos a finalizagao do preparo quimico mecanico, os canais foram irrigados
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com 5 mL de agua destilada estéril/apirogénica e 5 mL de solucdo Tween a 0,5% +
lecitina de soja a 0,07%, (neutralizante especifico da clorexidina) por 60 s, e somente
entdo foi realizada a segunda coleta, microbiolégica (CM2). Ap6s o término das
coletas, os canais foram preenchidos com medicagédo intracanal composta por
hidroxido de célcio e clorexidina 2% gel. Posteriormente as cavidades de acesso

foram restauradas com resina composta.

4.8.2 Sequnda sessdo de atendimento

Apés 30 dias da instrumentacdo inicial, a MIC foi removida utilizando dgua
destilada estéril/apirogénica e as ultimas coletas foram realizadas (CM3), seguindo o
descrito anteriormente. Todas as coletas estdo resumidas na tabela 1. Os dentes
foram, entdo, re-instrumentados, secos e obturados. Na embocadura do canal
radicular foi colocado um plug de aproximadamente 2 mm de Coltosol e em seguida

os dentes foram restaurados com resina composta.

Tabela 1 - Resumo das amostras realizadas ao longo dos procedimentos endoddnticos e
suas respectivas siglas

Quantidade Coletas
Amostras pontas de papel Altura da coleta 12 Sesséao 22 Sessdo
absorvente Inicial  PQM MIC
Microbiologica 2 Forame apical CM1 CM2  CM3

(molecular)

4.9 Processamentos laboratoriais

4.9.1 Fluxograma Metodolégico

As etapas de desenvolvimento deste projeto podem ser visualizadas no

fluxograma metodoldgico abaixo:
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de ferramentas de l'
Bioinformdtica

Vadlidagdo das condicdes de !
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'L (gel de agarose). I :_ clinicas coletadas. |

4.9.2. Selecao de primers para deteccao de Candida spp., Streptococcus mutans e

Enterococcus faecalis

4.9.2.1. Selecdo de oligos depositados na literatura

Para selecdo de primers (oligos) foi realizada uma busca sistemica na
literatura em duas etapas:

A primeira etapa foi a busca nas plataformas PubMed, Biblioteca Virtual de
saude (BVS), e Medline. Usando o descritor, em inglés:“ Detection of Candida spp. by
PCR in clinical samples”, “Detection of Candida spp. by nested PCR in clinical
samples”, “Detection of Streptococcus mutans by PCR in root canals 7, “Detection of
Streptococcus mutans by nested PCR in root canals” e “Detection of Streptococcus
mutans by nested PCR in clinical samples”, em portugués: “Deteccédo de Candida spp.
por PCR em amostras clinicas”, “Detecgao de Streptococcus mutans por PCR em
canais radiculares”. Nao houve filtro de recorte temporal, pois a técnica de PCR

apresenta ampla aplicacdo desde de sua criacao.

Apés a obtencéo do resultado de busca, foi feita a leitura de titulo e resumo

de todos os estudos. Como critérios de inclusdo os trabalhos deveriam citar a

sequéncia dos primers de deteccédo, tamanho de amplicon e bem como as condi¢des
de amplificacdo do gene por PCR, descritas de forma completa e detalhada. J& como
critérios de exclusado: estudos que néo apresentavam informacgdes parciais, ou que se

tratasse de outras técnicas de biologia molecular como PCR em tempo real.

Considerando as palavras chaves descritas acima foram encontradas 134
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publicacdes cientifica para Candida spp. Apos a leitura dos resumos e da metodologia,
considerando nossos critérios de incluséo (presenca da sequéncia de nucleotideos do
primer, tamanho do amplicon e condi¢cdes de amplificacdo) um total de cinco artigos
se encaixaram, sendo que trés consistiam em primers para deteccédo de Candida por

PCR tradicional e dois por nested PCR como pode ser visto na tabela 2.

Por PCR tradicional foram encontrados primers para C. albicans, C.
dubliniensis e C. tropicalis (Baumgartner et al., 2000; Donnelly et al., 1999; Kang et
al., 2008).

Para o Nested-PCR, tendo o 18S rRNA como primer universal (primeira
amplificacdo) encontramos primers especificos para C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei (Haynes e Westerneng, 1996). Adicionalmente foram
desenhados 6ligos complementares e especificos para C.dubliniensis e C. tropicalis
descrito no item 4.9.3 , utilizando a regido 18S, contudo nao conseguimos detectar

essas espécies.

A partir do descrito acima, uma outra busca literaria foi realizada visando
identificar a regido mais adequada para a deteccao de C.dubliniensis e C. tropicalis.
A partir de um estudo de clinica médica realizado por Than et al. (2012) observamos
gue a subunidade ribossomal (ITs) e primers completamentares (segunda reacéo)
para C.dubliniensis e C. tropicalis eram os mais adequados para identificacao destas

espécies.
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Primers (PCR) — Deteccéo direta

Primers Sequence P.roduct T melting °C  |Reference
size (bp)
C. albicans E”mer 5' CGATTCAGGGGAGGTAGTGAC 3,00 »-e 55 (Baumgartn
18S 1-RNA Primer 5 GGTTCGCCATAAATGGCTACCAG bp eretal,
gene R 3 55 2000b)
E”mer 5 GTATTTGTCGTTCCCCTTTC 3’ 52 (Donnelly et
C. dubliniensis Primer 251-270 bp al 1999{3)
R 5 GTGTTGTGTGCACTAACGTC 3’ 52 .
PriMer 5 ATTGGCAACTGAGGTAGA 3’ 60
L F (Kang et al.,
C. tropicalis Primer 324 bp »008h)
R 5 CCCCAAATTGTCTAATGCAC 3’
Primers Nested -PCR (regido 18S rRNA)
. 5
E”mer GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 64
Yeast Universal 3 600-640
g”mer 5 GGTCCGTGTTTCAAGACG 3’ 64
C. albicans Primer 5 1 TGGAGCGGCAGGATAATGG 3’ 156 64 (Haynes and
F Westerneng,
C. glabrata PMer 5 GTTTTGCGCCCCTTGCCTCT 3 217 64 1996)
C. parapsilosis E”mer 5 GCGGTAGGATAAGTGCAC 3’ 139 64
C. krusei E”mer 5 GACATGGGAATCGCGCACCG 3’ 226 64
Primers Nested -PCR (regido ITs rRNA)
Universal ITs1 ~ P"Me" 5 1CCGTAGGTGAACCTGCGG 3 165 60 .
F (White et al.,
Universal ITS 4 g”mer 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 159 60 1990)
C. dubliniensis Primer , ,
Cdub18) c 5 CTAAGCCATTGTCAAGCATCTC 3 412 60 (Than et al.
Primer 5 TTTTTGGATAAACCTAAGTCGCT 370 50 2012)

C. tropicalis (Ct3) =

3

Em relacdo ao Streptococccus mutans foram identificadas 43 publicacGes

cientificas e somente trés artigos foram incluidos, sendo que todos estes utilizaram o

primer descrito por Chen et. al ( 2007), utilizando PCR tradicional.

