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RESUMO

A importancia e o papel das bactérias e de seus subprodutos como o principal
fator etiolégico das doencas pulpares e periapicais, tanto nos casos de infeccdo primaria,
gquanto naqueles associados ao insucesso do tratamento endodéntico, é bastante descrita na
literatura. O conhecimento da comunidade microbiana residente se torna indispensavel para
a efetividade das técnicas e substancias quimicas utilizadas durante o tratamento endododntico
na reducao da infeccao dos canais radiculares. O presente estudo teve como principal objetivo
avaliar a prevaléncia de cinco bactérias comumente associadas as infecgfes endodonticas
primarias e secundarias: Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Gemella
morbillorum, Parvimonas micra e Porphyromonas endodontalis. Concluiu-se que a
comunidade microbiana residente no sistema de canais radiculares, tanto em infeccbes
primarias, como secundarias, € heterogénea, sendo a frequéncia de deteccdo dos
microrganismos-alvo variavel em funcdo de fatores inerentes ao diagndéstico pulpar e
periapical do dente em questdo; aos métodos de coleta e técnicas empregadas; e as
diferencas geogréficas, socio-econémicas e culturais da populacéo estudada.

Palavras-chave: Endodontia. Microbiologia. Bactérias.



ABSTRACT

The importance and role of bacteria and their by-products as the main etiological
factor of pulpal and periapical diseases, both in cases of primary infection and in those
associated with the failure of endodontic treatment, is abundantly described in the literature.
Knowledge of the resident microbial community becomes indispensable for the effectiveness
of the techniques and chemical substances used during endodontic treatment to reduce root
canal infection. The present study aimed to evaluate the prevalence of five bacteria commonly
associated with primary and secondary endodontic infections: Enterococcus faecalis, Gemella
morbillorum, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas endodontalis. It
was concluded that the microbial community residing in the root canal system, both in primary
and secondary infections, is heterogeneous, with the frequency of detection of target
microorganisms varying according to factors inherent to the pulp and periapical diagnosis of
the tooth in question; the collection methods and techniques employed; and the geographical,
socio-economic and cultural differences of the population studied.

Key words: Endodontics. Microbiology. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

Os principais fatores etiolégicos das doencas pulpares e periapicais -sdo as
bactérias e seus subprodutos, como descrito por Kakehashi et al. (1965). Desde entéo, varios
estudos corroboram que 0s microrganismos sao 0s principais agentes causais das doencas

endodonticas (Siqueira et al., 2001; Muniz et al., 2018; Gomes e Herrera, 2018)

A microbiota das infec¢fes pulpares e periapicais € complexa, ou seja, apresentam
diversas espécies de microrganismos, quem variam quanto o tipo da infeccdo e caracteristicas
individuais do hospedeiro, fatores geogréaficos, demogréficos, culturais e sécio-econémicos
(Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008; 2012). Atualmente, ja foram reconhecidas mais de
700 espécies bacterianas que habitam naturalmente a cavidade oral, sendo algumas delas
capazes de se tornarem patdégenos oportunistas. Estima-se que 40-60% das bactérias
capazes de colonizar os tecidos da cavidade bucal ainda ndo tenham sido cultivadas (Gomes
et al., 2015; Gomes e Herrera, 2018).

Microrganismos capazes de colonizar os espacos pulpares em média tém 1/3 do
diametro dos canaliculos dentinarios, possuindo o tamanho entre 0,5 a 3 micrémetros
aproximadamente, o que explica a descontaminacéo total durante o procedimento de canal
seja algo muito improvavel. Bactérias tendem a se proliferar nos tlbulos dentinarios, no
sistema de canais radiculares e na regido periapical, caso estes meios possuam fatores

favoraveis de crescimento (Gomes et al., 1996).

Tradicionalmente, as infeccfes endodonticas foram estudadas por métodos
dependentes da cultura dos microrganismos. Entretanto as pesquisas que se valem desta
metodologia possuem algumas limitagfes, devido a dificuldade de se reproduzir o ambiente
propicio para o crescimento de certas espécies bacterianas, sendo assim algumas espécies
viadveis no interior do canal radicular podem ser subestimadas pela técnica (Rogas e Siqueira
2006; Gomes et al., 2008b; Gomes et al., 2020).

Uma vez que dispensam a necessidade da realizacdo do cultivo de
microrganismos, os métodos moleculares sdo capazes de contornar algumas limitacGes
inerentes aos métodos da microbiologia classica, além disso possuem vantagens como sua
alta sensibilidade e especificidade (Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro 2020; Gomes et al.,
2020)

Gemella morbillorum é uma espécie bacteriana gram-positiva, de catalase

negativa, anaerdbia facultativa, descrita como um patégeno oportunista, integrante da
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microbiota oral (Olsvik et al.,1995). Alguns autores também a associam com outras doencas
infecciosas como: atrite endocardite e meningite, desde que se encontre em uma situacao de
desequilibrio no hospedeiro (Mitchel e Teddy 1985; Bell e McCartney 1992; Orman e Wood
1993; Shinha et al., 2017). A espécie pode ser encontrada em Vvarios tipos de infec¢des da
cavidade oral, sendo também detectada nos casos de infeccdo endoddntica (Siqueira 2001,
Gomes et al., 2008).

Parvimonas micra € uma bactéria presente em altos nimeros nos tecidos orais e
gastrointestinais, sendo uma bactéria anaerdbia estrita e gram-positiva (Murdoch et al., 1998).
Possui diversas fungdes metabdlicas que provocam peptidase, o que pode explicar seus
fatores de viruléncia, (Steeg e Van der Hoeven et al., 1989). E frequentemente encontrada no
interior dos condutos radiculares associados a infec¢cbes endoddnticas primarias, como nas
secundarias/persistentes (Bystrom e Sundqvist., 1981; Gomes et al., 1994 B; Gomes et al.,
1996; Siqueira et al., 2002; Gomes et al., 2004; Vianna et al., 2008; Siqueira et al., 2009;
Gomes et al., 2013; Gomes et al., 2015; Nébrega et al., 2016; Rocas et al., 2018; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020). Também é comumente encontrada em abscessos periapicais pelo
método de cultura. (Sundqyvist et al., 1989; Sousa et al., 2003).

Porphyromonas endodontalis € uma bactéria de pigmentagcdo negra, gram-
negativa, em forma de bastonetes ou cocobacilus, anaerébia estrita, comumente associada a
atividade patolégica, (Machado de Oliveira et al., 2000; Nan Ma, et al. 2017). Possui uma alta
sensibilidade ao oxigénio, o que dificulta sua identificacdo pelos métodos de cultura (Gomes
et al., 2005).

Fusobacterium nucleatum é uma espécie bacteriana em forma de bastonete, gram-
negativa, anaerébia estrita, imovel e nao formadora e esporo. (Moraes et al., 2002 a). Alguns
autores a consideram como um “elo” entre o0 comeco e o final da colonizagao bacteriana nos
canais radiculares (Kolenbrander et al.,, 1989). Possui em sua parede celular LPS,
endotoxinas, que sado capazes de provocar reacdes inflamatorias, além de produzir uma série
de subprodutos metabdlicos, influenciando no processo. Essas condi¢cdes a associam com a
severidade de infecc6es endoddnticas agudas (Bostad et al., 1996). A espécie é subdividida
em 5 subespécies: F. nucleatum nucleatum, F. nucleatum vicentii e, F. nucleatum
polymorphum, F. fusiforme e F. animalis. Apesar de apresentarem genoma e morfologias muito

parecidas, estas possuem algumas caracteristicas individuais (Gendron et al., 2000).

O género Enterococcus possui espécies presentes em diversas partes do corpo
humano, como no trato gastrointestinal, sistema genital, sistema urinario e na cavidade oral.

Enterococcus faecalis € uma espécie gram-positiva, nao formadora de esporos, fermentativa
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€ aerobica facultativa, possuindo de 0,5 a 1 ym de didmetro, que pode sobreviver tanto como
uma unica célula, quanto em uma comunidade complexa. (Rams et al., 1994; Rocas et al.
2004). E. faecalis possui a habilidade de penetrar nos tubulos dentinarios, bem como
sobreviver em smear layer e gaps entre os materiais restauradores, escapando da acéo de
antimicrobianos durante o tratamento do canal, além de serem capazes de sobreviver em
meios escassos de nutrientes onde as intera¢des bacterianas sdo minimas por longos
periodos de tempo. Também séo resistentes ao hidréxido de céalcio (Haapasalo et al., 1987;
Lléo et al., 1999; Distel et al. 2002).

Tendo o conhecimento de que estes microrganismos s&o parte comumente
integrante das infec¢gBes primérias e secundarias, se torna de suma importancia estudar sua
prevaléncia. Entender o papel destes microrganismos dentro da comunidade microbiana
colonizadora do sistema de canais radiculares nas infec¢cdes endodénticas possibilitara o
desenvolvimento de técnicas, tecnologias e substancias capazes de otimizar o tratamento

endododntico e favorecer seu prognastico.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Haapasalo+M&cauthor_id=3114347

12

2 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca e a frequéncia de
deteccdo dos microrganismos Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Gemella
morbillorum, Parvimonas micra e Porphyromonas endodontalis em casos associados as

doencas endodénticas primarias e secundarias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Etiologia da doenca pulpar e periapical

Bactérias e seus subprodutos sdo reconhecidos como 0s principais responsaveis
pelo desenvolvimento das doencas pulpares e periapicais (Kakehashi et al., 1965; Sundgvist
et al., 1998; Gomes et al., 1994 B; 1996 A; Siqueira et al., 2001 A). Mais de 700 espécies
bacterianas foram detectadas como colonizadores comensais da cavidade oral (Gomes et al.,
2015; Gomes e Herrera, 2018), sobretudo nos casos onde ha desequilibrio entre a flora

bacteriana presente e o sistema imune do hospedeiro.

Algumas espécies microbianas tornam-se responsaveis pelo desenvolvimento de
patologias, sendo conhecidas como patdgenos oportunistas (Gomes et al., 1996 B). Kakehashi
et al., 1965, objetivando avaliar a importancia das bactérias no desenvolvimento da doenca
endodéntica descreveram os efeitos da exposi¢cdo pulpar através de um estudo com ratos
germ-free e ratos convencionais. A exposicao pulpar proposital em primeiros molares da
maxila de ratos, através da perfuracdo com broca carbide revelou que ratos estéreis, nao
apresentaram desvitalizacdo pulpar completa, sendo observada inflamacdo de grau leve,
ocorrendo posteriormente o reparo através da deposicdo de dentina reparadora sobre a area
de exposigéo pulpar. Essa ocorréncia demonstra o importante papel das bactérias e seus

subprodutos na origem das doencas pulpares e periapicais.

