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RESUMO

O insucesso da terapia endodéntica esta intimamente ligado a presenga de microrganismos
e seus subprodutos no interior do sistema de canais radiculares (SCR), sendo o
retratamento endodéntico (RE) via ndo cirurgica a primeira opg¢ao de tratamento da infecgéo
secundaria/persistente. Os objetivos deste estudo foram: a) investigar a microbiota
encontrada nos canais radiculares (CR) de dentes submetidos ao RE devido a presenca
de periodontite apical crénica (PAC) e por motivos protéticos nas diversas fases do RE; b)
monitorar a eficacia de todas as etapas do RE através da redugao da carga microbiana; c)
investigar associagdes entre pares de bactéria e entre bactérias especificas e os aspectos
clinicos. Foram selecionados 30 pacientes, obtendo uma amostra de 30 dentes tratados
endodonticamente e indicados ao RE pela presenga de periodontite apical cronica (G1,
n=15) ou por finalidade protética (G2, n=15). Amostras microbiolégicas foram coletadas dos
CR apés a abertura coronaria (Cl), apos o preparo quimico-mecanico (Pés-PQM) e apods
30 dias de uso da medicagdo intracanal (P6s-MIC). A analise molecular foi realizada
através do Nested-PCR para detecgao de 17 espécies bacterianas. A carga microbiana e
a eficiéncia dos procedimentos das etapas do RE foram verificadas pela contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC). O teste de Wilcoxon foi aplicado para a analise
intragrupo das etapas do tratamento. Mann-Whitney foi utilizado para analise intergrupo da
carga bacteriana detectada. O teste exato de Fischer foi aplicado para avaliar
correlagbes entre espécies bacterianas e sinais e sintomas, com nivel de significancia
estabelecido em 5%. Os resultados mostraram que bactérias foram detectadas em 100%
das coletas iniciais, em ambos os grupos, pelo Nested PCR. As espécies mais encontradas
nas coletas iniciais em ambos os grupos de estudo foram E. faecalis, F. nucleatum, P.
gingivalis, A. actinocetemcomitans e P. micra. O RE é eficaz em reduzir a carga microbiana
dos dentes dos grupos G1 e G2 (p<0,05). Associagdes estatisticamente significantes entre
bactérias especificas com sinais e sintomas clinicos foram encontradas (p<0,05). Concluiu-
se que a comunidade presente no CR dos dentes indicados para RE é mista e heterogénea.
A carga microbiana do CR com PAC é maior do que a do RC sem PAC. O RE é eficiente
na redugéo da carga microbiana do CR. Existem associagbes entre bactérias especificas

e aspectos clinicos.

Palavras-chaves: endodontia, retratamento, bactéria, PCR



ABSTRACT

The failure of endodontic therapy is strongly associated to the presence of microorganisms
and their by-products within the root canal system (RCS), being the conventional
endodontic retreatment (ER) the first option for treating secondary / persistent infection.
The objectives of this study were: a) to investigate the microbiota found in the root canals
(RC) of teeth submitted to ER due to the presence of chronic apical periodontitis (CAP)
and for prosthetic reasons, in the different phases of the ER; b) to monitor the effectiveness
of all stages of the ER by reducing the microbial load; c) to investigate associations
between pairs of bacteria and between specific bacteria and clinical features. The samples
consisted of 15 teeth endodontically-treated indicated to the ER for the presence of CAP
(G1) and 15 teeth indicated for prosthetic purposes (G2). Microbiological samples were
collected from the RC after coronal access (IC), after chemo-mechanical preparation
(Post-CMP) and after 30 days of using intracanal medication (Post-ICM). Molecular
analysis was performed using Nested-PCR to detect 17 bacterial species. The microbial
load and the efficiency of the procedures of every stage of the ER were verified by counting
colony-forming units (CFU). Wilcoxon test was applied for the intragroup analysis of the
treatment steps. Mann-Whitney was used for intergroup analysis of the detected bacterial
load. Fischer&#39;s exact test was applied to assess correlations between bacterial
species and signs and symptoms with a significance level set at 5% The results showed
that bacteria were detected in 100% of the cases, in both groups, by the Nested PCR. The
species most found in both groups in the initial samples were E. faecalis, F. nucleatum, P.
gingivalis, P. micra and A. actinocetemcomitans. ER was effective in reducing the
microbial load of teeth in groups G1 and G2. Statistically significant associations were
found between specific bacteria with clinical signs and symptoms. It was concluded that
the community present in the RC of teeth indicated to ER is mixed and heterogeneous.
The microbial load of RC with CAP is greater than that of RC without CAP. The ER is
efficient in reducing the microbial load of the RC. There are associations between specific

bacteria and clinical features.

Keywords: endodontics, retreatment, bacteria, PCR
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1 INTRODUGAO

Atualmente, mais de 700 espécies bacterianas ja foram reconhecidas como
colonizadoras da cavidade oral das quais estima-se que de 40 a 60% ainda sejam
incultivaveis (Gomes et al., 2015; Gomes & Herrera 2018). Além disso, é sabido que
0S microrganismos capazes de colonizar o sistema de canais radiculares sao
provenientes da cavidade bucal (Gomes et al.,, 2004; Sedgley et al., 2006). Estes
desempenham papel importante no desenvolvimento e na perpetuagao das doengas
pulpares e periapicais (Kakehashi et al., 1965; Moller et al., 1981 Fabricius et al.,
2006).

Apesar de fatores como reagao de corpo estranho a substancias endégenas ou
exogenas ja terem sido descritos como causas de insucesso da terapia endoddntica
(Nair et al., 1999ab), a presenca de infec¢do intra-radicular € comprovadamente o
principal fator etioldégico do insucesso do tratamento endodéntico (Gomes et al., 2004;
Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Prada et al., 2019).

A infecg&o secundaria € descrita como uma reinfec¢gao dos canais radiculares,
podendo ser resultante da ocorréncia caries recorrentes ou falhas no selamento
coronario do dente tratado. A infeccdo também pode ser caracterizada como
persistente nos casos onde for originada por microrganismos remanescentes ao
tratamento inicial, o que pode ser ocasionado pela instrumentacdo ou obturagao
impropria do SCR (Ray & Trope 1995; Pinheiro et al., 2003; Siqueira et al., 2005;
Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Delboni et al., 2017; Francisco et al., 2019; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020ab).

A microinfiltragao causada por falhas de selamento coronario age ndo s6 como
uma via de acesso para que novos microrganismos possam acessar o sistema de
canais radiculares, mas também como uma fonte de nutrientes para os
microrganismos residuais que ficam em estado de laténcia, podendo reativa-los
(Molander et al., 1998; Ray & Trope 2005; Siqueira et al., 2005; Pedro et al., 2016;
Delboni et al., 2017).

Grupos restritos de microrganismos podem resistir as altera¢gdes ecoldgicas
ocasionadas pela terapia endodéntica, sobrevivendo em um meio escasso de
nutrientes onde as relagdes bacterianas interespecificas sdo diminutas (Sundqvist et
al., 1998; Gomes et al., 2008b; Nobrega et al., 2013; Tennert et al., 2014; Zhang et
al., 2015; Barbosa-Ribeiro et al., 2016). Sendo assim, a comunidade presente nos

canais radiculares associados a infeccdo secundaria difere-se em abundancia e



15

diversidade de espécies daquela encontrada nos casos de infeccdo primaria, com
maior prevaléncia de microrganismos Gram-positivos e anaerdbios facultativos
(Molander et al., 1998; Pinheiro et al., 2003a; Gomes et al., 2005); entretanto, a
microbiota residente de canais radiculares indicados ao retratamento endododntico por
motivos exclusivamente protéticos € pouco descrita na literatura atual (Sundqvist et
al., 1998; Bicego-Pereira et al., 2020).

A contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) € um método de analise
microbiolégica confiavel, empregado para avaliar a suscetibilidade da comunidade
bacteriana residente dos canais radiculares aos procedimentos da terapia
endodéntica (Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020b).

Entretanto, existe uma limitagdo da cultura, pois nem todos os microrganismos
sdo capazes de crescer nos meios de cultura vigentes e nas condi¢gdes gasosas e de
temperatura. Além disso, algumas espécies necessitam de um numero grande de
UFC para crescerem. (Gomes et al., 1994a; Siqueira & Rogas 2005; Gomes et al.,
2008b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016 Gomes & Herrera et al., 2018;
Gomes et al., 2020).

Métodos moleculares de identificagdo bacteriana possuem algumas vantagens
inerentes a técnica de cultura, como uma maior sensibilidade e especificidade, além
de sua capacidade de identificar microrganismos incultivaveis (Gomes et al., 2004;
Gomes et al 2008ab; Barbosa-Ribeiro et al 2020ab). Por isso, eles tém sido
amplamente empregados na Endodontia (Gomes et al., 2004; Gomes et al., 2006;
Rocas & Siquiera 2012; Endo et al., 2013; Gomes et al., 2005 Babosa-Ribeiro et al.,
2020ab; Bicego-Pereira et al., 2020).

O método molecular Nested-PCR € uma variacao da reagao de polimerase em
cadeia (PCR) que possui alta reprodutibilidade, confiabilidade, especificidade além de
ser capaz de detectar microrganismos, mesmo quando estes estdo presentes em
baixas concentragbes na amostra, sendo um método eficaz para a identificacédo
bacteriana (Gomes et al., 2007; Gomes et al., 2008ab; Louzada et al., 2020; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020).

A terapia endodéntica deve ter como objetivo a maxima redugédo da carga
microbiana presente no sistema de canais radiculares (SCR) através do preparo-
quimico-mecanico (PQM), que envolve a instrumentagcdo e o emprego de solugdes
quimicas auxiliares (SQA); e do uso de uma medicagéo intracanal (MIC). Entretanto,

a completa erradicacdo dos microrganismos associados a infeccdo endodéntica é
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impossibilitada pela complexidade anatémica do SCR (Gomes et al., 1996; Siqueira
et al., 2001; Régas et al., 2010; Rahimi et al., 2014; Gomes et al., 2015; Zuolo et al.,
2017). A presenca do selamento coronario e apical adequada é fundamental para
impedir que os microrganismos presentes no meio bucal recolonizem o SCR e atinjam
os tecidos pericapicais (Siqueira et al., 2005ab; Song et al, 2014; Landys et al, 2015;
Pedro et al, 2016; Delboni et al., 2017).

Dessa forma, o presente trabalho visa avaliar o impacto da reintervencao
endodéntica na microbiota de dentes com presenca de les&o periapical e de dentes
sem lesdo periapical, mas indicados ao retratamento por motivos exclusivamente
protéticos, partindo-se da hipotese de que existem diferencas qualitativas e/ou
quantitativas entre a microbiota associada aos quadros clinicos avaliados no presente

estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 iINDICE DE SUCESSO DA INTERVENGAO E DA REINTERVENGAO
ENDODONTICA

O tratamento endodéntico visa a redugao 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 6rgédo dental ao sistema
estomatognatico através do reestabelecimento de suas fung¢des (Siqueira., 2001).

Os indices de sucesso do tratamento endoddntico estédo relacionados a fatores
diversos inerentes ao grau de conhecimento, recurso e experiéncia do operador; ao
grau de dificuldade do tratamento; e ao diagndstico e planejamento do caso
selecionado (Holland et al., 1983; Imura et al., 2007; Torabinejad et al., 2009).

O sucesso do tratamento endoddntico € definido pela auséncia de sintomas e
sinais clinicos e radiograficos, os quais devem ser periodicamente avaliados até que
seja possivel de se atestar o sucesso ou o fracasso do tratamento endoddntico
realizado (Siqueira et al., 2014). Os sinais e sintomas clinicos que determinam o
sucesso do tratamento endoddntico sdo: a auséncia de dor, exsudato e fistula nos
casos em que esses se fizerem presentes previamente ao tratamento, e o
reestabelecimento da fungdo mastigatéria. Radiograficamente, o sucesso é avaliado
através da remissdo de radioluscéncias periapicais e do reestabelecimento de
continuidade da lamina dura em um periodo de 6 a 24 meses ap6s o tratamento
endodéntico (Prada et al., 2019).

Kerekes e Tronstad, 1979, avaliaram sucesso de 478 tratamentos realizados
por alunos de graduacéo na universidade de Oslo obtendo indices de sucesso 93%
nos casos onde a polpa dental se encontrava vital, e 86% nos casos onde o
diagndstico pulpar era de necrose.

Swartz et al., 1983, realizaram o monitoramento de um total de 1007 dentes
periodicamente durante um periodo de 10 anos, relatando um indice de sucesso geral
de 87,79%. A presencga de periodontite apical prévia e o limite apical de obturagéo
foram considerados fatores capazes de interferir significantemente no indice de
sucesso do tratamento endodéntico.

Sjogren et al.,, 1990, avaliaram os indices de sucesso da intervencao

endodéntica primaria e da reintervengao endoddntica ndo cirurgica em 356 dentes.
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Os indices de sucessos encontrados foram de 98% para os casos de dentes foram
indicados ao tratamento endodontico devido a necrose pulpar; 86% para dentes com
necrose pulpar associada a periodontite apical crénica; e de 62% para dentes com
insucesso do tratamento endoddntico prévio, evidenciado pela presenca de leséo
periapical respectivamente.

Danin et al., 1996, selecionaram 38 pacientes portadores de periodontite apical
crénica pos-tratamento endodontico. Os dentes foram aleatoriamente divididos em
dois grupos, o primeiro tratado através da reintervengado endodéntica convencional, e
0 segundo via cirurgica. Os autores relataram remissao completa da leséo periapical
em 28% dos casos retratados via convencional e 58% dos casos retratados via
cirurgica, e resultados incertos foram obtidos a partir de 28% dos retratamentos
endodoénticos executados e de 26% dos casos indicados a cirurgia periapical; a falha
do tratamento executado foi averiguada em 44% dos casos retratados via
convencional e 16% dos casos indicados ao retratamento cirurgico. Entretanto, os
autores atestam auséncia de diferengas estatisticas entre os grupos.

Kvist & Reit, 1999, ao compararem os indices de sucesso da reintervencao
endodéntica convencional e da modalidade cirdrgica também n&o encontraram
indices de sucesso estatisticamente diferentes, relatando indices de sucesso de 48 e
52% para a modalidade de reintervengao convencional e cirurgica respectivamente
na proservagao realizada apds 24 meses do tratamento, ndo detectando diferengas
estatisticas entre as taxas de sucesso apresentadas pela modalidade.

