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Resumo

A endodontia estuda as patologias da polpa, do sistema dos canais radiculares e dos
tecidos periapicais. Esta especialidade odontoldgica esta estreitamente relacionada com
a microbiologia uma vez que as infeces endodonticas sdo provocadas por
microrganismos que alteram o equilibrio do sistema polpa-raiz-dente. A
heterogeneidade fenotipica e genética confere aos microrganismos uma capacidade de

adaptacdo ao hospedeiro que se reflete num potencial patogénico Unico.

Através dos métodos moleculares modernos de identificacdo e caracterizacdo dos
microrganismos, mais evoluidos que os tradicionais dependentes de cultura, conhece-se
hoje muito mais sobre o Microbioma endoddntico. Por exemplo, sabe-se hoje que existe
uma multiplicidade bacteriana superior e um perfil mais diversificado da comunidade
bacteriana nas infe¢des endoddnticas persistentes versus infecbes primarias e, também,
que a microbiota do mesmo dente varia em complexidade e diversidade consoante a

localizagdo apical ou coronal.

Gracas aos avangos nas técnicas de diagndstico microbioldgico tem-se conseguido
otimizar as decisGes médicas sobre o tratamento endodéntico apropriado no sentido de
controlar e eliminar a infeg&o.

Neste trabalho efetua-se uma revisdo sobre o estado da arte da etiologia, patogénese,

diagnostico e tratamento das infecdes endoddnticas microbianas.

Palavras-chave: Microbioma; Infe¢bes endoddnticas; Métodos de diagnostico

microbioldgico; Sistema polpa-raiz-dente






Abstract

Endodontics studies the diseases of the pulp, root canal system and periapical tissues.
This dental specialty is closely related with microbiology since endodontic infections
are caused by microorganisms that modify the tooth-pulp-root system equilibrium. The
phenotypic and genetic heterogeneity confers to this microorganisms a mechanism for

adaptation to the host which is reflected in an unique pathogenic potential.

Today, the knowledge regarding endodontic microbiome is far superior, thanks to
advanced molecular methods used in isolation and identification of microorganisms as
opposed to the traditional ones which required cultivation. We know now that there is
far more variety of microorganisms species on persistent endodontic infections than on
primary ones, also on the same tooth the microbiota complexity and diversity is

dependent on the apical versus coronal location of the infection.

Thus, advances in microbiological diagnostic techniques have contributed to optimize
medical decisions regarding endodontic treatment effective on the control and
elimination of infection.

On this paper we have made a revision on the state of the art of the etiology,
pathogenesis, diagnostic and treatment of microbiological endodontic infections.

Keywords: Microbiome; Endodontic infections; Microbiological diagnostic methods;

Dental-pulp-root system
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Introducao

I. Introducéo

O termo Microbioma Humano refere-se a comunidade ecoldgica de todos os
microrganismos comensais, simbioticos e patogénicos que se alojam no corpo que tém
um papel determinante na satde e na doenca (Dewhirst et al., 2010).

O Microbioma oral ¢ composto por mais de 600 espécies predominando em
diferentes habitats. A cavidade oral € um sistema complexo que alberga estruturas como
a lingua, os dentes, o sulco gengival, a mucosa jugal, o palato duro e mole e as
amigdalas, colonizadas por diversos microrganismos desde bactérias, virus, fungos
(Dewhirst et al., 2010).

O equilibrio do Microbioma oral é conseguido pela interacdo de trés elementos
fundamentais: microrganismos, hospedeiro e fatores ambientais. As condicdes
patoldgicas como as céries e as doencas periodontais ocorrem quando esta sinergia é
quebrada (José F. Siqueira, Fouad, & Ro¢as, 2012).