Em 2006, Fabricius et al.,, objetivando avaliar o papel da infeccdo no
desenvolvimento das patologias periapicais, realizaram um estudo em modelo animal
utilizando macacos. A remocdo do tecido pulpar foi realizada de maneira asséptica e 0s
animais, posteriormente, divididos em 2 grupos, sendo que o primeiro recebeu o selamento
coronario logo apos a extirpacdo pulpar, impedindo a contaminagdo do sistema de canais
radiculares pela microbiota residente na cavidade bucal, no segundo grupo a cavidade pulpar
foi deixada exposta ao meio bucal por um periodo de 7 dias e, posteriormente, selada. Apos 6
meses, 0s dentes submetidos aos procedimentos foram avaliados clinicamente,
radiograficamente e por técnicas histolégicas. O estudo demonstrou auséncia de sinais de
inflamatoérios através dos trés parametros de avaliagdo no grupo onde a esterilidade do sistema
de canais radiculares foi preservada. No grupo onde houve a contaminacdo dos tecidos
pulpares, foi relatada a presenca de sinais clinicos de inflamagdo em 23% das amostras, sinais
radiograficos de inflamacédo foram detectados em 90% das amostras; além disso, a avaliacao
histolégica revelou a presenca de uma reacao inflamatéria de grau elevado em 100% das

amostras contaminadas.
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Tendo-se estabelecido o importante papel dos microrganismos na doenca
endoddntica, em 1994 (B), Gomes et al. realizaram um estudo com objetivo de correlacionar
a presenca de grupos bacterianos especificos com os sinais e sintomas apresentados pelos
pacientes. Para realizacdo do estudo foram coletadas amostras de 30 canais radiculares
indicados para o tratamento endodéntico na universidade de Manchester, as amostras foram
processadas pelo método de cultura e posteriormente foram realizados testes estatisticos
visando correlacionar os sinais e sintomas clinicos a presenca de determinados grupos

bacterianos.

A presenca de bactérias anaerobias estritas em 93% dos canais associados a
sintomatologia dolorosa, correlagées positivas foram encontradas entre as bactérias Prevotella
sp., Peptostreptococcus ssp. e a presenca de sintomatologia dolorosa, a presenca de F.
nucleatum e, P. micra foi associada a edema, Eubacterium lentum foi correlacionada a

presenca de fistula.

A coabitacdo de Gram-positivas e Gram-negativas foi associada a dor a percussao.
Sobretudo os autores destacam que o caminho seguido pela inflamacdo depende
principalmente do numero e viruléncia dos microrganismos presentes no sistema de canais
radiculares e da resposta imune dos hospedeiros. Apesar de resultados promissores ressalta-
se a necessidade de estudos posteriores para maior entendimento da relagdo entre a infecgéo

intrarradicular presente a evolu¢éo da doenca endodontica.

Sakamoto et al., 2006, sugeriram que a presenca de sintomatologia em infecgfes
poderia estar ligada a bactérias especificas. A partir de técnicas de caracterizacdo molecular
realizou estudos com pacientes sintomaticos e assintomaticos. O trabalho revelou uma
diversidade da comunidade microbiana, contudo sdo necessarios mais estudos para se
concluir sobre a ligag&o dos microrganismos com a presenca de sinais e sintomas, pois mesmo
com a utilizacdo de métodos moleculares, algumas bactérias ainda podem ser indetectaveis,

indicando que a comunidade residente nos canais radiculares possa estar subestimada.

Apesar de ja estabelecido o papel da infeccéo intrarradicular como principal agente
etiolégico das doencas pulpares e periapicais, ressalta-se o importante papel do sistema imune
do hospedeiro; sendo este o responsavel por modular a inflamagéo ocasionada pelo contetdo
bacteriano presente no interior do sistema de canais radiculares através da expressdo de
mediadores quimicos da inflamacdo, interferindo ativamente no rumo tomado pela infec¢éo e

pela doenc¢a endodéntica (Martinho et al., 2014b).

Microrganismos e seus subprodutos sédo 0s principais agentes etiolégicos das

patologias pulpares e periapicais. Eles sdo capazes de causar infeccdo do tecido pulpar, a
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formacdo e a manutencdo das alteracbes periapicais através de sua interacdo com o
organismo hospedeiro. O tratamento endodéntico tem como objetivo primordial a desinfeccéo
e o selamento hermético do sistema de canais radiculares, de maneira a reduzir ao maximo a
carga bacteriana presente e impossibilitar que bactérias remanescentes atinjamos tecidos
periapicais. Trazendo como resultado had a remissdo de sinais e sintomas, e o

restabelecimento de suas funcdes no sistema estomatognatico (Siqueira et al., 2014).

3.2 Microbiologia das infec¢cdes primarias

Infeccdes endodbnticas primarias sdo a causa mais frequente de emergéncias
odontolégicas e se ndo tratadas podem evoluir para quadros mais graves, como abscessos,
granulomas, cistos periapicais e até mesmo septicemias e endocardites. O conhecimento da
microbiota presente nestes casos € de extrema importancia para o desenvolvimento de

técnicas e solugdes antimicrobianas mais efetivas (Gomes et al., 2014; Nobrega et al., 2016)

s

A comunidade presente nas infeccdes primarias €  polimicrobiana,
predominantemente composta por bactérias anaerobias estritas. Sendo que, apesar de seguir
um padrdo, a microbiota presente nos canais radiculares pode variar dependendo da via de
acesso dos microrganismos ao conduto radicular, da regido geogréafica estudada e de fatores
genéticos e imunoldgicos do organismo hospedeiro (Gomes et al., 1994 B; 2015; Siqueira et
al., 2001 A; 2004)

A microbiota residente dos canais radiculares € modulada por diversos fatores
ambientais proporcionados pelo ambiente in6spito que habitam. Fatores como a
disponibilidade de nutrientes, a escassez de requerimentos gasosos e as relacdes
interespecificas sinérgicas, ou antagbnicas sdo capazes de selecionar e alterar a composi¢ao

do ecossistema endodontico. (Ricucci e Siqueira 2010; Swimberghe et al., 2019).

Bactérias anaerObias facultativas presentes na infec¢cdo endodontica s&o
responsaveis por consumir o oxigénio presente no interior do SCR diminuindo assim sua
concentracdo e seu potencial de oxirreducdo, proporcionando desta maneira um ambiente
favoravel para o desenvolvimento dos microrganismos anaerobios estritos (Fingergold et al.,
1993)

Tendo o objetivo de analisar as altera¢des ocorrentes na comunidade bacteriana
presente no SCR ao decorrer do tempo, Fabricius et al., 1982, realizaram a exposigéo pulpar
de 24 dentes em espécimes de macaco. Os dentes receberam selamento coronario passados

7 dias da exposicéao pulpar. Foram procedidas coletas do contetido microbiolégico presente no
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interior dos canais radiculares no periodo de 7, 90, 180 e 1060 dias. As pesquisas identificaram
que com o decorrer do tempo a microbiota alterou-se tanto qualitativa, quanto
gquantitativamente. Inicialmente prevaleciam bactérias anaerébias estritas e facultativas e ao
decorrer dos tempos analisados aumentou progressivamente a prevaléncia de bactérias

anaerdbias estritas, tanto em nimero quanto em espécie.

O tempo de contaminacdo também foi determinante no desenvolvimento de sinais
clinicos, como por exemplo a presenca de exsudato purulento no momento de reabertura do
canal. Supbde-se que os fendbmenos ecoldgicos decorrentes no interior dos canais radiculares
sdo capazes de realizar uma selecdo dos microrganismos ali residentes, favorecendo o

desenvolvimento de uma comunidade microbiana complexa.

Com o objetivo de se investigar os padrées da infeccdo microbiana em canais
radiculares ndo tratados associados a presenca de lesdo periapical crénica Siqueira et al.,
2002, analisaram através do microscépio eletrénico de varredura (MEV) 15 dentes associados
a infecgdo priméria indicados para exodontia. Através da analise das imagens 0s autores
relataram a presenca de bactérias em todos os casos. Os microrganismos foram detectados
em abundancia em todos os tercos do canal radicular. Coccus e/ou bacillus foram detectados
na grande maioria das paredes internas do canal radicular, além de serem frequentemente
encontradas no interior dos tubulos dentinarios, sendo a profundidade maxima de penetragcéo
relatada 300 ym. Foi concluido que o sistema de canais radiculares de dentes associados a
infeccdo primaria esta abundantemente contaminado em toda sua extensdo. Os autores
destacam a necessidade de se estabelecerem protocolos terapéuticos efetivos e ressaltam a
necessidade do uso abundante de solugbes quimicas auxiliares visando a erradicacdo de

microrganismos em locais de dificil acesso para os instrumentos endoddnticos.

Jacinto et al., 2003, avaliaram a microbiota presente em 48 dentes portadores de
infeccdo primaria, sendo que destes 19 ndo apresentavam sintomas e 29 eram sintomaticos.
As amostras foram analisadas através da técnica de cultura, e posteriormente submetida a
identificacdo através de testes bioquimicos. Foram isoladas um total de 218 cepas bacterianas,
sendo que destas 150 foram isoladas dos pacientes sintomaticos e 68 dos pacientes
assintomaticos. Ao todo foram detectadas 48 espécies e 19 géneros distintos. Bactérias
anaerobias estritas representavam 74,77% do total das bactérias isoladas, reafirmando a
maior prevaléncia dos anaerdbios obrigatérios nos casos de necrose pulpar associada a
periodontite apical. 72,4% das bactérias anaerébias estritas isoladas foram provenientes de
casos sintomaticos. A presenca de sintomatologia dolorosa espontanea e dor a percussao foi
associada a presenca de anaerodbios estritos, sendo que estes nao foram detectados em

apenas um caso sintomatico. Os anaerdbios isolados com maior frequéncia foram
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Fusobacterium necrophorum (6.9%), P. prevotii (i.e., Anaerococcus prevotii) (6.4%),
Peptostreptococcus micros (6.0%), F. nucleatum (5.0%) e Prevotella intermedia /nigrescens
(4.6%).

Siqueira et al., 2005, analisaram por PCR a presenca de 7 patégenos endoddnticos
em pacientes de duas localiza¢des geograficas distintas, sendo elas o Brasil e a Coréia do
Sul. 72 amostras de dentes portadores de polpa necrética e periodontite apical foram
analisadas, sendo 36 de pacientes brasileiros e 36 de pacientes coreanos. Todos patdégenos
testados foram detectados em pelo menos uma amostra de cada nacionalidade. A frequéncia
de deteccado dos microrganismos foi diferente para a populacéo brasileira e sul-coreana.

Com o objetivo de avaliar o envolvimento de bactérias e archeas nas infecgbes
endodénticas primérias Vianna et al. (2006) coletaram o contetdo infeccioso presente em 20
canais indicados ao tratamento endodontico devido a necrose pulpar evidenciada pela
presenca de lesdo periapical crénica. Nenhum dos casos incluidos no estudo apresentavam
sintomatologia dolorosa de carater espontaneo. Os autores avaliaram e quantificaram a
presenca de bactérias e archeas através dos métodos moleculares de PCR e RTq PCR.
Archeas foram detectadas em 5 casos em concentracdes de 10° sempre acompanhadas de
bactérias. Bactérias foram detectadas em todos os casos entre as concentragdes de 10° e 108.
Os autores afirmam que existe uma grande lacuna na literatura no que se diz respeito a
diversidade, abundancia, e na interagdo das archeas com outros microrganismos e com o
organismo humano, sobretudo os resultados deste estudo revelam a presenca das archeas
nas infec¢des orais, reafirmando a ideia de que os microrganismos do dominio podem estar

relacionados a patologias humanas.

