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RESUMO

O desenvolvimento de infeccbes secundarias/persistentes estd associado a
presenca de microrganismos resistentes no interior do canal radicular (CR) de dentes
endodonticamente tratados. O perfil microbioldgico associado ao insucesso do tratamento
endododntico € amplamente investigado. Estudos relatam o envolvimento de espécies
fangicas, principalmente Candida spp em casos de infeccdo secundaria/persistente. O
objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia das espécies fungicas especificas
(C. glabrata, C. kruseii e C. parapsilosis) em casos indicados ao retratamento endoddntico
(RE) devido ao insucesso do tratamento endodéntico primario evidenciado pela presenca de
periodontite apical crénica (grupo CL), ou por motivos exclusivamente protéticos, em dentes
sem lesdo periapical radiograficamente visivel (grupo SL), através do método molecular de
Nested-PCR. Foram coletadas amostras de canais radiculares de 20 dentes, sendo 10
indicados a RE devido ao insucesso do tratamento endoddntico e 10 por motivo protético. As
amostras foram coletadas ap6s a desobturacdo do canal radicular. DNA foi extraido e em
seguida as amostras foram submetidas ao método de Nested-PCR para deteccdo de C.
glabrata, C. kruseii e C. parapsilosis. A espécie C. glabrata foi detectada em 10/10 casos do
grupo CL, enquanto C. kruseii em 01/10 casos do grupo SL. C. parapsilosis ndo foi detectada
em nenhum caso. Associacao significante foi encontrada entre C. kruseii e lesdo periapical de
2-5 mm. Concluiu-se que espécies de Candida podem estar presentes em dentes com

insucesso do tratamento endodontico, contribuindo para sua patologia.

Palavras-chave: Endodontia. Retratamento. Periodontite apical. Microbiologia.



ABSTRACT

The development of secondary/persistent infections is associated with the
presence of resistant microorganisms inside the root canal (RC) of endodontically treated
teeth. The microbiological profile associated with the failure of endodontic treatment is widely
investigated. Studies report the involvement of fungal species, mainly Candida spp in cases of
secondary/persistent infection. The objective of the present study was to determine the
prevalence of specific fungal species (C. glabrata, C. kruseii and C. parapsilosis) in cases
indicated for endodontic retreatment (RE), due to the failure of primary endodontic treatment
evidenced by the presence of chronic apical periodontitis (CL group), or for exclusively
prosthetic reasons, in teeth without radiographically visible periapical lesions (SL group), using
the molecular method of Nested-PCR. Root canal samples were collected from 20 teeth, 10 of
which were recommended for RE due to unsuccessful endodontic treatment and 10 for
prosthetic reasons. Samples were collected after root canal filling removal. DNA was extracted
and then the samples were subjected to the Nested-PCR method to detect C. glabrata, C.
kruseii and C. parapsilosis. The species C. glabrata was detected in 10/10 cases in the CL
group, while C. kruseii in 01/10 cases in the SL group. C. parapsilosis was not detected in any
cases. Significant association was found between C. kruseii and 2-5 mm periapical lesion. It
was concluded that Candida species may be present in teeth with unsuccessful endodontic

treatment, potentially playing a role in the associated pathology.

Key words: Endodontics. Retreatment. Periapical periodontitis. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

O principal objetivo do tratamento endodéntico é prevenir ou tratar as doencas
pulpares e periapicais com intuito de promover a manutencéo do dente em fun¢éo na cavidade
oral. Por outro lado, a persisténcia de microrganismos no canal radicular, assim como sua
recontaminagcdo podem acarretar o insucesso do tratamento endododntico primario. Devido a
Seu carater menos invasivo a reintervencao endodontica, i.e. retratamento (RE) é a primeira
opcao terapéutica para o tratamento de periodontites apicais persistentes/recorrentes (Gomes
et al., 2008a,b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2016, 2020; Gomes et al., 2021). O
retratamento é também indicado previamente a instalacdo de reabilitagbes protéticas em
dentes tratados endodonticamente livres de alterages periapicais com intuito de se promover
descontaminacdo adicional ao canal radicular visando maior longevidade do tratamento
reabilitador (Bicego-Pereira et al., 2020; Godoi-Jr et al., 2023).

O perfil microbiolégico associado a infeccbes secundarias/persistentes foi
inicialmente tracado a partir de estudos que utilizaram métodos de microbiologia classica,
baseados no cultivo e isolamento de microrganismos, revelando alta prevaléncia de bactérias
anaeroébias facultativas, Gram-positivas, sendo o Enterococcus faecalis 0 microrganismo mais
frequentemente associado a estes casos (Molander et al., 1998; Sundvist et al., 1998; Siqueira
et al., 2001; Pinheiro et al., 2003a,b). Apesar de serem detectadas em menor prevaléncia, as
espécies flngicas também foram isoladas no insucesso endodéntico, destacando-se um
predominio de Candida spp. no micobioma associado as infec¢des secundarias/persistentes
(Peciuliene et al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro et al., 2003a,b; Mindere et al., 2010;
Pourhajibagher et al., 2017).

Os fungos encontram-se comumente na mucosa oral, contudo o seu papel em
outras regides bucais ainda ndo é totalmente esclarecido. Durante as uUltimas décadas
diversas investigacdes tém relatado a presenca de leveduras, com énfase nas espécies em
guadros de infeccBes endodonticas. Dentre as espécies fungicas que fazem parte do
microbioma humano, destaca-se o género Candida, sendo que as espécies de C. albicans,
C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis dominam a hierarquia (Mergoni et al.,
2018; Alberti et al., 2021).

Apesar de serem valiosos para analise do conteido microbiolégico associado as
infeccbes endodonticas, métodos de microbiologia classica sofrem de limitacdes inerentes a
dificuldade de se mimetizar o ambiente propicio para o desenvolvimento simultaneo de todos

0S microrganismos associados a infeccdo. Tal fato pode fazer com que a comunidade



13

microbiana seja subestimada, se analisada exclusivamente através da cultura (Gomes et al.,
2008a,b; Endo et al., 2013; Gomes et al., 2021; Godoi-Jr et al., 2023).

Métodos moleculares possuem como principal vantagem o fato de serem
independentes do cultivo microbiano, sendo desta forma capazes de contornar as limitacdes
inerentes aos métodos de microbiologia classica (Gomes et al., 2008a,b; Endo et al., 2013;
Barbosa-Ribeiro et al., 2016, 2020; Gomes et al., 2021). A técnica de PCR é uma técnica
altamente sensivel e especifica capaz de detectar a presenca de material genético de
microrganismos mesmo quando em baixas concentracdes, o que a torna efetiva na deteccéo
de microrganismos de dificil cultivo (Gomes et al., 2008a,b; Endo et al., 2013; Bronzato et al.,
2021).

A aplicacdo de métodos moleculares para determinacdo da comunidade
microbiana associada a infeccbes endodbnticas secundarias/persistentes reafirmou a
presenca de Candida spp. nos casos de insucesso do tratamento endodoéntico, revelando
maiores prevaléncias do género que as previamente relatadas através de métodos de cultura
(Siqueira et al., 2004; Dumani et al., 2012; Poptani et al., 2013; Pourhajibagher et al., 2017).

A técnica de Nested-PCR mostrou-se efetiva na identificacéo de espécies fungicas
em infec¢cbes endododnticas. Esse método de microbiologia molecular permite detectar com
mais sensibilidade a presenca de fungos, permitindo também a identificacdo da espécie
através da analise do material genético, o que reflete em um maior entendimento acerca da
micobiota associada as infec¢cdes endododnticas, podendo nortear o desenvolvimento de
novas técnicas, substancias quimicas e protocolos de tratamento afim de favorecer a
descontaminacdo do canal radicular. Além disso, a técnica de PCR ndo depende da
viabilidade celular e pode identificar fungos nado cultivaveis por métodos de cultura. Esses
beneficios da PCR séo relevantes para o adequado manejo de infecgcBes endodbnticas

complexas envolvendo fungos (Al- Sakati et al., 2021; Tzanetakis et al., 2022).