Estudos indicam a modalidade nao cirdrgica como primeira opgao de
tratamento para os casos de lesdo periapical persistente, sendo que sua execucgao
prévia a cirurgia parendodontica é capaz de elevar os indices de sucesso da
modalidade cirurgica (Hepworth & Friedman, 1997; Briggs & Scott, 1997)

Siqueira et al., 2005, analisaram o resultado de 2051 tratamentos endoddnticos,
correlacionando seu sucesso com a qualidade de obturacdo do SCR e a presenca ou
auséncia de uma restauracdo coronaria adequada. Os autores concluem que casos
que possuem falhas tanto na obturacdo quanto no selamento coronario apresentam
menores indices sucesso.

West, 2006, afirma que a endodontia evoluiu muito, e que, com as novas
tecnologias, houve aumento do sucesso e da previsibilidade do tratamento
endodéntico.



19

Imura et al., 2007, acompanharam 2000 casos indicados ao tratamento e
retratamento endoddntico por razdes diversas, sendo os procedimentos realizados por
um unico especialista. Observaram um indice de sucesso de 94% nas intervengdes
endodoénticas; e 85,9% nas reintervencdes endodénticas. A auséncia de um
selamento coronario definitivo mostrou-se um fator com alto grau de impacto
desfavoravel ao sucesso do tratamento endoddntico, assim como a ocorréncia de
acidentes durante a execugao do procedimento. O grupo dental envolvido também foi
capaz de afetar o indice de sucesso da reintervengdo endodéntica, sendo que
incisivos e pré-molares obtiveram maiores indices de sucesso, quando comparados
aos molares.

Tian et al., 2008, analisaram os resultados de 124 retratamentos endoddnticos
realizados sob a magnificagdo do microscépio operatério e a utilizagdo de insertos
ultrassénicos. Observaram indices de sucesso de 82,93%, evidenciando a
importancia da tecnologia aplicada ao tratamento endoddntico e seu impacto positivo
sobre os indices de sucesso do tratamento.

Ng et al.,, 2011, avaliaram o indice de sucesso do tratamento endoddntico
primario e da reintervencdo endodéntica de 702 casos associados a infeccao primaria
e 750 casos associados a infecgao secundaria. Realizaram um acompanhamento
clinico e radiografico anual desses casos por um periodo de 4 anos, constatando
sucesso do tratamento endododntico em 83% dos casos associados a infecgao
primaria e 80% dos casos associados a infeccdo secundaria. Os autores também
relataram a influéncia de fatores como existéncia prévia de periodontites apicais
crénicas, tamanho da rarefacdo ossea presente, presenca de fistula, paténcia do
canal radicular, comprimento de trabalho do tratamento executado, limite de
obturagdo, uso de EDTA durante a irrigagdo final, no indice de sucesso dos

tratamentos endodonticos.

Van der Borden et al, 2013, ao analisarem o sucesso do tratamento
endodéntico, visaram comparar a efetividade das radiografias periapicais e da
tomografia computadorizada de feixe cbénico (TCFC) na detecgdo de periodontites
apicais cronicas. Nesse estudo, os autores acompanharam o resultado do tratamento
endodéntico de 50 dentes (71 raizes) associados infec¢des primarias por um periodo
de 10-37 meses, classificando os casos em relacdo a presenca de lesédo periapical

como: lesdo nao detectada; lesdo reduzida em tamanho; lesdo inalterada e lesao
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aumentada. Houve concordancia entre a classificagao dos casos em 54,9% dos casos
(39/71 raizes). Os métodos avaliados demonstraram diferengas estatisticamente
significantes no que diz respeito a detecgéo das periodontites apicais cronicas, sendo
que a radiografia periapical inicial revelou auséncia de sinais radiograficos da doenga
em 45,1% dos casos e a TFCF inicial em apenas 15,5%. Quando foi definido sucesso
com auséncia ou regressdo da lesado periapical inicial ndo houveram diferengas
estatisticas significantes entre os métodos, que apresentaram indices de 77,5% na
analise da TFCF e 88,7% nas radiografias periapicais, respectivamente.

Estrela et al., 2014, visaram avaliar o sucesso do tratamento endoddntico
convencional e do associado a cirurgia periapical. 57 dentes foram analisados, destes
26 foram diagnosticados com infecgdo primaria e submetidos ao tratamento
endodéntico convencional, 31 dentes associados a infecgdo endodéntica secundaria
foram submetidos a reintervengdo via cirargica. O tratamento endoddntico
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 endoddntica 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
supervisdo. A proservacao de 98 casos foi realizada e avaliada por dois especialistas
apdés 01 ano da reintervengdo, para avaliar a remissao, 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
diferencga significante entre o indice de sucesso obtido através da analise das imagens
radiograficas e tomograficas.

Al-Nuaimi et al., 2018, avaliaram o indice de sucesso de tratamentos
endodoénticos primarios e reintervengdes endoddnticas convencionais através da

aquisicdo de imagens tomograficas (TCFC) e radiografias periapicais. Para isso, os
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autores realizaram a proservagao de 354 casos apos 1 ano da execucdo do
tratamento, sendo desses 123 associados a infeccdo primaria e 231 a infeccao
secundaria. O indice de sucesso obtido a partir da analise da TCFC foi de 84,7% para
os casos de infecgdo primaria (104/123) e 77,9% para os casos de infecgéo
secundaria (180/231), ndo havendo diferencas estatisticas entre os indices obtidos no
tratamento endodéntico primario e na reintervencdo endodéntica convencional. No
geral, os indices de sucesso descritos pela analise das radiografias periapicais foi de
91%, enquanto a analise da TCFC revelou indices menores, 80%, sendo essa
diferencga estatisticamente significante. Os autores concluiram que a analise de TCFC
revelou um menor numero de resultados favoraveis em relagdo as radiografias

periapicais.

Laukkanen et al., 2021, avaliaram, através da aquisicdo de imagens
radiograficas periapicais, a relagdo do grupo dentéario tratado e a qualidade de
obturagédo com o indice de sucesso, em 426 tratamentos endodénticos realizados por
clinicos gerais. O estudo incluiu dentes anteriores, pré-molares e molares, sendo que
foram analisados 142 tratamentos realizados em cada um dos grupos dentarios do
estudo. Os indices de sucesso obtidos foram de 76,8%, 69,7% e 55,6% para
anteriores, pré-molares e molares, respectivamente, sendo o grupo dentario a ser
tratado um fator influente no indice de sucesso. O limite de obturacdo e a presenca
de periodontite apical crénica prévia ao tratamento também se mostraram fatores

criticos para o indice de sucesso do tratamento.

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 padrbes rigorosos (Imura et al., 2007;
Ng et al., 2011; Estrela et al., 2014; Wong et al., 2014; Davies et al., 2016).
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2.2 ETIOLOGIA DO INSUCESSO E DO RETRATAMENTO ENDODONTICO

Apesar dos altos indices de sucesso descritos em estudos contemporaneos, o
fracasso do tratamento endoddntico ainda existe (Siqueira et al., 2014; Estrela et al.,
2014).

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

Embora fatores ndo microbianos, como a ocorréncia de reagdes de corpo
também ja tenham sido apontados como um dos responsaveis pela formacao e
manutengao das lesdes perirradiculares (Nair et al., 1999ab), sem sombra de duvida
que a permanéncia de microrganismos no sistema de canais radiculares e a
recontaminacdo dos canais sao os fatores mais importantes no insucesso do
tratamento endodontico (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Siqueira &
Rogas 2004; Gomes et al., 2006; 2008ab; Endo et al., 2013).

A persisténcia de microrganismos no interior do SCR pode ser favorecida pela
presenca de falhas no tratamento endoddéntico prévio, como complexidades
anatdbmicas diversas, canais radiculares nao encontrados, controle asséptico
inadequado do campo operatorio, limite apical de obturagéo insatisfatorio e selamento
coronario ineficiente e a negligéncia dos protocolos estabelecidos na literatura para
limpeza e desinfecgdo do SCR (Sjogren et al., 1990; Chugal et al., 2003; Siqueira et
al., 2005; Gomes et al., 2008; Gomes et al., 2015).

O insucesso do tratamento endoddntico também pode ser observado, embora
com uma menor incidéncia, em casos onde o tratamento endoddntico prévio
apresenta-se radiograficamente satisfatorio. Isso pode ser oriundo da presenga de
complexidades anatdmicas como istmos, canais laterais e deltas apicais, que sao
areas menos acessiveis aos instrumentos e substancias empregadas durante o
tratamento endodéntico; como também da existéncia de microrganismos resistentes
as manobras de descontaminagdo empregadas durante o tratamento endoddntico
(Siqueira, 2001; Siqueira et al., 2014; Zuolo et al., 2019).

Sendo assim, a descontaminagao do sistema de canais radiculares se mostra

a principal diretriz para o sucesso das intervengdes endodbnticas, uma vez que a
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permanéncia de bactérias e seus subprodutos no SCR pode resultar na formagao ou
na perpetuacgao de patologias periapicais.

A reintervencdo endoddntica ndo cirurgica € a primeira opg¢ao de tratamento
nos casos de insucesso do tratamento endoddntico por abranger uma maior area a
ser tratada e por possuir indices de sucessos satisfatérios quando bem planejada e
indicada (Bystrom et al., 1997; Mollet et al., 1981; Siqueira et al., 2001; Rogas et al.,
2008; Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Rogas et al., 2016).

Segundo Siqueira et al., 2014, as periodontites apicais cronicas que acometem
os dentes ja tratados endodonticamente podem ser classificadas como persistentes,
nos casos em que a terapia realizada apesar de se mostrar radiograficamente
adequada e o dente bem restaurado, ndo conseguiu reverter o processo patolégico
em presente; secundaria, nos casos onde o apds a resolugao da patologia inicial o
elemento dentario for acometido novamente pela doenga, sendo geralmente
relacionada a presenca de restauracao deficiente e presenga de carie; e emergente,
nos casos onde o processo patologico periapical encontrar-se ausente no momento
da terapia endoddntica inicial e vier a se desenvolver apds a execuc¢ao do tratamento
(Ray & Trope 1995; Siren et al., 1997; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998;
Hancock et al., 2001; Rocas et al., 2004; Ricucci et al., 2009; Siqueira et al., 2014
Delboni et al., 2017).

Embora a infeccéo intra-radicular persistente, ou oriunda da recontaminacao
do SCR seja o principal agente etiolégico do insucesso do tratamento endoddntico
(Gomes et al., 2008b; Régas et al., 2008), trabalhos demonstram a capacidade de
algumas espécies microbianas de invadir e colonizar os tecidos periapicas,
estabelecendo uma infecgdo extrarradicular, realizando a formag&o de biofilme na
superficie apical da raiz dentaria, e até disseminando-se no interior do corpo da lesao
formando colbnias coesas (Sunde et al., 2002; Siqueira & Rogas 2003; Ricucci &
Siqueira 2008).

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

Infeccdes extrarradiculares dependentes sdo aquelas que, quando a infecgéo
intra-radicular for controlada, ela também desaparece. E o caso dos abscessos apicais
agudos, reafirmando a importancia da descontaminagao intra-radicular (Ricucci and
Siqueira, 2008)
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Infeccbes extrarradiculares independentes sao aquelas capazes de se
perpetuar mesmo apos a efetiva erradicacao da infeccéo presente no interior do SCR,
perpetuando, dessa maneira, o processo inflamatério. Sugere-se que as principais
espécies capazes de ocasionar infecgdes extrarradiculares independentes sao as
bactérias do género Actinomyces e Propionibacterium propionicum, sendo a infec¢ao
denominada como actinomicose apical (Sundqvist & Reuterving, 1980; Sundqvist et
al., 1998; Ricucci and Siqueira, 2008).

Os fatores etiologicos responsaveis por gerar o insucesso do tratamento
endodéntico sdo: A) A presenca de infecgao intra-radicular em zonas de comunicagao
com o periodonto; B) Contaminagao da superficie radicular externa com formagao de
biofilme periapical (Actinomicose apical); C) Presenga de cistos verdadeiros; D)
Ocorréncia de reagédo de corpo estranho a materiais de origem exogena utilizados
durante o tratamento, por exemplo, fibras de celulose e materiais obturadores, ou de
origem enddgena (cristais de colesterol).

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

2.2.1 A IMPORTANCIA DO TRATAMENTO RESTAURADOR NO SUCESSO
DA TERAPIA ENDODONTICA

Ray & Trope, 1995, radiograficamente 1010 dentes tratados endodonticamente
e restaurados com material definitivo. Foi avaliada a relagado entre a qualidade de
selamento coronario e da obturagdo endoddéntica com a presenga de evidencias
radiograficas de periodontite apical crénica. As taxas de sucesso encontradas foram
de 30,2% em dentes com restauragao coronaria deficiente e de 48,6% de dentes com
obturacado deficiente. As piores taxas de sucesso foram observadas quando a
restauracéo insatisfatoria estava associada a uma obturacao insatisfatoria (18,1%).
Os autores concluiram através de seu estudo que o material obturador presente no
SCR nao é uma barreira eficiente contra a microinfiltracdo, sendo o selamento
coronario um fator critico para o sucesso da terapia endodontica.

Diversos estudos apontam uma relagao positiva entre o indice de sucesso do

tratamento endodontico e uma boa qualidade de obturacdo e selamento coronario
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(Ray & 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 reabilitagao
adequada do dente a ser submetido a intervencdo endodéntica. A restauragao deve
ser finalizada com urgéncia apés o tratamento dos canais radiculares (Siqueira et al.,
2014).

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

Gomes et al., 2006, analisaram a microbiota presente no SCR de 50 dentes
portadores de necrose pulpar e periodontite apical cronica 50 dentes associados as
infecgdes secundarias e periodontite apical crénica. Os autores também relatam alta
prevaléncia de restauracdes coronarias deficientes, portadoras de sinais clinicos
caracteristicos de microinfiltragdo nesses casos, ressaltando mais uma vez o papel
da microinfiltracao no desenvolvimento e perpetuacao da doenca periapical.

Siqueira et al., 2005, analisaram o status periapical de 2051 dentes tratados
endodonticamente correlacionado a presenca de periodontite apical crénica com a
qualidade de obturagdo e selamento coronario do dente analisado. Os autores
relataram que a presenca de um selamento coronario adequado € determinante para
0 sucesso do tratamento endoddntico. Dentes com auséncia de selamento coronario
apresentaram lesdes periapicais em 52% dos casos, mesmo quando o tratamento
endodoéntico apresentava-se adequado. Entretanto, discordando dos achados de Ray
& 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
endodéntico.