Gomes et a., 2006, avaliaram através da técnica de cultura e do método molecular
de PCR a presenca de E. faecalis em 100 dentes, sendo 50 portadores de infec¢gdo primaria
evidenciada pela presenca de lesdo periapical e 50 portadores de periodontite apical pos
tratamento. A cultura detectou E. faecalis em 23 das amostras analisadas (2 casos de infeccdo
primaria e 21 de infeccdo secundaria), enquanto o PCR registrou sua presenca em 79
amostras (41 e 38 casos de infeccao primaria e secundaria respectivamente). Este estudo
demonstra que o microrganismo € parte integrante da flora bacteriana de dentes portadores
de polpa necrotica e dentes associados ao insucesso do tratamento endoddntico, descrevendo
sua importancia no desenvolvimento e na manutencéo das lesdes periapicais, uma vez que a

bactéria se mostra extremamente resistente ao preparo quimico mecanico.

Comparando a microbiota das infec¢des primarias, Gomes et al., 2012, coletaram

15 amostras de dentes associados a infec¢ao primaria e 15 de dentes associados a infec¢cao
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secundaria/persistente, buscando avaliar presenca de Prevotella nigrescens, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Treponema denticola e Treponema socranksKii
através da técnica de PCR. Bactérias gram-negativas foram encontradas em 93% e 33% dos

canais associados as infec¢des primarias e secundarias respectivamente.

Nébrega et al., 2016, avaliaram a microbiota presente em 20 canais radiculares
diagnosticados com abscesso periapical agudo, através do sequenciamento do 16S rRNA,
visando compreender o perfil microbiolégico associado a este quadro clinico. Foram
identificadas 215 cepas através do sequenciamento genético, sendo 59 espécies distintas e
em média 6 espécies por canal. 50 das espécies identificadas nas amostras eram anaerobias
estritas e apenas 9 anaerObias facultativas. As bactérias detectadas com maior frequéncia
foram Prevotella buccae, Pseudoramibacter alacolyticus, Prevotella nigrescens, Parvimonas
micra e Dialister invisus .Os autores descrevem a microbiota presente nos abscessos apicais
agudos como polimicrobiana, heterogénea e variante entre os pacientes de um mesmo
diagnoéstico, sendo composta principalmente por bactérias anaerobias estritas, pertencentes

em sua maioria ao filo dos Firmicutes.

Desta forma a infec¢do primaria, responsavel pela formagcdo das periodontites
apicais é identificada na literatura endoddntica através dos métodos de cultura e moleculares
como polimicrobiana, com predominancia de bactérias anaerdbias estritas e Gram-negativas,
sendo a quantidade detectada variavel em funcdo da metodologia empregada. (Gomes et al.,
Siqueira et al., 2001 A; 1994 B; Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004; Peciuliene et al., 2008;
Gomes et al., 2012; Gomes e Herrera, 2018; Aveiro et al., 2020).

3.3 Etiologia do Insucesso Endodéntico

O tratamento endodbntico possui uma alta taxa de sucesso, mesmo assim, o
insucesso é relatado em alguns casos, estando associado a erros técnicos de desinfeccao
durante o procedimento. Entretanto mesmo quando todo o protocolo é seguido corretamente,
ainda sim o tratamento pode fracassar. Isso ocorre, porque alguns canais podem apresentar
areas que ainda ndo podem ser descontaminadas com as técnicas atuais (Nair et al., 2004).
Acidentes, como perfuracdes e fratura de instrumentais intracanal, também estdo diretamente
associados com os fracassos, dificultando a execuc¢do do tratamento adequado (Siqueira et
al. 2001 A).

Os tratamentos para as infec¢des persistentes nos canais radiculares sdo variados

conforme cada caso clinico, podendo ser mais conservadores, como retratamento endoddntico
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convencional, ou mais invasivos, como cirurgias parendodénticas e até exodontias com

instalacdo de implante imediato. (Endo et al., 2013.)

O fracasso do tratamento endodéntico é geralmente caracterizado pela presenca
de periodontite apical, que pode ser emergente, recorrente ou persistente. Os casos mais
comuns de insucesso sdo 0s que envolvem a persisténcia da doenca, porém pode também
estar associado a um selamento coronario deficiente ou uma infec¢céo extrarradicular (Siqueira
et al., 2014). Essas condi¢des estdo relacionadas comumente a tratamentos que nao seguiram
0s protocolos corretos de prevencdo de infeccdo. Entretanto, fatores como a complexidade
anatdbmica do sistema de canais radiculares e o tipo e a quantidade de microrganismos
presentes neste sistema exercem um papel muito importante para o fracasso do tratamento
endodontico (Nair et al., 2004.).

Na maioria dos casos, 0 insucesso se deve a persisténcia de microrganismos no
canal radicular, principalmente na regido apical (Siqueira et al., 2001a). Estudos revelam que
alguns canais radiculares possuem areas que nao se consegue instrumentar corretamente,
mesmo seguindo o protocolo endodontico correto (Lin et al. 1991; Zuolo et al., 2018). Essas
regibes podem conter bactérias e tecidos necroticos e, portanto, causar um re-inflamacao (Nair
et al., 1990). O tratamento do canal altera o meio, tornando-o mais indspito e selecionando
microrganismos que possuem fatores de resisténcia a agbes mecanicas e de antimicrobianos,

bem como a escassez de nutrientes (Siqueira et al., 2001a).

Microrganismos presentes em areas de deltas apicais, canais secundarios,
irregularidades, espacos entre 0 material restaurador e tubulos dentinarios podem as vezes
n&o ser afetadas pelos procedimentos de desinfeccéo (Lin et al., 1991; Zuolo et al., 2018). E
provavel que em deltas apicais e ramificacdes radiculares, o suprimento de nutrientes nédo se
altere muito apos a terapia, porém nos espacgos e tubulos dentinarios ele cai drasticamente
(Siqueira et al., 2001 a). J& foi constatado que esses microrganismos possuem a capacidade
de escapar de células e moléculas de defesa, alterar a acao de antigenos, incluindo protedlises
e moléculas de anticorpos, causando assim, uma imunossupressao local (Siqueira et al.,
1997).

Alguns casos isolados de insucesso foram associados a fatores néo
microbiol6gicos. Acredita-se que isso se deve a presenca de cristais de colesterol na regiao
periapical, pois ja foram observadas raizes, em que havia esse tipo de estrutura, mas nédo
havia presenca de microrganismos (Nair et al., 1993). Porém os achados sao pouco suficientes

para se constatar tal afirmacao (Siqueira et al. 2001a).
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O desenvolvimento de lesdes perirradiculares faz com que o corpo crie uma
barreira biol6gica para impedir que os microrganismos em questao se espalhem ainda mais.
O tecido Gsseo é reabsorvido e substituido por tecido de granuloma, contendo elementos de
defesa, como fagdcitos e anticorpos (Siqueira et al. 1997). Forma-se assim uma densa barreira
polimorfa, que dificulta a passagem dos microrganismos a regido periapical. Poucos agentes
patolégicos conseguem atravessar essa parede, porém os subprodutos produzidos por esses
microrganismos podem se difundir pela regido, gerando uma inflamacéo local, (Siqueira et al.,
2001 a).

3.4 Microbiologia das infec¢cBes secundérias

A microbiota das infec¢Bes secundarias ou persistentes difere das infeccdes
primarias, pois devido ao tratamento endodéntico, seleciona-se espécies mais resistentes,
capazes de sobreviver a condigcbes mais severas, com pouca disponibilidade de nutriente e
menor namero de microrganismos para atividade comensal (Bicego-Pereira et al., 2020).
Quanto pior for a qualidade do tratamento realizado, mais a microbiota se assemelha das
infeccbes primarias (Siqueira e Figdor et al., 1998).

A composigao microbiana no insucesso de tratamentos endoddnticos é composta
em sua maioria por bactérias anaerdbias facultativas, principalmente do género Enterococcus,
(Molander et al., 1998). Isso se atribui a capacidade desses tipos de microrganismos a resistir

a atividades antimicrobianas, bem como resistir em casos de tratamento inadequado.

Em 1998 Sundqvist et al. selecionaram 54 dentes indicados para retratamento
endodoéntico, com presenca de lesdo periapical, assintomaticos, que ja haviam recebido o
tratamento entre 4 a 5 anos antes do estudo, com o objetivo de determinar a microbiota estava
presente nestes canais e estabelecer o resultado do retratamento conservador. Os resultados
mostraram que a microbiota presente nos canais de dentes com insucesso do tratamento
endodontico diferiu marcadamente daquela dos dentes néo tratados. A infeccdo no momento
da obturacéo e o tamanho da lesado periapical foram fatores que influenciaram negativamente
no prognéstico. Trés dos quatro fatores ligados ao insucesso endodéntico foram superados

com sucesso pelo retratamento.

Em 2003, Chavez de Paz et al. realizaram uma pesquisa sobre microrganismos
encontrados em lesdes periapicais persistentes apdés o tratamento endoddntico. Dos 200
casos analisados, 107 apresentaram crescimento bacteriano na amostra do canal radicular,

enquanto 93 casos ndo apresentaram crescimento. Em varios casos, microrganismos
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permaneceram e ou novas espeécies surgiram indicando que mesmo apds o controle quimico-

mecanico, o canal radicular ainda fornece fatores de crescimento e de sobrevivéncia.

Pinheiro et al. (2003 A) apo6s andlise clinica e radiogréfica, selecionaram 60 dentes
indicados para retratamento endodéntico, que possuiam a presenca de lesdo periapical, com
o intuito de investigar a microflora presentes nos casos de insucesso do tratamento. As
amostras foram coletadas durante a realizacdo do procedimento para analise a partir do
método de cultivo. 9 canais radiculares nao apresentaram bactérias cultivaveis, o que reforca
a importancia dos estudos a partir de analises genéticas. E. faecalis foi a bactérias mais
identificadas (45%), seguida de P. prevoti (10%), S. constellatus (8,3%) e P. micra (8,3%).

Estudos demonstram que mesmo sendo menos complexo que as infeccdes
primarias, ainda ha uma alta complexidade na microbiota de infec¢bes secundarias. Em uma
pesquisa envolvendo 45 amostras de canais radiculares com lesdo periapical e necessidade
de retratamento endoddntico, sendo o tratamento prévio realizado pelo menos 4 anos antes,
Gomes et al. (2008b) visaram analisar a prevaléncia de espécies comumente encontradas em
casos de insucesso do tratamento endodoéntico. E. faecalis foi a espécie mais prevalente
(77,8%), seguido de P. micra (51,1%) , P. gingivalis (35,6%), E. alocis (27,7%), T. denticola
(24,4%), P. endodontalis(22,2%), P.intermedia (11,1%), P. nigresens (4,4%),.