Uma vez descrito o envolvimento de espécies fungicas em casos de insucesso do
tratamento endodontico primario, torna-se prudente a aplicacdo de métodos de biologia
molecular visando detectar sua presenca em casos indicados ao retratamento endodéntico,
visando compreender a importancia das espécies fungicas na formagdo microbioma
patogénico associado aos casos de infeccdo endodéntica secundaria (Mergoni et al., 2018;
Alberti et al., 2021).

O presente estudo teve como principal objetivo analisar e comparar através do
método molecular de Nested-PCR o envolvimento das espécies Candida glabrata, Candida

kruseii e Candida parapsilosis, em 10 casos indicados a reintervencao endodontica devido a



14

infeccdo secundaria/persistente evidenciada pela presenca de periodontite apical cronica, e
em 10 casos indicados a reintervencdo endodbntica por motivos exclusivamente protéticos,
sendo estes livres de alteracBes periapicais, com intuito de se fornecer um maior
entendimento, sobre o micobioma associado ao insucesso endodéntico, e seu papel no

desenvolvimento das periodontites apicais cronicas em dentes endodonticamente tratados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia do insucesso endoddntico

Em 1965, Kakehashi et al. conduziram um estudo que monitorava os efeitos da
exposicdo cirdrgica a polpa dentaria de ratos convencionais e estéreis. No primeiro grupo
houve inflamac&do e necrose da polpa, enquanto no segundo grupo a polpa se manteve
saudivel ap6s a exposi¢do, indicando que microrganismos S80 necessarios para o
desenvolvimento de lesdes inflamatérias e necréticas na polpa dental exposta. O estudo
atribuiu para o entendimento que bactérias e seus subprodutos sdo os principais fatores
etiologicos no desenvolvimento e persisténcia das lesdes periodontais e pulpares.

Ray e Trope (1995) realizaram exames radiograficos de 1010 dentes que
apresentavam tratamento endoddntico prévio e recebido restauracdes definitivas. Durante o
estudo, avaliaram a relacdo entre a qualidade do selamento coronario e da obturacéo
endodbntica com a presenca de sinais radiograficos de periodontite apical cronica.
Encontraram taxas de sucesso em 30,2% em dentes com restauracdes coronarias deficientes.
As piores taxas de sucesso foram observadas quando uma restauracao insatisfatéria estava
associada a uma obturacéo insatisfatéria (18,1%), demonstrando a importancia de ambos
para evitar a reinfeccdo do espaco periapical. Assim, os autores concluiram que o material
obturador presente no sistema de canal radicular (SCR) n&o é uma barreira eficiente contra a
microinfiltracdo, sendo o selamento coronario um fator crucial para o sucesso do tratamento

endodontico.

Em 2005, Siqueira et al. avaliaram a correlac@o entre a presenca de periodontite
apical cronica, qualidade de obturacdo dos canais e o selamento coronario em 2051 dentes
que haviam realizado tratamento endodéntico. Os pesquisadores observaram que um
selamento coronario eficaz é fundamental para o resultado positivo do tratamento, uma vez
que dentes sem selamento apresentaram lesdo 6ssea em 52% dos casos, mesmo com a
técnica de obturacdo adequada. Contudo, diferentemente dos achados de Ray e Trope
(1995), este estudo observou que a qualidade de obturacao dos canais radiculares é o fator
determinante para a taxa de sucesso do tratamento endodontico. Assim, apesar da

importancia do selamento coronario, a forma como é realizada a obturacdo do SCR se

apresenta como aspecto preponderante para o prognéstico do procedimento.

O principal objetivo do tratamento endodobntico é prevenir ou tratar dentes com
doencas pulpares e periapicais com o intuito de manter o elemento dental na cavidade oral

com saude e funcao. recorrentes (Gomes et al., 2008a,b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro
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et al., 2016, 2020; Gomes et al., 2021). Entretanto, a persisténcia de bactérias (intra e extra-
canal) no canal radicular, assim como a sua recontaminacdo apos a intervencao endodontica
podem levar ao insucesso do tratamento endodéntico primario, sendo o retratamento nédo
cirdrgico a primeira opcao terapéutica para o tratamento de periodontites apicais
persistentes/recorrentes (Gomes et al., 2008a,b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al.,
2016, 2020; Gomes et al., 2021).

O insucesso da terapia endodbdntica possui etiologias distintas descritas na
literatura, entretanto fatores microbiolégicos sao os principais responsaveis pelo insucesso do
tratamento endodoéntico, sendo evidenciados pela formagdo ou pela ndo remissdo das
periodontites apicais cronicas (Siqueira et al., 2001; Nair, 2004; Gomes et al., 2008a, 2021).

Imura et al. (2007) acompanharam 2000 casos submetidos a tratamento
endodéntico inicial ou retratamento, realizados por um Unico especialista. Observou-se um
indice de sucesso de 94% nos tratamentos iniciais e 85,9% nos retratamentos. A auséncia de
selamento coronario definitivo mostrou-se um importante fator ao resultado do tratamento
endodéntico, assim como também influenciou no sucesso dos retratamentos endodonticos.
Os achados dessa pesquisa evidenciaram importantes aspectos que podem impactar o

resultado das intervencdes endodoénticas.

Siqueira et al. (2014) classificaram as periodontites apicais cronicas que
acometem os dentes ja tratados endodonticamente, segundo elas sao classificadas como :
emergentes, nos casos onde 0 processo patolégico periapical encontrar-se ausente no
momento da terapia endodontica inicial e vier a se desenvolver ap0s a execucdo do
tratamento persistentes, nos casos em que a terapia realizada apesar de se mostrar
radiograficamente adequada e o dente bem restaurado, ndo conseguiu reverter 0 processo
patolégico em presente, contendo microrganismos nos tubulos dentinarios e suas
ramificacdes; e secundaria, nos casos onde o0 apés a resolugéo da patologia inicial o elemento
dentario for acometido novamente pela doenca, sendo geralmente relacionada a
microinfiltracdo das restauracdes e presenca de carie (Ray e Trope 1995; Siren et al., 1997;
Molander et al., 1998; Sundgvist et al., 1998; Hancock et al., 2001; Racas et al., 2004; Ricucci
e Siqueira, 2011; Siqueira et al., 2014 Delboni et al., 2017).

2.2 Indicagdes para o Retratamento

De acordo com Siqueira (2001), a terapia endododntica primaria pode resultar em

insucesso quando apresenta padrao de qualidade aquém do aceitavel. Entretanto portadores
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de tratamentos endodonticos satisfatorios, embora em menores prevaléncias, também podem
ser portadores de infeccdes endoddnticas secundarias/persistentes, sendo 0 insucesso

evidenciado pelo surgimento de uma lesao periapical.

Em 2016, Tabassum e Khan descreveram que a experiéncia do operador; uso de
tecnologias e o grau de dificuldade do tratamento implicam significantemente no sucesso do
tratamento endoddntico primario. Além disso, alguns fatores como, microinfiltracdo coronaria,
canais nao tratados; obturacao inadequada; e intercorréncias durante o tratamento (fratura de
instrumentos, perfuracdes e devios) podem influenciar negativamente no sucesso da terapia

endodontica.