Tabela 3 - Primers para detec¢éo de S. mutans

Primers PCR
Product
Primers Sequence size T melting °C Reference
(bp)
Sm479F Primer F  5-TCGCGAAAAAGATAAACAAACA-3’ 500 65 (Chen etal.,
Sm479R PrimerR  5-GCCCCTTCACAGTTGGTTAG-3 65 2007)
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4.9.2.2. Estudo in-silico para desenho de 6ligos especificos para Candida spp

Com intuito de complementar as pesquisas realizadas por Haynes e
Westerneng (2000) utilizando Nested PCR, desenhamos oligos complementares para
C. dubliniensis e C. tropicalis, espécies estas que nao constavam neste artigo,

A busca de sequéncias referéncia de genes marcadores para Candida se
deu no Genbank do National Center for Biotechnology Information (NCBI)(Brown et al.
2015). Na guia RefSeq Home, utilizou-se a expresséo “Candida 18S” como palavra-
chave. As cepas resultantes desta busca foram selecionadas, de modo que houvesse
representantes de diversos estudos clinicos. O total foi de 5 a 10 cepas, exibidas no
formato Genbank. Estas foram convertidas para o formato FASTA Text no préprio

sistema do banco de dados e realizado o Download.

As sequéncias foram agrupadas e exportadas para um software de edicao
de textos simples (bloco de notas do sistema operacional Windows), dando origem a
bancos de sequéncias, um contendo as sequencias para cada espécie citada acima.
Cada uma foi devidamente identificada com o local de origem, seu respectivo codigo
de identificacdo no GenBank. Para o alinhamento, foi utilizado o software Bioedit, onde
se criou um documento novo de alinhamento de DNA, e adicionado os dois bancos
de sequéncias resultantes do passo anterior. O algoritmo utilizado foi o Clustal W
(Thompson et al. 1994) contido no proprio software, que realiza alinhamento do tipo
Multiplo global. Por meio do alinhamento foram analisadas as regifes quanto a sua
conservacgao ou variabilidade. As regibes semelhantes em ambos os tipos de Candida
(consensus) serviram para o desenho de primers que diferenciassem os genétipos.
Os primers foram selecionados observando alguns parametros como critérios de
inclusdo ou exclusdo. A regido escolhida deveria apresentar cerca de 20 nucleotideos
e uma boa distribuicdo de bases guanina e citosina, no maximo 60% para evitar a
elevacdo da temperatura de anelamento e dissociacdo. As regides com muitas
adeninas e timinas também foram evitadas para ndo haver a redugéo desses mesmos

parametros.

A validacao final foi feita com uso da ferramenta online Netprimer. Foi
verificada a possivel formagéo de self dimeros, hetero-dimeros e hairpin. Na analise

de dimeros, os primers ndo poderiam apresentar energia livre de Gibbs abaixo de -9
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kcal/mole-1, ou muitas bases complementares. Na analise de Hairpin, além dos
valores de Delta G, foi verificada a temperatura de melting que possibilitasse o auto
anelamento, ndo sendo recomendado valores inferiores que 50°. A Tmelting foi
calculada estimando-se que os valores entre cada par de primers fossem proximos,

visando posteriormente estabelecer uma média na padronizacao da PCR.

As temperaturas nao poderiam ser muito divergentes, sendo que no caso
de alta variacdo, foram excluidas ou acrescentadas algumas bases na sequéncia do

primer, até se obter um resultado satisfatorio.

Os iniciadores foram desenhados propondo sua utilizacdo em duas PCRs
(Nested PCR). Nal? PCR utiliza-se os primers Yeast universal (Haynes and
Westerneng, 1996a) que amplificam um fragmento de 600-640 pares de base. O
fragmento resultante desta etapa é submetido a 22PCR, uma Semi-Nested, onde
mantém-se o primerR (637-654 bp), e acrescenta-se o primer F correspondente a
espécie de Candida. O uso de primers sense distintos para cada variante, permite a
diferenciagao por meio de diferentes tamanhos de fragmentos, possibilitando assim a
genotipagem de fungos em dados metagendmicos.

Tabela 4 - Primers complementares da regidao 18S especificos para C.dubliniensis e C. tropicalis

considerando a metodologia descrita por Haynes e Westerneng (1996)

Primers Finais Nested (PCR)

Product [T melting °C

Primers Sequence size (bp) Reference
Primer 5 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGS' 64 (Haynes and
Yeast F
Universal Primer 600-640 Westerneng,
R 5GGTCCGTGTTTCAAGACG3’ 64 1996a)
c. . Pmer  rGCCTTTGATGTTGACGAGS' 165 64 BPFA
dubliniensis* F
C. tropicalis * E“mer 5GGGTCCTGTGCAACTGATTTS’ 159 64 BPFA

*Os primes descritos ndo apresentaram resultados satisfatérios para Nested-PCR com DNA de amostras

clinicas
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4.9.2.3. Obtencao de amostras de DNA das cepas de referéncia

Para a realizacdo dos ensaios de PCR foram utilizadas amostras de DNA
gendmico de Candida spp. incluindo C. albicans (ATCC 63242), C. dubliniensis (ATCC
MYA 646), C. glabrata (BG-2), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 22019),
C. tropicalis (ATCC MYA-3404) e Streptococcus mutans (UA 159). O DNA gendémico
destes microrganismos foi utilizado para as avaliagdes de especificidade dos primers

selecionados e desenhados para essa pesquisa.

4.9.2.4. Determinacdo da especificidade de primers e condicdes para a reacdo de
PCR

Além da avaliacédo executada por meio do BLAST (GenBank) e Netprimers,
a especificidade dos primers foi complementada com a realizagdo dos ensaios de
PCR testando as amostras de DNA gendmico dos microrganismos citados no item
4.9.4. Para tais reacdes empregou-se a combinacdo de primers definidos como

espécie- especificos.

A partir do protocolo de amplificagcdo definido como padréo, foram
executadas reacdes de PCR como testes de otimizacao, visando avaliar diferentes
concentracfes de reagentes e ciclos de amplificacdo, seguindo a literatura descrita
(Baumgartner et al., 2000; Chen et al., 2007; Haynes e Westerneng, 1996a; Kumar et
al., 2003; Than et al., 2012; White et al., 1990)

Os testes de otimizacao, a partir do protocolo de PCR estabelecido como
padrdo, incluiram avaliacbes sobre diferentes concentracbes de MgClz, de
temperaturas de anelamento, tempos de cada etapa de um ciclo de amplificacédo e de

numero de ciclos.

Para a otimizacdo da concentracdo do MgClz, foi definido como primeiro
teste uma concentracéo final de 0,5 mM, um segundo teste na concentracao final de
1,0 mM, e finalmente, para um terceiro teste, 1,5 mM, mantendo-se todas as
concentragcbes e quantidades dos demais reagentes do protocolo padréo, apenas
ajustando o volume de agua ultrapura esterilizada para o volume final de mix de 25
ML.
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4.9.2.5. Validacdo dos primers em controles e amostras clinicas

Os pares de primers considerados espécies especificas apresentados na
tabela 2 bem como os primers de Nested- PCR descrito por Haynes e Westerneng,
(1996) apresentaram resultados positivos na amplificacdo dos controles positivos
utilizando PCR tradicional e Nested-PCR (Baumgartner et al., 2000; Donnelly et al.,
1999; Haynes and Westerneng, 1996). Contudo para as amostras coletadas de
pacientes ndo houve o mesmo resultado, pois estas apresentam uma quantidade

diminuta de acidos nucleicos.