Mais de 50% das espécies que habitam a cavidade oral ndo poderiam ser
cultivadas utilizando métodos convencionais. As técnicas moleculares tém sido usadas
para identificar alteracbes na flora oral durante o crescimento e o desenvolvimento,
durante a gravidez, em varios materiais restauradores e no edentulismo. Sdo usadas
também para estudo da microflora periodontal e infecdes periapicais, da bacteriemia
apos extracdo de dentes, de peri-implantites, da influéncia dos terceiros molares na
inflamacdo periodontal, de candidiase e infe¢fes faciais raras como o noma (Flynn,
Paster, Stokes, Susarla, & Shanti, 2012).
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Desenvolvimento

1. Desenvolvimento

1. Infegdes endodonticas

A polpa dentéria € um tecido conjuntivo que se encontra no interior da camara
pulpar e que comunica com a zona periapical através do fordmen apical. A porcéao
coronal do dente estd revestida por esmalte e a porcdo radicular pelo cemento. A
constituicdo e integridade do esmalte e da dentina tém a funcdo de proteger a polpa e
constituir uma barreira fisica que impede a sua distensibilidade. Por outro lado a polpa
apresenta uma limitada comunicacdo vascular e nervosa através do foramen apical com
0 resto do organismo. Este facto aliado a auséncia de circulacdo colateral eficaz
determina uma dificuldade evidente da resolucdo de todos os quadros inflamatdrios que
ocorrem na polpa (Fransson, 2012).

As infecBes endodonticas sdo uma das causas mais regulares de perda precoce
de pecas dentérias, infecOes localizadas/ generalizadas das estruturas dentarias e dor
oro-facial. A periodontite apical afeta 50% da populacao até aos 50 anos de idade e 62%
dos individuos com mais de 60 anos (Figdor & Gulabivala, 2011). A etiologia destas
infecdes é polimicrobiana e pode ter origem nas caries profundas e superficiais ou até
mesmo nas bactérias do periodonto. Estas infecGes podem tomar propor¢Ges muito
graves na medida em que um conjunto de microrganismos diferenciados invade um
espaco estéril e se desenvolve protegido das influéncias exteriores (Hsiao et al., 2012).

Os organismos quando invadem estes espacos estéreis, como a polpa,
multiplicam-se e iniciam a sua atividade patogenica que, por sua vez, é dependente da
resposta do hospedeiro (Latoo et al., 2011). A resposta do hospedeiro a agressdo
microbiana baseia-se primeiramente pelo depdsito de dentina terciaria, com o objetivo
de prevenir o acesso dos microrganismos ao tecido pulpar. Dentro da polpa, nas
primeiras etapas da infegdo, pode existir uma resposta inflamatoria aguda mas,
posteriormente, ocorre uma resposta inflamatoria cronica com reagdes imunitarias
associadas (Mohammadi, Palazzi, Giardino, & Shalavi, 2012).

As lesdes cariosas se nao forem atempadamente diagnosticadas e tratadas podem
alastrar-se até a dentina e rapidamente atingir a polpa causando uma infecéo e posterior
necrose pulpar. A microbiota presente em infe¢cGes endoddnticas consiste primeiramente

por bactérias anaerdbias proteoliticas. Se a infe¢do persistir depois do tratamento,
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normalmente s&o encontrados microrganismos que nao estao presentes habitualmente na
cavidade oral s& (Wade, 2013).
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Desenvolvimento

2. Patogenia das infe¢fes endodonticas

Ao contréario de outras localizacbes da cavidade oral, ndo existe nenhuma
microflora autoctone endododntica, isto €, todos 0s microrganismos presentes no interior
dos canais radiculares infetados sdo agentes patogénicos oportunistas: tanto podem ser
bactérias orais comensais associados a uma cavidade oral s ou a bactérias patogénicas
relacionadas com uma cavidade oral comprometida devido a doencas como a carie
dentaria ou a doenca periodontal (L. Li et al., 2010).