A proservacdo determinacao € determinante para avaliacdo do sucesso ou do
insucesso da terapia endodéntica (Tabassum e Khan, 2016). Clinicamente o sucesso é
definido pela auséncia de sintomatologia dolorosa, desaparecimento de edema, exsudato e
das fistulas nos casos em que se fizeram presente antes da terapia endodontica priméria e o
reestabelecimento da funcdo do elemento dentario. Os aspectos radiograficos avaliados sédo
a remissdo completa da radioluscéncias periapical e lamina dura com aspecto normal (Prada
et al., 2019).

Em 2011, Ng et al. investigaram dentes com lesdes primarias e secundarias assim
como a probabilidade e os fatores que influenciam na sobrevida do periapice. Proservando
esses casos de 2 a 4 anos, observaram que de 759 dentes com lesdes primarias, o indice de
sucesso foi 572 pacientes, ja nas lesdes secundarias de 858 dentes, 642 pacientes obtiveram
sucesso no periodo de 4 anos. Ambas as situacdes clinicas foram avaliadas com testes
clinicos e radiogréaficos durante todo este periodo, pode-se observar que o estudo obteve
sucesso de 95%. Os autores também descrevem fatores que influenciam na taxa de sucesso
do tratamento endoddntico, as condi¢des descritas foram: a existéncia prévia de periodontites
apicais cronicas, tamanho da rarefagéo dssea presente, presenca de fistula, paténcia do canal
radicular, comprimento de trabalho do tratamento executado, limite de obturacéo, uso de

EDTA durante a irrigacéao final.

Conforme destacado por Friedman e Stabholtz (1986), ao planejar uma nova
reabilitacao protética em casos de tratamento endodéntico bem sucedidos, nos quais nédo ha
evidéncia radiografica de lesdo periapical, mas a obturacdo se mostra insatisfatéria, a

recomendacao é optar pelo retratamento endoddntico convencional.

A terapia endodéntica na maioria dos casos possui alto indice de sucesso.
Contudo, o insucesso pode ocorre em alguns casos e esta vinculado a possiveis falhas nos

procedimentos de desinfeccdo dos canais. Mesmo quando realizado de forma adequada, em
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algumas situacBes pode nao surtir o efeito desejado. Isso porque determinados canais podem
apresentar regides onde 0s microrganismos permanecem, devido as as limitacdes das
técnicas de remocdao total do biofilme (Nair , 2004). Acidentes durante o trabalho clinico, como
perfuracbes e quebras de instrumentos utilizados no interior dos canais, também
correlacionam diretamente com o insucesso, dificultando a consecu¢do do tratamento de

forma adequada (Siqueira et al., 2001).

Em 2007, Maniglia-Ferreira et al. realizaram um estudo com objetivo de analisar
a degradacao do material obturador (guta-percha) ao longo do tempo por meio da andlise de
obturacdes removidas durante procedimentos de retratamento convencional. Foram avaliadas
51 amostras de obturacdes retiradas de dentes tratados endodonticamente ha diferentes
periodos de tempo: menos de 2 anos, entre 2-5 anos e mais de 5 anos. As amostras foram
submetidas a andlise por espectroscopia infravermelha para caracterizacdo quimica dos
materiais. Os resultados mostraram que ao longo do tempo dentes com tratamento
endodéntico acabam perdendo seu selamento satisfatério devido a degradacdo da guta-
percha, essas microinfiltracdes favorecem o desenvolvimento de uma nova infeccdo nos

sistemas de canais radiculares e afetam o sucesso a longo prazo da terapia endodontica.

Bicego-Pereira et al. (2020) ao analisarem amostras microbiolégicas coletadas de
canais radiculares que livres de alteraces periapicais que foram indicadas para retratamento
endoddntico por razdes exclusivamente protéticas, foi observado, por meio de cultura, o
crescimento bacteriano em 100% das amostras. Esses resultados reiteram a importancia da
reintervencdo endodontica previamente a instalagdo de proteses fixas mesmo em dentes
livres de lesdo periapical radiogréafica, visando trazer descontaminag¢édo adicional ao canal
radicular, e proporcionar uma maior previsibilidade para o tratamento protético a ser

executado.

2.3 Analise microbiol6gica de dentes indicados ao retratamento pela presenca de lesé@o

periapical ou por motivos protéticos

Uma vez que a relagdo causal entre a presenca de microrganismos nos canais
radiculares e o surgimento de patologias pulpares e periapicais é bem estabelecida. E
essencial adquirir conhecimento sobre o perfil da comunidade microbiana presente nos canais
radiculares de dentes comprometidos endoddnticamente. Isso se torna crucial para o
desenvolvimento de substancias, técnicas e recursos que possam aprimorar a eficacia das

intervencdes endodbnticas, bem como das reintervencdes, visando otimizar os indices de
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sucesso (Kakehashi et al., 1965; Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; Siqueira et al.,
2001; Gomes et al., 2008b; Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Prada et al., 2019).

A microbiota encontrada em canais radiculares previamente tratados difere em
relacdo aos canais que sofrem de infeccBes primarias. O tratamento endodéntico acaba por
alterar as condi¢cdes ambientais e selecionar 0os microrganismos remanescentes. Esses
microrganismos possuem a capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis e carentes
de nutrientes, nos quais as interacbes ecoldgicas sdo minimas. Tais microrganismos
conseguem manter-se em um estado de laténcia por periodos prolongados, até mesmo em
condicbes de escassez, e tém a habilidade de se reativar na presenca de nutrientes
(Sundgqvist et al.,1992, 1998; Siren et al., 1997; Molander et al., 1998; Hancock et al., 2001,
Récas et al., 2008; Gomes et al., 2008a,b, 2013; Ricucci e Siqueira, 2011; Endo et al., 2013;
Prada et al., 2019).

Gomes et al. (2008b) analisaram o contetdo microbioldgico do sistema de canais
radiculares (SCR) de 45 dentes submetidos a retratamento endodéntico devido a presenca
de periodontite apical cronica. Utilizando o método de Nested PCR, os pesquisadores
constataram que E. faecalis foi o microrganismo mais frequentemente identificado. Além
disso, os autores destacaram a presenca de microrganismos Gram-negativos anaerobios
estritos, como T. denticola, P. nigrescens, P. gingivalis e T. forsythia, que sdo comumente
associados a casos de infeccdo primaria. Surpreendentemente, esses microrganismos
também foram detectados em alguns casos de infec¢do secundaria, sugerindo uma possivel

correlagdo com a sintomatologia associada.

Em 1998, Molander et al. avaliaram o conteddo microbiolégico em 100 dentes
tratados previamente tratados com a presenca de leséo periapical crénica, utilizando técnicas
de cultura. Paralelamente, examinaram 20 dentes indicados ao retratamento devido a falhas
técnicas, sem envolvimento periapical. O grupo com lesdo periapical apresentou
microrganismos em 68% dos casos, enquanto no grupo sem lesao, bactérias foram
recuperadas de canais radiculares em 45% dos casos. Observou-se predominancia de
bactérias Gram-positivas anaerdbias facultativas, representando 70% das cepas isoladas,
com uma baixa variedade de microrganismos, a maioria composta por uma ou duas espécies,
sendo o Enterococcus faecalis a mais frequente em ambos os grupos. O perfil das infeccbes
secundarias diferiu das caracteristicas das infeccbes primarias, que sao polimicrobianas,
principalmente compostas por bactérias anaerdbias estritas, incluindo Gram-negativas e
positivas (Haapasalo, 1989; Gomes et al., 1994a,b, 2004a,b).
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Em 2001, Peciuliene et al. realizaram a coleta de amostras microbiologicas de 40
dentes submetidos a tratamento endododntico com periodontite apical crbnica, analisando-as
por meio do método de cultura. Utilizaram a identificacao fenotipica e testes bioguimicos para
a identificacdo microbiana. Dentre as 40 amostras, microrganismos foram identificados em
33. E. faecalis foi identificado em 21 amostras, destacando-se como 0 microrganismo mais
frequentemente detectado. A espécie fungica Candida albicans foi observada em 6 casos,
corroborando com a literatura existente (Waltimo et al., 1997; Molander et al., 1998). Bacilos
Gram-negativos foram identificados em apenas 3 casos, estando sempre associados a
presenca de E. faecalis. O autor ressalta a predominancia de bactérias sobre outros
microrganismos nos canais relacionados ao insucesso do tratamento endoddntico prévio,
enfatizando o papel ecologico significativo do E. faecalis no desenvolvimento e
estabelecimento de infec¢des secundarias/persistentes.