Rocgas et al.,, 2012, estudando com 42 pacientes, com pelo menos um dente
endodonticamente tratado e com les&o periapical assintomatica, caracterizaram a microbiota
desse tipo de patologia, através de PCR. No estudo foi observado uma alta prevaléncia das

espécies F. nucleatum, E. faecalis P. alactolyticus.

Em 2013, Endo et al., selecionaram 15 pacientes com necessidade de
retratamento endoddntico e presenca de lesdo periapical, visando avaliar as espécies e sua
guantidade em infecgfes persistentes. A grande maioria dos microrganismos recuperados era
gram-positivos, sendo as bactérias mais encontradas P. micra, P. nigrescens, E. faecalis e e
G. morbillorum. O estudo também reafirmou a importancia do estudo bacteriano por métodos
genéticos, visto que bactérias gram-negativas estavam presentes, porém sé foram

identificadas a partir do método de PCR.

Ao avaliarem a comunidade microbiana presente no interior do sistema de canais
radiculares de 20 dentes indicados ao retratamento devido ao insucesso do tratamento
endoddntico prévio, em 2020, Barbosa-Ribeiro et al. detectaram bactérias presentes em 100%
de suas amostras. As espécies detectadas com maio frequéncia foram: E. faecalis, P.

gingivalis, F. nucleatum, G. morbillorum, T. forsythia, P. micra e P. endodontalis. Sendo o
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Enterococcus faecalis a espécie mais prevalente, estando presente em 20/20 amostras

coletadas.

A indicacdo do retratamento endodéntico, requer um diagndstico baseado em
sinais clinicos e radiogréaficos, mas também pode ser baseada por necessidades protéticas,
sem necessariamente com a evidéncia de uma lesao periapical. Ao avaliarem 45 dentes com
necessidade de retratamento por razbes protéticas, em 2020, Bicego-Pereira et al.
selecionaram 20 dentes com restauracdes indiretas, com retentor intra-canal e mal adaptadas,
sem a presenca de lesdo periapical. Os microrganismos foram cultivados e analisados por
métodos genéticos. Foram encontradas bactérias em todas as amostras, sendo sua maior
incidéncia no tergo coronal (10/20), seguido do médio (7/20) e apical (7/20). Enterococcus foi

0 género mais prevalente.

3.5 Microrganismos relacionados as infe¢c6es primarias e secundarias

3.5.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € o microrganismo mais frequentemente detectado em
infecc¢des orais, incluindo tecidos periodontais e o sistema de canais radiculares. (Brook et al.,
1991).

E. faecalis possui a habilidade de penetrar nos tabulos dentinarios, bem como
sobreviver em smear layer e gaps entre os materiais restauradores, escapando da acéo de
antimicrobianos durante o tratamento do canal (Haapasalo et al., 1987) e além disso, a espécie
se mostrou hébil na formacéo de biofilme contribuindo para a patogenicidade da microflora
local (Distel et al., 2002). Também se mostra resistente ao hidroxido de calcio, medicagéo

intracanal mais utilizada mundialmente (Evans et al., 2002).

Tradicionalmente a identificacdo de Enterococcus em diversos sitios foi realizada
a partir dos métodos de cultura. Sua prevaléncia em infec¢des primarias e secundarias foi
reportada por essas técnicas (Sundqvist et al., 1998 e Molander et al., 1998). Entretanto,
devido a limitacdes dos métodos dependentes do cultivo, como a incapacidade se identificar
cepas com diferentes fenétipos, autores sugerem o uso de técnicas moleculares aliadas a

cultura para o estudo da espécie (LI€éo et al., 1999)

Em 1998, Sundqvist et al., coletaram amostras do conteddo microbiano de 54

dentes indicados ao retratamento endoddntico devido a evidéncia de les&o periapical
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radiografica e analisou-as através dos métodos de cultura. E. faecalis foi encontrada em 38%

das amostras, sendo a mais recuperada do estudo.

Molander et al., 1998, visando examinar a microbiota de 100 dentes j& obturados,
mas com presenca de lesdo periapical, dividiram suas amostras em 2 grupos para se
comparar os resultados: grupo P (que possuia sinais clinicos da patologia), representado por
80 dentes e grupo T (técnico), que ndo apresentava sinais clinicos da doenca. As amostras
foram cultivadas, identificadas por métodos bioquimicos e classificadas como “esparsa” ou
“‘muito esparsa”. Bactérias anaerdbias facultativas predominaram as amostras (69%). O
género Enterococcus foi 0 mais encontrado entre esse tipo de bactéria, estando presente em
78% dos casos onde haviam bactérias anaerobias facultativas, sendo 11 dessas amostras
pertencentes ao grupo T.

Pinheiro et al., 2003 B, selecionaram em seu estudo 30 canais radiculares com
indicagé@o de retratamento endododntico, descrevendo a microbiota encontrada em casos de
insucesso no tratamento. O tratamento endoddntico prévio foi realizado no minimo 4 anos
antes da intervencdo. Apdés a coleta das amostras, estas foram cultivadas e analisadas
fenotipicamente. Foram encontradas 29 espécies bacterianas, sendo E. faecalis presente em
11 de 30 canais (36,7%), sendo mais uma vez a espécie mais prevalente. O estudo também
testou a susceptibilidade das bactérias presentes a a¢éo de antibioticos. E. faecalis apresentou

sensibilidade a benzilpenicilina, amoxilina e a combinagc&o de amoxilina com clavunato.

Rogas et al., 2004, descreveram a presenca de E. faecalis de uma maneira geral,
em infec¢Bes endodoénticas e perirradiculares. Foram selecionados pacientes com 18 a 80
anos de idade, com diferentes tipos de diagndsticos pulpares, sendo 21 dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical crbénica, assintomaticos, 10 casos com necrose e lesdo, porém
apresentando sintomatologia, 19 casos de abscesso periapical e 30 dentes com insucesso do
tratamento prévio. As amostras foram cultivas e analisadas por métodos genético-moleculares.
Nos casos assintomaticos, E. faecalis foi encontrada em 33% das amostras (7/21), 10% em
lesbes periapicais crénicas sintomaticas (1/10), 5% em casos de abscesso (1/19). No geral, a
espécie foi presente em 18% dos casos de infeccdo primaria (9/50). Os resultados mostraram

que E. faecalis é mais presente em infec¢des assintomaticas do que sintomaticas.

Em 2006, Gomes et al., realizaram um estudo com o objetivo de comparar a
identificacdo de E. faecalis pelos métodos de cultura e PCR. Foram selecionados 50 dentes
anteriores que apresentavam necrose pulpar e 50 dentes apresentando insucesso do
tratamento prévio. Através do método de cultura, a espécie foi recuperada em 23 dos 100

dentes, sendo 2 dos 50 canais necréticos (4%) e 21 dos 50 canais com infeccao secundaria.
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Ja pelo método PCR, E. faecalis foi encontrada em 41 de 50 (82%) dentes com necrose pulpar

e 38 de 50 (72%) dos casos associados a infeccdo secundaria/persistente.

Pinheiro et al., 2006, coletaram m total de 22 amostras contendo bactérias do
género Enterococcus foram isolados de canais radiculares que apresentavam insucesso no
tratamento endoddéntico prévio. Essas amostras foram coletadas de 41 dentes de 35 pacientes,
durante o procedimento de retratamento. Os dentes haviam realizado o tratamento pelo menos
4 anos antes desse estudo. As espécies encontradas foram cultivadas e as espécies
identificadas pelo método de sequenciamento 16S rRNA. O objetivo do estudo foi identificar
espécies do género Enterococcus nos canais radiculares que apresentaram insucesso do
tratamento endodéntico anterior. Microrganismos foram encontrados em 35 canais radiculares
ap6s a desobturacdo e 6 ndo apresentavam bactérias cultivaveis. O género Enterococcus
foram encontradas em 22 (62,8%) dos 35 canais positivos a cultura. Em 15 amostras, E.
faecalis se apresentou como o Unico isolado, em 2 esteve associada a mais duas espécies e

em 5 foi recuperada em uma infec¢ao polimicrobiana com 3 ou mais espécies.

Em 2006, Zoletti et al. descreveram a presenca de E. faecalis em infeccbes
endodénticas primarias com e sem leséo periapical. Foram coletadas amostras de 53 canais
radiculares indicados para tratamento endodénticos, 0s pacientes possuiam entre 19 a 75
anos. 27 dentes possuiam evidéncias radiograficas de lesdo periapical e 26 néao
apresentavam. As amostras foram cultivadas e analisadas morfologicamente e por métodos
moleculares, sendo que 3 delas foram excluidas por motivos de contaminacao da cultura. E.
faecalis foi encontrada em 40 dentes (80%), sendo 22 sem lesdo e 18 com les&o periapical,

ndo foram registradas diferencas estatisticas significantes entre os dois grupos.

Em 2008, Pirani et al., descreveram a presenca de E. faecalis tanto em infec¢des
primarias, quanto em infecgbes secundarias/persistentes, selecionando 102 pacientes entre
16 e 73 anos de idade, com presenca de infeccdo primaria (72/102) ou secundaria (30/102).
As amostras foram coletadas durante o procedimento endodéntico e identificadas através do
método PCR. Os resultados mostraram E. faecalis em 7,6% dos casos de infec¢ao primaria e
39,1% em infeccBes secundarias. O estudo ndo demonstra relacdo dessa bactéria com
sintomatologias, mas reforcou que esta € mais relacionada o insucesso do tratamento

endodontico.

Gomes et al., 2008b, ao avaliarem a comunidade microbiana relacionada as
infeccdes secundarias/persistentes em seu estudo detectaram E. faecalis em 77,8% de suas

amostras, sendo a bactéria detectada com maior frequéncia.
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Em 2013, Penas et al., coletaram amostras de 21 canais radiculares que tiveram
insucesso nho tratamento endodéntico para identificarem a presenca de E. faecalis. Um total
de 40 cepas de E. faecalis foram cultivadas. O estudo concluiu que as variacbes genéticas
dessa bactéria séo relacionadas com o nicho em que esta. Além disso, algumas cepas de E.
faecalis também podem produzir uma capsula anti-fagocitica que pode ajudar a evadir o
sistema imunoldgico e sustentar uma infec¢cdo de longo prazo. Em canais radiculares
altamente infectados, esses fatores de viruléncia podem contribuir para a patogénese da

doenca pés-tratamento.

Em 2012, Rogas e Siqueira et al., realizaram um estudo visando caracterizar a
microbiota de dentes que ja haviam recebido tratamento endoddntico. Foram selecionados 42
dentes de pacientes entre 16 a 70 anos de idade. Todos os canais eram assintomaticos,
possuiam evidéncias de lesdo periapical e haviam realizado o tratamento pelo menos 2 anos
antes. As amostras foram coletadas durante o procedimento de retratamento para cultivo e
analise pelo método de PCR a partir do sequenciamento16S rRNA. E. faecalis foi encontrada
em 38% dos canais (11/29), embora a espécie ndo tenha sido encontrada com alta frequéncia
no presente estudo, deve-se ressaltar que apresentava um alta quantidade populacional
(média de 2.45 x 10° células), reafirmando que essa espécie é o principal patégeno nos

insucessos do tratamento endodoéntico.