A colonizacdo da camara pulpar pelas bactérias estd maioritariamente
relacionada com as céries: através dos tubulos dentinérios, as bactérias invadem e
multiplicam-se dentro da polpa. Como os tubulos tém de 0,9 a 4 micrometros de
didametro e as bactérias tém 0,2 a 0,7 micrémetros, a via de proliferacdo esta facilitada
sobretudo na auséncia de esmalte ou cimento. A invasdo da-se mais rapidamente em
dentes ndo vitais do que em vitais (Dige, Gragnkjer, & Nyvad, 2014). Em dentes vitais,
0 movimento para o exterior do fluido dentinario e a propria constituicdo dos tubulos
influenciam a permeabilidade, podendo consideravelmente atrasar a invasao intra-
tubular pelas bactérias (Andreasen & Kahler, 2015). Desta forma, enquanto a polpa esta
vital, o facto de a dentina estar exposta ndo é uma via significante de infecdo pulpar, a
ndo ser que esta se encontre notavelmente reduzida (aumenta exponencialmente a sua
permeabilidade). Por outro lado se a polpa se encontrar necroética, os tubulos dentinarios
expostos permitem mais facilmente a entrada e a posterior colonizacdo pelas bactérias
(Fransson, 2012).

A exposicéo direta da polpa a cavidade oral € a causa mais 6bvia de uma infecdo
endodontica. Apesar da cérie ser a causa principal de exposi¢do pulpar, 0s
microrganismos podem atingir a polpa atraves da exposicdo direta devido a traumas ou
a procedimentos restauradores iatrogénicos. O intervalo de tempo entre a exposicao
pulpar e a infecdo dos canais € imprevisivel mas usualmente € um processo moroso.
Comparando as duas formas, a cérie € uma doenca crénica que pode levar a exposicao
pulpar bacteriana num prazo que pode oscilar entre meses a anos, enquanto uma
exposicdo mecéanica direta permite o acesso bacteriano imediato a polpa embora a
quantidade e a diversidade bacteriana seja claramente inferior sobretudo se for usado o
dique durante o tratamento (José F. Siqueira & Ro6cas, 2007).

A doenca periodontal pode ser uma via de infecdo endoddntica uma vez que nos

tecidos periodontais, os microrganismos dos biofilmes subgengivais podem alcancar a

21



Microbioma endod6ntico

polpa atraves dos tabulos dentinérios ou através de canais laterais. Contudo, como ja foi
referido, 0 movimento para o exterior do fluido dentinario em geral protege a polpa, e
s0 ocorre infecdo e necrose pulpar se a bolsa periodontal atingir o foramen apical. Se
este facto se verificar, pode levar a danificacdo irreversivel dos vasos que atravessam 0
fordmen apical. Assim que a polpa necrosa, 0s organismos periodontais podem chegar
aos canais radiculares via ramificagdes, tubulos dentinarios expostos e fordmen apical
despoletando um processo infecioso (Graunaite, Lodiene, & Maciulskiene, 2011).

A anacorese € 0 mecanismo pelo qual as bactérias podem colonizar e infetar a
polpa através da circulacdo. N&o obstante, para que a infecdo se desenvolva tem de
existir um processo inflamatério no tecido pulpar que incapacite os mecanismos de
defesa e que por outro lado existam as condi¢Ges necessarias para a invasdo microbiana.
Né&o existe, no entanto, nenhuma evidéncia direta que este processo represente uma via
para as infe¢cGes nos canais radiculares. A via principal para as infegdes pulpares em
lesBes trauméticas envolve o sulco gengival, através da exposicdo da dentina por
fraturas no esmalte ou por lesdo da microvascularizacdo do ligamento periodontal
(Dezan, Holland, Consolaro, Ciesielski, & Jardim, 2012).
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3. Tecnicas de colheita e diagnostico microbioldgico das infecdes endodénticas

A necessidade de identificar, caracterizar e enumerar 0S microrganismos
endodbnticos patogénicos evidenciou-se quando se descobriu que as infecdes
periapicais eram causadas por microrganismos especificos. A adequacg&o e eficécia dos
métodos de diagnostico tem influenciado a escolha do tratamento adequado,
nomeadamente o agente anti-microbiano para ser usado no tratamento da infecdo. Para
fazer a identificacdo dos microrganismos patogénicos especificos ao nivel da espécie
sd0 necessarios elevados gastos econdmicos e temporais e, por vezes, acaba por ser
impossivel visto que muitos membros da microflora oral ndo estdo ainda
suficientemente caracterizados (Procop, 2007).