Quando analisadas por métodos dependente de cultura, o perfil das infeccbes
secundarias revelou distingdes em relacdo as caracteristicas das infec¢des primarias. Estas
dltimas sao tipicamente polimicrobianas, compostas predominantemente por bactérias
anaerdbias estritas e incluindo tanto bactérias Gram-negativas quanto positivas (Haapasalo,
1989; Gomes et al., 1994a,b, 2004).

Com o propésito de avaliar a eficacia da reintervencdo endodoéntica néo cirargica
e a comunidade microbiana em casos de infeccdo secundaria, Barbosa-Ribeiro et al. (2020)
conduziram uma analise utilizando contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) e
Nested-PCR no conteddo microbiolégico de 20 dentes indicados para retratamento
endoddntico. As coletas foram realizadas imediatamente apds o acesso ao canal radicular
(inicial), apés a execucdo do preparo quimico-mecéanico (pés-PQM) e apOs o uso de
medicacado intracanal & base de hidroxido de calcio por 30 dias (p6s-MIC). Os resultados
destacaram uma reducao significativa de 99,4% na contagem de UFC nas amostras p6s-PQM
e p6s-MIC em comparacgdo com a coleta inicial. As bactérias mais frequentemente detectadas
nas amostras iniciais foram E. faecalis (20/20), P. gingivalis (20/20) e F. nucleatum (17/20).
Conclui-se que o tratamento endodéntico demonstrou eficicia ao reduzir a carga bacteriana
presente nos canais radiculares em casos de falha no tratamento endodéntico primario. Além
disso, a infeccdo secundaria exibiu um perfil polimicrobiano, com alta prevaléncia de E.
faecalis e P. gingivalis em todas as etapas do tratamento endoddntico, indicando a notavel

resisténcia dessas espécies.

Bicego-Pereira et al. (2020) trouxeram importantes contribuicbes sobre a
importancia do uso do PCR na analise de dentes indicados ao retratamento endodéntico por

motivos protéticos. O PCR, ou reagcdo em cadeia da polimerase é uma técnica molecular
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poderosa que permite a deteccdo e identificacdo precisa de microrganismos em dentes
submetidos ao retratamento exclusivamente por razbes protéticas, sem evidéncia de
periodontite apical crénica. Através do uso do PCR os autores foram capazes de identificar e
quantificar de forma precisa 0s microrganismos presente nos canais radiculares desses
dentes. Isso é de extrema importancia, pois fornece uma melhor compressdo da microbiota
que podem estar relacionados ao insucesso do tratamento endodéntico anterior, mesmo na
auséncia de lesdes periapicais visiveis. Portanto, esse estudo ressalta a importénica do PCR
como ferramenta diagnéstica valiosa para a andlise de dentes indicados para retratamento
por motivos protéticos, fornecendo informacdes relevantes para o planejamento e execucao

do tratamento adequado.

Godoi-Jr et al. (2023) coletaram amostras de 30 dentes indicados ao retratamento
endodoéntico, que foram divididos em dois grupos o0 primeiro composto por 15
dentes submetidos a reintervencao devido a presenca de lesao periapical e 0 segundo com
15 indicados ao retratamento por motivos exclusivamente protéticos sem a evidéncia
radiogréfica de periodontite apical. Utilizando técnicas avancadas de identificacdo molecular,
as amostras foram coletadas durante trés etapas do tratamento endodoéntico, antes do preparo
guimico mecéanico (PQM), apés o PQM e apos a medicacao intracanal com hidréxido de célcio
e clorexidina 2%. A Avaliagdo da reducdo microbiana foi feita por meio da técnica de UFC.
Revelou-se que bactérias foram identificadas em 100% dos casos antes da instrumentacao
dos canais radiculares, em ambos 0s grupos. As espécies mais comumente presentes nesta
etapa, em ambos o0s grupos, foram Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Parvimonas micra. Nas
amostras iniciais, a carga microbiana dos dentes que apresentavam lesdo periapical foi
superior & do segundo grupo. O retratamento endoddntico demonstrou eficacia na reducéo da
carga microbiana em ambos 0s grupos. Os autores constataram que comunidade microbiana
encontrada nos canais radiculares dos dentes indicados para retratamento endodéntico é
diversificada e heterogénea. Ha diferencas entre os dois grupos tanto no nimero de espécies

por caso quanto na carga microbiana.

2.3.1 Presenca de fungos

A presenga de Candida em infecgcbes endodonticas tem sido objeto de
investigacdo em numerosos estudos, entretanto, sua funcdo como patégeno endodéntico
ainda é motivo de debate. Embora os fungos geralmente ndo tenham sido identificados na
microbiota inicial de infeccBes no canal radicular, sua ocorréncia é mais frequente em

infeccbes persistentes apos o preparo do canal radicular. Isso ocorre possivelmente como
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resultado de contaminag¢do durante o tratamento ou em situacdes envolvendo dentes

obturados com resisténcia a terapia, levando a lesGes periapicais (Nair et al., 1999).

Waltimo et al. (1999) demonstraram que Candida spp. apresentam uma
consideravel resisténcia a antissépticos e desinfetantes normalmente utilizados como
irrigantes e medicamentos endoddnticos. Esses microrganismos foram isolados em culturas
puras de infec¢des do canal radicular, sugerindo a possibilidade de sua patogenicidade na

periodontite apical (Waltimo et al., 1997).

Peciuliene et al. (2001) coletaram amostras de 40 dentes obturados e encontraram
Candida albicans em 18% dos dentes estudados. Em 2003, Pinheiro et al. (2003a),
empregando técnicas avancadas de cultura microbiolégica, identificaram Candida spp. em 2
dos 60 casos investigados, corroborando os achados de Molander et al. (1998) e Sundqvist
et al. (1998). Estes ultimos encontraram, respectivamente, a presenca desse microrganismo
em 2 de 54 dentes e em 3 de 100 dentes examinados.

Pourhajibagher et al. (2017) realizaram a coleta de amostras de 36 pacientes com
infeccdo endodontica priméaria e de 14 pacientes com histérico de tratamento endoddntico.
Utilizando testes bioquimicos e o sequenciamento do gene do RNA ribossémico 16S para a
identificacdo dos microrganismos, constataram que o Enterococcus faecalis (36,6%) foi o
microrganismo mais prevalente em infecgbes endodénticas secundarias. Em seguida,
Candida albicans, Propionibacterium acnes e V. parvula foram identificados com frequéncias
de 20%, 2% e 2%, respectivamente. A conclusdo do estudo indicou que V. parvula e E.
faecalis foram os microrganismos mais frequentemente encontrados em infeccbes

endoddnticas primarias e secundarias, respectivamente.