Considerando a fragilidade e baixa concentracdo de material genético,
recorremos ao protocolo de Nested -PCR utilizando as sondas e condi¢cdes de PCR
de Haynes e Westerneng, (1996). Nesta metodologia obtivemos sucesso na
amplificagéo tanto para os controles, quanto para as amostras de pacientes. A
amplificacéo do fragmento alvo de 150 -220 pb a partir do DNA gendmico das espécies

de Candida corroborou com os achados de Haynes e Westerneng (2000).

Os primers desenhados e otimizados por Haynes e Westerneng (1996)
foram elaborados e desenhados com base na regido 18S e regides especificas de C.
albicans, C. glabrata , C. krusei e C. parapsilosis. Contudo buscamos identificar C.
tropicalis e C. dubliniensis, que se mostraram presentes em estudos proteémicos de

casos de insucesso endodoéntico (Francisco et al., 2019).

No intuito de desenhar primers que complementassem os estudos de
Haynes e Westerneng (1996), recorremos a sequencias depositadas no GenBank,
referente ao 18S rRNA de C. tropicalis e C. dubliniensis. Porém a falta de informacéao
guanto a regido da seugéncia do primer universal impossibilitou o processo de selecao
dos primers e a subsequente avaliacao pelo BLAST. Apesar da dificuldade realizamos
o desenho de primers com sequencias depositadas no NCBI, porém néo obtivemos
sucesso com o nested PCRs para essas duas espécies. Assim ndao pudemos concluir

0 processamento destas 2 especies de Candida

Como alternativa recorremos a primers que tem como referéncia a regiao
ITs (Than et al.,, 2012; White et al., 1990), obtendo resultado positivo para a
prospeccao de C. tropicalis e C. dubliniensis. Regides varidveis do DNAr (regido ITS:

Regides transcritas internamente) ou outros genes (calmodulina, B-tubulina, actina,
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TEF-1a) podem ser utilizadas para estabelecer relagdes filogenéticas entre diferentes

grupos fungicos

Os resultados obtidos foram satisfatérios no processo de avaliacdo da
especificidade dos primers. O fato de obtermos uma série de alternativas para
prospeccao de Candida spp. apresenta-se como uma vantagem para estudos nessa

linha na area de Endodontia.

Para deteccéo de E. faecalis e S. mutans foram utilizados primers espécie-
especificos padronizados anteriormente em nosso laboratério (Gomes et al.
2005,2006, 2008; Barbosa-Ribeiro et al. 2020, Lima et al. 2021)

4.9.3. Deteccdo de Candida ssp. por meio de Nested PCR em amostras clinicas e

controles
O Nested-PCR consiste em duas etapas:

* Primeira amplificagdo: Os iniciadores foram desenhados propondo sua,
utilizacdo em duas PCRs. Na 12 PCR foi utilizado os primers Yeast universal (Haynes;
Westerneng, 1996) que amplificam um fragmento de 600-640 pares de base. As
condi¢cbes de amplificacdo, bem como as etapas de ciclagem foram realizadas como

o descrito por Haynes e Westerneng (1996).

Os Produtos da reacédo da PCR foram analisados pelo gel eletroforético de
agarose 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampé&o de Tris-borato EDTA
(pH 8,0) (TBE) corado com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen®, S&o Paulo, SP,
Brasil), com um padréo de peso molecular de 1Kb (DNA ladder, Invitrogen® - Life
Technology do Brasil). Ap6s o término de cada corrida (60 volts por 40 min), as bandas
foram observadas com transiluminador de luz ultravioleta. A identificagao positiva ou
negativa foi baseada na presenca de bandas integras correspondente ao peso

molecular esperado.

» Segunda amplificacédo: O fragmento resultante desta etapa é submetido a
22PCR, uma Semi-Nested, onde mantém-se o primer R (637-654 bp), e acrescenta-
se o primer F correspondente a espécie de Candida. O uso de primers sense distintos

para cada variante, permite a diferenciacdo, por meio de diferentes tamanhos de
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fragmentos, possibilitando assim a genotipagem de fungos em dados metagendémicos.

Também foram investigadas as espécies: Candida albicans, Candida

glabrata, Candida parapsilosis e C. krusei.

Os controles positivos das reagfes foram compostos por cepas de
referéncia de Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis e C. krusei,
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Baltimore, MD, EUA).

4.9.4. Deteccdo de Streptococcus mutans por PCR e Enterococcus faecalis por meio
de Nested PCR

4.9.4.1. Deteccédo de Streptococcus mutans por PCR

» Primeira amplificacdo: A regido que abrange o gene 16S e 23S rRNA é

amplificada através dos Primers Universais abaixo listados:
Univ Forward (785) 16S 5° GGATTAGATACCCTGGTAGTC &
Univ Reverse (L422) 23S 5 GGAGTATTTAGCTT 3

A primeira amplificacdo das amostras foi processada para volume final de
50 pL para cada amostra contendo 5 uL de tampao para reagao de PCR (10x Reaction
Buffer, Invitrogen, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil); S5uyL de uma mistura de
deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM) (dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil); 6 yL de solugdo de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCI2, Invitrogen, Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugdo 100 uM de Primer Forward (20 mM)
(Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugéo 100 uM de Primer
Reverse (20 mM) (Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 29,3 pL de agua ultrapura
livre de DNAase e RNAase; 0,25 uL da enzima Tag DNA Polimerase (Taq Platinum,
Invitrogen, S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil) e 2 yL de DNA extraido da amostra coletada
do canal radicular.

As etapas iniciais da Primeira Amplificagcdo (FILE 11) do ciclo de PCR
compreende uma desnaturacgao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturacéo (94°C,

1 min), anelamento (42°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min); seguidos de uma extensao
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final (72°C, 10 minutos). Os Produtos da reacdo da PCR foram analisados pelo gel
eletroforético de agarose 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampéao de
Tris-borato EDTA (pH 8,0) (TBE) corado com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen®,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), com um padrdo de peso molecular de 100 bp (DNA ladder,
Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Apds o término de cada corrida (60 volts por
40 min), as bandas foram observadas com transiluminador de luz ultravioleta. A
identificacdo positiva ou negativa foi baseada na presenca de bandas integras e com
tamanho e peso molecular esperado.