Wang et al., 2012, analisaram simultaneamente o conteudo microbiolégico de
dentes indicados ao retratamento endodéntico 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
também encontrado na saliva, evidenciando uma relagcdo entre a presenca do

microrganismo em ambos 0s sitios.
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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 endoddntica devido ao insucesso do tratamento
endodéntico prévio evidenciado pela presencga de periodontite apical crénica através
das técnicas moleculares de PCR e AP-PCR. Os autores relataram a deteccéo 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 cadmara pulpar ou da saliva do paciente. Concluiram que os genétipos de
E. faecalis encontrados nos trés sitios estudados da cavidade bucal sdo semelhantes,
ressaltando a teoria de que a microinfiltracdo coronaria possa ocasionar uma
comunicacéao entre o SCR e a cavidade oral, sendo uma possivel causa de insucesso
do tratamento endodéntico.

Observando a literatura, pode-se observar que, além da realizacdo de um
tratamento endodéntico adequado, o tratamento reabilitador definitivo deve ser
realizado logo apos o termino da terapia endoddntica, 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).
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2.3 PERFIL MICROBIOLOGICO DE DENTES ASSOCIADOS A INFECGOES
SECUNDARIAS/PERSISTENTES

Tendo-se estabelecido a relacdo 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, para o desenvolvimento de substancias, técnicas e recursos capazes
de otimizar o indice de sucesso da intervencdo e da reintervencdo 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., 2016a Prada et al., 2019).

A microbiota descrita como residente dos canais radiculares de dentes
previamente tratados difere-se daquela encontrada nos casos relatados de infeccéo
primaria, visto que o tratamento endoddéntico modifica as condicbes ambientais e
seleciona os microrganismos residuais. Esses sao 0os que conseguem sobreviver num
ambiente indspito, escasso de nutrientes, em que as interagdes ecoldgicas séo
minimas, e que sejam capazes de manterem-se em estado de laténcia por grandes
periodos de escassez e de se reativarem na presenga de nutrientes. (Sundqvist et
al.,1992; 1998; Siren et al., 1997; Molander et al., 1998; Hancock 2001; Rocgas et al.,
2008; Gomes et al., 2008; 2013b; Ricucci & Siqueira 2011; Endo et al., 2013; Prada
et al., 2019).

Em 1998, Molander et al. avaliaram, através de técnicas da cultura, o conteudo
microbiolégico presente em 100 dentes com presencga de periodontite apical cronica
pos-tratamento; e de 20 dentes indicados ao retratamento pela existéncia de falhas
técnicas e sem envolvimento periapical. No grupo com lesao periapical a presenga 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 anaerdbias 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 infeccdes compostas por uma ou duas espécies exclusivamente,
sendo o Enterococcus faecalis a espécie bacteriana mais frequentemente associada
a esses casos em ambos os grupos. O perfil das infec¢gdes secundarias mostrou-se

diferente do caracteristico das infecgdes primarias, que sao polimicrobianas,
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predominantemente compostas por bactérias anaerdbias estritas, contendo bactérias
Gram-negativas e positivas (Haapasalo., 1989; Gomes et al., 1994; 2004)

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 obturacao apical do tratamento prévio,
houve uma correlacéo diretamente proporcional entre o tamanho da porgao apical néo
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 microbiolégicas de 40 dentes
tratados endodonticamente com periodontite apical cronica e as analisaram através
do método de cultura, valendo-se da identificagao fenotipica e de testes bioquimicos
para identificagdo microbiana. Microrganismos foram detectados em 33 das 40
amostras. E. faecalis estava presente em 21 amostras, sendo o 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 endoddntico prévio e destaca o importante papel ecoldgico do E.
faecalis no desenvolvimento e estabelecimento das infecgdes
secundarias/persistentes.

Chavez de Paz et al., 2003, analisaram a comunidade bacteriana relacionada
a 200 casos de insucesso do tratamento endodéntico, evidenciado pela persisténcia
de periodontite apical crénica. O cultivo bacteriano foi positivo em 55% das amostras.
Os autores relataram a presenca de diferentes espécies durante as etapas do
tratamento endoddntico e sugeriram que mesmo apos o0 preparo quimico-mecanico o
sistema de canais radiculares ainda fornece os requisitos minimos necessarios para
sobrevivéncia e crescimento de microrganismos.

Pinheiro et al., 2003a, analisaram, através do método de cultura, o conteudo
microbiolégico presente em 60 dentes endodonticamente tratados com presenca de

periodontite apical cronica. Os autores relataram a presenca de 83,3% de bactérias
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Gram-positivas e 57,4% de anaerodbios facultativos, sendo o E. faecalis a espécie
encontrada com maior frequéncia nestes casos (45%). Os autores destacaram a
presencga 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 infeccoes endoddnticas secundarias em 30 casos de periodontite
apical cronica pos-tratamento através dos métodos de cultura e avaliar a
susceptibilidade dos microrganismos detectados a antibioticos. Um total de 55
bactérias foram isoladas, sendo destas 80% (44/55) Gram-positivas e 58% (32/55)
anaerdbias 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
infecgdes primarias e secundarias/persistentes, Gomes et al., 2004, analisaram
através do método de cultura o conteudo microbiologico presente em 41 dentes com
polpas necrosadas e 19 dentes associados ao insucesso do tratamento endodéntico.
Os autores concluiram que a microbiota presente nas infeccdes secundarias se difere
daquela encontrada nas infecgdes primarias tanto em diversidade quanto em
abundancia de espécies.

Siqueira et al., 2004, analisaram, através da técnica molecular de Polymerase
Chain Reaction (PCR), a presencga de 19 espécies bacterianas presentes em canais
radiculares encaminhados ao retratamento devido a infeccdo secundaria/persistente.
Ao analisarem o conteudo bacteriano de 22 dentes, houve a predominancia do
microrganismo E. faecalis (77% dos casos). Constatou-se também a presenca de
bactérias Gram-negativas, anaerobias estritas de dificil cultivo como
Pseudoramibacter (52%), Porpionibacterium  propionicum (52%) Dialister
pneumosintess (48%), Filifactor alocis (48%), destacando a importancia da
associagao entre as técnicas da microbioldgica classica e a analise molecular do
conteudo microbioldgico de dentes tratados endodonticamente.

Kuffman et al., 2005, analisaram amostras obtidas de 58 dentes, sendo 36
indicados a reintervencao devido ao insucesso do tratamento endoddntico prévio e 22
dentes, sem periodontite crbnica 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
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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 microbiolégico presente em 100
dentes, sendo 50 portadores de polpa necrética e periodontite apical cronica e 50
dentes tratados endodonticamente e com periodontite apical cronica. 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 endodéntica primaria. Associagdes significantes foram encontradas entre
a presencga das bactérias estudadas e os 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
endodéntico. Foi discutida a prevaléncia do E. faecalis nesses casos, suas
caracteristicas morfolégicas, fatores relacionados a sua viruléncia e a sua capacidade
de sobreviver em dentes tratados endodonticamente, e quais os melhores métodos
para erradicagao deste microrganismo. Os autores elegeram o E. faecalis como a
bactéria detectada com maior frequéncia nos casos associados ao insucesso
endodoéntico, destacando sua capacidade de agir na manutencdo das patologias
periapicais através de seus fatores de viruléncia que incluem enzimas cataliticas,
citolisinas, adesinas e acido lipoteicdico. Destacaram que, além dos diversos fatores
de viruléncias apresentados pela bactéria, o microrganismo também possui
capacidade de se organizar em forma de biofilme, infectar tubulos dentinarios, de
sobreviver e se multiplicar no ambiente desfavoravel criado pelo tratamento
endodéntico e permanecer em estado latente por longos periodos escassos de
nutrientes.

Com objetivo de investigar a prevaléncia de E. faecalis nas infeccoes
endodénticas primarias e secundarias, através da cultura e de PCR, Gomes et al.,
2006b, analisaram amostras microbioldgicas de 50 dentes portadores de polpas
necréticas e 50 dentes tratados endodonticamente portadores de periodontite apical
cronica. E. faecalis mostrou alta prevaléncia tanto nos casos de infecgdo primaria

quanto secundaria.
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Os métodos moleculares, diferentemente da cultura, revelaram que nos
insucessos endoddnticos existe a presenca de uma microbiota de carater misto, com
presencga de bactérias Gram-positivas e negativas, anaerébias estritas e facultativas,
sugerindo um perfil polimicrobiano (Gomes et al., 2008b; Rogas 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, 2008, ao avaliarem, através do método de Nested PCR, o
conteudo presente no SCR de 45 dentes indicados ao retratamento endoddntico pela
presenca de periodontite apical crbnica, observaram que E. faecalis foi o
microrganismo mais detectado. Além disso, os autores relatam que microrganismos
Gram-negativos anaerdbios estritos comumente encontrados em casos de infecgéo
primaria como T. denticola, P. nigrescens, P. gingivalis e T. forsythia também estao
presentes em alguns casos de infeccdo secundaria e podem ter relagdo com a
sintomatologia.

Rocas et al., 2012, analisaram, através do PCR, o conteudo microbiano de 42
dentes tratados endodonticamente ha pelo menos dois anos, portadores de
periodontite apical crénica. As bactérias detectadas com maior presenca foram E.
faecalis, F. nucleatum e P. alactolyticus.

Barbosa-Ribeiro et al., 2016, analisaram a comunidade bacteriana presente nos
casos de infeccdo secundaria e a suscetibilidade desta comunidade microbiana a
reintervengao endodéntica em 20 dentes ja tratados endodonticamente acometidos
por periodontite apical cronica através dos métodos de cultura microbiologica e
contagem de UFC. Os autores revelaram uma grande eficiéncia do tratamento
endodéntico na redugdo da carga microbiana presente nos casos de insucesso do
tratamento endodéntico.

Barbosa-Ribeiro et al., 2020b, objetivando analisar a eficiéncia da reintervencgao
endodéntica ndo cirurgica; e a comunidade microbiana presente nos casos de
infeccdo secundaria analisaram, através da contagem de UFC e do Nested-PCR, o
conteudo microbioldgico de 20 dentes indicados ao retratamento endoddntico. Foram
realizadas coletas logo apds o0 acesso ao canal radicular (Inicial), apds a execugao do
preparo quimico-mecanico (P6s-PQM) e, apds o uso de medicagao intracanal, a base
de hidroxido de calcio por 30 dias (P6s-MIC). Os autores relataram uma redugao 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
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iniciais foram E. faecalis (20/20), P. gingivalis (20/20) e F. nucleatum (17/20). Os
autores concluiram que o tratamento endodéntico é eficaz em reduzir a carga
bacteriana presente no interior do sistema de canais radiculares nos casos de
insucesso do tratamento endoddéntico primario. Além disso, a infecgao secundaria
possui um perfil polimicrobiano, tendo alta prevaléncia de E. faecalis e P. gingivalis
durante todas as etapas do tratamento endoddntico, o que evidencia a grande
resisténcia destas espécies.

Bicego-Pereira et al., 2020, ao avaliarem as amostras do conteudo
microbiolégico obtidas do interior do SCR de 20 dentes encaminhados a reintervengao
endodéntica exclusivamente por motivos protéticos, sem falhas de selamento
coronario, detectaram a presenga de bactérias em 100% dos casos através do
Checkerboard DNA-DNA hybridization. O género Eneterococcus foi o género
detectado em maior abundancia. Os autores também relataram maior prevaléncia de
microrganismos nos tergcos meédio e cervical do SCR em comparagéao ao terco apical.

Trabalhos utilizando técnicas avangadas de identificagdo molecular como 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 crénica (Siqueira et al., 2016; Sanchéz-Sanhueza et
al., 2018).

Siqueira et al., 2016, investigando o conteudo infeccioso associado as lesées
periapicais, coletaram amostras do terco apical e das lesGes periapicais presentes em
10 casos indicados ao retratamento endodéntico cirurgico. A analise das amostras
através do Next Generation Sequencing (NGS) revelou a presenga de microrganismos
pertencentes a 11 filos e 103 géneros distintos, compostos de 538 OTUs distintas. O
filo predominante em 6/10 foram as Proteobactérias. Os géneros detectados em maior
frequéncia foram Fusobacterium e Pseudomonas. Enterococcus foi detectado em

apenas 4/10 amostras, sempre em concentragcdes baixas.

Sanchéz-Schueza et al., 2018, coletaram amostras do conteudo microbiolégico
presente nos canais radiculares de 24 dentes indicados a reintervencdo endoddntica
devido a presenca de periodontite apical cronica. A analise do conteudo infeccioso foi
realizada através do NGS. Foram detectadas 86 OTUs distintas nas amostras
analisadas, sendo que a maior parte dos microrganismos detectados foi pertencente

ao filo Proteobacteria. Os autores correlacionam a presencga simultdnea de um maior
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numero de microrganismos no interior do SCR a casos sintomaricos, e a maiores

niveis de destruicdo periapical.

Revisando a literatura, pode-se observar que o avancgo de técnicas moleculares
permite uma maior definicado do perfil microbioldgico presente nos canais radiculares
infectados, ampliando o espectro de detecgao das espécies presentes. Entretanto, os
géneros e espécies reportados pela cultura sdo confirmados pelas técnicas
moleculares, e novas espécies, incluindo as nio cultivaveis vém se tornando

conhecidas como parte desta populagdo microbiana.

24 O METODOS DE CULTURA MICROBIANA NO ESTUDO DAS
INFECGOES ENDODONTICAS SECUNDARIAS

Segundo Dahlén, 2002, a cultura microbiana € o padrdo ouro no estudo da
microbiota das infecgdes endoddnticas. Apesar de inumeras técnicas de cultivo e
isolamento microbiano ja haverem sido relatadas na literatura endodéntica, nenhuma
delas possibilita a identificacdo de todos os microrganismos presentes no SCR
(Socransky et al.,, 1963). Estima-se que 60% dos microrganismos capazes de
colonizar o sistema de canais radicular ainda sejam incultivaveis (Gomes et al., 2015;
Gomes & Herrera 2018).

A presenca de células bacterianas viaveis € um requisito para o crescimento
de microrganismos através dos métodos de cultura. Para que a identificagdo
bacteriana através de métodos fenotipicos (cultura) seja realizada, a cultura deve
apresentar crescimento microbiano e a concentragao de células microbianas deve ser
suficientemente alta (Munson et al., 2002; Peters et al., 2004; Vianna et al., 2004;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020b).