Tradicionalmente, o diagnostico bacterioldgico era baseado em abordagens
convencionais e culturo-dependentes como os métodos de cultura e contagem acoplados
a caracterizacdo morfoldgica e fisiolégica. Hoje em dia, os rapidos avangos
tecnoldgicos dos métodos de identificacdo bacteriana estdo a permitir a detecéo,
identificacdo e diferenciacdo de novas estirpes bacterianas através das técnicas
recentemente implementadas (Weile & Knabbe, 2009).

Reconhecendo a importdncia da comunidade microbiana como agente
patogénico torna-se imprescindivel desenvolver investigacdes que permitam a
identificacdo da estrutura e fisiologia de todas as espécies microbianas. Muitos métodos
moleculares estédo a ser aplicados para investigacdo dos microrganismos associados com
as infecBes endodénticas, incluindo técnicas para identificacdo como PCR seguido por
uma analise de biblioteca de clones e métodos de hibridizacdo do ADN. As técnicas
para criar um perfil microbiano sédo usadas sobretudo quando se quer uma impressdo
digital de toda a comunidade como DGGE (Denaturating Gradient Gel Electrophoresis)
(José F. Siqueira & Rdgas, 2009a).

23



Microbioma endod6ntico

3.1. Cultura

Cultura é o processo de propagacdo de microrganismos em laboratério através
do fornecimento de condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento. Os ingredientes
podem advir de sistemas de vida naturais ou artificiais. Para que eles se multipliquem
sd80 necessarias condicbes especificas como o0s nutrientes, temperatura, humidade,
atmosfera, pH, entre outras. Para elaborar a cultura séo tiradas amostras para o
laboratério num meio anaerdbio viavel. Depois sdo dispersos/ misturados no vortex, sao
distribuidos em varios tipos de meios de agar, e é feita a sua cultura em meio aerébio ou
anaerobio. Apdés o tempo de incubacdo, das coldnias individuais sdo feitas novas
subculturas e identificadas baseadas nos seus multiplos aspetos, incluindo a morfologia
celular e da colonia, o padrdo da coloracdo de gram, tolerdncia do oxigénio,
caracterizagdo bioquimica, e andlise do produto final por cromatografia liquida (Del
Fabbro, Samaranayake, Lolato, Weinstein, & Taschieri, 2014).

O perfil proteico da membrana celular exterior analisada através de eletroforese,
fluorescéncia por luz ultra violeta e testes de suscetibilidade a antibioticos especificos
podem ser também uma boa aposta para a identificacdo de espécies. Existem também
disponiveis kits comercializados que testam enzimas pré-formadas, como por exemplo o
sistema automatizado Vitek (bioMérieux) e o sistema API (bioMérieux). Estes Kits sdo
usados para identificar com rapidez algumas espécies embora possam apresentar baixa
precisdo para identificacdo de muitos anaerébios, que requerem mais ensaios. As

vantagens e limitaces dos métodos de cultura estdo descritas baixo (Nair, 2009).

Vantagens:
e Amplo alcance, permite a identificacdo de espécies inesperadas
e Quantificacdo da maior parte dos microrganismos viaveis nas amostras
e Determinacdo da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados
e Permite estudos fisioldgicos

e Permite estudos patogenicidade
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Desvantagens:

Impossibilidade de cultura de um grande nimero de espécies bacterianas
existentes

Nem todas as bactérias viaveis podem ser recuperadas

Apds serem isoladas, as bactérias necessitam de identificacdo através de
varias técnicas