Em 2021, Alberti et al. realizaram uma revisdo do bioma fungico em infec¢des
endodonticas, tanto primarias quanto secundérias, com foco especial na prevaléncia e
comportamento das espécies de Candida. A andlise meta-analitica dos dados disponiveis
revelou que a prevaléncia média ponderada geral (WMP) de espécies flngicas em infeccdes
endodbnticas é de 9,11%, considerando um total cumulativo de 2.003 amostras.
Especificamente, a prevaléncia foi de 9,0% em infeccfes primarias (n = 1.341) e 9,3% em
infeccbes secundarias (n = 662). A espécie fungica mais comum foi Candida spp. A
consideravel heterogeneidade na prevaléncia fangica relatada indica a necessidade de
amostragem padronizada e métodos de especiacao. O surgimento de plataformas analiticas
de biologia molecular avancada, como o sequenciamento de proxima geracdo (NGS) e a
espectrometria de massa por tempo de voo por ionizagdo por dessorcao a laser assistida por

matriz (MALDI-TOF), possibilita a identificacdo e quantificacdo de uma ampla gama de
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organismos previamente desconhecidos em infec¢cbes endodobnticas, prometendo uma
transformacéo radical em nossa compreenséo do microbioma endododntico no futuro. Candida
spp. parece desempenhar um papel de co-patégeno com bactérias em cerca de 1 em cada
10 pacientes com infec¢des endoddnticas. No entanto, € crucial que os clinicos compreendam
a importancia e o papel dos fungos nessas infeccbes, além de estarem cientes da
necessidade de erradicar tanto bactérias quanto fungos para alcancar uma terapia bem-

sucedida.

2.4 O método de microbiologia classica no estudo de infec¢cdes associadas a dentes
tratados endodbnticamente

Conforme Dahlén (2002) a cultura microbiana representa o padréo de exceléncia.
para o estudo da microbiota relacionada as infec¢cdes endodénticas. Entretanto, apesar de
existirem diversas técnicas de cultivo e isolamento microbiano documentadas na literatura
endoddntica, nenhuma delas permite a identificacdo completa de todos os microrganismos
presentes no SCR (Socransky et al., 1963).

Para o crescimento de microrganismos por meio da técnica de cultura é essencial
a existéncia viavel de células bacterianas. Para viabilizar a identificagcdo bacteriana por
métodos de cultura, é necessario haja crescimento microbiano e que a concentracdo de
células microbianas seja elevada (Munson et al., 2002; Peters et al., 2002; Vianna et al., 2004
Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

Em 1998, Sundqvist et al. utilizaram culturas microbiolégicas para a analise de 45
amostras de dentes associadas a insucessos no tratamento endoddntico. Observou-se uma
predominancia de monoinfecc¢des caracterizadas principalmente pela presenca de bactérias
anaerobias facultativas, Gram-positivas, sendo o E. faecalis a espécie mais frequentemente
isolada nos canais radiculares. Esses resultados corroboram com achados descritos na
literatura (Molander et al., 1998; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 2004, 2006b).

O principal desafio do cultivo microbiano é recriar um ambiente que seja favoravel
para o desenvolvimento e a reproducdo de microrganismos (Endo et al., 2013; Gomes e
Herrera, 2018). Dessa forma, o conteudo microbiol6gico presente em infec¢cdes endodobnticas
pode ser subavaliado quando examinado exclusivamente por meio de técnicas de cultivo
bacteriano e métodos bioquimicos e fenotipicos de identificacdo bacteriana (Gomes et al.,
2004; Gomes et al., 2008a,b; Barbosa-Ribeiro et al., 2020).
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Por meio do cultivo e isolamento de microrganismos, métodos de estudos da
microbiologia classica, analisou-se que bactérias anaerébicas facultativas, majoritariamente
as Gram-positivas estéo relacionadas com as infeccfes secundarias/persistentes (Molander
et al., 1998; Sundvist et al., 1998; Siqueira et al., 2001; Pinheiro et al., 2003a,b). Embora nao
sejam detectadas frequentemente, espécies de fungos, como Candida albicans estdo
relacionadas com infec¢des secundarias/persistentes em dentes que tiveram insucesso no
tratamento endodontico primario (Peciuliene et al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro et al.,
2003a,b; Mindere et al., 2010; Pourhajibagher et al., 2017). Entretanto, a microbiota residente
de canais radiculares indicados ao retratamento endodoéntico por motivos exclusivamente

protéticos é pouco descrita na literatura (Sundqvist et al., 1998; Bicego-Pereira et al., 2020).

Métodos de microbiologia classica sdo muito importantes para deteccdo de
microrganismos que estdo associados com infec¢cdes endodobnticas, porém apresentam
limitacbes em mimetizar um ambiente que possa desenvolver simultaneamente todos os
microrganismos envolvidos nessas infec¢fes. Uma vez que, a microbiota dos canais
radiculares € mista e complexa, os métodos de cultivo e isolamento podem apresentar
resultados que falham na detecgédo de microrganismos que néo se desenvolvem facilmente

na placa de agar (Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Gomes et al., 2021).

Aproximadamente 60% dos microrganismos ainda ndo podem ser cultivados,
assim um resultado negativo nado indica necessariamente a completa auséncia do
microrganismo no SCR. Dessa forma, a diversidade bacteriana e a contagem de
microrganismos obtidas por meio de métodos de cultura geralmente sao subavaliadas. A falta
de deteccao de microrganismos no meio de cultura pode refletir diversas limitacdes inerentes
a coleta microbiolégica, bem como as condi¢gbes ambientais, incluindo fatores nutricionais,
atmosféricos e de temperatura. Uma cultura negativa também pode indicar a presenca de
microrganismos em concentra¢des abaixo do limiar necessério para detec¢do por meio da
cultura (Gomes et al., 1994a,b, 2004, 2005, 2008a,b, 2015; Jacinto et al., 2003; Endo et al.,
2013; Gomes e Herrera, 2018).

Apesar de apresentar vantagens e desvantagens € crucial reconhecer a cultura
microbiolégica como um método significativo e confidvel para a identificacdo de
microrganismos viaveis, bem como na avaliacdo da eficiéncia de protocolos e substancias
guimicas empregadas na terapia endoddntica por meio da contagem de Unidades
Formadoras de Colénia (UFC) (Endo et al., 2013).
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2.5 O método de microbiologia molecular Nested-PCR para estudo de infeccbes

secundarias/persistentes

O método molecular Nested-PCR representa uma variacdo da reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) caracterizada por sua alta reprodutibilidade, confiabilidade e
especificidade. Além disso, destaca-se por sua capacidade de detectar microrganismos
mesmo em concentracdes reduzidas na amostra, tornando-se um método eficaz para a
identificacdo bacteriana (Gomes et al., 2007; Gomes et al., 2008a,b; Louzada et al., 2020;
Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

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

A combinacdo simultdnea de abordagens moleculares e métodos de cultura
ofereceu uma ampla oportunidade para a compreenséo da microbiota vinculada as infec¢des
endoddnticas. Essa abordagem € crucial para aprofundar o entendimento do ecossistema
presente no sistema de canais radiculares associado a patologias pulpares e periapicais
(Gomes et al., 2006a,b; Aw, 2016).

Para contornar e adquirir informacdes mais abrangentes diante das limitacdes
inerentes ao método de cultura, os métodos moleculares tém sido extensivamente utilizados.
Essas abordagens demonstram maior sensibilidade, especificidade e rapidez na identificag&do
bacteriana em comparagcdo com os métodos de cultura. Além disso, esses métodos tém a
capacidade de detectar microrganismos fastidiosos e aqueles que nédo podem ser cultivados
(Siqueira e Rbcas, 2003; Gomes et al., 2008a,b; Barbosa-Ribeiro et al., 2020).