Sundqvist et al., 1998, analisaram o conteudo microbiolégico de 45 amostras
de dentes associados ao insucesso do tratamento endodéntico através da cultura
microbiolégica. Houve a predominéncia de monoinfecgbes caracterizadas pela
predominéncia de bactérias anaerdbias facultativas, Gram-positivas, sendo o E.
faecalis a espécie mais comumente isolada dos canais radiculares. Esses resultados
estdo de acordo com a literatura (Molander et al., 1998; Pinheiro et al., 2003; Gomes
et al., 2004; Gomes et al., 2006b).
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Endo et al., 2013, investigaram microbiologicamente 15 canais radiculares de
dentes com insucesso do tratamento endoddntico e com presenca de periodontite
apical crbénica, com o tempo minimo 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 colénia (UFC) e a
identificacdo microbiana a partir de métodos fenotipicos, e do método molecular de
PCR. Os autores relataram uma reducédo estatisticamente significante na contagem
de UFC apds o PQM, ressaltando a eficiéncia da reintervencdo endoddntica nao
cirurgica. Foi verificada uma maior prevaléncia de espécies Gram-positivas nas
amostras. Os autores ressaltaram a importancia do uso de métodos moleculares no
estudo da comunidade bacteriana presente nos casos associados ao insucesso, visto
que a aplicagdo dos meétodos genéticos foi eficaz na detecgdo de espécies
anaerobicas estritas Gram-negativas, como as pertencentes aos géneros
Fusobacterium, Prevotella, Tanerella e Treponema, nao detectadas através do cultivo
microbiano.

A contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) € um método confiavel
e amplamente empregado para verificar a suscetibilidade de microrganismos a
antimicrobianos e técnicas aplicadas na endodontia (Gomes et al., 1996; Barbosa-
Ribeiro 2020b). Entretanto, o método da cultura em si possui limitagdes quando
comparado aos métodos moleculares (Endo et al., 2013).

Replicar o ecossistema propicio para reprodugcdo de microrganismos
fastidiosos ainda é um obstaculo enfrentado (Endo et al., 2013; Gomes & Herrera
2018). Sendo assim, o conteudo microbiolégico presente nas infec¢gdes endoddnticas
pode ser subestimado quando analisado exclusivamente pelo cultivo bacteriano e
pelos métodos bioquimicos e fenotipicos de identificacdo bacteriana (Gomes et al.,
2004; Gomes et al., 2008; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

Ressalta-se que a diversidade bacteriana e a contagem de microrganismos
obtidas através dos meétodos de cultura s&o geralmente subestimados. Dessa
maneira, um resultado negativo na cultura n&do necessariamente esta associado a
auséncia completa de microrganismos no SCR, visto que 60% dos microrganismos
capazes de colonizar o sistema de canais radiculares ainda ndo sao passiveis de
cultivo. A auséncia de microrganismos no meio de cultura pode representar algumas
limitagdes inerentes a coleta microbiologica e as condigdes nutricionais, gasosas e de

temperatura. Uma cultura negativa pode ainda significar que existem microrganismos
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presentes em concentragdes abaixo daquelas necessarias para que sejam detectados
através da cultura (Gomes et al., 1994ab; Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004;
Gomes et al., 2005; Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013)

Apesar de haver pontos positivos e negativos em relagcdo a cultura
microbiolégica nos estudos de monitoramento das infec¢gdes endodbdnticas, devemos
considera-la como um método importante e confiavel para a deteccdo de

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

2.6 O METODO DE NESTED-PCR NO ESTUDO DAS INFECGOES
ASSOCIADAS A DENTES TRATADOS ENDODONTICAMENTE.

Na tentativa de superar as limitagdes apresentadas pelo método de cultura,
métodos moleculares tém sido largamente empregados por possuirem uma maior
sensibilidade, especificidade e agilidade na identificagdo bacteriana quando
comparados aos métodos de cultura, podendo detectar também os microrganismos
fastidiosos e incultivaveis (Siqueira & Rogas 2003; Gomes et al., 2008; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020ab). 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 um maior conhecimento da microbiota associada as infecgdes
endodoénticas, sendo indispensavel para uma maior compreensao do ecossistema
habitante do sistema de canais radiculares associado as patologias pulpares e
periapicais (Gomes et al., 2006; Aw., 2016).

A sensibilidade da técnica do Nested-PCR & maior (10 células) em comparagao
aos métodos de PCR convencional (102 células) e da cultura (10* - 105 células) (Spratt
2004), sendo muito utilizada na deteccao de espécies encontradas nos canais
radiculares de dentes com insucesso do tratamento endoddntico (Gomes et al. 2008b,
Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al. 2020ab). Entretanto, possui algumas
limitagbes como a possibilidade de contaminagdo da amostra durante as diversas
etapas da reacao, a existéncia de resultados falso-positivos por reagdes cruzadas, e
falhas no desenho dos primers utilizados na reagao (Singh et al., 2006; Gomes et al.,
2008b).

Nested-PCR é uma técnica molecular que envolve a realizacdo de duas

reagdes de polimerase em cadeia (PCR), sendo assim mais sensivel e especifico que
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a reacao de PCR convencional. A primeira reagao 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 reagdo € submetido a uma reagao 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-Ribeiro2020ab).

Ao analisarem simultaneamente o conteudo infeccioso presente associado aos
casos de infecgao endoddntica secundaria através dos métodos de cultura microbiana
e do Nested-PCR, buscando detectar a presenca de E. faecalis, Gomes et al., 2004,
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
meétodos de Nested-PCR e do sequenciamento genético. Foram realizadas coletas
imediatamente apds a etapa de acesso aos canais radiculares (Inicial), apds a
execugao do preparo quimico-mecanico (P6s-PQM) e apds a colocagdo de uma
medicacao a base de hidréxido de calcio no interior do conduto radicular por 30 dias
(P6s-PQM). Os autores concluiram que a comunidade microbiana associada ao
insucesso endoddéntico é polimicrobiana e heterogénea. A presencga de P. gingivalis e
E. faecalis durante todas as etapas da terapia endoddntica sugere que esses
microrganismos possuem mecanismos de resisténcia, que favorecem sua
sobrevivéncia ao tratamento endodéntico. Relataram também a eficiéncia da
reintervengdo endoddntica em alterar a composi¢do da microbiota associada as
infecgdes intra-radiculares.

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.
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3 PROPOSIGCAO

O presente estudo teve como objetivos:

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Investigar a microbiota encontrada nos canais radiculares (CR) de dentes
submetidos ao RE devido a presenga de periodontite apical crénica (PAC) e por

motivos protéticos nas diversas fases do RE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar nos canais radiculares de dentes submetidos ao retratamento
endodéntico devido a presenga de periodontite apical crénica e por motivos protéticos.

a) Monitorar a eficacia de cada etapa do RE através da redugdo da carga
microbiana por meio da contagem da contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC);

b) Descrever a microbiota presente em ambos os casos e em cada etapa do
RE através da técnica de Nested-PCR;

c) Investigar associagdes entre pares de bactéria e entre bactérias especificas

com os aspectos clinicos.



38

4 MATERIAL E METODOS
Alguns dos métodos aplicados para realizacdo desta pesquisa foram
previamente descritos por Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2012; 2013; Delboni et al.,
2017; Francisco et al., 2019; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

4.1 — Autorizacao para realizagao da pesquisa

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP). Para participagao desse
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, sob o protocolo CAAE: 48374615.7.0000.5418, conforme

regulamentagao da Resolugédo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (Apéndice

1),

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 Atualizacido e Especializagao. Os procedimentos de coleta foram realizados na
clinica de extensdo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba e, posteriormente,
processados no laboratorio de microbiologia da area de endodontia (FOP/UNICAMP)

4.3 — Selecao dos voluntarios da pesquisa

O presente estudo foi observacional (estudo transversal). Inicialmente, foram
analisadas as fichas clinicas e radiografias dos pacientes encaminhados para
especializagdo em Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
FOP/UNICAMP. Foram selecionados primeiramente 207 pacientes com necessidade
de reintervencdo endodéntica convencional. Destes, 15 dentes indicados ao
retratamento endodéntico devido a presenca de lesédo periapical (G1) e 15 dentes
indicados ao retratamento exclusivamente por razdes protéticas, livres de alteragdes
periapicais, portadores ou ndo de falhas técnicas na obturagcdo do tratamento
endodéntico prévio (G2) foram incluidos no presente estudo. Fatores que poderiam
interferir na microbiota do canal radicular foram excluidos na tentativa de se controlar

€ minimizar as possibilidades de viés.
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A figura 1 esquematiza o processo de selegédo e agrupamento dos voluntarios

incluidos no presente estudo por meio de um fluxograma.

Avaliagdo de elegibilidade - Indicacéoe de
retratamento endodontico (n=207)

T T

Portadores de periodontite -
Indicados ao retratamento

apical cronica pos o :
tratamento endodbitico por razdes exclusivamente
protéticas (G2) (n=52)

(G1) (n=155)

'_J

Excluséo (n=135) Excluséo (n=32)

*Doenca pericdontal avancada (n=15) *Auséncia de selamento coronario (n=10)
*N&o aceitou participar da pesquisa (n=25) *Selamento coronario deficiente (n=15)
*Dentes perdidos (n=23) *N&o aceitou participar da pesquisa (n=1)
*Fez uso de antibidticos durante os Ultimos trés *Canal radicular exposto ao meio bucal (n=4)
meses (n=22) *Portadores de doenca sistémica (Diabetes
*Canal radicular exposto ao meio bucal (n=40) mellitus) (n=7)

*Portadores de doenga sistémica (Diabetes

mellitus) (n=15) J

e

Alocados para a reintervencao Alocados para a reintervengao
endodontica (G1) (n=15): endodontica (G2) (n=15):
*Receberam a reintervencgdo (n=15) *Receberam a reintervencao (n=15)
*Né&o receberam e reintervencao *Nao receberam e reintervencao

(n=0) (n=0)

. 1

Analisados (G1) (n=15) Analisados (G2) (n=15)
*Excluidos da analise (n=0) “Excluidos da analise (n=0)

Figura 1. Fluxograma representando todas as etapas da selegéo e inclusdo dos voluntarios

para realizagao do estudo.
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4.4 Critérios de inclusao e exclusao

Participaram do estudo pacientes:
e Que apresentavam dentes tratados endodonticamente, sendo a
presencga de T.E. prévio confirmada radiograficamente;
e Com diagndstico de periodontite apical cronica seguindo os critérios de
Gutmann et al., 2009;
e Livres de qualquer alteragcdo periapical, indicados a reintervengao por
motivos exclusivamente protéticos;
e Aqueles que apresentavam boas condi¢gdes de saude (classificagdo | ou
Il da American Society of Anesthesiologists);
¢ Que nao tinham passado por antibioticoterapia prévia nos ultimos 3
meses;
e Com auséncia de doenca periodontal avancada e que néo
apresentassem bolsas periodontais com profundidade superior a 4 mm;
e Dentes com rizogénese completa;

e Sem histérico de traumatismos dentario;

E como critérios de exclusao:
e Pacientes que nao se apresentaram para as etapas do tratamento
endodéntico nas datas estabelecidas;
¢ Dentes portadores de infecgbes endoddnticas primarias;
¢ Dentes que impossibilitaram o isolamento absoluto;
e Dentes que sofreram fraturas coronarias e/ou radiculares;
¢ Dentes sem restauracédo ou que perderam selamento coronario entre as

consultas.

4.5 — Exame clinico, aspectos clinicos e radiograficos

Foram anotados dados pessoais dos pacientes tais como idade e género,
histéria médica e dentaria (incluindo o tempo que foi realizado o tratamento
endodéntico prévio). Durante o exame clinico, foram registradas informagdes sobre o
dente a ser retratado e sua condigdo atual segundo Pinheiro et al. (2003ab), em

relagdo a qualidade e tipo da restauragdo ou coroa, a presencga de caries, infiltragdes
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coronarias e fraturas. Quanto a sintomatologia, foi averiguada a presenca ou auséncia
de dor, natureza da dor, histéria de dor prévia, dor a percusséao (horizontal e vertical)
e dor a palpacdo. 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, tais
como canal seco ou molhado e tipo de exsudato (claro, hemorragico ou purulento).

Todas essas caracteristicas clinicas referentes ao dente investigado foram
devidamente relatas na ficha clinica de cada paciente. Na radiografia periapical, foi
realizada a avaliagao dos seguintes aspectos:

a. Presengca de imagem de carie sob a restauragdo sugerindo uma
infiltracao coronaria. Restauragcao boa quando bem adaptada, e ruim quando ha falhas
na margem e presencga de espagos vazios entre o material restaurador e o substrato;

b. Limite da obturacao dos canais radiculares, divididos em intervalos de <
2 mm e > 2 mm do apice e sobre-obturados;

C. Qualidade do tratamento endoddntico: considerado bom quando a guta-
percha estiver bem compactada e n&o se observar areas radiolucidas na obturagao
ou entre o material obturador e a parede do canal, com limite da obturacédo entre 0-2
mm do apice. Considerado ruim quando houver a presencga de falhas radiolucidas na
obturagdo, guta-percha mal compactada, indicando um selamento deficiente ou
espacgos vazios na obturagao ou entre o material obturador e a parede do canal, ou
com limite da obturagdo maior que 2 mm do apice radiografico;

d. Presenca e tamanho da lesao periapical relacionado ao dente tratado
endodonticamente (£ 5 mm e > 5 mm); sendo o tamanho radiografico da leséo
avaliado através da medicdo de seu maior diametro utilizando o software Dental
Master Dicom (Micro - Imagem, Indaiatuba, SP, Brasil).

e. Presenca ou auséncia de pino intra-radicular;

f. Espaco entre o pino e o material obturador medido em mm;

g. Presenca ou auséncia de protese definitiva ou proviséria.
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4.6 — Procedimentos clinicos e Coletas das amostras

As coletas clinicas dos canais radiculares foram executadas na Clinica de
Especializagdo da FOP/UNICAMP, e as amostras processadas no Laboratério de
Microbiologia Endodéntica. Foram coletadas amostras iniciais apdés o preparo
quimico-mecanico e apds a medicacao intracanal dos canais radiculares. O método
de coleta utilizado neste estudo ja foi descrito previamente em detalhes por Pinheiro
et al., 2003a; Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Delboni et al., 2017; Francisco
et al., 2019; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab.

A coleta de todas as amostras foi realizada por um unico operador.

Tabela 1 mostra o resumo das coletas realizadas ao longo dos procedimentos

endoddnticos e suas respectivas siglas.

Tabela 1. Resumo das coletas realizadas ao longo dos procedimentos

endodénticos e suas respectivas siglas.