Em 2020, Barbosa-Ribeiro et al., relataram a detec¢éo de E. faecalis em 100% das
amostras coletadas em casos de insucesso do tratamento endodéntico prévio, evidenciado

pela presenga de periodontite apical crénica.

3.5.2 Gemella morbillorum

A presenca de Gemella morbillorum no interior de canais radiculares acometidos
por infec¢des primérias ou secundarias ja foi vastamente descrita na literatura cientifica atual
(Pinheiro 2003a; Sousa et al., 2004; Sassone et al., 2007; Gomes et al., 2008a; Endo et al.,
2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

Ao analisar o contetdo microbiano de 28 dentes diagnosticado com necrose pulpar
associada a periodontite apical cronica em busca de 42 espécies através do método molecular
de Checkerboard DNA-DNA hybridization Siqueira et al. (2000) constataram a presencga de
bactérias em 100% de suas amostras. A bactéria Gemella morbillorum foi detectada em 12%

dos casos.
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Siqueira et al., 2001lc, utlizando o método de checkerboard DNA-DNA
hybridization avaliaram o conteldo microbiano presente na colecdo purulenta associada a 27
dentes diagnosticados com abscesso apical agudo. Os autores relataram a deteccdo da

espécie bacteriana em 11,1% dos casos.

Pinheiro et al., 2003a relataram a detec¢ao do microrganismo em 6,7% dos casos
de infeccdo secundaria/persistente analisados em seu estudo. No mesmo ano a bactéria foi

detectada em 10% dos casos de infeccao primaria (Jacinto et al., 2003)

Estudo subsequente realizado em 2004, por Sousa et al., investigaram o contetdo
bacteriano presente no interior do sistema de canais radiculares de dentes associados a
abscessos apicais agudo através do cultivo e da posterior identificagdo bacteriana por meio de
testes bioquimicos. A autora relata maior prevaléncia de bactérias anaerdbias estritas
associadas a este diagnostico. Sobretudo a anaerdébia facultativa G. morbillorum foi detectada
em 30% dos casos sendo a segunda espécie detectada com maior frequéncia nestes casos.

Sassone et al., 2007, relataram a detecgédo de G. morbillorum em 52% dos casos
associados a necrose pulpar e a presenca de les@o periapical crénica através da técnica de
Checkerboard DNA-DNA hybridization.

Gomes et al., 2008 A, através dos métodos de cultura e do Nested-PCR
objetivaram avaliar a presenca de Gemella morbillorum em 50 associados a infecgdo primaria
e 50 dentes indicados ao retratamento devido ao insucesso do tratamento. A bactéria alvo foi
identificada através da cultura e do PCR em 22 e 77 casos respectivamente, 0s autores
sugerem que essa diferenga se deva a uma maior sensibilidade e especificidade do método
molecular, ressaltam ainda que em alguns casos métodos bioquimicos de identificacao
possuem limitagBes e por vezes podem identificar a G. morbillorum de maneira equivocada
como uma bactéria do género Streptococcus. O estudo demonstra uma maior prevaléncia do
microrganismo nos casos de infecgdo priméria (36 e 82%) que na infeccdo secundaria (8 e
72%) através dos métodos de cultura e PCR respectivamente. Detectando também
associacdes positivas (p<0,05) entre a presenca de G. morbillorum e exsudato purulento,

edema e dor a palpagéo.

Posteriormente em 2013, Signoretti et al., analisaram através do método de cultura
o perfil microbiolégico presente em 20 lesdes periapicais resistentes a re-intervencao
endododntica, indicadas a cirurgia periapical. Foi detectada a presenca de cistos periapical em
13 casos, e de granuloma periapical em 7 casos. Sendo que a bactéria detectada com maior
frequéncia nos casos de cisto periapical verdadeiro foi a G. morbillorum (61,5%). Os autores

ressaltam a necessidades de estudos futuros visando compreender o papel ecolégico da



27

bactéria na comunidade microbiana residente do sistema de canais radiculares, elucidar seus
mecanismos de resisténcia e instituir protocolos eficazes em sua eliminacdo, visto que sua

permanéncia no interior do conduto pode culminar no insucesso do tratamento endodéntico.

Endo et al., 2013 reportaram a detec¢do da espécie em 10,9% e 12% nos casos
associados ao insucesso do tratamento endoddntico prévio através dos métodos de cultura e
PCR.

Avaliando a microflora bacteriana presentes nas bolsas periodontais e nos canais
radiculares de dentes vitais com comprometimento periodontal extenso indicados ao
tratamento endodéntico e os efeitos da terapia sobre a microbiota através do Nested PCR,
Louzada et al. (2020) investigaram a presenca de 17 espécies bacterianas em ambos os sitios
estudados. Foram realizadas coletas em ambos 0s sitos antes (S1) e apos o0 PQM (S2) e apos
o uso de medicacdo intracanal a base de hidroxido de calcio (S3). A bactéria G. morbillorum
foi detectada apenas nas amostras coletadas nas bolsas periodontais, sendo que sua
frequéncia de deteccao neste sitio diminuiu apés o PQM e o uso de medicacao intra-canal.

3.5.3 Parvimonas micra

Originalmente classificadas como Peptostreptococcus micros, a espécie
Parvimonas micra passou por reclassificagdes recentes no que se diz respeito a seu género.
Inicialmente classificada como pertencente ao género Peptostreptococcus a bactéria foi
reclassificada em 1999 como Micromonas micros somente em 2006 foi classificada
pertencente ao género Parvimonas, classificagdo a qual se perdura até os tempos atuais
(Tindal e Euzéy 2006; Uemura et al., 2014). Sendo este um microrganismo descrito como

componente da flora bacteriana dos tecidos bucais e gastrointestinais.

Esse microrganismo possui diversas fun¢des que provocam peptidase, (Steeg e
Van der Hoeven et al., 1989). Isto é, a quebra de moléculas proteicas, expressas pela atividade
de hialuronidase, (Tam et al., 1985) e pela liberagdo de compostos de enxofre volateis da L-
cisteina. (Persson et al., 1990). Isso representa fatores chave de viruléncia, entretanto as

caracteristicas da relacéo dessa bactéria com a doenca ainda séo incertas.

Conhecida como uma das bactérias que compde a flora bacteriana dos tecidos
orais e gastrointestinais (Murdoch et al., 1998) a bactéria anaerébia estrita € classificada
quanto a coloracéo de Gram como positiva. Relatos da presenca do microrganismo no interior
do conduto radicular de dentes associados a infeccdo endodbntica primaria e

secundaria/persistente na literatura sao abundantes (Bystrom e Sundqgvist., 1981; Gomes et
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al., 1994a; Gomes et al., 1996 A; Siqueira et al., 2002; Gomes et al., 2004; Vianna et al., 2008;
Siqueira et al., 2009; Gomes et al., 2013; Gomes et al., 2015; Noébrega et al., 2016; Rocas et
al., 2018; Barbosa-Ribeiro et al., 2020), sendo também relacionada a infecgcbes em focos
distantes da cavidade oral, como exemplo a espondilodiscite, revelando-se como um patégeno

oportunista (Uemura et al., 2014).

P. micra é constantemente encontrada na microbiota de abscessos periapicais
através do método de cultura, (Sundqvist et al., 1989, Sousa et al., 2003). Porém, utilizando
métodos de identificacdo genéticos e moleculares, a espécie é encontrada em alta frequéncia
associada a diagnosticos diversos (Baumgartner et al., 2004, Sakamoto et al., 2006). Wayman,
et al., 1992 destacaram a presenca frequente da espécie em lesdes periapicais agudas e

cronicas.

Em 2008, Rogas e Siqueira et al., ao coletarem amostras de dentes
monorradiculares de 43 pacientes, apresentando necrose pulpar e lesdo periapical indicada
radiograficamente encontram P. micra em 28% das amostras, porém em niveis populacionais
altos (cerca de mais que 10° células). As bactérias identificadas avaliadas através do método
PCR, pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. O objetivo do estudo era descrever a

microbiota encontrada de canais radiculares com leséo periapical crdnica.

No ano seguinte, Siqueira e Rogas et al., também citaram P. micra, juntamente
com F. nucleatum e P. endodontalis como as espécies mais prevalentes em abscessos
periapicais agudos. Essa afirmacéo foi feita a partir de um breve estudo sobre a microbiota
deste tipo de patologia. Foram coletadas 42 amostras de pacientes adultos diagnosticados
com abscesso periapical, que procuraram tratamento de emergéncia. Todos os pacientes
apresentavam dor e ou inchaco, alguns apresentavam febre, linfoadenopatia. As amostras
foram cultivadas e as espécies identificadas a partir do método PCR, utilizando o
sequenciamento do gene 16s rRNA. Nenhum caso apresentou fistula, ligada a cavidade oral.

P. micra foi encontrada em 22 de 42 amostras (52%) indicando uma alta prevaléncia.

A bactéria também recebeu destaque nos trabalhos de Endo et al., 2013, sendo a
detectada com maior frequéncia através do método de PCR, nos casos indicados ao

retratamento devido a presenca de leséo periapical.

Em 2014, Sousa et al., coletaram amostras de 10 pacientes apresentando necrose
pulpar com abscessos periapicais agudos, ambos apresentando dor espontdnea, dor a
palpacao, dor a percussédo e perda 6ssea periapical. O objetivo do estudo era determinar a
ativacdo de macréfagos em abscessos periapicais agudos. As amostras foram divididas em 3

grupos: RCS 1 (coletadas antes do preparo quimico-mecanico), RCS 2 (coletadas apds o
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preparo quimico-mecanico) e RCS 3 (coletadas apds 30 de colocacdo da medicacgédo intra-
canal). As bactérias foram identificadas através do método de cultura e identificacdo das
espécies através do método de PCR, pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. P. micra foi

encontrada nas 10 de 10 amostras, sendo a espécie mais recuperada.

A espécie em questdo € constantemente atribuida a interacdes bacterianas
contribuintes a injarias dentérias. Para se entender melhor sua prevaléncia e essa relagdo com
patdgenos dominantes da polpa no sentido de colonizacdo bacteriana em periodontites
apicais, Hai ji et al. (2014) desenvolveram um estudo sobre o tema. Foram selecionados 120
dentes diagnosticados com infec¢Bes primarias ou secundérias. As amostras foram coletadas
e 0 DNA bacteriano extraido, para identificacéo pelo método PCR, através do sequenciamento
do gene 16S rRNA. P. micra foi encontrada em 40% (24/60) das amostras de infec¢bes
priméarias e 5% (3/60) de infec¢Bes secundéarias. Também foram encontradas correlagfes

significativas entre P. micra e P. endodontalis, assim como entre P. micra e E. faecalis.