4.9.4.2. Deteccéao de Enterococcus faecalis por Nested-PCR

As extracdes de DNA das amostras foram realizadas com o QIA amp DNA
kit (QYAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrucées do fabricante. Apos
extracdo, foi realizada a leitura da concentracdo de DNA presente nas amostras
coletadas dos canais radiculares a 260 nm através de espectrofotometria (Nanodrop
2000; Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

O Nested-PCR consiste em duas etapas. a) Primeira amplificagéo: A regido
que abrange o gene 16S e 23S rRNA é amplificada através dos Primers Universais

abaixo listados:
Univ Forward (785) 16S 5° GGATTAGATACCCTGGTAGTC 3’ (FILE 11)
Univ Reverse (L422) 23S 5 GGAGTATTTAGCTT 3’ (FILE 11)

a) Segunda amplificacdo: Utilizando primers especificos (16S) + L189 R
(23S)

As reacdes de PCR para a primeira amplificacdo foram processadas na
quantidade total de 50 uL para cada amostra contendo 5 uL de tampao para reacao
de PCR (10x Reaction Buffer, Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 5uL de uma
mistura de deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM) (dNTPs, Invitrogen, S&o Paulo,
Sao Paulo, Brasil); 6 yL de solugdo de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCI2,
Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,25 yL de uma solugéo 100 uM de Primer
Forward (20 mM) (Invitrogen, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil); 1,25 yL de uma solugéo
100 uM de Primer Reverse (20 mM) (Invitrogen, Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 29,3
ML de agua ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,25 uL da enzima Taq DNA



60

Polimerase (Tag Platinum, Invitrogen, Sado Paulo, S&o Paulo, Brasil) e 2 uL de DNA

extraido da amostra coletada do canal radicular.

As etapas iniciais da Primeira Amplificagcdo (FILE 11) do ciclo de PCR
compreende uma desnaturacgdao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturacéo (94°C,
1 min), anelamento (42°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min); seguidos de uma extensao
final (72°C, 10 minutos).

Produtos da reacdo da PCR foram analisados pelo gel eletroforético de
agarose 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampé&o de Tris-borato EDTA
(pH 8,0) (TBE) corado com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen®, Sédo Paulo, SP,

Brasil).

Foi incluido em cada gel um padrdo de peso molecular de 100 bp (DNA
ladder, Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Apds o término de cada corrida (60
volts por 40 min), as bandas foram observadas com transiluminador de luz ultravioleta.
A identificacdo positiva ou negativa foi baseada na presenca de bandas limpas do

esperado tamanho da molécula na altura do fragmento.

Verificado o sucesso da reacao universal, uma aliquota do produto dessa
reacao foi utilizada para realizacdo de outra reacdo PCR, agora usando um primer
espécie-especifico forward (16S) juntamente com o L189R (23S) (SEGUNDA
AMPLIFICACAO).

As cepas de bactérias de referéncia usadas neste estudo foram adquiridas
da American Type Culture Collection (ATCC, Baltimore, MD, EUA) e séo listadas a

seguir: Enterococcus faecalis (ATCC 4034

Especificidade dos primers de PCR: Os primers espécie-especificos na

regido codificadora do rDNA 16S foram selecionados com base na investigacao
anterior de bactérias endodonticas por clonagem e sequenciamento do gene 16S
bacteriano (Gomes et al.,, 2004) e em sequéncias disponiveis no GenBank. A
especificidade das espécies foi ainda confirmada por sequenciacdo de pelo menos
um produto de PCR de uma amostra clinica para o iniciador especifico em um
sequenciador automatico ABI Prism 310 (AME Bioscience Ltd, London UK) conforme

descrito por Rumpf et al., 1999.
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As etapas finais (FILE 12) do ciclo de PCR compreenderam 27 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (52°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min). Para
essa etapa final, foram utilizados os reagentes nas mesmas concentracdes da

primeira reagéo FILE 11.

Os amplicons resultantes do PCR foram incluidos em eletroforese em gel
de agarose a 1% e corados com uma mistura de EZ-vision e tamp&o de carregamento
10x Blue Juice diluido individualmente em cada produto. Um padrdo de peso
molecular de escada de DNA de 100 pb foi incluido nos géis. Os produtos foram

analisados sob transiluminacao ultravioleta.

Tabela 5 - Sequéncias dos primer espécie-especifico utilizados nas reacdes de PCR

Bacteria Primer Ciclo

Enterococcus faecalis GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA File 12

4.95. Forma de analise dos resultados

As etapas metodolégicas foram analisadas tendo como recursos
ferramentas on-line e protocolos determinados pelo laboratério de Endodontia da FOP

—Unicamp e especificamente definidos para cada etapa como sera descrito abaixo:

» Desenho de primers: para o desenho de 6ligos foram utilizados diversos
bancos de dados disponiveis on-line (gratuito) como por exemplo: GenBank (Park et
al., 2012), BioEdit, ClustalW (Thompson et al., 1994) e Primer3 (Rozen and Skaletsky,
1999) e NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com ). Os alinhamentos que foram
realizados por meio do ClustalW, foram representados a partir de recursos graficos da
plataforma Bioedit, as regides conservadas as quais o primers se alinham foram
coloridas com base nos recursos das ferramentas descritas acima. Apos a escolha
dos dligos foi realizada uma etapa de validacdo por meio de uma PCR in-silico no

software NetPrimer.

» Detecgao de Candida ssp, Streptococus mutans e Enterococcus faecalis:
A presenca e auséncia de diferentes genotipos de Candida ssp e Streptococcus
mutans, foi avaliada por presenga e auséncia de bandas em gel de agarose 1%. Os

dados de presenca e auséncia foram tabulados e submetidos a uma analise de
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clusterizagdo na ferramenta estatistica PAST (Hammer, @yvind et al., 2001)e serédo
visualizados na forma de dendrogramas hierarquicos. A presenca e auséncia de
bandas nos estudos de Nested -PCR, foi convertida em uma matriz que considerou
zero para auséncia e um para presenca de bandas, ou seja, de produto amplificado.
Essa matriz foi submetida a uma analise de correlacédo estatistica com o software
SPSS 23 (SPSS Inc.Chicago, IL, USA). A normalidade dos dados quantitativos foi

averiguada atraves do teste de Shapiro-Wilk.

* A comparacao da idade entre os grupos foi realizada através do teste T
de Student. Correla¢gdes entre sinais e sintomas foram avaliados através do Teste
exato de Fischer. O mesmo teste também foi utilizado para se avaliar a presenca de
correlacao entre a presenca de espécies bacterianas especificas no interior do canal
radicular e a presenca de sinais e sintomas clinicos e radiogréficos, a presenca de
correlacdo na existéncia simultanea de duas espécies bacterianas e a presenca de
correlacdo entre pares de bactérias e sinais e sintomas clinicos e radiogréaficos

encontrados nos pacientes.

*Teste de McNemar foi utilizado para comparacgéao entre as frequéncias dos

microrganismos detectados durante os trés tempos de coleta realizados.

* A hipétese de que se existiam diferencas entre a carga microbiana

detectada nos grupos CL e SL foi averiguada pelo teste de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais dos casos selecionados no estudo

Neste presente estudo foram analisadas 20 amostras de pacientes com a
faixa de idade de 30 a 69 anos, com a média de idade de 48,5 anos, 15 (75%)
pacientes do sexo feminino e 5 (25%) do sexo masculino. Destes 20 pacientes
participantes, 10 se incluiram no grupo que eram indicados para retratamento por
apresentarem periodontite apical crénica (CL) e outros 10 pacientes que necessitavam
de retratamento por motivos protético, onde se encontravam sem lesdo periapical
(SL).O quadro clinico dos mesmos ndo apresentavam dor . A média dos tratamentos
endodonticos anteriores realizados nestes pacientes foi de 9,8anos. Os dentes/ sinais
e sintomas clinicos e radiograficos que foram incluidos na pesquisa estdo presentes

nas Tabelas 5, 6 e 7 constituindo-se de 10 unirradiculares e 10 multirradiculares.