_ Coletas
Quantidade de
Altura da coleta . 28
Amostras pontas de papel 12 Sessao .
Sesséao
absorvente
Inicial PQM  MIC
Microbioldgica .
3 Forame apical CC1  CC2 CC3
(cultura)
Microbiologica ,
2 Forame apical CM1 CM2 CM3
(molecular)
Legenda: CC- Coletas microbiolégicas armazenadas em VMGA Ill; CM - Coletas

microbiolégicas armazenadas em TE.
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4.6.1 — Procedimentos iniciais

Antes da intervencgao, realizou-se a descontaminagao da face externa do
paciente com clorexidina gel 2% (Endogel, Itapetininga, SP, Brasil) e anestesia local
na regidao do dente envolvido. O dente objeto da pesquisa recebeu um polimento
coronario com pedra pomes, seguido de isolamento absoluto com vedamento da
interface coroa-lengol com auxilio do cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sdo Paulo,
SP) para evitar uma possivel infiltragdo salivar. Posteriormente, foi concretizada a
desinfeccdo do campo operatério, que compreendeu a descontaminagao do grampo,
lencol de borracha, arco e da porgao coronaria do dente com swabs estéreis e
umedecidos, em agua oxigenada 30% (v/v), seguida de NaOCI 2,5% por 30 segundos
cada e subsequente neutralizacdo com solucao estéril de tiosulfato de sodio 5%.

A desinfecgédo das superficies do dente foi monitorada através da coleta de
esfregaco destas superficies com um swab estéril, previamente molhado em soro
fisiologico estéril, para otimizar a cultura. Em seguida, foi semeada em uma placa
contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado e Fastidious Anaerobe Agar (FAA -
LAB M, Heywood, Lancashire, Reino Unido) antes de ser incubado anaerobicamente
e aerobicamente, respectivamente, por até 14 dias, seguido de extracdo de DNA do
esfregaco e da corrida de PCR usando primers bacterianos universais. Caso fosse
detectada qualquer cultura positiva ou presenga de bandas no gel de agarose, o
paciente seria excluido do estudo.

A abertura coronaria foi realizada com uso de caneta de alta rotagdo com
sistema de irrigagao do equipo fechado. Dessa forma, para reduzir o aguecimento da
ponta esférica diamantada (KG Sorensen) #1012, #1014 ou #1016, utilizou-se soro
fisiologico 0,9% estéril. Ao adquirir a forma de contorno e conveniéncia da abertura
coronaria, utilizando a broca tronco-cénica (KG Sorensen) #3082, o campo operatorio
e a camara pulpar foram descontaminados novamente, com as mesmas solucoes

descritas anteriormente, e neutralizados.

4.6.2 — Procedimentos endodonticos e coleta das amostras

Primeira sessao de atendimento

Finalizada a abertura coronaria, procedeu-se a remogao da guta percha sem

utilizacao de solventes ou substancias quimicas auxiliares, utilizando lima Reciproc
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R25 (VDW, Munich, Germany). Uma lima K#25 foi utilizada para exploragao inicial do
canal radicular (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Sui¢ca) em seguida levada ao
comprimento do canal radicular, determinado na radiografia pré-operatoria. Em
seguida, o localizador apical foi utilizado (VDW Gold Reciproc, Munique, Alemanha)
para obter o comprimento real do canal radicular, equivalente a posigcao zero no
localizador apical. A seguir, procedeu-se as primeiras coletas microbiolégicas dos
canais radiculares (CC1 e CM1) utilizando-se 5 cones de papel absorventes estéreis
(Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) e apirogénicos.

Nos casos em que o canal radicular estivesse seco, esse era entdo umedecido
com soro fisioldgico 0,9% estéril para assegurar melhor absor¢éo do seu conteudo.
Em casos de dentes bi ou tri-radiculares, a coleta foi procedida no canal radicular
associado a lesao radiografica de maior tamanho (G1) ou mais amplo (G2), de
maneira a confinar o exame microbiolégico em um unico ambiente ecoldgico. Os
dentes seriam excluidos do estudo se o cone de papel ndo alcangcasse todo o
comprimento do canal radicular.

Coletas endodonticas inicialmente foram realizadas utilizando um total de 3
cones de papel absorvente estéreis/apirogénicos de calibre FM (Dentsply, Petropolis,
RJ, Brasil) introduzidos um a um no comprimento total do canal, permanecendo por 1
minuto cada um. Esses cones foram transferidos para tubos do tipo eppendorfs
previamente esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA
[l — Viability Medium Goteberg Agar (Moller 1966; Dahlen et al., 1993) e transportados
em jarros a vacuo para o Laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da
FOP-UNICAMP para posterior processamento. O tempo médio entre a coleta das
amostras e o processamento laboratorial para obtencédo das Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC) foi de 4 horas. A seguir os eppendorfs foram congelados em freezer -
80°C para futuras analises.

O repreparo do SCR foi realizado em todos os dentes utilizando a lima R40 do
sistema Reciproc (VDW, Munich, Germany), montada em motor VDW Gold (VDW,
Munich, Germany), seguindo as recomendagdes do fabricante. Foi considerado o uso
das demais limas (R40 e R50) do sistema quando necessario, podendo ser utilizadas
limas manuais do tipo K para complementar a instrumentacéo.

Durante todo o preparo quimico-mecanico, fez-se o uso clorexidina 2% gel
como substancia quimica auxiliar (0,2 mL a cada troca de lima) e abundante irrigagcéo
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com soro fisiologico 0,9% (5 mL). Foi utilizada uma lima de pequeno calibre para
manter a paténcia do canal.

ApOs a instrumentacdo, realizou-se a confirmagdo do comprimento real do
trabalho utilizando a lima anatémica final. Os canais foram irrigados com clorexidina
2% gel e soro fisiologico.

Foram inseridos 5,0 mL de EDTA 17% no interior do canal radicular, por 3
vezes, com troca a cada minuto, sob agitacdo ultrassénica passiva utilisando-se o
inserto Irrisonic (Helse Ultrassonic, Riberdo Preto, SP, Brasil), com a finalidade de
remover a camada residual de smear layer e permitir a abertura dos tubulos
dentinarios para difusdo da medicagao intracanal. A seguir, os canais foram
devidamente irrigados com 5 mL de solugéo Tween a 0,5% + lecitina de soja a 0,07%,
(neutralizante especifico da clorexidina) e 5 mL de soro fisioldgico estéril, aspirados e
entao foram realizadas as segundas coletas microbiolégicas (CC2 e CM2).

Apods o término das coletas, os canais foram novamente irrigados com 10mL
de soro fisiolégico, aspirados e secos com cones de papel absorventes estéreis. Eles
foram entao preenchidos com medicacgao intracanal composta por hidroxido de calcio
(Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil) e clorexidina 2% gel, na proporcao de 3 medidas de
hidroxido de célcio pé para 0,2mL de clorexidina gel 2%, na consisténcia de uma pasta
similar a um creme dental. A insercdo de medicacao intracanal foi realizada com
auxilio de uma espiral de lentulo (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica). Esta
medicagao permaneceu por um periodo de 30 dias no interior dos canais radiculares.
As cavidades de acesso foram seladas com uma camada de 2 mm de Coltosol
(Vigodent, Coltene, Rio de Janeiro, RJ) na embocadura dos canais, aplicagao de acido
fosforico 37% por 15 segundos em toda a cavidade, adesivo 3M Single Bond (3M
Dental Products, St. Paul, MN, EUA) e insercao de resina fotopolimerizavel Z 350 (3M

Dental Products, St. Paul, MN, EUA) pela técnica incremental.

Segunda sessao de atendimento

Numa segunda sessao, apos o periodo de 30 dias, foram novamente realizados
os procedimentos pré-operatérios, de anestesia, isolamento e descontaminagao do
campo operatoério e de acesso a cavidade endoddntica anteriormente descritos. Os
canais foram irrigados com 10mL de solugédo fisiolégica, e suas paredes
instrumentadas levemente no intuito de remover a MIC e possibilitar uma nova coleta

microbiolégica dos canais radiculares (CC3 e CM3), seguindo o descrito
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anteriormente. Os dentes foram entao re-instrumentados, secos e obturados, se os
canais estivessem secos e os pacientes sem sintomatologia dolorosa. A obturagao do
canal radicular foi realizada com cones de guta-percha acessorios Fine Medium extra-
longo e Medium (Konne Industria e Comércio de Materiais Odontologicos Ltda., Belo
Horizonte, MG) e cimento endoddntico Endomethasone (Septodont, Saint-Maur-des-
Fossés Cedex, France) pela técnica do cone modelado apical, complementada com
condensacao lateral. Logo em seguida, o procedimento restaurador de todos os
dentes foi realizado através da colocagéo de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Coltene,
Rio de Janeiro, RJ) na embocadura dos canais, aplicagdo de acido fosférico 37% por
15 segundos em toda a cavidade, adesivo 3M Single Bond (3M Dental Products, St.
Paul, MN, EUA) e insergao de resina fotopolimerizavel Z 350 (3M Dental Products, St.
Paul, MN, EUA) pela técnica incremental. Ao final desse procedimento, foi realizada a

radiografia final do tratamento endodéntico.
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4.7 — Processamentos Laboratoriais

4.7.1 Cultura microbiolégica e contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC)

Os frascos contendo VMGA Il foram agitados no interior da camara de
anaerobiose, por 1 minuto para facilitar a dispersdo dos microrganismos. A seguir,
realizaram-se diluigbes seriadas (101, 102, 10-3, 10, 10-%, 10-%) utilizando Fastidious
Anaerobe Broth (FAB-LabM, Bury, UK). Cinquenta uL da amostra “mae” (sem diluigédo)
e 50 pL de cada dilui¢ao foi inoculada em placas contendo o meio de cultura Fastidious
Anaerobe Agar (FAA-LabM, Bury, UK), acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado suplementados por hemina (5 mg/L), e vitamina K1 (1 mg/L). Essas
placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 10% de Hz, 10% de COz2, 80% de N2
até 14 dias, para permitir a detec¢gdo de microrganismos anaerébios estritos. Apods a
incubacgéao, cada placa foi examinada em lupa estereoscépica (Lambda Let 2, Atto,
Instruments, CO, Hong Kong) em aumento de 3 vezes para contagem das unidades
formadoras de col6nias contadas (UFC).

Para a obtencdo do numero de UFC/mL presentes na amostra inicial, foi
necessario multiplicar o numero de UFCs presentes na placa por 2000 - 20.000
dependendo da diluicdo analisada. Foram selecionadas para a contagem de UFCs
placas nas quais se fizesse possivel contabilizar individualmente as UFCs presentes,
o que geralmente poderia ser visualizado nas diluigdes 102 ou 10-3; sendo assim,
quando a diluigdo 10foi a diluicdo escolhida, o nimero de UFCs presentes na placa
era 100 vezes menor que na placa mae (sem diluigdo). Nos casos em que a diluigéo
de escolha foi a 103 , o valor obtido era 1000 vezes menor que o da placa mae. A
aliquota utilizada para o plaqueamento das amostras foi de 50 pL, ou seja, 20 vezes
menor que 1,0mL; portanto, o fator de multiplicagao para obtencado do resultado em
UFC/ml foi de 2000 nos casos em que a diluigdo de escolha foi a 102 e 20.000 nos

casos onde a diluigdo escolhida para contagem de UFC foi a 103,

4.7.2 - Identificagao microbiana pelo método molecular Nested — PCR

Extragcdao de DNA e Nested-PCR
As extracbes de DNA das amostras foram realizadas com o QIA amp DNA kit
(QYAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Apés

extracdo, foi realizada a leitura da concentracdo de DNA presente nas amostras
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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 amplificagao: 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)

b) Segunda amplificagao: 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 yuL de tampao para reacao
de PCR (10x Reaction Buffer, Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 5uL de uma
mistura de deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM) (dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo,
Sao Paulo, Brasil); 6 pL de solucdo de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCl2,
Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1,25 pL de uma solugéo 100 uM de Primer
Forward (20 mM) (Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugao
100 uM de Primer Reverse (20 mM) (Invitrogen, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil); 29,3
ML de agua ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,25 yL da enzima Taq DNA
Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo 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 desnaturagao (94°C,
1 min), anelamento (42°C, 2min) e extenséo (72°C, 3 min); seguidos de uma extens&o
final (72°C, 10 minutos).

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

Foi incluido em cada gel um padrao 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 presenga de bandas limpas do

esperado tamanho da molécula na altura do fragmento.
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Verificado o sucesso da reacdo universal, uma aliquota do produto dessa
reacao foi utilizada para realizacdo de outra reacdo PCR, agora usando um primer
especie-especifico forward (16S) juntamente com o L189R (23S) (SEGUNDA
AMPLIFICACAO). Foram investigadas as 17 seguintes espécies: A.
actinomycetemcomitans, A. naeslundii, D. pneumosintes, E. faecalis, F. alocis, F.
nucleatum, G. morbillorum, P. micros (P. micra), P. endodontalis, P. gingivalis, P.
intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, S sobrinus, T. forsythia, T. denticola e T.
socranskii (Quadro 1).

As cepas de bactérias de referéncia usadas neste estudo foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC, Baltimore, MD, EUA) e sao listadas a seguir:
Enterococcus faecalis (ATCC 4034), Filifactor alocis (ATCC 35896), Fusobacterium
nucleatum (ATCC 25586 ), Gemella morbillorum (ATCC 27824), Parvimonas micra
(ATCC 33270), Porphyromonas endodontalis (ATCC 35406), Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), Prevotella intermedia (ATCC 25611), Prevotella nigrescens
(ATCC 51236ae), Prevotella tanner59e) , Tannerella forsythia (ATCC 43037),
Treponema denticola (ATCC 35405) e Treponema socranskii (ATCC 35536).

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

codificadora do rDNA 16S foram selecionados com base na investigagao anterior de
bactérias endodénticas por clonagem e sequenciamento do gene 16S bacteriano
(Gomes et al., 2004) e em sequéncias disponiveis no GenBank. A especificidade das
especies foi ainda confirmada por sequenciagao 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.

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 concentragbes 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 tampao 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 transiluminacéo ultravioleta.
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Tabela 2. Sequéncias dos primer espécie-especifico utilizados nas reacdes de

Bacteria Primer Ciclo
Agregatibacter GAAGAAGAACTCAGAGATGGGTTT File 12
actinomycetemcomitans
Actinomyces naeslundii TGGAGACGGGGTTTCCTCCTTTGG File 12
Dialister pneumosintes CCTTGACATTGATCGCAATCCATAGAAATAT File 12
Enterococcus faecalis GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA File 12
Fillifactor alocis ACATAACCAATGACAGCCTTTTTAA File 12
Fusobacterium nucleatum TTCGGGGAAACCTAAAGACAGGTGG File 12
Gemella morbilorum CGAGAGTCAGCCAACCTCATA File 12
Peptostreptococcus AACGAGAAGCGAGATAGAGATGTTA File 12
micros (Parvimonas micra)
Porphyromonas TTTAGATGATGGCAGATGAGAG File 12
endodontalis
Porphyromonas gingivallis CATCGGTAGTTGCTAACAGTTTTC File 12
Prevotella intermedia TGTTAGCGCCTTGCGCTA File 12
Prevotella nigrescens CGTTGGCCCTGCCTGCGG File 12
Prevotella tannerae CCAAGAGTGCGGAGTGCAGAGATGCGC File 12
Streptococcus sobrinus TTTTTCTTCGGAACATCGGAG File 12
Tannerella forsythia TGCGATATAGTGTAAGCTCTACAG File 12
Treponema denticola CAACAGCAATGAGATATGG File 12
Treponema socrankii ATGTACACTGGGCGTGTGCG File 12
L 189 (Un Forward) 23S GGTACTTAGATGTTTCAGTTC File 12
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4.7 — Analise Estatistica

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
correlagao estatistica com o software SPSS 23 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A
normalidade dos dados quantitativos foi averiguada através do teste de Shapiro-Wilk.