Pesquisas envolvendo a microbiota de caries profundas e sua relagdo com pulpites
irreversiveis, Rocas et al. (2015), encontraram P. micra em uma frequéncia de 13% em
infec¢des primérias. Essa pesquisa foi realizada a partir da coleta de amostras e extracéo de
DNA bacteriano de 30 pacientes que apresentavam lesdes de céarie profundas com exposi¢ao
pulpar, diagnosticados com pulpite irreversivel, para analise pelo método PCR, a partir do
sequenciamento do gene 16s rRNA. Os pacientes possuiam de 12 a 33 anos. O estudo
também associou P. micra a sintomatologia de dor latejante e ressaltou a intera¢do entre esta

e P. endodontalis.

Nébrega et al., 2016, ao avaliarem a microbiota presente em dentes acometido por
abscesso periapical agudo detectaram através do PCR a presenca de Parvimonas micra em

40% de suas amostras.

Utilizando métodos de extracdo de DNA bacteriano, identificacdo por PCR, Gomes
et al. (2015) identificaram P. micra em alta frequéncia tanto antes da instrumentacdo dos
canais radiculares, quanto apds, em casos de les6es endo-periodontais. O objetivo do estudo
foi identificar a microbiota presente em infecg6es endo-pério. Foram coletados de 15 amostras
de canais radiculares e das bolsas periodontais, diagnosticados com essa patologia. Embora
a espécie tenha sido encontrada antes e apods, ha de se destacar que a quantidade
populacional decaiu muito, mas se manteve proporcionalmente maior que a maioria de outras
espécies. P. micra também foi a bactéria mais recuperada em bolsas periodontais antes e

apoés o tratamento.
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Parvimonas micra contribui para varias infec¢des polimicrobianas, sendo comum
em placas bacterianas de pacientes com doencas endodénticas e periodontais. O 4cido
lipotecdico (LTA) atua em diversas funcbes em bactérias gram-positivas, incluindo
manutencdo da homeostase catibnica e modulacao das atividades autoliticas. A ativacdo da
expressao do gene dItA protege bactérias Gram-positivas, que expressam LTA, da defesa
antimicrobiana imune inata. Um mutante deficiente do gene dItA foi criado a partir de P. micra
(ATCC 33270), em um estudo, através recombinacdo homologa. Unidades formadoras de
colénias (UFC) ajudaram a estimar o crescimento da espécie. A coloragdo com violeta de
cristal, microscopia confocal a laser de varredura (CSLM) e microscopia eletrénica de
varredura (SEM) avaliaram a massa e a estrutura do biofilme. P. micra ATCC 33270 foi
estabelecida com sucesso, concluindo-se que o0 gene dItA est4 associado ao crescimento
bacteriano e a formacao de biofilme, estimulado por esta bactéria (Liu e Hou et al., 2018).

3.5.4 Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum é uma espécie de bactéria gram-negativa em forma de
bastonete, anaerébia estrita, imével e ndo formadora de esporos (Moraes et al., 2002 b).
Morfologicamente € descrita como uma célula delgada e alongada, de extremidades
pontiagudas, com 5 a 10 ym de comprimento (Bolstad et al., 1996). E frequentemente
encontrada nos canais radiculares podendo causar ou contribuir em doencas da polpa e
periapicie. I1sso se deve, porque possuem em sua parede celular o LPS e endotoxinas, que
provocam reacdes inflamatérias. Seus subprodutos metabolicos, produzidos a partir da
degradacéo de peptideos e carboidratos, sédo geralmente citotoxicos. Além disso, apresentam
interagBes com outras bactérias potencialmente patégenos, como: P. intermédia, P. gingivalis,

e P. micros. (Chavez de Paz et al., 2002).

Até onde se sabe a espécie geralmente ndo consegue causar infec¢des por si so,
mesmo possuindo fatores inflamatorios, sendo dependentes de associacdo em biofilme para
causar dano ao hospedeiro, assim como as outras espécies com potencial patdgeno presentes
nesses nichos (Steeg et al., 1987). Alguns autores a consideram como um a “ponte” entre o

comeco e o final da colonizagdo bacteriana nos canais radiculares (Kolenbrander et al., 1989).

Também é associada a severidade das infecc6es endodonticas agudas, sendo que
a prescricao de antibiéticos pode ser utilizada como coadjuvante para o tratamento deste tipo
de patologia, pois F. nucleatum apresenta sensibilidade a diversos tipos dessa classe de

medicamentos. (Bolstad, et al., 1996).
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A espécie é subdividida em 5 subespécies: F. nucleatum nucleatum, F. nucleatum
vicentiie, F. nucleatum polymorphum, F.fusiforme e F. animalis. Apesar de apresentarem
genoma e morfologias muito parecidas, estas possuem algumas caracteristicas individuais,
(Gendron et al., 2000).

Estudos epidemiolégicos apontaram F. nucleatum com uma das espécies mais
prevalentes em infeccbes primarias. Moraes et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo
de comparar a efetividade dos métodos de cultura, PCR através do sequenciamento do gene
16S rRNA e hibridizacdo DNA-DNA para a identificacdo de cepas de F. nucleatum. Treze
dentes monorradiculares de pacientes adultos, apresentando, leses cariosas, necrose pulpar
e evidéncia radiogréafica de lesdo periapical foram envolvidos no estudo. As amostras foram
coletadas desses dentes e analisadas a partir de cada um desses 3 métodos. A espécie foi
encontrada na frequéncia de 15,4 % através do método PCR, 15,4% pela cultura e 10,4% pelo
método de DNA-DNA.

Alguns estudos afirmaram que essa espécie possui uma alta heterogeneidade, ou
seja, apresenta tipos variados de cepas, com diferencas em seu material genético. Nao foram
encontrados fatores de viruléncia diferentes entre as cepas, mas sabe-se que a variabilidade
deles se apresenta como a necessidade de nutrientes. Dependendo da disponibilidade de
nutrientes em determinados sitios da cavidade oral, a cepa pode se tornar mais ou menos

patogénica (Moraes et al., 2002 b).

Em 2002 b, Moraes et al., realizaram um estudo, com o objetivo de avaliar a
heterogeneidade das cepas de F. nucleatum. Foram coletadas 13 amostras de dentes, ambos
com lesdes cariosas profundas, necrose pulpar e evidéncia radiogréafica de lesdo periapical.
As amostras foram cultivadas e testadas através de oligonucleoides para se determinar os
clones. Os resultados mostraram pelo menos duas espécies de cepa por canal, sendo uma de
alta frequéncia, pois representou 95% dos isolados da bactéria. Isso sugere que ha diferentes
tipos da espécie na cavidade oral e todas podem acessar 0s canais radiculares, porém nem
todos os clones conseguem se manter na mesma frequéncia e, portanto, participar do

processo infeccioso.

Em 2002, Chavez de Paz et al., descreveram a presenca de F. nucleatum em
infeccbes primarias. O estudo envolveu 28 pacientes (12 homens e 16 mulheres) entre 25 e
70 anos de idade. As amostras foram coletadas durante o tratamento e cultivadas em placas
de Agar. Outras espécies presentes, com supostas interacées também foram cultivadas. A
espécie foi recuperada em 10 casos (35,7 %), todos com presenca de dor severa. Os

resultados mostraram que a espécie da um suporte chave para o insucesso do tratamento,



32

pois em todos os casos em que foi encontrada, espécies do género Prevotella e ou
Porphyromonas também foram encontradas, indicando uma sinergia no processo inflamatério

apical.

Foram selecionados 60 pacientes, com necessidade de tratamento e retratamento
(41 com necrose pulpar e 19 com insucesso do tratamento endoddntico prévio e evidéncia de
les@o periapical) para coleta de amostras, cultivo e analise morfolégica. O objetivo do presente
estudo era avaliar a microbiota das infeccGes primarias e secundarias. F. nucleatum, foi umas
das espécies anaerdbias estritas mais encontradas com 11% de frequéncia nas amostras,
sendo todas em casos de necrose. Esta foi encontrada principalmente em canais que
apresentavam exudato purulento (Gomes et al., 2004).

Em 2007, Vianna et al., analisaram microrganismos encontrados em infec¢oes
endodobnticas antes e ap0s o preparo quimico-mecanico. O método utilizado foi a coleta de
amostras de 21 pacientes (entre 18 e 59 anos de idade), necessitando de tratamento
endodéntico, durante a abertura coronaria e ap0s a instrumentacdo e extracdo do DNA
bacteriano para identificacdo através do método de hibridizacdo DNA-DNA. Todos os dentes
apresentavam necrose pulpar, com evidéncias radiograficas de lesdo periapical e eram
monorradiculares. As amostras foram cultivadas e analisadas por métodos genéticos. F.
nucleatum foi a espécie mais recuperada antes do tratamento (60% dos casos). Apds o
preparo, apenas 4 amostras apresentaram bactérias, sendo apenas 1 destas com a espécie

em questdo presente.

Ao selecionarem 110 pacientes, que buscaram tratamento odontolégico, em nivel
de emergéncia, com casos clinicos de abscessos cronicos ou agudos, Jacinto et al. (2008)
analisaram a frequéncia de interagbes bacterianas entre F. nucleatume F. necrophorum. As
amostras foram coletadas durante os procedimentos endoddnticos necessarios a cada caso,
e cultivados. ApGs essa etapa, 0os microrganismos foram identificados morfologicamente. F.
nucleatum foi encontrada em 38 canais radiculares (28,9%), todos eles com a infeccéo
dominada por bactérias anaerdbias estritas e ou gram-negativas. As espécies mais
comumente associadas foram: Prevotella spp, Prevotella intermedia, Prevotella oralis,
Eubacterium spp, Bifidobacterium spp, Clostridium sppe e Gemella morbillorum. A interacdo
apresentada entre as duas espécies chave do estudo foi irrelevante para aumento de

patogenicidade.

Em 2009, Siqueira et al., realizaram um estudo visando ampliar o conhecimento
sobre a microbiologia de infecgbes pulpares primarias, foram extraidos DNAs presentes em

amostras de pesquisas prévias, para futura andlise através do ensaio de hibridizagcdo DNA-
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DNA checkerboard de captura reversa. O material examinado consistia em 20 amostras
extraidas de dentes diagnosticados com necrose pulpar e evidéncias radiogréficas de lesdo
periapical. A avaliacao foi dada quanto a presenca e nivel populacional, baseados em 28
espécies de bactérias comumente isoladas de doencas periapicais. DNAs bacterianos foram
encontrados em 19 das 20 amostras, sendo F. nucleatum presente em 10,5% delas (2/19).

Um estudo realizado em adultos noruegueses comparou a microbiota presente em
infeccbes de polpa sintomaticas e assintomaticas, sendo todas as amostras coletadas de
dentes com necrose pulpar, 21 assintométicos e 13 sintomaticos. Além disso, 9 dentes
apresentavam abscessos periapicais cronicos. O DNA foi extraido das amostras e analisado.
F. nucleatum foi encontrada em 62% das amostras assintomaticas, porém em casos
sintomaticos sua presenca foi irrelevante, se comparada com outras espécies gram-negativas,

como P. endodontalis que foi recuperada em 69% das amostras (Rocas et al., 2011).