5.2 Sinais clinicos e radiograficos dos casos indicados ao retratamento pela

presenca de periodontite apical crénica (Grupa- CL)

Os dentes incluidos neste grupo foram 10 dentes com necessidade de
retratamento por apresentarem periodontite apical crbénica pos tratamento
endodontico anterior. A faixa de idade dos pacientes foi de 30 a 69 anos com uma
média de idade de 49,1 anos, destes 9 ( 90%) eram do sexo feminino e 1 (10%) era
do sexo masculino. Foram incluidos neste grupo, 6 dentes unirradiculares (60%) e 4
dentes multirradiculares (40%). A média de tempo decorrido desde o tratamento
anterior foi de 10,3 anos, sendo o tempo maximo encontrado de 30 anos e o tempo
minimo encontrado de 2 anos. Nenhum destes pacientes apresentou dor a palpacao;
edema facial, fistula ou exsudato no interior do sistema de canais apés a desobturacao
do conduto. Porém todos apresentavam lesdo periapical, essas variavam entre 1 e
5,6 mm, (média de 3,25mm) sendo 2 (20%) menores que 2mm, 6 (60%) com lesdes
entre 2 e 5mm e 2 (20%) com lesbes maiores que 5mm. Os casos apresentaram
profundidade de sondagem entre 1mm e 3mm, sendo assim, dentes com
profundidade de sondagem maior que 3mm foram excluidos do estudo.A gqueixa
estética do dente (restauracdo) se apresentou em 6 casos (60%). Ja a qualidade de

obturacéo boa se apresentou em apenas 2 casos (20%), a qualidades de obturacao
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ruim se apresentou em 8 casos (80%) e limite apical bom em apenas 2 casos (20%).
Os dados completos do sinais clinicos e radiograficos referente a cada paciente

estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 6 - Descricdo das caracteristicas clinicas e radiograficas detectadas nos pacientes pertencentes ao grupo portador de periododntite apical crénica (CL)

SINTOMATOLOGIA

Paciente IDADE DENTE SEXO DA DP DE PERC PALP SE EDM FIST EXSU LP TML TTA QE QOB QOR LAPB
52 46 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 3,2 3 Ausente Ausente Presente Ausente

2 30 35 Feminino Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 4 4 Ausente Ausente Presente Ausente
3 52 25 Masculino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 1 16 Ausente Ausente Presente Ausente
4 39 45 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 5,6 8 Presente Presente Ausente Presente
5 44 25 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 1 Ausente Ausente Presente Ausente
6 38 11 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 2,1 Presente Presente Ausente Presente
7 63 23 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 3,1 15 Presente Ausente Presente Ausente
8 48 36 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 5 10 Presente Ausente Presente Ausente
9 69 22 Feminino Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Presente 5,5 30 Presente Ausente Presente Ausente
10 56 35 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente 2 10 Presente Ausente Presente Presente

Legenda: DA (dor atual); DP (dor prévea); DE (dor espontanea); PERC (percusséo); PALP (palpacao);SE (sintomatologia estimulada) EDM (edema); FIST (fistula); EX (exsudato); LP (Les&o periapical);
TML( Tamanho da leséo); TTA(Tempo do tratamento anterior); QE( Questéo estética); QOB (Qualidade de obturacéo boa); QOR (Qualidade de obturagdo ruim); LAPB (Limite apical bom).
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5.3 Sinais clinicos e radiograficos dos casos indicados ao retratamento
somente por motivo protético, livres de qualquer alteracdo periapical
(Grupo- SL)

Os dentes incluidos neste grupo foram 10 dentes com necessidade de
retratamento somente por motivo protético, livres de qualquer alteracdo periapical. A
faixa de idade dos pacientes foi de 35 a 61 anos com uma média de idade de 47,9
anos, destes 6 (60%) eram do sexo feminino e 4 (40%) era do sexo masculino. Foram
incluidos neste grupo, 4 dentes unirradiculares (40%) e 6 dentes multirradiculares
(60%). A média de tempo decorrido desde o tratamento anterior foi de 9,3 anos, sendo
0 tempo maximo encontrado de 22 anos e o tempo minimo encontrado de 2
anos.Nenhum destes pacientes apresentou dor ao teste de percusséo vertical, dor a
palpacéo; edema facial, fistula ou exsudato no interior do sistema de canais apés a
desobturacao do conduto. A queixa estética da restauracao se apresentou em 6 casos
(60%). J& a qualidade de obturacdo boa se apresentou em apenas 3 casos (30%), a
qualidade de obturagao ruim se apresentou em 7 casos (70%) e limite apical bom em
apenas 4 casos (40%). Lembrando no grupo sem leséo periapical (MP) nenhum caso
apresentou lesdo, nem descontinuidade de lamina dura, nem espessamento do
ligamento periodontal.Os casos apresentaram profundidade de sondagem entre 1mm
e 3mm, sendo assim, dentes com profundidade de sondagem maior que 3mm foram
excluidos do estudo.Quanto ao selamento coronario, 100% dos casos estavam
restaurados em resina composta,e nao apresentaram nenhum sinal radiografico de

microinfiltracdo coronaria.

Os dados completos do sinais clinicos e radiograficos referente a cada

paciente estdo apresentados na tabela 6.



67

Tabela 7 - Descricao das caracteristicas clinicas e radiograficas detectadas nos pacientes pertencentes ao grupo de pacientes indicados ao retratamento por motivo

protético SL

SINTOMATOLOGIA

Paciente IDADE DENTE SEXO DA DP DE PERC PALP SE EDM FIST EXSU LP TL TTA QE QOB QOR LAPB
1 61 32 Masculino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 2  Ausente Ausente Presente Ausente
2 47 23 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 20 Presente Presente Ausente Presente
3 47 11 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 22 Presente Presente Ausente Presente
4 51 44 Masculino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 5 Ausente Ausente Presente Ausente
5 42 24 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 16 Presente Presente Ausente Presente
6 57 22 Masculino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
7 54 46 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
8 35 16 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 10 Presente Ausente Presente Ausente
9 40 46 Masculino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 3  Ausente Ausente Presente Ausente
10 45 22 Feminino Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 3  Ausente Ausente Presente Presente

Legenda: DA (dor atual); DP (dor prévea); DE (dor espontanea); PERC (percussao); PALP (palpacao);SE (sintomatologia estimulada) EDM (edema); FIST (fistula); EX (exsudato); LP (Les&o
periapical); TML( Tamanho da lesédo); TTA(Tempo do tratamento anterior); QE( Questdo estética); QOB (Qualidade de obturacdo boa); QOR (Qualidade de obturagdo ruim); LAPB (Limite

apical bom).
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas e radiograficas dos pacientes submetidos a tratamento endodéntico de acordo com os grupos estudados