Identificacdo incorreta de estirpes com comportamento fenotipico
ambiguo

Baixa sensibilidade

Alta dependéncia do modo de transporte da amostra

Técnicas de isolamento caras, morosas e trabalhosas

Amostras necessitam de processamento imediato

Equipamento especializado e especifico para isolar anaerdbios restritos

Especificidade dependente da experiéncia do microbiologista

Antigamente, resultados de métodos tradicionais subestimavam o nimero de

taxas bacterianas presente nos canais infetados devido a impossibilidade de cultivar a

maior parte da microbiota endoddntica. Estudos culturo-dependentes demonstraram que

as infecBes primérias endoddnticas eram caracterizadas por uma comunidade mista

dominada por bactérias anaerdbicas composta por 2,6 a 5,4 taxa por canal (I. N. Rbécas

& Siqueira, 2008). Num estudo que analisava a microbiota dos canais radiculares de

infecGes endoddnticas primarias através de ensaios de hibridizacdo “reverse-capture

checkerboard”, os resultados obtidos foram de 14 taxa por canal, um valor bastante

superior ao descrito anteriormente (Tzanetakis et al., 2015).

Devido as limitagcbes dos métodos de identificacdo baseados na cultura, novas

técnicas tém sido desenvolvidas de forma a identificar os microrganismos sem a

utilizacdo de técnicas de cultura (José F. Siqueira et al., 2012).
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3.2. Amostragem

Como é sabido, a periodontite apical é causada pelos microrganismos que se
alojam nos canais radiculares e o tratamento deve incluir a remocdo da causa, isto é, a
erradicacdo bacteriana. Os protocolos de tratamento que incluem o isolamento, a
preparacdo do canal com irrigantes antimicrobianos, a medicagdo intracanalar e a
reabilitacdo final, sdo dirigidos a eliminacdo dos agentes patogénicos. Os protocolos de
tratamento sdo baseados em dados recolhidos por amostragem microbiol6gica do canal
radicular (MRS). Assim o0 MRS, Microbiological Root Canal Sampling, é a base da
endodontia clinica (Tennert et al., 2013) (Anderson et al., 2013) (Tzanetakis et al.,
2015).

Os resultados obtidos através do MRS tém sido amplamente utilizados na
endodontia clinica/pratica para o diagnéstico clinico. As vantagens principais da
utilizacdo do MRS ¢é a reducdo do tamanho da amostra, duracdo, custo e dificuldades
sentidas durante os estudos. O ponto negativo é que este procedimento pode ndo ser
suficiente para prever o resultado eficaz do tratamento (Sathorn, Parashos, & Messer,
2007).

Independentemente da técnica de amostragem, as amostras devem ser
processadas no laboratério num prazo de 4 horas apos a colheita (Alsunaien, Pratten,
Ng, Gulabivala, & Ready, 2010).

Apos o isolamento do dente com o dique de borracha, o dente e toda a zona
envolvente deve ser desinfetada com perdxido de hidrogénio a 30% e descontaminada
com uma solugdo de hipoclorito de sodio a 3%. Depois do acesso a cavidade com as
brocas estéreis, 0s canais que vao servir de amostra ndo podem estar secos, tém ter
humidade que pode ser conferida com 5mL de uma solucdo salina estéril. Esta
propriedade é extremamente importante para que a colheita dos microrganismos com 0s
cones de papel seja bem-sucedida. Se a camara pulpar contiver liquido, este deve ser
removido também através dos cones de papel ou através de pellets de esponja estéreis
(Tennert et al., 2013).