Rocas e Siquera, 2012, ao avaliarem a microbiota residente em canais radiculares
ja tratados associados ao insucesso através do método de PCR relataram a detec¢do do

microrganismo em 24% das amostras.

Em 2017, Pereira et al., encontraram F. nucleatum em 71,6% das amostras de
infecgbes secundarias, a partir da extracdo do DNA bacteriano e identificacdo a partir do
sistema SYBR Green. O estudo utilizou 30 amostras, coletadas de 30 dentes com essa

condigéo.

Em 2018, Bouillaguet et al., afirmaram que F. nucleatum, também demonstra uma
forte interagcdo negativa com E. faecalis, apds realizar uma pesquisa sobre interacdes
bacterianas em infecgBes primarias e secundarias dos canais radiculares. Coletaram-se
amostras de dentes com lesBes periapicais, porém ja indicados para exodontia devido a
impossibilidade de retratamento. Dentes com outras patologias periodontais foram excluidos
do estudo. Os resultados também mostraram uma grande incidéncia de F. nucleatum em

lesdes primarias, tanto em frequéncia, quanto em populacao.

Babosa-Ribeiro et al., 2020, relataram através de seus estudos a presenca da
bactéria em 75% dos casos associados ao insucesso do tratamento endodéntico prévio, sendo

sua prevaléncia reduzida para 45% apés a execucao do preparo quimico-mecanico.

Estudos mais recentes indicam a presenca da espécie e seu envolvimento em
tumores malignos e processos de metastase, (Bullman et al., 2017). Um mecanismo molecular

que pode promover cancer foi testado in vitro usando padrdes celulares em modelos animais.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bouillaguet+S&cauthor_id=30356779
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Foi sugerido que estas bactérias podem ser um fator de risco para progressao de adenomas

de cabeca e pescoc¢o para cancer.

Flanegan et al. (2014); e Kostic et al. (2013) ja haviam afirmado que subprodutos
de F. nucleatum alteram o meio, sendo o processo inflamatério um fator que favorece o
desenvolvimento de tumores, pois havia através de um estudo, gerado neoplasia dessa forma
em ratos. O mesmo sugeriu que o fator central para malignizacdo é o FadA, uma proteina de
adeséo a superficie celular envolvida na aderéncia e invasao de células epiteliais, que € capaz
de estimular importantes vias de transducdo de sinal. Na linha celular HCT116, o FadA
interage com a E-caderina e estimula a via Wnt e [3-catenina..O resultado é a estabilizagéo da
B-catenina, seu acumulo no citoplasma e sua subsequente translocacao para o nucleo, onde
ativa a expressao dos genes de sinalizacéo da ciclina D1, c-MyceWnt, promovendo assim a
proliferag&o celular e o crescimento tumoral (Rubinstein et al., 2013).

A diferenca entre os métodos utilizados nos estudos sobre esse tema acaba
gerando controversas entre eles. A forma de coleta, tamanho amostral e método de
identificacdo das amostras bem como as caracteristicas demogréaficas dos pacientes
voluntérios podem alterar com vigor os resultados. Entretanto, ao se tracar uma analise geral
das pesquisas, conclui-se que a abundancia do género Fusobacterium tem significancia no

desenvolvimento de tumores. (Zhang et al., 2019).

Fora da cavidade oral, a importancia do género Fusobacterium tem que ser
reconhecida, pois sdo frequentemente encontradas e associadas a varios tipos de doencgas
(Brennan et al., 2019). Alguns autores associaram o género com a presenca de determinadas
patologias, tais como: doencas cardiovasculares, problemas na gravidez, artrite reumatoide,

abscessos pulmonares e neoplasias (Bronzato et al., 2020).

3.5.5 Porphyromonas endodontalis

Em 1894, Miller et al., sugeriram o envolvimento de P. endodontalis, em doencas
pulpares e periapicais. A comprovagao dessa co-relacéo so foi confirmada a partir dos achados
de Sundqvist et al., 1976. Bactérias de pigmento negro fazem parte da microbiota normal do
homem em varias regides do corpo, embora sejam frequentemente encontradas em infeccées,
compreendendo algumas espécies presentes nos géneros Bacteroidae, Prevotella e
Porphyromonas. Essas bactérias costumam ser mais recuperados de canais com necrose
pulpar, variando sua frequéncia entre 25% a 50%. Alguns autores associaram P. endodontalis
com a sintomatologia de infeccbes pulpares, porém até onde se sabe, essa espécie esta

envolvida apenas em fatores indiretos (Siqueira et al.t, 2011).
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Porphyromonas endodontalis é descrita como uma bactéria gram-negativa em
forma de bastonetes imdveis ou cocobacilos, anaerdbia estrita e de pigmentacdo negra,
comumente associada a atividade patolégica (Machado de Oliveira et al., 2000),sendo
comumente encontrada em infeccdes envolvendo canais radiculares e periapicie (Nan Ma, et
al., 2017). E uma espécie dificil de analisar pelo método de cultura, visto que possui uma alta
sensibilidade ao oxigénio, assim como as outras bactérias do género Porphyromonas,
indicando seu estudo por métodos genéticos. E presente tanto em casos sintomaticos, quanto
em casos assintomaticos (Gomes et al. 2005). A espécie pode causar infec¢des purulentas
em animais, principalmente dentro de microfloras complexas, devido sua capacidade de
interacdo com outras espécies, além de possuir a capacidade de ativacdo de citocinas pro-
inflamatorias, através de sua membrana de LPS. Outros fatores de viruléncia dessa bactéria
sdo a presenca de cépsula, outras membranas proteicas, proteinases e a producdo de cito
toxinas (Rogas e Siqueira et al., 2018).

Ao coletarem amostras de 43 dentes que apresentavam lesdes de cérie profundas,
ou necrose pulpar estabelecida com a presenca de perda Ossea periapical, Machado de
Oliveira et al. (2000) analisaram a presenca dessa espécie em infec¢des sintomaticas e
assintomaticas. P. endondontalis foi recuperada em 17 de 43 amostras (39,5 %), sendo
presente em 4 de 6 casos de abscesso periapical (66,7%), em 6 de 24 casos de lesdes
periapicais assintomaticas (25%) e presente em a apenas um caso assintomatico sem
qualquer tipo de lesao perirradicular. A alta incidéncia da bactéria em abscessos periapicais,
nesse estudo, indicou um grau de importancia da patogenicidade da espécie em infec¢des

endodonticas.

Siqueira et al., 2001 B analisaram a presenca de bactérias de pigmentagéo negra
em pulpites irreversiveis. As amostras foram coletadas de 54 dentes monorradiculares, com
canal Unico, quem apresentavam lesdes de céarie profundas e ou necrose pulpar, sendo que
apenas 2 dentes ndo apresentavam perda 0ssea radiografica e 10 apresentavam abscesso
periapical. Quinze dentes foram positivos ao teste de percussdo e o0s demais casos
assintomaticos. A idade dos pacientes variava entre 18 e 60 anos. O DNA bacteriano foi
isolado e analisado pelo método de PCR, a partir a amplificacdo do gene 16S rRNA. Os
resultados mostraram uma incidéncia de 58,3 % (32 amostras de 54) de bactérias de
pigmentacdo negra, com destaque para 0s casos de abscessos em 80% (8 de 10), sendo P.
endodontalis encontrada em 42,6% das amostras totais (24 de 54) e 70% nos casos de

abscesso (7 de 10 caos).

Em 2004, Gomes et al. analisaram a microbiota presente em infeccbes

endodbnticas primarias e secundarias através do método de coleta e cultura dos
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microrganismos. O estudo foi realizado a partir da selecdo de 60 pacientes, sendo que 41
apresentavam necrose pulpar e 19 dentes com canal tratado ha pelo menos 4 anos, porém
que apresentavam lesdo periapical. Apesar da dificuldade de se cultivar a espécie, P.

endodontalis foi recuperada em 3 canais (5%), todos com necrose.

Marinho et al. (2005), coletaram o conteido microbiano presente nas infeccfes
primarias durante todas as fases do tratamento. 30 pacientes, entre 15 e 88 anos de idade,
que necessitavam de tratamento endodéntico foram incluidos no estudo e tiveram amostras
dos canais radiculares coletados para analise molecular a partir do método PCR, utilizando o
sequenciamento do gene 16S rRNA. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade proé-
inflamatdria contra macréfagos nesse tipo de infecgdo. Foram encontradas endotoxinas em
todos os canais e P. endodontalis foi identificada em 15 das 30 amostras (50%). Também foi

notado uma reducao drastica no nivel endotoxinas, apds o preparo quimico-mecanico.
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4 DISCUSSAO

A microbiota responsavel por colonizar o sistema de canais radiculares sendo
precursora dos quadros de infec¢do priméaria é amplamente descrita na literatura endodéntica
como sendo uma infeccdo mista, composta por bactérias Gram-positivas e negativas,
anaerdbias estritas e facultativas, com predominéncia dos microrganismos Gram-negativos
anaerdbios estritos (Gomes et al., 1994 A; Siqueira et al., 2001; Gomes et al., 2015). Em
contrapartida a comunidade bacteriana habitante dos casos associados ao fracasso do
tratamento endodoéntico foi por muito tempo descrita como uma comunidade menos complexa,
composta na maioria das vezes por uma pequena variedade microrganismos Gram-positivos,
sendo frequentemente relatada como uma monoinfeccao (Sundgqvist et al., 1998; Peciuliene et
al., 2000; Pinheiro et al., 2003).

Sobretudo, a evolugdo tecnoldgica e o aprimoramento dos métodos de cultura
através da anaerobiose e o desenvolvimento dos métodos moleculares de identificacéo
microbiana revelaram uma maior abundancia de espécies residentes no interior do sistema de
canais radicular nos quadros associados a infecgdo primaria, mas principalmente naqueles
associados ao fracasso do tratamento endoddntico prévio (Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro
et al., 2016).

A dificuldade, e por vezes até incapacidade de se mimetizar o ambiente propicio
para o desenvolvimento de algumas espécies bacterianas revela-se como uma limitagdo do
cultivo bacteriano, tornando os meétodos moleculares de identificagdo microbiana uma
importante ferramenta para o entendimento da microflora bacteriana associada as patologias
endodbnticas. Sendo que, além de independentes da cultura, sdo altamente sensiveis e
especificos, 0 que os torna extremamente confiaveis (Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013;
Barbosa-Ribeiro et al., 2016). Em contrapartida os métodos moleculares analisam apenas a
presenca ou auséncia de DNA bacteriano na amostra coletada, sendo incapazes de identificar
se o DNA encontrado é originario de um microrganismo viavel ou ndo, tornando o uso
concomitante dos métodos moleculares e tradicionais indispensavel (Siqueira et al., 2001;
Gomes et al., 2005; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro 2020).