A comparagao da idade entre os grupos foi realizada através do teste T
de Student. Correlagdes 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 presenga de espécies bacterianas especificas no interior do canal
radicular e a presenga de sinais e sintomas clinicos e radiograficos, a presenga de
correlagdo na existéncia simultdnea de duas espécies bacterianas e a presenca de
correlagdo entre pares de bactérias e sinais e sintomas clinicos e radiograficos
encontrados nos pacientes.

Teste de McNemar foi utilizado para comparagao entre as frequéncias
dos microrganismos detectados durante os trés tempos de coleta realizados.

A eficiéncia do preparo quimico mecanico foi avaliada através da
comparagao das medianas da contagem de UFC detectadas nos diferentes tempos
do tratamento endoddntico pelo teste de Wilcoxon. A hipotese de que se existiam
diferengas entre a carga microbiana detectada nos grupos 1 e 2 foi averiguada pelo
teste de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL GERAL DOS CASOS SELECIONADOS

Foram incluidos 30 pacientes de faixa etaria compreendida entre 30 e 70 anos
(média 51 anos), sendo 74% (22) pertencentes ao sexo feminino e 26% (8)
pertencentes ao sexo masculino. Desses pacientes, 15 necessitavam do retratamento
endodéntico devido ao insucesso do tratamento anterior, evidenciado pela presenca
de lesdo periapical cronica (G1), e 15 foram indicados a reintervengdo endodéntica
exclusivamente por razdes protéticas, sem a evidéncia radiografica de leséo periapical
(G2). A média de tempo transcorrido do tratamento endodéntico prévio foi de 10 anos.
Nao houve diferenga estatistica significante quanto a idade dos individuos dos grupos
G1 e G2 (p>0,05).

5.1.1 CARACTERIZAGAO DOS SINAIS CLIiNICOS E RADIOGRAFICOS DOS
CASOS INDICADOS AO RETRATAMENTO PELA PRESENGCA DE LESAO
PERIAPICAL CRONICA (G1)

Quinze dentes indicados a reintervencdo endodontica devido a presenga de
periodontite apical crénica pés-tratamento foram inclusos neste grupo, sendo 85%
(86,5%) unirradiculares e 13,5% (2) multirradiculares. A idade dos pacientes estava
compreendida entre 30 e 69 anos (média 50,5), destes 80% (12) eram do género
feminino e 20% (3) do género masculino. A média de tempo decorrido desde o
tratamento anterior foi de 12,6 anos, sendo o tempo minimo de 2 anos € 0 maximo de
30 anos. 26,6% (4) dos pacientes apresentaram resposta dolorosa ao teste de
percussao vertical. Em nenhum dos casos, foi detectada presenca de dor a palpacéo;
edema facial, fistula ou exsudato no interior do sistema de canais apos a desobturagao
do conduto. A profundidade de sondagem periodontal dos dentes incluidos nessa
pesquisa variou de 1 a 3mm em todos os casos, excluindo bolsas periodontais maiores
que 3mm. O tamanho da les&o periapical radiografica variou entre 1 e 8,3mm (média
3,5mm) sendo destas 33,3% (5) menores que 2mm, 46,7% (7) entre 2 e 5Smm e 20%
(3) maiores que 5mm. Quanto ao selamento coronario, sinais de microinfiltragdo foram
detectados em 46,6% (7) casos. O limite apical de obturagao foi identificado como

insatisfatorio em 73,3% (11) casos.
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Tabela 3. Descricdo das caracteristicas clinicas e radiograficas detectadas nos pacientes pertencentes do G1

Idade Sintomatologia TTA TAMLES

Paciente (anos) Sexo Dente DE DA PERC PALP EDM FIST EX (anos) Lesao (mm) MC QO
44  Feminino 25 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 5 Presente 1 Ausente Insatisfatoria
38 Feminino 11 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 2 Presente 2,1 Presente  Satisfatéria
52 Masculino 25 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 16  Presente 1 Ausente Insatisfatéria

63 Feminino 23 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 15 Presente 3,1 Presente Insatisfatoria
39 Feminino 45 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 8 Presente 5,6 Ausente Satisfatoria
48 Feminino 36 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 10 Presente 5 Presente Insatisfatoria
30 Feminino 35 Ausente Ausente Positivo Negativo Ausente Ausente Ausente 4 Presente 4 Ausente Insatisfatoria
69 Feminino 22 Ausente Ausente Positivo Negativo Ausente Ausente Ausente 30 Presente 5,5 Ausente Insatisfatoria
52 Feminino 46 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 3 Presente 3,2 Presente Insatisfatoria

59 Feminino 21 Ausente Ausente Positivo Negativo Ausente Ausente Ausente 13  Presente 4 Ausente Insatisfatoria
40 Masculino 21 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 8 Presente 1,6 Presente Insatisfatoria
56 Feminino 35 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 10 Presente 2 Ausente Insatisfatoria

66 Masculino 12 Ausente Ausente Positivo Negativo Ausente Ausente Ausente 30 Presente 3,7 Presente  Satisfatéria
50 Feminino 11 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 20 Presente 8,3 Presente Insatisfatoria
49 Feminino 12 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 15 Presente 1,5 Ausente Satisfatoria

RN A0OENO R WN

Legenda: DE (dor espontanea); DA (dor anterior); PERC (percussao); PALP (palpagéo); EDM (edema); FIST (fistula); EX
(exsudato); TTA (tempo do tratamento anterior); TAMLES (tamanho da lesdo periapical radiografica); MC (microninfiltracdo

coronaria); QO (qualidade de obturagao)
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5.1.2 CARACTERIZAGAO DOS SINAIS CLiINICOS E RADIOGRAFICOS DOS
CASOS INDICADOS A RE-INTERVENGAO ENDODONTICA POR MOTIVOS
PROTETICOS (G2)

Foram selecionados 15 casos indicados ao retratamento endoddntico
exclusivamente por motivos protéticos, livres de alteragdes periapicais. A faixa etaria
dos pacientes inclusos no G2 variou entre 32 e 70 anos, sendo que destes 10
pertenciam ao sexo feminino e 5 ao sexo masculino. O grupo foi composto em 80%
(12) por dentes unirradiculares e 20% (3) dentes multirradiculares. A média de tempo
decorrida desde o tratamento endoddntico prévio foi de 7,5 anos, sendo o tempo
minimo decorrido de 2 e 0 maximo de 22 anos. A presenca de dor espontanea prévia
ou estimulada ndo foi relatada por nenhum dos pacientes. Em relacdo a
sintomatologia estimulada, nenhum dos pacientes apresentou respostas positivas aos
testes de palpacao ou percussao. A presenca de sinais clinicos como edema, fistula,
mobilidade dentéaria, exsudato no interior dos canais radiculares ndo foi detectada.
Evidéncias radiograficas como descontinuidade de |admina dura, espagamento do
ligamento periodontal ou a presenga de lesdo periapical foram ausentes em todos os
casos. Quanto ao selamento coronario, 100% (15) dos casos apresentavam
restauragdes definitivas realizadas em resina composta fotopolimerizavel. Sinais
clinicos ou radiograficos de microinfiltragcdo coronaria ndo foram detectados em

nenhum dos casos.
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Tabela 4. Descricdo das caracteristicas clinicas e radiograficas detectadas nos pacientes pertencentes do G2

. Idade Sintomatologia TTA ~
Paciente (anos) Sexo Dente DE DA PERC PALP EDM FIST EX (anos) Lesdo MC QO

1 40 Masculino 46  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 5 Ausente Ausente Insatisfatoria
2 42 Feminino 24  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 2 Ausente Ausente Satisfatdria
3 57 Masculino 22  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 16  Ausente Ausente Insatisfatoria
4 45 Feminino 22  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 15  Ausente Ausente Satisfatoria
5 32 Feminino 45  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 8 Ausente Ausente Insatisfatoria
6 62 Feminino 14  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 10  Ausente Ausente Satisfatdria
7 51 Masculino 44  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 4 Ausente Ausente  Insatisfatéria
8 70 Feminino 12 Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 30  Ausente Ausente Satisfatoria
9 61 Feminino 12  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 3 Ausente Ausente Satisfatoria
10 54 Feminino 46  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 13  Ausente Ausente  Insatisfatoria
11 42 Masculino 35  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 8 Ausente Ausente  Insatisfatéria
12 61 Masculino 32  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 10  Ausente Ausente  Insatisfatoria
13 53 Feminino 27  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 30 Ausente Ausente Satisfatoria
14 47 Feminino 11  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 20  Ausente Ausente Satisfatdria
15 60 Feminino 34  Ausente Ausente Negativo Negativo Ausente Ausente Ausente 15  Ausente Ausente Satisfatoria

Legenda: DE (dor espontéanea); DA (dor anterior); PERC (percusséo); PALP (palpagéo); EDM (edema); FIST (fistula); EX
(exsudato); TTA (tempo do tratamento anterior); TAMLES (tamanho da lesdo periapical radiografica); MC (microninfiltracdo

coronaria); QO (qualidade de obturagéo)
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5.2 QUANTIFICAGAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC)
NOS GRUPOS G1 E G2 DURANTE AS ETAPAS DO TRATAMENTO
ENDODONTICO

A tabela 4 traz o resumo dos dados quantitativos de carga
microbiana obtidos através da contagem de UFC expressos por meio de mediana,
minimo e maximo, assim como as analises do efeito da reintervencdo endodéntica

sobre a carga bacteriana presente no interior dos canais.

Tabela 5. Mediana, minima e maximo de UFC/ml nos grupos G1 e G2 durante as etapas do

tratamento endodéntico.

Po6s-MIC
Variavel Grupo Inicial (C1) Pés-PQM (C2) (C3)
1400 (200-
UFC/mlI G1 5200)Aa 0 (0-380)Ba 0 (0-0)Ba
G2 90 (0-220)Ab 0 (0-120)Ba 0 (0-0)Ba

Letras maiusculas iguais indicam resultados estatisticamente semelhantes nas linhas, letras
minusculas iguais representam auséncia de diferenga estatisticas entre os resultados da mesma

coluna.

A concentracdo de UFC/ml detectada nos trés diferentes tempos de coleta
microbiolégica revelou a eficiéncia do tratamento endoddntico em reduzir a carga
microbiana presente no interior do sistema de canais radiculares, sendo que, em
ambos 0s grupos, a concentracdo bacteriana obtida nas coletas iniciais foi
significantemente mais elevada que aquelas detectadas nas coletas realizadas apos
a execucgao do PQM.

Diferengas estatisticamente significantes foram detectadas entre a carga
microbiana presente inicialmente nos grupos G1 e G2, sendo que, nas amostras
iniciais, a concentracdo microbiana presente nos casos portadores de periodontite
apical aguda mostrou-se maior que a encontrada nos casos indicados a reintervengéo
por razdes protéticas. Apos a execugao do preparo quimico-mecanico e 0 uso de
medicacao intracanal, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes

entre a carga bacteriana detectada nos grupos G1 e G2.
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5.3 PERFIL MICROBIOLOGICO DOS DENTES INDICADOS A RE-
INTERVENGAO ENDODONTICA DEVIDO A PRESENGA DE LESAO PERIAPICAL
CRONICA (G1)

Bactérias foram detectadas em todas as amostras iniciais. Dos 17
primers testados, 13 foram detectados através do Nested-PCR no grupo G1. Os
primers nao detectados foram: Prevotella intermedia; Dialister pneumosintes;
Treponema denticola e Treponema socranskKii.

Uma média de 4,7 espécies por caso foram detectadas inicialmente nos casos
portadores de periodontite apical crénica, sendo o minimo de 1 e o0 maximo de 6

microrganismos detectados por caso (Tabela 5).

Tabela 6. Distribuicao de frequéncia e porcentagem dos casos incluidos no G1 em fungao do

numero de microrganismos detectados conjuntamente no mesmo paciente através do Nested-PCR

Numero de Microrganismos detectados

1 2a3 4a5b 6
Frequéncia (n) 0 3 9 3
Porcentagem (%) 0% 20% 60% 20%

Um total de 71 cepas bacterianas foram detectadas nas coletas iniciais
do G1, representando 71% do total de cepas identificadas. Dessas, 33 eram bactérias

Gram-positivas e 38 Gram-negativas (Tabela 6).

Tabela 7. Frequéncia e porcentagem dos microrganismos identificados nos casos indicados ao

retratamento devido a presenca de leséo periapical cronica em fungao da coloragdo de Gram.

Microrganismos detectados

Gram-positivos Gram negativos

Frequéncia (n) 33 38

Porcentagem (%) 46,5% 53,5%
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Os microrganismos identificados com maior frequéncia no interior do canal
radiculares dos casos associados a presenca de lesao periapical foram Enterococcus
faecalis (13/15); Fusobacterium nucleatum (10/15); Porphyromonas gingivalis (10/15);
Parvimonas micra (5/15) e Aggregatibacter actinocetemcomitans (5/15).

Ap0ds a realizacao do preparo quimico-mecanico, as bactérias mais prevalentes
foram Enterococcus faecalis (12/15); Porphyromonas gingivalis (8/15); Fusobacterium
nucleatum (6/15); Aggregatibacter actinocetemcomitans (4/20) e Parvimonas micra
(2/15). A espécie Tannerella forsythia e Porphyromonas endodontalis deixaram de ser
detectadas nessa etapa do tratamento endodédntico.

Nas amostras obtidas apds o uso de medicagao intracanal, Enterococcus
faecalis foi a bactéria detectada com maior frequéncia (9/15), seguido por
Porphyromonas gingivalis (6/15); Fusobacterium nucleatum (6/15) e Aggregatibacter
actinocetemcomitans (2/15). Prevotella tannerae, Actinomyces naeslundii e Gemella
morbillorum deixaram de ser identificados nas amostras apds o uso de medicagao
intracanal.