A técnica mais usada para a amostragem utiliza normalmente 3 ou 4 cones de
papel estéreis ISO 25 ou 30 dentro dos canais 1mm inferior ao comprimento estimado
através da radiografia. O cone deve ficar cerca de 1 minuto no canal enquanto se
efetuam movimentos curtos de insercdo e desinsercdo, da zona principal para a area

pulpar, para gerar uma suspensao bacteriana. A colheita da zona dos cones de papel
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embebidos deve ser feita sem contacto de possiveis contaminantes exteriores. De
seguida estes devem ser imediatamente colocados em microtubos estéreis com 0,75 a
2mL de RTF (reduced transport fluid) para protecdo da amostra contra a oxidacdo. Esta
técnica é repetida para cada cone. Para evitar falsos negativos e aumentar a precisao da
amostragem, podem ser usados pellets impregnados de carvdo (Haapasalo, Udnas, &
Endal, 2003) (Anderson et al., 2012) (Tennert et al., 2013) (Ricucci, Siqueira, Lopes,
Vieira, & Ro6cas, 2015).

Quando se trata de um caso agudo, como o0 abcesso apical agudo, em que 0s
tecidos moles estdo afetados, faz-se uma aspiracdo. No caso de um retratamento,
primeiro o material de obturacdo deve ser retirado e s6 de seguida o protocolo de MRS
pode ser aplicado. Todavia, o canal ndo pode ter restos de agentes desinfetantes e o
retratamento ndo pode ser feito com o uso do cloroférmio (evitar falsos-negativos)
(Ozbek, Ozbek, & Erdorgan, 2009).
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3.3. Microscopia

Um exame microscépico direto representa um rapido facil e barato meio de
selecdo de amostras microbianas para os principais tipos morfolégicos e padrbes de
coloragdo. Por outro lado, descobertas sobre a morfologia microbiana através do
microscopio podem ser ilusorias. Este facto deve-se ao pleomorfismo das espécies
podendo levar a conclusdes influenciadas por interpretacGes subjetivas do proprio
investigador (Wilson & Bacic, 2012).

Uma outra limitacdo desta técnica esté relacionada com a sensibilidade restrita e
especifica para detetar microrganismos em amostras clinicas. Esta fraca sensibilidade
deve-se a quantidade enorme de células microbianas que sdo necessarias das amostras
antes de serem analisadas microscopicamente. Alguns microrganismos podem até
precisar determinadas colora¢Ges ou necessitar diferentes abordagens para se tornarem
visiveis. A especificidade limitada deve-se a dificuldade de distinguir espécies (Wilson
& Bacic, 2012).

A microscopia eletronica tem sido usada para andlise e caracterizacdo de
biofilmes em infe¢des humanas e dispositivos médicos. A microscopia que recorre a
feixes eletrénicos tem um poder de resolucdo 400x maior que 0s microscépios 6ticos
(Su, Gao, Yu, Wang, & Yu, 2010).

O CSEM (conventional scanning electron microscope) faz a digitalizacdo de
imagens de uma amostra através de um feixe de eletrdes. Este método é muito Gtil uma
vez que tem a capacidade de discriminacdo da topografia de superficie de um biofilme
em alta resolucdo e amplificacdo (figura 1). No entanto, esta técnica ndo permite a
visualizagdo ou examinacdo in situ de estratégias terapéuticas endoddnticas uma vez
gue a amostra final, pode néo preservar o seu estado nativo (Schaudinn et al., 2009). O
CSEM combinado com FISH é muitas vezes usado em estudos que pretendem
identificar a presenca de bactérias e da arquitetura dos biofilmes de dentes extraidos
apos o insucesso do tratamento endoddntico (Ricucci & Siqueira, 2010).

O ESEM (environmental electron microscope) tem a vantagem de fazer a
transmissdo de imagem de tecidos e bactérias dos canais radiculares sem alteracdes do
seu estado nativo apesar de perder resolucdo (Mohammadi et al., 2012).

O TEM (transmission electron microscope) exige 0 mesmo tipo de preparacdo
gue o CSEM, envolvendo um processamento laboratorial complexo e demorado. Este

emite um feixe de eletrGes que atravessa a amostra. A utilizacdo do TEM em conjunto
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com corantes polissacéridos especificos permite aos investigadores identificar a
natureza das fibras extracelulares dos biofilmes endodénticos e elucidar a sua correlacdo
com as células (Mohammadi et al., 2012).