Em 2020, Barbosa-Ribeiro et al. identificaram uma elevada prevaléncia das
espécies E. faecalis e P. gingivalis ao investigarem o contetdo infeccioso de 20 dentes com
periodontite apical crénica, submetidos a tratamento endodontico. Utilizando os métodos de
Nested-PCR e sequenciamento genético, coletas foram realizadas imediatamente ap6s o
acesso aos canais radiculares (Inicial), apds o preparo quimico-mecanico (P6s-PQM) e apds
a aplicacdo de uma medicacéo a base de hidroxido de célcio no interior do canal radicular por

30 dias (P6s-PQM). Os resultados indicaram gue a comunidade microbiana associada ao
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insucesso endodoéntico é diversificada e heterogénea. A persisténcia de P. gingivalis e E.
faecalis em todas as fases do tratamento endodobntico sugere a presenca de mecanismos de
resisténcia que contribuem para a sobrevivéncia desses microrganismos ao tratamento. Além
disso, os pesquisadores destacaram a eficacia da reintervencdo endodbntica em alterar a

composicado da microbiota relacionada as infec¢des intra-radiculares.

Métodos de identificagcdo moleculares sdo capazes de identificar microrganismos
incultiviveis devido a sua maior sensibilidade em comparacdo com métodos de culturas. O
método Nested-PCR tem como sua principal vantagem uma identificacdo mais apurada da
microbiota endodontica. (Gomes et al., 2008a,b, 2021; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et
al., 2016, 2020). Estudos que se apropriaram da utilizacdo dos métodos moleculares afirmam
a presenca de espécies fungicas, destacando-se Candida spp, associadas as infeccoes
secundarias/persistentes. (Siqueira et al., 2004; Dumani et al., 2012; Poptani et al., 2013;
Pourhajibagher et al., 2017).

A aplicacdo de métodos de biologia molecular permitiu a detec¢cao de um perfil
microbioldgico de carater misto, heterogéneo, poli microbiano e diversificado nos casos de
infeccdo endodéntica secundaria/persistente (Gomes et al., 2008a,b; Endo et al., 2013;
Barbosa-Ribeiro et al., 2016, 2020; Godoi-Jr et al., 2023).
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3 PROPOSICAO

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia das espécies fungicas
especificas (C. glabrata, C. kruseii e C. parapsilosis) em casos indicados ao retratamento
endodontico, devido ao insucesso do tratamento endodéntico primario evidenciado pela
presenca de periodontite apical crénica (grupo CL), ou por motivos exclusivamente protéticos,
em dentes sem lesdo periapical radiograficamente visivel (grupo SL), através do método

molecular de Nested-PCR.

Objetivos especificos

a) Detectar através do Nested-PCR as espécies como Candida glabrata, Candida
krusei e Candida parapsilosis

b) Correlacionar aspectos clinicos com a presenca de C.glabrata, C.krusei e
C.parapsilosis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Autorizacdo da pesquisa

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP) e
aprovado (CAAE: 63728522.0.0000.5418). Os pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) previamente a realizacdo dos procedimentos

clinicos.

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
Atualizacéo e Especializacéo.

4.3 Levantamento e selecdo das amostras de casos indicados ao retratamento

endododntico

Foram selecionados 20 pacientes apresentando dentes com necessidade de
retratamento endoddntico pelo insucesso do tratamento anterior evidenciado pela leséo

periapical (n=10) ou por motivos exclusivamente protéticos (n=10).

4.4 Descricao da coleta e obtencdo das amostras incluidas no presente estudo

Foram incluidos casos de pacientes: que apresentavam dentes tratados
endodonticamente, sendo a presenca de tratamento endodéntico prévio confirmada
radiograficamente. Os dentes deveriam ter diagndstico de periodontite apical crénica seguindo
os critérios de Gutmann et al. (2009); Livres de qualquer alteracdo periapical, indicados a
reintervencao por motivos exclusivamente protéticos; Os pacientes que apresentavam boas
condi¢cBes de saude (classificagédo | ou Il da American Society of Anesthesiologists); Que n&o
tinham passado por antibioticoterapia prévia nos ultimos 3 meses; Com auséncia de doenca
periodontal avancada e que nao apresentassem bolsas periodontais com profundidade

superior a 4 mm; Dentes com rizogénese completa; Sem historico de traumatismos dentario.
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Foram excluidos: Pacientes que ndo se apresentaram para as etapas do
tratamento endoddntico nas datas estabelecidas; Dentes portadores de infeccdes
endodonticas primérias; Dentes que impossibilitaram o isolamento absoluto; Dentes que
sofreram fraturas coronarias e/ou radiculares; Dentes sem restauragcdo ou que perderam
selamento coronario entre as consultas. A coleta das amostras advindas dos pacientes foi
realizada na clinica de Pds-graduacdo da Instituicdo por aluno de poés-graduacdo e o

processamento destas foi realizado no Laboratoério de Microbiologia aplicada a Endodontia.

Durante a realizacdo dos procedimentos clinicos, foram utilizadas técnicas
assépticas e instrumentos esterilizados e apirogénicos, remocdo de contaminantes
coronarios, tais como caries e restauracdes, realizacdo da descontaminagdo do campo

operatorio, isolamento absoluto, remocao de interferéncias.

Inicialmente, foi realizada a descontaminagéo da face externa do paciente com
solucdo de clorexidina a 2%, seguida da anestesia local do dente selecionado para o estudo.
Em seguida, realizou-se polimento coronério com pedra pomes e agua, com auxilio de taca
de borracha acoplada em micromotor de baixa rotacdo. Apos a profilaxia do elemento dental
foi realizado isolamento absoluto e selamento da interface coroa dental/lencol de borracha
com cianocrilato (Super Bonder, Loctite, S&o Paulo, SP) com o objetivo de prevenir infiltracdo
salivar. O protocolo de desinfec¢do do campo operatorio consistiu em aplicar, com auxilio de
swabs estéreis, agua oxigenada 30% (v/v), seguida de hipoclorito de sédio 2,5% por 30
segundos cada, seguida da neutralizacdo com solucao estéril de tiossulfato de sodio 5%. A
confirmacéo da desinfec¢do do campo operatério foi realizada por meio de coleta de amostra
com swab estéril e plagueamento em Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab M, Bury, UK) + 5%

de sangue desfibrinado de carneiro e incubados em camara de anaerobiose por 48 horas.

A abertura coronéria foi realizada por meio de brocas esféricas diamantadas
(#1012HL, #1014HL; #1016HL) sem irrigagdo proveniente do equipo, entretanto, com solugéo
fisiolégica estéril, com o objetivo de minimizar quaisquer formas de contaminacgao e reduzir o
aguecimento produzido durante o procedimento. As formas de contorno e conveniéncia foram

realizadas com brocas #3082.

Finalizada a abertura coronaria, realizou-se a remocao da guta percha sem
utilizacdo de solventes ou substancias quimicas auxiliares, utilizando lima Reciproc R25
(VDW, Munich, Germany). Uma lima K#25 foi utilizada para explorag&o inicial do canal
radicular (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica) em seguida levada ao comprimento do canal

radicular, determinado na radiografia pré-operatoria. Em seguida, o localizador apical foi
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utilizado (VDW Gold Reciproc, Munique, Alemanha) para obter o comprimento real do canal

radicular, equivalente a posicao zero no localizador apical.

Nos casos em que o canal radicular estivesse seco, este foi umedecido com soro
fisiologico 0,9% estéril, para assegurar melhor absor¢cdo do seu conteudo. Em casos de
dentes bi ou trirradiculares, a coleta foi realizada no canal radicular mais amplo, de maneira a
confinar o exame microbiolégico em um Unico ambiente ecoldgico. Casos em que o cone de

papel absorvente nao foi capaz de atingir o apice, foram excluidos.