Grupo
Variavel Categoria Total CL SL
Género Feminino 15(75%) 9(90%) 6(60%)
Masculino 5(25%) 1(10%) 4(40%)
Idade < 50anos 11(55%) 5(50%) 6(60%)
= 50anos 9(95%) 5(50%) 4(40%)
N° de canais Unirradicular 10(50%) 6(60%) 4(40%)
Multirradicular 10(50%) 4(40%) 6(60%)
Localizacdo dos dentes Superior 11(55%) 5(50%) 6(60%)
Inferior 9(45%) 5(50%) 4(40%)
Grupo dental Incisivo Central 2(10%) 1(10%) 1(10%)
Incisivo Lateral 4(20%) 1(10%) 3(30%)
Caninos 2(10%) 1(10%) 1(10%)
Pré-molares 7(35%) 5(50%) 2(20%)
Molares 5(25%) 2(20%) 3(30%)
Dor atual Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Dor prévia Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Dor espontanea Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Dor a percusséao Sim 2(10%) 2(20%) 0(100%)
Nao 18(80%) 8(80%) 0(100%)
Dor a palpacéo Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Sintomatologia estimulada Sim 2(10%) 2(20%) 0(100%)
Nao 18(80%) 8(80%) 0(100%)

continua
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas e radiograficas dos pacientes submetidos a tratamento endodéntico de acordo com os grupos estudados

conclusao

Grupo
Variavel Categoria Total CL SL
Edema Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Fistula Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Exsudato Sim 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Nao 20(100%) 10(100%) 10(100%)
Periodontite apical crénica Sim 10(50%) 10(100%) 0(100%)
Nao 0(100%) 0(100%) 0(100%)
Tamanho da leséo <2mm 2(10%) 2(20%) 0(100%)
2-5mm 6(30%) 6(60%) 0(100%)
>5mm 2(10%) 2(20%) 0(100%)
Tempo do tratamento anterior entre2e5 9(95%) 4(40%) 5(50%)
maior que 5 menos que 8 1(5%) 0(100%) 1(10%)
igual ou maior que 8 10(50%) 6(60%) 4(40%)
15 ou mais 6(30%) 3(30%) 3(30%)
Queixa estética da restauragéo Sim 12(60%) 6(60%) 6(60%)
Nao 8(40%) 4(40%) 4(40%)
Qualidade de obturacao boa Sim 5(25%) 2(20%) 3(30%)
Nao 15(75%) 8(80%) 7(70%)
Qualidade de obturacdo ruim Sim 15(75%) 8(80%) 7(70%)
Nao 5(25%) 2(20%) 3(30%)
Limite apical da obturagdo bom Sim 6(30%) 2(20%) 4(40%)
Nao 14(70%) 8(80%) 6(60%)
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5.4 Perfil microbiolégico dos grupos com indicagédo de retratamento por

periodontite apical cronica (CL) e por motivos protéticos (SL)

Tabela 9 - Frequéncia e porcentagem dos resultados positivos
obtidos nos grupos CL e SL detectados através do
Nested-PCR nos diferentes tempos de coleta

Grupos
Tempo da
Microrganismos coleta Total CL SL
S.mutans C1 14(70%) 7(70%) 7(70%)
Cc2 3(15%) 3(30%) 0(0%)
c3 3(15%) 3(30%) 0(0%)
E.faecalis c1 15(75%) 9(90%) 6(60%)
Cc2 14(70%) 9(90%) 5(50%)
c3 10(50%) 6(60%) 4(40%)
C.albicans c1 13(65%) 10(100%) 3(30%)
Cc2 12(60%) 10(100%) 2(20%)
c3 11(55%) 10(100%) 1(10%)
C.glabrata Cc1 10(50%) 10(100%) 0(0%)
Cc2 2(10%)  2(20%) 0(0%)
c3 1(5%) 1(10%) 0(0%)
C.parapsilosis  C1 0(0%) 0(0%) 0(0%)
(o] 0(0%) 0(0%) 0(0%)
c3 0(0%) 0(0%) 0(0%)
C.krusei Cc1 0(0%) 0(0%) 1(10%)
(o] 0(0%) 0(0%) 1(10%)
c3 0(0%) 0(0%) 0(0%)
C.tropicalis Cc1 0(0%) 0(0%) 4(40%)
(o] 0(0%) 0(0%) 0(0%)
c3 0(0%) 0(0%) 0(0%)
C.dubliniensis  C1 19(95%) 10(100%) 9(90%)
(o] 12(60%) 10(100%) 2(20%)
c3 4(20%)  4(40%) 0(0%)

Analisando todos os grupos (CL e SL) em relacdo a diferenca estatistica entre a

microbiota encontrada nos diferentes tempos do tratamento foi encontrada diferenca
estatistica entre a coleta 1 e coleta 2 na frequencia do S. mutans (p=0,001) e da C.
glabrata(p=0,001) e C. dubliniense(p=0,016). Também foi encontrada uma diferenga

estatistica entre a coleta 2 e a coleta 3 em relacao a frequencia da C. dubliniense(p=0,08)

Comparando a frequencia de microrganismos na coleta inicial entre os grupos
CL e SL, houve direrenca estatistica da frequéncia de C.albicans (p=0,0031) e C. glabrata (
p<0,00001). C.albicans 13 (65%) e C. glabrata (10%).
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5.5 Perfil microbiolégico dos casos do grupo com indicacao de retratamento

por apresentarem periodontite apical crénica (CL)

Dentre os microrganismos identificados alguns obtiveram maior frequéncia
no interior dos canais radiculares dos casos relacionados a lesdo periapical nas
amostras iniciais entre eles Enterococcus faecalis (9/10), Streptococcus mutans
(7/10), Candida albicans (10/10), Candida glabrata (10/10) e Candida dubliniensis
(10/10). (Figura 1 e 2)

Ja na fase C2 pés preparo quimico mecéanico, a bactéria mais presente foi
Enterococcus faecalis (9/10). Houve uma reducédo de Streptococcus mutans (3/10) e
C.glabrata (2/10). Candida albicans (10/10) e Candida dubliniensis (10/10) foram as

especies mais encontradas, ndo havendo uma reducdo comparado com o C1.

Nas amostra obtidas ap6s o0 uso da medicacdo intracanal (C3),
Enterococcus faecalis (6/10) e Candida albicans (10/10) foram em conjunto os 2
microrganismos mais presentes no interior dos canais radiculares. Houve reducéo de
deteccao de Streptococcus mutans (3/10), Candida glabrata (1/10), e Candida
dubliniensis (4/10).

Candida krusei, Candida parapsilosis e C.tropicalis ndo foram detectadas

em nenhuma amostra dos CRs.

Em relacdo a comparacao de frequéncia dos microrganismos durantes os

tempos de coletas realizadas,foi verificado que ndo houve diferenca estatistica.
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5.6 Perfil microbiolégico dos casos do grupo com indicagcédo de retratamento

por motivos protéticos (SL)

Os microrganismos identificados com maior frequéncia no interior dos
canais radiculares dos casos sem lesédo periapical foram Streptococcus mutans
(7/10), Enterococcus faecalis (6/10), Candida albicans (3/10), Candida dubliniensis
(9/10), Candida krusei (1/10) Candida tropicalis (4/10). (Figura 3 e 4).