A figura 2 descreve a frequéncia de deteccdo dos primers testados no grupo

G1 durante as diferentes etapas do tratamento endodéntico
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Figura 2 - Frequéncia de detecgéo dos primers testados no grupo G1 durante as diferentes
etapas do tratamento endodéntico.
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5.4 PERFIL MICROBIOLOGICO DOS DENTES INDICADOS A RE-
INTERVENGAO ENDODONTICA POR MOTIVOS PROTETICOS (G2)

Bactérias foram identificadas em 100% dos casos indicados ao
retratamento devido a razdes protéticas. Dos 17 primers testados 10 foram detectados
nas amostras iniciais dos canais radiculares. Os primers que ndo foram detectados
foram Prevotella intermedia, Prevotella tannerae; Tannerella forsythia; Dialister
pneumosintes; Actinomyces naeslundii; Treponema denticola; Treponema socranskKii;
Prevotella intermedia.

Uma média de 1,9 espécies por caso foi detectada nos casos indicados
ao retratamento por motivos exclusivamente protéticos, sendo o minimo registado de

1 espécie bacteriana por caso e o maximo de 4 espécies por caso.

Tabela 8. Distribuicdo de frequéncia dos casos inclusos no G2 em fungdo do numero de

espécies detectadas por caso.

Numero de Microrganismos detectados

1 2a3 4 5 ou mais
Frequéncia (n) 6 7 2 0
Porcentagem (%) 40% 46,5% 13,5% 0%

Nas amostras pertencentes ao G2, foram detectados 29
microrganismos, o equivalente a 29% dos microrganismos identificados no presente
estudo. Bactérias Gram-negativas foram detectadas em 46,5% dos casos indicados
ao retratamento por motivos protéticos. A tabela abaixo mostra a revela a frequéncia

e porcentagem de deteccdo dos microrganismos Gram-positivos e negativos no G2.
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Tabela 10. Distribuicao de frequéncia dos microrganismos detectados em fungéo da coloracéo

de Gram.
Microrganismos detectados
Gram-positivos Gram negativos
Frequéncia (n) 10 19
Porcentagem (%) 34,5% 65,5%

As bactérias detectadas com maior prevaléncia logo apés a desobturagao do
conduto radicular foram Enterococcus faecalis (13/15); Porphyromonas gingivalis
(3/15); Fusobacterium nucleatum (2/15); Aggregatibacter actinocetemcomitans (2/15).

Apds o preparo quimico-mecéanico do canal radicular, a frequéncia de
detecgdo dos microrganismos investigados foi alterada. Enterococcus faecalis foi
detectado com maior frequéncia (9/15) seguido de Porphyromonas gingivalis (2/15) e
Fusobacterium nucleatum (1/15). As bactérias Filifactor alocis, Gemella morbillorum,
Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis e Prevotella nigrescens deixaram de
ser detectadas.

Dentre as bactérias detectadas com maior frequéncia apds a medicagao
intracanal, encontraram-se Enterococcus faecalis (8/15); Porphyromonas gingivalis
(1/15) e Fusobacterium nucleatum (1/15).

A figura 3 descreve a frequéncia de detecgao dos primers testados no grupo

G2 durante as diferentes etapas do tratamento endodéntico.
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Figura 3 - Frequéncia de detecgdo dos primers testados no grupo G2 durante as diferentes

etapas do tratamento endodontico.
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5.5. ANALISE DAS FREQUENCIAS E PORCENTAGENS DE DETECGAO DE
MICRORGANISMOS ATRAVES DO NESTED-PCR NOS DOIS GRUPOS
INVESTIGADOS

Analisando-se o comportamento da microbiota nos grupos G1 e G2, em todos
os tempos do tratamento endoddntico, pdde-se constatar que diferencas
estatisticamente significativas foram encontradas em relagdo a prevaléncia de
Porphyromonas gingivalis, encontrado em 67% dos casos do G1 (10/15) e 20% dos
casos inclusos no G2 (3/15) e Fusobacterium nucleatum, encontrado em 67% (10/15)
dos casos do G1 e 13% (2/15) dos casos do grupo G2.

A frequéncia e porcentagem de resultados positivos na detecgdo de
microrganismos nos grupos G1 e G2 nas coletas realizadas durante o tratamento
endoddntico sdo descritas na tabela 9 a seguir.
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Tabela 10. Frequéncia e porcentagem dos resultados positivos obtidos nos grupos G1 e G2 detectados através do Nested-PCR nos

diferentes tempos de coleta.

Frequéncia e porcentagem de detecc¢ao

Bactéria Grupo Inicial (C1) Po6s-PQM (C2) P6s-MIC (C3)
G1 13 (87%) 12 (80%) 9 (60%)
Enterococcus faecalis G2 13 (87%) 9 (60%) 8 (53%)
p-valor: 1,000 0,427 1,000
G1 10 (67%) 8 (53%) 6 (40%)
Porphyromonas gingivalis G2 3 (20%) 2 (13%) 1 (6,5%)
p-valor: 0,025 0,05 0,08
G1 10 (67%) 6 (40%) 6 (40%)
Fusobacterium nucleatum G2 2 (13%) 1(6,5%) 1 (6,5%)
p-valor: 0,008 0,08 0,215
G1 5 (33%) 2 (13%) 1(6,5%)
Parvimonas micra G2 1(6,5%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,169 0,483 1,000
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Tabela 10. Frequéncia e porcentagem dos resultados positivos obtidos nos grupos G1 e G2 detectados através do Nested-PCR nos

diferentes tempos de coleta (continuagao)

Frequéncia e porcentagem de detec¢ao

Bactérias Grupo Inicial (C1) Po6s-PQM (C2) Pé6s-MIC (C3)
G1 5 (33%) 2 (13%) 0 (0,00%)
Gemella morbillorum G2 1 (6,5%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,169 0,483 -
Aggregatibacter G1 6 (40%) 4 (27%) 2 (13%)
actinomicetemcomitans G2 2 (13%) 1(6,5%) 1 (6,5%)
p-valor: 0,215 0,33 1,000
G1 4 (27%) 2 (13%) 1(6,5%)
Prevotella nigrescens G2 1 (6,5%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,33 0,483 1,000
G1 4 (27%) 2 (13%) 1(6,5%)
Filifactor alocis G2 2 (13%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,651 0,483 1,000
G1 3 (20%) 1(6,5%) 0 (0,00%)
Actinomyces naeslundii G2 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,224 1,000 -
G1 3 (20%) 1(6,5%) 0 (0,00%)
Prevotella tannerae G2 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)

p-valor: 0,224 1,000 -
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Tabela 10. Frequéncia e porcentagem dos resultados positivos obtidos nos grupos G1 e G2 detectados através do Nested-PCR nos

diferentes tempos de coleta (continuagao)

Frequéncia e porcentagem de detecgao

Bactérias Grupo Inicial (C1) Po6s-PQM (C2) Pés-MIC (C3)
G1 3 (20%) 1(6,5%) 1(6,5%)
Streptococcus sobrinus G2 2 (13%) 1(6,5%) 1(6,5%)
p-valor: 1,000 1,000 1,000
G1 3 (20%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Pophyromonas endodontalis G2 2 (13%) 1(6,5%) 1(6,5%)
p-valor: 1,000 - -
G1 2 (13%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Tannerella forsythia G2 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
p-valor: 0,483 - -

*Difere-se do tempo antes do preparo-quimico-mecanico
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5.6 ASSOCIAGOES ENTRE A PRESENGA DE ESPECIES BACTERIANAS
ESPECIFICAS NO INTERIOR DOS CANAIS RADICULARES E A PRESENGA DE
SINAIS E SINTOMAS CLiNICOS E RADIOGRAFICOS

A investigacdo de correlagdes entre a presengca de espécies bacterianas
especificas e sinais e sintomas clinicos e radiograficos presentes nos casos incluidos
no presente estudo revelaram uma série de associacdes positivas. A presenca de dor
a percussao foi associada a presencga dos microrganismos P. micra e P. gingivalis no
interior do SCR.

O diagnéstico de periodontite apical cronica mostrou correlagao
estatisticamente significante com a presenca de F. nucleatum, P. gingivalis e bactérias
Gram-negativas no interior do conduto radicular. A patologia também foi associada a
presenca de microinfiltragao coronaria e a tratamentos primarios realizados a mais de
8 anos.

A presencga de patologias apicais também mostrou correlagdo negativa com as
monoinfecgdes, sendo que, em nenhum dos casos em que apenas uma espeécie fora
detectada, havia presenca de periodontite apical crénica, a qual esta associada
positivamente a presencga de poli-infecgbes compostas de 4-5 microrganismos.

A presencga de P. gingivalis no interior do conduto foi associada a casos em que
existia a presenca de microinfiltracdo coronaria e lesao periapical com tamanho de 2-
5mm.

Microrganismos Gram-negativos também foram associados a infeccbes
compostas por 4-5 espécies bacterianas, sendo que nao foram detectadas bactérias
Gram-negativas nos casos de monoinfecgdes.

Os dados de frequéncia e porcentagem dos sinais e sintomas clinicos e
radiograficos e espécies bacterianas que revelaram correlagdes estatisticamente

significantes entre si encontram-se descritos na tabela 11.
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Tabela 11. Correlagdes positivas entre a presenga de bactérias e sinais e sintomas clinicos

e/ou radiograficos apresentados pelos pacientes.

Dor a Percussao

Presenca Auséncia p-valor
P. gingivalis Presenga 4 (13,3%) 9 (30%) 0.026
Inicial (C1) Auséncia 0 (0,00%) 17 (56,7%)
P. micra Presenca 4 (13,3%) 2 (6,7%) 0.001
Inicial (C1) Auséncia 0 (0,00%) 24 (80%)
Periodontite Apical Cronica
Presenca Auséncia p-valor
F. nucleatum Presenga 10 (33,3%) 2 (6,7%) 0.008
Inicial (C1) Auséncia 5 (16,7%) 13 (43,3%)
P. gingivalis Presenga 10 (33,3%) 3 (10%) 0.025
Inicial (C1) Auséncia 5 (16,7%) 12 (40%)
Bactérias Gram- Presengca 13 (43,3%) 3 (10%) 0.001
negativas Auséncia 2 (6,7%) 12 (40%)
Presenga 0 (0,00%) 6 (20%)
Monoinfecgao 0,017
Auséncia 15 (50%) 9 (30%)
Presenca 9 (30%) 2 (6,7%)
4-5 Microrganismos 0,021
Auséncia 6 (20%) 13 (43,3%)

Tratamento prévioa Presenca 12 (40%) 5 (16,7%)
mais de 8 anos Auséncia 3 (10%) 10 (33,3%)

0,025
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Tabela 11. Correlagdes positivas entre a presenga de bactérias e sinais e sintomas clinicos

e/ou radiograficos apresentados pelos paciente (continuagao).

Lesao Periapical de 2-5mm

Presenca Auséncia p-valor
P. gingivalis Presenca 6 (20%) 7 (23,3%) 0.025
Inicial (C1) Auséncia 1 (3,3%) 16 (53,3%)
Microinfiltragao Coronaria
Presenca Auséncia p-valor
P. gingivalis Presenca 6 (20%) 7 (23,3%) 0.025
Inicial (C1) Auséncia 1 (3,3%) 16 (53,3%)
Periodontite apical Presencga 7 (23,3%) 8 (26,7%) 0.006
cronica Auséncia 0 (0,00%) 15 (50%)
Bactérias Gram-negativas
Presenca Auséncia
Presenca 0 (0,00%) 6 (20%)
Monoinfecgao 0,005
Auséncia 16 (53,3%) 8 (26,7%)
Presenga 10 (33,3%) 1(3,3%)
4-5 microrganismos 0,002

Auséncia

6 (20%)

13 (43,3%)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo procurou investigar a microbiota presente em casos
indicados ao retratamento endodéntico e monitorar a efetividade das diversas fases

Dos 15 dentes indicados a reintervencdo endodéntica pela presenca de
periodontite apical cronica (G1), 46,6% (7/15) possuiam sinais evidentes de falha no
selamento coronario, reforgando a microinfiltracdo como um fator critico para o
sucesso do tratamento endodéntico (Shetty et al., 2015; Pedro et al., 2016; Delboni et
al., 2017). Os 15 dentes indicados ao retratamento por razdes unicamente protéticas
(G2), isentos de sinais e sintomas clinicos ou radiograficos de patologias periapicais
possuiam restauragbes coronarias de qualidades satisfatérias com materiais
definitivos.

A presenga de microrganismos em casos de dentes tratados endodonticamente
e portadores de periodontite apical crénica (G1) esta bem fundamentada na literatura
endodoéntica (Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004; 2006; 2008b; Endo et al., 2013;
Barbosa-Ribeiro 2020ab; Gomes et al., 2021). Entretanto, pouco se sabe sobre a
microbiota presente em canais radiculares de dentes tratados endodonticamente e
sem patologias periapicais detectadas por radiografias periapicais.

A reintervencao endodéntica por motivos protéticos é embasada no fato de que
o material obturador presente no SCR sofre degradagdo com o tempo, afetando
diretamente sua capacidade de selamento (Maniglia-Ferreira et al., 2007). Sendo
assim, visando melhorar o progndstico e estender a longevidade de tratamentos
reabilitadores protéticos a serem realizados, recomenda-se a realizagdo do
retratamento endoddntico n&do cirurgico prévio a instalagdo de coroas protéticas,
mesmo nos casos isentos de comprometimento periapical visualizados
radiograficamente (Maniglia-Ferreira et al., 2007; Landys et al., 2015; Shetty et al.,
2015; Pedro et al., 2016).

A selecéo de casos e a distribuicdo da populacéo estudada nos dois grupos de
estudo analisados no presente trabalho foi pautada na analise dos dados clinicos e
radiograficos de cada caso conforme descrito. Tendo-se em vista as recomendacdes
Associacao Europeia de Endodontia, a tomografia computadorizada Cone-Beam tem
sua requisicdo indicada na reintervengdo endodéntica em casos de diagndsticos

obscuros, nos quais os sinais clinicos e radiograficos sdo contraditérios e as
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informacgdes obtidas sdo insuficientes para execugdo do caso no planejamento de
tratamentos complexos por conta de anatomias desfavoraveis ou complicagcdes como
a presenga de perfuragdes radiculares e iatrogenias (Patel et al., 2019). Ademais,
nota-se que essas condigcdes nao foram encontradas nos casos selecionados para o
presente estudo.

Outrossim, vale ressaltar que tanto o crescimento bacteriano quanto a presencga
de bandas reativas nos géis de eletroforese foram negativas na analise das amostras
utilizadas como controle negativo das coletas, atestando auséncia de contaminacgao.