Coletas endoddnticas foram realizadas utilizando um total de 3 cones de papel
absorvente estéreis/apirogénicos de calibre FM (Dentsply, Petrépolis, 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 III — Viability Medium Goteberg Agar (Moller, 1966;
Dahlen et al., 1993) e transportados em jarros a vacuo para o Laborat6rio de Microbiologia da
disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP para posterior processamento. A seguir 0s
eppendorfs foram congelados em freezer -80°C para futuras analises moleculares.

O repreparo do sistema e canal radicular 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 recomendag¢des do fabricante. Foi considerado
0 uso das demais limas (R40 e R50) do sistema quando necessario, podendo ser utilizadas
limas manuais do tipo K para complementar a instrumentagdo. Durante todo o preparo
guimico-mecanico, utilizou-se a clorexidina 2% gel como substancia quimica auxiliar (0,2 mL
a cada troca de lima) e abundante irrigacdo com soro fisioldgico 0,9% (5 mL). Uma lima de
pequeno calibre foi utilizada para manter a paténcia do canal. Apos a instrumentacao,
confirmou-se o comprimento real do trabalho utilizando a lima anatémica final. Os canais
foram irrigados com clorexidina 2% gel e soro fisiolégico. Foram inseridos 3 ml de EDTA 17%
no interior do canal radicular por 1 minuto (com substituicdo a cada 30 s), sob agitacéo, com
a finalidade de remover a camada residual de smear layer. A irrigacao final foi realizada com
10 ml de solucgéo fisioldgica estéril. Caso o dente estivesse assintomatico e o canal sem
presenca de exsudato, o0 mesmo foi obturado numa mesma sessdo. Caso contrario foi
colocada uma medicacao intracanal a base de hidréxido de calcio e clorexidina gel, que
permaneceu no interior do canal por 7 dias, para posterior obturacdo. Em ambas as situacoes
o dente foi selado com uma camada de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
na embocadura do canal radicular. Em seguida, foi aplicado acido fosférico 37% por 15
segundos em dentina e 30 segundos em esmalte, adesivo Single Bond 3M (3M Dental

Products, St Paul, EUA) e restauracdo em resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products,
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St Paul, EUA). Quando necessério, o paciente foi encaminhado para tratamento em outras

areas, como dentistica restauradora, prétese dental, periodontia e cirurgia.

4.5 Procedimentos laboratoriais

Extracdo do DNA

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

Reacdo universal de PCR

As amostras de cada grupo foram inicialmente submetidas a uma primeira reagéo
de polimerase em cadeia visando amplificacéo total do gene 18S rRNA. Foram utilizados os
primers Yeast universal (Haynes e Westerneng, 1996) que amplificam um fragmento de 600-
640 pares de base.

As condicdes de amplificacdo, bem como as etapas de ciclagem foram realizadas

como o descrito por Haynes e Westerneng (1996).

Yeast Universal (F): 5'-GCATATCAATAAGCG-GAGGAAAAG-3’
Yeast Universal (R): 5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3'

Reacdo especificas de PCR

Os produtos da primeira reacéo de PCR foram submetidos a uma segunda reacéo
PCR subsequente visando a amplificagdo de regides do gene 18s rRNA hipervariaveis entre

as espécies de Candida, caracterizando uma reacao de Semi-Nested.

Para realizacéo da segunda reacdo de PCR manteve-se o uso do primer Yeast
Universal (R) (637-654-bp) e acrescenta-se o primer (F) especifico para cada uma das
espécies de Candida investigadas, o uso de primers sense distintos para cada variante,
permitiu a diferenciacao, por meio de diferentes tamanhos de fragmentos, possibilitando assim
a genotipagem dos fungos em dados metagendmicos. Os primers utilizados para execugao

da reacéo especifica de PCR seguem descritos abaixo.
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a) Candida glabrata
Candida glabrata (F): 5-GTTTTGCGCCCCTTGCCTCT-3'
Yeast Universal (R): 5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3'

b) Candida kruseii
Candida kruseii (F): 5 -GACATGGGAATCGCGCACCG-3'
Yeast Universal (R): 5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3'

c) Candida parapsilosis
Candida parapsilosis (F): 5 -GCGGTAGGATAAGTGCAC-3'
Yeast Universal (R): 5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3'

4.6 Analises estatisticas

Os dados coletados foram tabulados em uma planilha de célculo e analisados
estatisticamente usando SPSS for Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) pelos testes

apropriados.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Foram analisadas 20 amostras de pacientes com a faixa de idade de 30 a 69 anos,
com a média de idade de 48,5 anos, 15 (75%) pacientes do sexo feminino e 5 (25%) do sexo
masculino. Destes 20 pacientes participantes, 10 se incluiram no grupo que eram indicados
para retratamento por apresentarem periodontite apical crénica e outros 10 pacientes que
necessitavam de retratamento por motivos protético, onde se encontravam sem lesdo
periapical. A média de tempo transcorrido desde o tratamento endodoéntico primério nos casos
incluidos foi de 9,8 anos.

5.2 Aspectos clinicos e radiograficos dos casos indicados ao retratamento pela
presenca de leséo periapical (CL)

Os dentes incluidos neste grupo consistiram em 10 casos que necessitavam de
retratamento devido a presenca de periodontite apical crénica apds tratamento endodéntico
prévio. A faixa etaria dos pacientes variou de 30 a 69 anos, com uma média de 49,1 anos.
Destes, 9 (90%) eram do sexo feminino e 1 (10%) do sexo masculino. O grupo era composto
por 6 dentes unirradiculares (60%) e 4 dentes multirradiculares (40%). O intervalo de tempo
transcorrido desde o tratamento anterior foi em média 10,3 anos, variando entre de 2 a 30

anos.

Nenhum paciente relatou dor a palpacdo, edema facial, fistula ou exsudato no
sistema de canais apdés a desobturagdo do canal. Contudo, todos apresentavam lesfes
periapicais, com tamanhos variando de 1 a 5,6 mm (média de 3,25 mm). Dentre essas lesfes,
2 (20%) eram menores que 2 mm, 6 (60%) situavam-se entre 2 e 5 mm, e 2 (20%) eram
maiores que 5 mm. A profundidade de sondagem dos casos variou entre 1 mm e 3 mm, sendo

que dentes com profundidade de sondagem superior a 3 mm foram excluidos do estudo.

A queixa estética relacionada a restauracdo dentéria foi observada em 6 casos
(60%). Quanto a qualidade da obturacdo, apenas 2 casos (20%) foram considerados bons,
enquanto 8 casos (80%) apresentaram obturacBes de qualidade ruim. O limite apical foi

considerado bom em apenas 2 casos (20%).
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5.3 Aspectos clinicos e radiogréficos dos casos indicados ao retratamento por motivos

protéticos (SL)

Os dentes incluidos neste grupo consistiram em 10 casos que requeriam
retratamento exclusivamente por motivos protéticos, estando isentos de quaisquer alteracdes
periapicais. A faixa etaria dos pacientes variou de 35 a 61 anos, com uma média de 47,9 anos.
Destes, 6 (60%) eram do sexo feminino, e 4 (40%) eram do sexo masculino. O grupo incluiu
4 dentes unirradiculares (40%) e 6 dentes multirradiculares (60%). A média de tempo
decorrido desde o tratamento anterior foi de 9,3 anos, com o periodo maximo encontrado de

22 anos e 0 minimo de 2 anos.

Nenhum dos pacientes relatou dor durante o teste de percussao vertical, dor a
palpacdo, edema facial, fistula ou exsudato no interior do sistema de canais apds a
desobturacéo do canal. A queixa estética relacionada a restauracado foi observada em 6 casos
(60%). No que se refere a qualidade da obturacao, apenas 3 casos (30%) foram considerados
bons, enquanto 7 casos (70%) apresentaram obtura¢cdes de qualidade ruim. O limite apical foi
considerado bom em apenas 4 casos (40%). Nenhum dos casos indicados ao retratamento
por motivos exclusivamente protéticos (MP), apresentou leséo, descontinuidade da lamina

dura ou espessamento do ligamento periodontal.