ApOs o preparo quimico mecénico (C2) houve uma reducgéo por total de
Streptococcus mutans (0/10) . Enterococcus faecalis foi detectado em 5/10 CRs.
Candida dubliniensis foi encontrada apenas em 2/10, enquanto Candida krusei em

1/10 canais radiculares.

Apos o uso da medicacao intracanal, houve uma diminui¢éo na frequéncia
das bactérias detectadas. Streptococus mutans continuou ndo sendo identifcada
(0/10) e Enterococus faecalis em 4/10 CRs. Em relacao aos fungos houve reducéao
de de Candida dubliniensis (0/10), Candida tropicalis (0/10) e Candida krusei (0/10).

Candida albicans teve uma diminui¢do na coleta C1 (3/10), para coleta C2
com (2/10) e para coleta C3 (1/10).

Candida glabrata e Candida parapsilosis ndo foram detectadas em

nenhuma das fases das coletas.

Em relacdo a comparacao de frequéncia dos microrganismos durantes os
tempos de coletas realizadas,foi verificado que ndo houve diferenca estatistica
guando comparados separadamente.
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5.7 Associacao entre a presenca de microrganismos no interior dos canais radiculares

e sinais e sintomais clinicos e radiograficos nas amostras

As associacdes entre a presenca de espécies bacterianas/fungicas
especificas com sinais e sintomas clinicos e radiograficos dos casos incluidos no

presente estudo revelaram uma série de associacdes ( tabela 9).

O diagnéstico de periodontite apical crénica mostrou associagado
estatisticamente significante com a presenca de C.albicans (C1,C2 e C3), C.glabrata

(C1) e C.dubliniensis (C2) no interior do conduto radicular.

A presenca de S.mutans (C2 e C3) C.albicans (C3) e C.glabrata (C1) no
interior do conduto foi associada a casos em que existia a presenca lesao periapical

com tamanho de 2-5mm.

Tabela 10 - Correlagdes positivas entre a presenca de bactérias e sinais e
sintomas clinicos e/ou radiograficos apresentados pelos pacientes

Lesado Periapical

Presenca Auséncia p valor
Candida albicans Presenca 10 3

. 0,003
Inicial (C1) Auséncia 0 7
Candida albicans Presenca 10 2 0.001
P6s-PQM (C2) Auséncia 0 8 ’
Candida albicans Presenca 10 1 0.000
Pés - MIC (C3) Auséncia 0 9 ’
Candida glabrata Presenca 10 0 0.000
Inicial (C1) Auséncia 0 10 ’
Candida dubliniensis Presenca 10 2 0.001
P6s-PQM (C2) Auséncia 0 8 ’

Lesdo Periapical de 2-5mm
Presenca Auséncia p valor
Streptococcus mutans Presencga 3 0

0,009
P4s-PQM (C2) Auséncia 2 15
Streptococcus mutans Presencga 3 0
Pés - MIC (C3) Auséncia 2 15 0,009
Candida albicans Presenca 5 6
Pés - MIC (C3) Auséncia 0 9 0,038
Candida glabrata Presenca 5 5 0.033
Inicial (C1) Auséncia 0 10 ’

Legenda: C1 Coleta inicial , C2 coleta p6s PQM, C3 coleta pds MIC



76

6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca de
microrganismos especificos como E. Faecalis, S. mutans e 6 espécies de Candida
spp. nos canais radiculares de dentes com necessidade de retratamento endoddntico.
Verificamos também a presenca dos mesmos nas diversas fases do tratamento. Dos
10 dentes de pacientes que apresentavam periodontite apical cronica (CL), 6 (60%)
apresentam queixa estética tendo, possivelmente, microinfiltracdo. Sendo assim,
dentes que possuem uma via de comuni¢céo do meio bucal para o interior dos canais
radiculares (Shetty et al., 2015; Pedro et al., 2016; Delboni et al., 2017), ou seja,
apresentam microinfiltracdo, possivelmente, possuem uma resposta negativa no

sucesso do tratamento endodontico.

Dos 10 dentes de pacientes que apresentavam necessidade de tratamento
endodoéntico por causas protéticas (SL), 6 (60%) também apresentavam queixa
estética, porém ndo apresentavam microinfiltacdo coronaria, visto que todos os
pacientes deste grupo sdo isentos de sinais/ sintomas clinicos e radiograficos de
patologias periapicais, considerando que todos os dentes estavam selados e

restaurados com material restaurador permanente.

Na literatura existem diversos estudos que investigaram a presenca de
microrganismos em dentes com insucesso do tratamento endodéntico e presenca de
periodontite apical crénica (CL) .(Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004; 2006;
2008b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro 2020ab; Gomes et al., 2021). Entretanto,
poucos investigaram a presenca de microrganismos em dentes com necessidade de
retratamento endodéntico por motivos protéticos, mesmo radiograficamente nao

apresentando leséo periapical.

Com o passar dos anos, a degradacdo de materiais obturadores pode
comprometer a qualidade da obturacédo tridimensional dos canais radiculares
(Maniglia-Ferreira et al., 2007) e favorecer a re-infeccdo do espago previamente
ocupado com tecido pulpar. Frente a este embasamento, a terapia de retratamento
endodobntico por motivos protéticos, visa melhorar o prognostico e estender a
longevidade dos trabalhos protéticos futuros, portanto, recomenda-se a realizacdo de

retratamento endodéntico via ndo cirurgica, antes da confeccéo e instalacdo de coroas
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protéticas, mesmo que 0s sinais e sintomas clinicos e radiograficos ndo apresentem
nenhum sinal de alterecfes periapicais. (Maniglia-Ferreira et al., 2007; Landys et al.,
2015; Shetty et al., 2015; Pedro et al., 2016).

Dentro do planejamento, diagndstico e selecdo de casos dos dois grupos
do presente estudo (PA e MP), foi tracada uma analise de dados clinicos e
radiograficos de cada caso conforme o descrito. A tomografia computadorizada de
feixe cbnico (CBTC) nédo foi utilizada neste estudo, pois 0s pacientes né&o
apresentavam sinais, sintomas e lesdo periapical nos casos de retratamento por
motivo protético. Segundo European Society of endodontology o uso de TCFC
especificamente em retratamento endodéntico é indicado apenas para sinais
radiolégicos de patologias periapicais. Quando ha sinais e sintomais clinicos que
podem confundir o diagnodstico quando sdo analizados somente por exames
bidimencionais (radiografias convencionais), ou quando se faz necessaria a avaliacao
de uma anatomia complexa, avaliac6es de complicacdes do retratamento endoddntico
(desvios, zips, perfuragbes). Sendo assim, a tomografia tem se tornado bastante
presente em casos de planejamento de retratamentos endoddnticos nos quais a
visualizacdo dos casos por radiograficas convencionais ndo fornecem informacdes

precisas para o planejamento dos casos (Patel et al., 2019).