Estudos diversos, valendo-se de métodos tradicionais e métodos moleculares para
avaliacdo do conteudo microbiano presente no interior do sistema de canais radiculares
associados ao fracasso do tratamento endodéntico prévio descreveram o E. faecalis como
microrganismo detectado com maior frequéncia (Sundqvist et al., 1998; Molander et al., 1998;
Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013; Barbosa-
Ribeiro et al., 2016; 2020).



38

A resisténcia as medicacdes intracanais rotineiramente utilizadas no tratamento
endoddntico, como o hidroxido de calcio, pode ser devido a capacidade de E. faecalis penetrar
no interior dos tdbulos dentinarios, evadindo desta forma os procedimentos executados
durante o preparo quimico-mecanico; e sobreviver por grandes periodos de escassez em
forma de latente, podendo ser reativado na presenca de condicdes mais favoraveis a seu

desenvolvimento (Haapasalo et al., 1987; Evans et al., 2002; Gomes et al., 2006).

indices de prevaléncia distintos, variando de 10 a 100%, sdo encontrados na
literatura endodoéntica no que se diz respeito ao E. faecalis (Peciuliene et al., 2000 ;Pinheiro et
al., 2003; 2006; Rogas et al., 2004; Siqueira et al., 2005; Zoleti et al., 2006; Gomes et al., 2006;
Pirani et al., 2008; Gomes et al., 2008; Rocas e Siqueira 2012; Barbosa-Ribeiro 2016; 2020).
As diferentes prevaléncias detectadas entre os estudos podem ser explicadas pelas diferencas
entre os métodos de identificagcao utilizados, o procedimento e ao sitio de coleta das amostras,
a localizacéo geogréfica, os habitos e condigbes sdcio-econdmicas da populacéo estudada e
ao diagnéstico dental estudado.

Embora existam registros de deteccdo do E. faecalis nos mais diversos
diagnésticos pulpares o0 microrganismo encontra-se em maiores proporcfes nos casos
associados a infeccao secundaria, quando comparado a infecgdo primaria (Rogas e Siqueira
2012; Gomes et al., 2008; Barbosa-Ribeiro et al., 2016, 2020).

Analisando a microbiota residente dos casos de insucesso do tratamento
endodontico através dos métodos de cultura Pinheiro et al. (2003 relatou ter detectado o
microrganismo em 45% de suas amostras, corroborando com estudos anteriores, que
utilizaram os mesmos métodos (Sundgqvist et al. 1998; Rocas e Siqueira 2012). Os métodos
moleculares de detecgéo revelaram uma prevaléncia ainda maior do microrganismo, variando
entre 70 e 100% (Gomes et al., 2006; Gomes et al., 2008; Barbosa-Ribeiro et al., 2016;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

Outro microrganismo Gram-positivo analisado no presente estudo foi a bactéria
Gemella morbillorum. O microrganismo foi detectado em 61,5% das amostras resultantes das
coletas de cistos periapicais verdadeiros, sendo o microrganismo detectado com maior
frequéncia nestes casos (Signoretti et al., 2013). O que destaca a importancia da eliminacdo
da bactéria em questdo do interior dos canais radiculares, uma vez que sua permanéncia
parece estar atrelada ao desenvolvimento de lesbes resistentes até mesmo ao retratamento

endodontico.

Maiores indices de deteccdo de G. morbillorum tém sido relatados nos casos de

infeccdo primaria, que secundaria. Alguns autores ainda destacam que os métodos de
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identificacdo genotipicos sdo indispensaveis na deteccdo da bactéria, uma vez que a
identificacdo da espécie através de testes bioquimicos por vezes culmina na identificacéo
errbnea, sendo o microrganismo identificado como pertencente ao género Streptococcus
(Gomes et al., 2008).

Quanto a sua prevaléncia, Gomes et al., 2008, relataram a identificacdo do
microrganismo em 38% dos casos de infec¢cdo primaria através dos métodos de cultura,
corroborando com estudos prévios (Sousa et al., 2003; Jacinto et al., 2003), maiores
frequéncias de deteccdo, variando entre 52 e 82%, foram encontradas na utilizagdo de
métodos moleculares (Sassone et al., 2007; Gomes et al., 2008). As diferentes taxas de
deteccdo sao inerentes a maior sensibilidade dos métodos moleculares e ao fato destes serem
capazes de detectar ndo sé a presenca de microrganismos viaveis, mas também daqueles

nao viaveis, os quais ndo sao detectados através dos métodos de cultura.

Nos casos de infeccdo secundaria/persistente a bactéria G. morbillorum
apresentou-se em frequéncias distintas, sendo detectada em apenas 8% das amostras através
dos métodos de cultura e 72% através do método molecular de PCR (Gomes et al., 2008).
Valendo-se também da utilizacdo de métodos moleculares para identificagdo do
microrganismo nos casos associados ao insucesso do tratamento endoddntico prévio outros
autores relataram a prevaléncia do microrganismo em frequéncias divergentes, que variaram
de 12 a 30% (Siqueira et al., 2000; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

Um padréo de deteccao distinto foi encontrado para a bactéria Parvimonas micra,
gue revelou um padrdo versatil, sendo detectada em altas frequéncias tanto nos casos de
infeccdo priméaria, quanto secundaria/persistente, apesar de ser encontrada com uma
prevaléncia ligeiramente maior nos casos de infeccéo primaria (Sousa et al., 2008; Endo et al.,
2013; Martinho et al., 2014 a; Gomes et al., 2015; Rogas 2015; Nobrega et al., 2015; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020).

Ao avaliar a comunidade microbiana residente no interior do conduto radicular nos
casos de infeccdo primaria Martinho et al., 2014 a, utilizando o método de checkerboard DNA-
DNA hybridization, relataram ter encontrado P. micra em 76% de suas amostras, sendo este

0 microrganismo detectado com maior prevaléncia nos casos inclusos neste estudo.

Frequéncias de detecc¢do distintas foram relatadas por outros autores ao avaliar a
presenca do P. micra através do método molecular de PCR. Rogas et al., 2015, valendo-se
deste método para avaliacdo da comunidade microbiana associada a quadros de pulpite

irreversivel, encontraram o microrganismo em apenas 13% dos casos avaliados.
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Outros estudos mostram uma maior prevaléncia de P. micra em estagios mais
avancados da doenca endodéntica. Nobrega et al., 2015; 2016, utilizando o0 mesmo método
para identificacdo microbiana, revelaram ter encontrado P. micra em 40% dos casos de
abscesso periapicais, corroborando com os achados de Siqueira e Rocas 2008; 2009 e Hai-ji
et al., 2014, gue apresentaram taxas de deteccao semelhantes ao avaliar dentes portadores

do mesmo diagnastico.

Quanto a sua participacdo nos casos de infeccdo secundéaria Endo et al., 2013,
utiizando o PCR para identificagéo bacteriana, relataram ter detectado o microrganismo em
24% dos casos associados ao fracasso do tratamento endodéntico prévio, sendo este o
microrganismo detectado com maior prevaléncia neste estudo, discordando dos achados de
Gomes et al., 2008 e Barbosa-Ribeiro et al., 2016; 2020, que revelaram o Enterococcus
faecalis como a bactéria mais prevalente nos casos de insucesso. Sobretudo apesar desta
divergéncia, os autores concordam quanto a taxa de deteccdo deste microrganismo, sendo

este detectado em 20% dos casos de diagnéstico similar por Barbosa-Ribeiro et al., 2020.

A espécie Gram-negativa de pigmento negro Porphyromonas endodontalis
apresentou primeiramente destaque nos casos de infec¢Bes primarias, sendo detectada
através do método de PCR em 66,7% em casos de abscesso periapical agudo por Machado
de Oliveira et al., 2000. Tal fato foi confirmado posteriormente através dos estudos de Siqueira
et al., 2001b.

Em 2004, ao avaliarem o contetdo microbiolégico de dentes associados a necrose
pulpar e a presenca de periodontite apical cronica, Gomes et al., identificaram a presenca do
microrganismo em 5% dos casos utilizando o método de cultura. A baixa prevaléncia descrita
é reflexo do método utilizado, visto que apesar de as evolu¢des nas técnicas de cultivo e
anaerobiose mimetizar o ambiente necessario para o cultivo de microrganismos fastidiosos
continua sendo um desafio. Avaliando pacientes portadores do mesmo diagnéstico descrito
Marinho et al., 2015 identificaram a presenca do microrganismo em 50% dos casos,

corroborando com estudos prévios.

Fusobacterium nucleatum foi detectado por Vianna et al., 2007, através do
Checkerboard DNA-DNA hybridization em 60% dos casos de infeccdo primaria, corroborando
com os achados de Rocas et al., 2011, que utilizando o mesmo método detectaram F.
nucleatum em 62% de suas amostras. Utilizando o mesmo método Siqueira et al., 2009
relataram sua presenca em apenas 10,5% dos casos. As diferencas de prevaléncia podem ser
explicadas pelo sitio de coleta das amostras, sendo que Vianna et al., 2007 coletaram o

contetdo do interior do conduto radicular utilizando a técnica do cone de papel estéril,
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enguanto que no estudo de Siqueira et al., realizado em 2009 as amostras foram coletadas da
regido apical de dentes associados a infeccdo endodbntica primaria extraidos pela
impossibilidade de reabilitagdo, mostrando uma maior prevaléncia do microrganismo no

interior do sistema do canal radicular, se comparado a areas extrarradiculares.

Quando analisada a presenca de F. nucleatum através dos métodos de cultura,
tanto nos casos associados a infec¢cdo endodéntica primaria, quanto nos casos associados ao
insucesso do tratamento endodbntico, prévio indices de deteccéo inferiores aqueles descritos
através da analise molecular sdo encontrados, o que se deve ao fato de se tratar de um
microrganismo fastidioso de dificil cultivo. Tendo sido detectado em 28,9% das amostras
obtidas de pacientes portadores de abscesso periapical agudo por Jacinto et al., 2008, e 11%
dos casos de necrose pulpar associada a presenca de periodontite apical aguda por Gomes
et al., 2004.

Estudos recentes analisando o contetdo infeccioso presente em casos de infeccéo
secundaria através do método molecular de PCR e relataram taxas de deteccdo em torno de
70% para Fusobacterium nucleatum. Estas foram similares as obtidas quando os casos de
infeccéo priméria foram analisados através do mesmo método, revelando que o microrganismo
pode possuir papel importante ndo s no ecossistema presente no interior de canais infectados
nao tratados endodonticamente, mas também nos casos refratarios a terapia endodéntica
(Barbosa-Ribeiro et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

Concluiu-se que a comunidade microbiana residente no sistema de canais
radiculares tanto nos casos de infeccdo primaria quanto secundaria é heterogénea, sendo a
frequéncia de detec¢do dos microrganismos alvo variavel em funcéo de fatores inerentes ao
diagnéstico pulpar e periapical do dente em questdo, aos métodos de coleta e técnicas

empregadas e as diferencas geograficas, socioecondmicas e culturais da populagao estudada.
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