Os casos apresentaram profundidade de sondagem entre 1 mm e 3 mm, sendo
que dentes com profundidade de sondagem superior a 3 mm foram excluidos do estudo.
Quanto ao selamento coronario, todos os casos (100%) estavam restaurados em resina

composta e ndo apresentaram nenhum sinal radiografico de microinfiltragdo coronaria.

5.4 Deteccdo de C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis em casos indicados ao

retratamento pela presenca de lesdo periapical (CL)

Candida glabrata foi detectada em 100% dos casos (10/10). Candida krusei e
Candida parapsilosis ndo foram detectadas em nenhuma amostra do presente grupo. A

frequéncia de deteccao dos microrganismos do grupo CL esta representada na figura 1.



35

=
o

[e)

Frequéncia de deteccdo

C.glabrata C.krusei C.parapsilosis

Microrganismos

Figura 1 - Frequéncia de deteccdo das espécies no grupo indicado ao
retratamento pela presenca de lesdo periapical (CL)

5.5 Deteccdo de C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis em casos indicados ao

retratamento por motivos protéticos (SL)

Nos casos indicados ao retratamento por motivos exclusivamente protéticos
Candida kruseii foi identificada em 10% dos casos. Candida glabrata e parapsilosis ndo foram
identificadas em nenhuma amostra. A frequéncia de detec¢do dos microrganismos do grupo

SL est4 representada na figura 2.
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Figura 2 - Frequéncia de deteccdo das espécies no grupo indicado ao
retratamento por motivos protéticos. (SL)
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5.6 Frequéncia de Candida nos grupos indicados ao retratamento pela presenca de

lesdo periapical (CL) e por motivos protéticos(SL)

Analisando a frequéncia de Candida spp nos dois grupos estudados, notamos que
C. glabrata apresentou-se frequente em 50% dos casos, estando presente em 100% dos
casos indicados ao retratamento pela presenca de lesao periapical (CL) e nao foi detectada

nos casos indicados ao retratamento por motivos protéticos (SL).

C. krusei apresentou-se frequente em 5% dos 20 dentes estudados, sendo

encontrada em 10% dos casos do grupo SL. Porém nao foi detectada no grupo CL.

C. parapsilosis nédo foi encontrada em nenhum dos grupos.

Tabela 1 - Frequéncia e porcentagem das espnos
grupos CL e SL detectados através do
Nested PCR nos diferentes momentos
de coleta.

Grupos

Microrganismos Total CL SL
C. glabrata 10(50%) 10(100%) 0(0%)

C. parapsilosis  0(0%)  0(0%) 0(0%)

C. krusei 1(5%) 0(0%)  1(10%)

5.7 Associagao entre a presenga de microrganismos no interior dos canais radiculares

e 0s sinais e sintomas clinicos e radiograficos nas amostras

O estudo analisou as associacdes entre a presenca de espécies flngicas
estudadas com sinais e sintomas clinicos e radiograficos dos casos incluidos no presente
estudo. Houve associagdo estatisticamente significante entre lesédo periapical e a presenca
de C. glabrata no interior dos canais radiculares, principalmente em lesdo periapical de 2-

5mm.



Tabela 2 -Correlagc@es positivas entre a presenca de bactérias e sinais e
sintomas clinicos e/ou radiograficos apresentados pelos pacientes.

Lesdao periapical

Presenca Ausencia p valor
Candida glabrata Presenca 10 0 0
Auséncia 0 10

Lesdao periapical de 2-5 mm

Presenca Ausencia p valor
Candida glabrata Presenca 5 5 0,033
Auséncia 0 10

37
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principais objetivos avaliar a presenca de Candida
glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis em casos de insucesso do tratamento
endodontico evidenciado em 10 casos pela presenca de periodontite apical cronica (CL) e em
10 casos por motivos protéticos (SL), buscando também correlacionar a presenca de aspectos

clinicos a presenca destas espécies.

Na literatura existem diversos estudos que investigaram a presenca de
microrganismos em dentes com insucesso do tratamento endodoéntico (Pinheiro et al.,
2003a,b; Gomes et al., 2004, 2006a,b, 2008a,b, 2021; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et
al., 2020, 2021). Entretanto, poucos investigaram a presenc¢a de microrganismos em dentes
com necessidade de retratamento endodontico por motivos protéticos sem presenca de lesao
periapical evidente radiograficamente, o que ressalta a importancia deste estudo.

Com o passar do tempo, materiais usados para obturar os canais radiculares
podem se deteriorar e comprometer a qualidade do selamento do canal radicular, facilitando
sua recontaminacao (Maniglia-Ferreira et al., 2007). Diante dessas evidéncias, o retratamento
endodobntico por motivos protéticos visa melhorar o prognéstico e alongar a durabilidade de
futuras proteses. Portanto é recomendavel realizar o retratamento de forma néo cirargica
antes da confeccgéo e instalacdo de coroas, mesmo que exames clinicos e radiogréaficos nédo
mostrem alteragbes periapicais. 1sso porque a deterioracdo dos materiais obturadores pode
estar ocorrendo sem sinais evidentes (Maniglia-Ferreira et al., 2007; Landys et al., 2015;
Shetty et al., 2015).

A presenca de microrganismos no interior de dentes tratados endodonticamente
com alterag&o periapical & bem estabelecida na literatura (Pinheiro et al., 2003a,b; Endo et
al., 2013; Pereira et al., 2017; Bicego-Pereira et al., 2020). Sabe-se que 0s microrganismos
mais prevalentes em infecgbes secundarias/persistentes sdo as bactérias anaerdbicas
facultativas destacando, E.faecalis (Gomes et al., 2008a, 2021). Por outro lado, a presenca
de fungos como Candida spp sugere que essas infeccbes sdo mistas e heterogéneas
corroborando com os achados na literatura (Pauliene et al., 2001; Pinheiro et al., 2003a,b;
Mindere et al., 2010; Pourhajibagher et al., 2017; Godoi-Jr et al., 2023).

Com relacdo a deteccao de espécies fungicas nos grupos CL e SL, no grupo CL
a Candida mais prevalente foi C. glabrata (10/10). Ja no grupo SL a espécie mais prevalente
foi Candida krusei (1/10).

As altas frequéncias de deteccdo de microrganismos do género Candida spp.
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especialmente no grupo CL reforcam a importancia do uso de substancias quimicas auxiliares

e medicacbes de amplo espectro, efetivas na reducéo de espécies flngicas e bacterianas.

A identificacdo molecular de cepas especificas de Candida foi realizada através
do Nested-PCR. Esta metodologia apresenta alta eficiéncia, especificidade e sensibilidade
(Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al., 2020).
Entretanto ressalta-se que apesar de sua alta sensibilidade, o0 método ¢é ineficaz na deteccéo
da viabilidade celular (Endo et al., 2013).

Houve associacdo estatisticamente significante entre lesdo periapical e a
presenca de C. glabrata no interior dos canais radiculares, principalmente em lesdo com
tamanho de 2-5mm. Tal fato ressalta a importancia dos fatores de viruléncia presente nas
espécies de fungos na formacdo e manutencao de lesdes periapicais (Alberti et al., 2021).

O presente estudo evidenciou a presenca de especies fungicas nos casos de
insucesso do tratamento endodontico. Trabalhos futuros envolvendo um maior nimero de

casos sao necessarios para confirmar os dados aqui obtidos.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se que espécies de Candida podem estar presentes em dentes com

insucesso do tratamento endodontico, contribuindo para sua patologia.
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