A cultura bacteriana foi positiva em 100% das coletas iniciais (C1) realizada nos
casos incluidos no G1 (15/15), corroborando com os estudos de Pinheiro et al., 2003;
Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020 e Gomes et al., 2021 que também
encontraram microrganismos em prevaléncias de 85%-100% em suas amostras
iniciais utilizando metodologias semelhantes. Dos 15 casos incluidos no grupo G2, 4
(26,6%), apresentaram crescimento negativo nas amostras iniciais (C1). Ressalta-se
também que a cultura microbiolégica negativa nao atesta a esterilidade do SCR, mas
pode representar limitagdes inerentes a técnica, podendo ser resultante da presenca
de baixas concentragdes de carga bacteriana, ou até mesmo de microrganismos ainda
nao cultivados (Gomes et al.,, 1994a; Sundqvist et al., 1998; Gomes et al., 2004,
Gomes et al., 2005; Siqueira & Rogas 2005; Vianna et al., 2005; Endo et al., 2013).

A concentracdo bacteriana presente foi avaliada através da contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC). A carga microbiana detectada nas amostras
C1 dos casos pertencentes ao G1 foi maior do que aquela detectada nas amostras
iniciais do G2, sendo a diferenga de concentragdao (CFU/ml) estatisticamente
significante (p<0,05). Tal fato sugeriu, dessa maneira, que a carga microbiana
presente no interior do conduto radicular esta diretamente associada ao
desenvolvimento e a perpetuacao das periodontites apicais.

A coleta pés-PQM (C2), realizada apds o preparo quimico mecanico, revelou
uma concentragdo microbiana estatisticamente inferior aquela obtida durante as
coletas iniciais (C1) tanto no G1 quanto no G2. Tal fato confirma a eficiéncia do
preparo quimico mecanico na descontaminacdo do SCR, corroborando com os
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
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seus estudos. Apds o PQM, nado houve mais diferenga estatisticamente significante
entre a carga microbiana encontrada nos grupos G1 e G2.

Em todos os casos apos o PQM, foi realizada a colocacdo de medicacao
intracanal a base de hidréxido de calcio P.A. (Ca(OH)z] e digluconato de clorexidina
gel 2% por um periodo de 30 dias com intuito de se averiguar a eficacia da medicagao
em promover descontaminacéo adicional ao PQM. As analises estatisticas revelaram
auséncia de diferenca estatistica entre os valores de carga microbiana obtidos na
coleta pés-MIC (C3) nos grupos G1 e G2. O emprego da medicagao intracanal foi
eficiente em manter e complementar a desinfecgao promovida pelo PQM, sendo que
diferengas estatisticamente significantes foram detectadas entre a carga bacteriana
presente nas coletas C1 e C3 em ambos os grupos. Diferengas estatisticamente
significantes entre a carga microbiana apresentada nas coletas C2 e C3 foram
ausentes em ambos o0s grupos. Esses resultados estdo de acordo com estudos
prévios (Gomes et al., 2009; Rogas & Siqueira 2011; Endo et al., 2012; Endo et al.,
2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2020b).

A analise molecular do conteudo microbiolégico foi realizada através do
Nested-PCR objetivando identificar a presenca de 17 espécies frequentemente
associadas as infeccdes endoddnticas e bucais no interior do contudo radicular dos
dentes inclusos nesta pesquisa. A aplicagcdo do método, com a finalidade de se
realizar a identificagdo 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). Além disso, a metodologia proposta contorna
dificuldades ja descritas inerentes aos métodos de identificacdo bacteriana
dependentes da cultura (Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab; Gomes et
al., 2020).

O grupo G1 apresentou resultados positivos na detec¢do de 13/17 (76,5%)
primers testados. As bactérias ndo detectadas foram P. infermedia, D. pneumosintess,
T. denticola e T. socranskii. No grupo G2, além das espécies citadas, também nao
foram detectadas A. naeslundii, P. tannerae, T. forsythia.

Dez espécies estiveram presentes nos dois grupos, a saber: E. faecalis, P.
gingivalis, F. nucleatum, P. micras, G. morbillorum, P. nigrescens, F. alocis, S.

sobrinus, A. actinocetemcomitans e Tanerella forsythia



73

A principal diferenca entre os casos portadores e n&o portadores de
periodontites apical crbnica, além da carga bacteriana, foi a frequéncia de detecg¢ao
dos microrganismos e a diversidade microbiana.

Das 100 cepas detectadas nas amostras iniciais coletadas nos dentes incluidos
ao G1 e ao G2 através do método molecular, 52% eram espécies Gram-positivas e
48% de espécies Gram-negativas, com presenga de microrganismos anaerobios
facultativos e estritos, caracterizando uma infecgdo predominantemente mista. Tal
comunidade polimicrobiana é relatada em estudos moleculares (Gomes et al., 2008;
Sakamoto et al., 2008; Siqueira et al., 2008; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013; Zandi
et al., 2018; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

No presente estudo, encontrou-se uma correlagao estatisticamente significante
entre bactérias Gram-negativas e a presencga de periodontite apical crénica. 86,7%
(13/15) das amostras pertencentes ao G1 possuiam microrganismos Gram-negativos
nas coletas C1, enquanto apenas 20% (3/15) das amostras oriundas do G2 possuiam
Gram-negativos.

Ademais, bactérias Gram-negativas apresentam fatores de viruléncia unicos
tais como os lipopolissacarideos (LPS), presentes na membrana externa da parede
celular. Essas moléculas sdo responsaveis por danos teciduais e reabsorcdo 0ssea
de maneira indireta (Gomes et al., 2012; Marinho et al., 2014; Martinho et al., 2014;
Cardoso et al., 2016).

Em relagdo a frequéncia de detecgdo dos microrganismos, o grupo G1 foi
responsavel pela identificacdo de 71% (71/100) do total de cepas detectadas no
presente estudo, enquanto apenas 29% (29/100) das cepas isoladas foram
provenientes do grupo G2. Tal fato indica uma maior frequéncia de detecgdo dos
microrganismos no grupo G1 que no grupo G2, sendo a média de espécies por no G1
de 4,7 e no G2 de 1,9, o que pode ser associado com o nivel de concentragao
microbiana (CFU/ml).

Monoinfecgdes foram detectadas em 6/30 (20%) casos incluidos neste estudo,
sendo todos esses inclusos no grupo G2 (livre de alteragdes periapicais), sugerindo a
importancia das interacbes bacterianas interespecificas no desenvolvimento e na
perpetuacéo das patologias periapicais.

A presenca simultanea de 4 ou 5 espécies nas amostras iniciais foi associada

a presenca de lesdes periapicais cronicas. A literatura reporta que, quanto maior a
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populacdo microbiana presente nos canais radiculares, maior a possibilidade de
causarem danos ao hospedeiro (Siqueira et al., 2016).

O microrganismo detectado com maior prevaléncia em ambos os grupos foi o
E. faecalis, sendo encontrado em 86,7% dos casos pertencentes tanto ao G1 (13/15)
quanto ao G2 (13/15). Prevaléncias similares (70-100%) foram relatadas por autores
que usaram metodologias semelhantes (Gomes et al., 2006; Gomes et al., 2008b;
Sakamoto et al., 2008; Rocgas et al., 2008; Barbosa-Ribeiro 2016; Barbosa-Ribeiro
2020ab; Gomes et al., 2021).

A presenca de E faecalis em canais de dentes tratados endodonticamente pode
ser explicada pela sua habilidade de penetrar no interior dos tubulos dentinarios, os
quais possuem diametro aproximadamente trés vezes maior que a bactéria (Hapasalo
et al., 1987; Gomes et al., 1996). A E. faecalis também é capaz de se organizar em
forma de biofilme, de se manter em periodos de laténcia em ambientes desfavoraveis
a sua sobrevivéncia, além de se mostrar extremamente resistente ao hidroxido de
calcio, principal medicagdo usada como curativo intracanal de demora (Distel et al.,
2002; Gomes et al., 2006; Francisco et al., 2021).

A espécie anaerdbia estrita P. gingivalis foi detectada em 43,3% (13/30) das
amostras incluidas no estudo. Distribuindo-se de maneira heterogénea entre as
amostras pertencentes ao grupo G1 e G2, ela foi detectada em 10/15 (66,7%) casos
associados a periodontite apical crénica (G1) e em 3/15 (20%) casos indicados a
reintervencao por razdes protéticas, revelando-se mais prevalente nos casos
associados a patologia periapical. A presenga de P gingivalis nos canais de dentes
com insucesso do tratamento endodéntico foi relatada por Barbosa-Ribeiro et al., 2016
e Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab, que também observaram sua persisténcia durante
todas as etapas do retratamento. Por outro lado, Endo et al. (2013) ndo detectaram
essa bactéria.

Jansen et al., 1996, destacam que as bactérias do género Porphyromonas e
Prevotella possuem um papel importante no desenvolvimento das doencas
endodénticas pelo fato de serem proteoliticas, gerando nutrientes requiridos por uma
variedade de espécies, incluindo F. nucleatum, resultando em uma relagéo sinérgica
descrita na literatura, a qual é capaz de aumentar os efeitos citotdéxicos dos
microrganismos sobre os tecidos. (Feuille et al., 1996; Chavez de Paz et al., 2002).
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Fusobacterium nucleatum foi detectado em 12/30 (40%) dos casos analisados,
sendo 10/15 (66,7%) no G1 e 2/15 (13,2%) no G2. Autores como Rogas et al., 2011;
Pereira et al., 2017 e Barbosa-Ribeiro 2020ab também descreveram a prevaléncia
desse microrganismo entre 60-85% dos casos, diferindo-se de estudos prévios que
relataram indices de detecgao inferiores do microrganismo, entre 0-25% (Siqueira et
al., 2004; Rogas & Siqueira., 2012 Endo et al., 2013).

F. nucleatum possui a capacidade de produzir subprodutos metabdlicos
citotoxicos, além de possuir interagdes sinérgicas com outras espécies bacterianas
como P. gingivalis e P. micra (Chavéz de Paz et al.,, 2002). A espécie ja foi
caracterizada na literatura como um microrganismo-chave, crucial para o
desenvolvimento da colonizagdo bacteriana do SCR (Kolenbrander et al., 1989).

F. nucleatum foi associado a presenca de periodontite apical cronica. Bronzato
et al., 2020, analisando amostras de lesGes periapicais coletadas de dentes indicados
a cirurgia parendodéntica, detectaram a presenga desse microrganismo em 70% de
sua amostra através do Nested-PCR, corroborando com os resultados encontrados
no presente estudo.

Parvimonas micra foi detectada em 5/15 (33,3%) casos pertencentes ao G1 e
1/15 (6,6%) casos inclusos no G2. O microrganismo, previamente classificado como
pertencente ao género Peptostreptococcus, € conhecido como parte integrante da
microbiota endoddntica desde a década de 90, sendo encontrada tanto nas infecgdes
primarias quanto nas secundarias, principalmente em casos sintomaticos (Wayman et
al., 1992; Gomes et al., 1994; Gomes et al., 1996ab; Sundqvist et al., 1998; Sakamoto
et al., 2006; Rocas & Siqueira 2008; Endo et al., 2012; Endo et al., 2013; Sousa et al.,
2014; Gomes et al., 2015; Barbosa-Ribeiro et al., 2020ab).

Estudos recentes indicam que a espécie P. micra é capaz de se associar a F.
nucleatum e P. gingivalis, sendo essa associagao importante para a formacgao de
biofilme bacteriano, favorecendo o desenvolvimento e a perpetuacdo da doenca
periapical (Rogas & Siqueira et al., 2018; Horiuchi et al., 2020).

A andlise da frequéncia e porcentagem de deteccéo das espécies pelo Nested-
PCR durante as etapas do tratamento endodéntico ndo revelou diminuicido
estatisticamente significante dos microrganismos investigados. Entretanto, ressalta-
se que a deteccdo de DNA bacteriano no interior do conduto radicular ndo implica

necessariamente na viabilidade da espécie detectada (Endo et al., 2012; Endo et al.,
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2013), o que torna a contagem de CFU um método muito confiavel para avaliagao dos
efeitos da terapia endoddntica. Ademais, a metodologia Nested-PCR possibilita
apenas a realizagado de analises qualitativas, as quais possuem um carater menos
sensivel se comparadas as analises quantitativas.

O presente estudo comparou a carga e a diversidade microbiana presente em
dentes tratados endodonticamente associados ao insucesso do tratamento
endodoéntico evidenciado pela presenca de periodontite apical crénica (G1) e de
dentes indicados a reintervencdo por motivos exclusivamente protéticos, sem
alteracdes periapicais (G2), revelando em ambos os grupos infecgdes de carater misto
e heterogéneo, composto de microrganismos anaerobios estritos e facultativos, Gram-
positivos e negativos.

Além disso, o presente estudo mostrou grande semelhanga entre a diversidade
microbiana encontrada nos grupos estudados, o que nos permitiu sugerir que a
principal diferenca entre o perfil microbiolégico dos grupos estudados encontra-se na
frequéncia de detecgao dessas espécies e na carga microbiana associada a infecgéo
intra-radicular. Sugere-se que a realizacdo de estudos futuros analisando a
concentracao de fatores de viruléncia bacterianos, como o LTA e 0 LPS, e a expressao
de citocinas inflamatdrias nesses casos possa complementar a literatura atual,
possibilitando um maior entendimento sobre o potencial infeccioso do conteudo

microbiolégico associado a dentes tratados endodonticamente.



77

7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo permitiram concluir que:

1. A comunidade microbiana associada ao insucesso do tratamento
endodoéntico evidenciado pela presencga de periodontite apical crénica, e
aquela apresentada nos casos indicados a reintervencao por indicagao
protética sem alteragdes periapicais € mista e heterogénea;

2. Microrganismos foram detectados em todas as amostras iniciais do
presente estudo através do Nested-PCR, independente da condigcdo
periapical do dente em questao;

3. O perfil microbiolégico de ambos os quadros clinicos estudados é
semelhante em relagdo as espécies detectadas no interior do SCR.
Entretanto, difere-se no numero dessas espécies detectadas por canal;

4. A carga microbiolégica associada a dentes tratados endodonticamente
portadores de periodontite apical cronica € superior aquela detectada
nos casos sem periodontite apical;

5. A reintervengao endodéntica foi altamente eficaz na redugéo da carga
microbiana intra-radicular presente em ambos os grupos, ndo havendo
diferencas estatisticamente significantes entre a concentragéo
microbiana detectada nas coletas p6s-PQM e pos-MIC,;

6. Foram encontradas associagdes entre determinadas espécies com os

aspectos clinicos.
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