Foi utilizado o método de identificacdo bacteriana (gene 16s) e fangica
(gene 18s), através do PCR e Nested-PCR, afim de avaliar a presenca de contetudo
microbiolégico dos casos com leséo periapical cronica (CL) e dos casos por motivos
protéticos (SL), objetivando identificar 2 espécies bacterianas (E.faecalis e S.mutans)
e 6 espécies fungicas (C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis, C.krusei, C.tropicalis e
C. dubliniensis), pautou-se na alta eficiéncia, especificidade e sensibilidade descrita
em estudos prévios (Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

Analisando os dois grupos CL e SL em relacdo a diferencas estatisticas
encontrada nos diferentes tempos de tratamento (C1,C2 E C3), foi encontrada
diferenca estatistica entre C1 e C2 na frequéncia de S.mutans (p=0,001), C.glabrata
(p=0,001) e C.dubliniensis (p=0,016).

Nas C2 e C3 também foram encontradas diferenca estatistica com
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frequencia da C. dubliniensis (p=0,08). Por meio de outras andlises estatisticas com
parando a frequéncia de microrganismos na C1 dos dois grupos (CL e SL), houve
diferenca estatistica da frequéncia de C.albicans (p=0,0031) (CL 10/10) (SL 3/10) e
C.glabrata (< 0,00001) (CL 10/10) (SL 0/10).

Dentre os microrganismos estudados, E.faecalis apresenta alta prevaléncia
(CL 9/10) e (SL 6/10) prevaléncias similares (70-100%) foram relatadas por autores
gue usaram metodologias semelhantes (Gomes et al., 2006; Gomes et al., 2008Db;
Sakamoto et al., 2008; Rogas et al., 2008; Barbosa-Ribeiro 2016; Barbosa-Ribeiro
2020ab; Gomes et al., 2021).

S.mutans foi detectado em 7/10 (ambos os grupos em C1) . A presenca
desta bactéria gram positiva, mostrando que a mesma pode ser detectada em casos
de quadros clinicos de retratamento endoddntico em ambas condi¢des de (CL e SL),
nao somente de casos primarios assintomaticos, como de costume e mostrado no
estudo de (Lima AR et al., 2020).

Com relacdo a decteccdo de espécies fungicas nos grupos CL e SL na
coleta C1, no grupo CL as Candidas mais prevaléntes foram C. albicans 10/10, C.
glabrata 10/10 e C. dubliniensis 10/10. J&4 no grupo SL a espécie mais prevalente foi
C.dubliniensis 9/10, no qual podemos observar alta prevaléncia de espécies fangicas
junto as espécies bactérianas, mostrando assim, que agem em sinergismo para alterar
(ou ndo) a saude do hospedeiro. Assim como vemos no estudo de (Alberti A. Et al
2021) no qual avalia as caracteristicas em comum que as espécies apresentavam
frente ao fator de agregacéo de biofilme e ativacao e inducéo a expressao génica de

viruléncia de S.mutans, dificultando sua eliminacéo.

Na coleta p6s-PQM (C2), houve uma diminuicdo de frequéncia de
deteccdo, que representa as coletas pOs preparo quimico mecanico na parte das
bactérias, revelou uma frequéncia inferior aguela obtida durante as coletas iniciais
(C1) tanto no CL quanto no SL. Confirmando, assim, a eficiéncia do preparo quimico
mecanico na descontaminacdo do SCR, corroborando com o0s resultados
apresentados por Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Barbosa-Ribeiro et
al., 2020b, que utilizaram protocolos similares para execucdo do PQM em seus

estudos. A diminuicdo mais frequénte foi de S.mutans que de 7/10 em C1 e em C2
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teve uma reducao para 0/10 no grupo MP, ja na deteccdo de fungos a reducdo mais

notoria foi de C.glabrata 2/10 no grupo CL e C.dubliniensis 2/10 no grupo MP.

Ja nas coletas pos MIC foi realizada a inser¢cao de medicacao intracanal a
base de hidréxido de célcio P.A. (Ca(OH)-] e digluconato de clorexidina gel 2% durante
um intervalo de 30 dias com intuito de observar a eficacia da medicacdo em promover
descontaminacédo adicional ao PQM. As analises estatisticas revelaram auséncia de
diferenca estatistica entre os valores de carga microbiana obtidos na coleta p6s-MIC
(C3) nos grupos CL e SL. Diferencas estatisticamente significantes entre a carga
microbiana apresentada nas coletas C2 e C3 foram ausentes em ambos 0s grupos.
Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios (Gomes et al., 2009; Rocas e
Siqueira 2011; Endo et al.,, 2012; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020Db).

A andlise molecular do conteudo microbiologico foi realizada através do
Nested-PCR objetivando identificar a presenca de espécies frequentemente
associadas as infec¢des endodonticas e bucais no interior do contudo radicular dos
dentes inclusos nesta pesquisa. A aplicacdo do método, com a finalidade de se
realizar a identificacdo das espécies associadas a dentes ja tratados
endodonticamente, pautou-se na alta eficiéncia, especificidade e sensibilidade
descrita em estudos prévios (Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008b; Endo et al.,
2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

As associacfes entre a presenca de espécies bacterianas/fungicas
especificas com sinais e sintomas clinicos e radiograficos dos casos incluidos no

presente estudo revelaram uma série de associacdes significativas ( tabela 9).

O diagnéstico de periodontite apical crénica mostrou associagdo
estatisticamente significante com a presenca de C.albicans (C1,C2 e C3), C.glabrata
(C1) e C.dubliniensis (C2) no interior do conduto radicular. E a presenca de S.mutans
(C2 e C3) C.albicans (C3) e C.glabrata (C1) no interior do conduto foi associada a

casos em que existia a presenca lesao periapical com tamanho de 2-5mm.

C. albicans, uma espécie considerada dentindfila, ou seja, capaz de se
aderir e penetrar aos tubulos dentinarios, mostrou-se resistente a medica¢des a base

de hidroxido de célcio. E. faecalis compartilha da mesma propriedade. Tal fato justifica
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a alta prevaléncia desses dois microrganismos nas coletas iniciais. C. albicans induz
a expressao génica de viruléncia dos S. mutans, que por sua vez podem facilitar a

agregacdao de bactérias e leveduras.(Alberti A. et al 2021)

Trabalhos futuros envolvendo um maior nimero de casos e a proservacao

do mesmo sao necessarios para confirmar os dados obtidos no presente trabalho.
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo permitiram concluir que:

a)

b)

d)

A comunidade microbiana associada aos dois grupos apresenta uma
microbiota diversificada de bactérias e fungos;

Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis foram detectados em
todas as amostras iniciais, do presente estudo através do PCR e
Nested-PCR, independente da condicdo periapical do dente em
guestéo;

Candida albicans,Candida glabrata e Candida dubliniensis foram
detectadas em 100% nas amostras iniciais de C1 do grupo com Leséo
(CL). No Grupo por motivos protético(SL) a mais frequente foi Candida
dubliniensis C1 (9/10).

Os perfis microbiolégicos de ambas as condicoes sao semelhantes,
variando porem no numero das espécies detectadas por canal sendo
maior em dentes com lesao periapical,

A reintervencao endoddéntica reduziu bacterias e fungos especificos em
ambos os grupos, ndo havendo diferencas nas coletas p6s-PQM e pos-
MIC;

Foram encontradas associacdes entre determinadas espécies fangicas
e bacterianas com a presencga de lesao periapical.
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