O CLSM (confocal laser scanning microscope) permite examinar biofilmes in
situ sem as limitacGes do SEM, apesar de apresentar uma baixa ampliacdo. CLSM esté a
ser utilizado para determinar a verdadeira constituicdo da placa e a localizagdo exacta
das bactérias no biofilme. A utilizacdo do CLSM implica tingir os organismos com
corantes fluorescentes. Estes emitem luz em comprimentos de onda especificos,
permitem sondar determinadas funcdes celulares e ainda fazer a quantificacéo e ver a
viabilidade celular (Mohammadi et al., 2012).

Investigacbes in situ que recorreram a microscopia eletrénica, mais
concretamente as técnicas descritas anteriormente, permitiram a observacédo de bactérias
do sistema canalar de infe¢fes primérias e secundarias/persistentes, isto é a observagao
de biofilmes sésseis que cobrem as paredes de dentina dos dentes com patologias

periapicais (Mohammadi et al., 2012).

Figura 1 - Digitalizacdo obtida através do CSEM do material de obturagéo extruido, observado no
apéx radicular, ndo removido ap6s retratamento endodontico. (A) Material de obturagédo apos
retratamento ndo cirargico do canal radicular. (B) Material de obturacao pré-existente que extruiu
através do foramén apical durante a re-obturacéo (Signoretti et al., 2011)
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3.4. Métodos imunoldgicos

Os metodos imunoldgicos recorrem a anticorpos gque reconhecem antigénios
microbianos especificos que fazem a detecdo de espécies-alvo. Este método acaba por
ser rapido, facilmente padronizado, baixo custo e deteta microrganismos ndo Vivos.
Similarmente como em todas as técnicas, 0s métodos baseados na imunologia também
tém as suas limitagdes: baixa sensibilidade, a sua especificidade € variavel, apenas
deteta espécies-alvo e estd dependente do tipo de anticorpo utilizado (Peciuliene,
Maneliene, Balcikonyte, Drukteinis, & Rutkunas, 2008) (Weile & Knabbe, 2009).

Estudos imunoldgicos permitiram entender a importancia da imunobiologia da
periodontite apical mais especificamente no conhecimento sobre as endotoxinas e a sua
habilidade de ativar células imunes. Num estudo em que foram utilizados métodos
imunolodgicos (ELISA) associados a métodos moleculares, foi demonstrado que as
espécies bacterianas gram-negativas estdo envolvidas nas infecBes primarias e que as
endotoxinas tém uma correlacdo determinante na sintomatologia e na destruicdo do 0sso
alveolar. Os ensaios imunoldgicos sdo raramente utilizados em estudos endoddnticos
visto que h& métodos mais Uteis e especificos, como o PCR e a pirosequenciacao
(Martinho, Leite, Nascimento, Cirelli, & Gomes, 2014).
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3.5. Métodos de biologia molecular

Estes métodos, projetados para detetar ADN microbiano, tém sido amplamente
usados para criar perfis das comunidades bacterianas em variados meios/ambientes.
Uma das grandes vantagens relaciona-se com a capacidade de inclusdo de bactérias
ainda ndo cultivadas (José F. Siqueira & Récas, 2009b) (Figura 2).

A1
OVERALL 210
|
Actinobacteria 27
Bacteroidetes I 25
Firmicutes : 96
Fusobacteria : 6
Proteobacteria : 31
Spirochaetes :
Synergistes :
™7 :
SR1 :
L~

Taxa detected in molecular studies
Taxa detected in both molecular and culture studies
B Taxa detected in culture studies

Figura 2 - Distribuicio dos filotipos bacterianos encontrados em infe¢des endodénticas através de
métodos de cultura, moleculares e ambos (J F Siqueira & Rogas, 2009a)

3.5.1. Reagéo de Polimerizagdo em cadeia (PCR)

Este método é baseado na replicacdo in vitro do ADN através de ciclos
repetitivos de desnaturacdo, hibridizacdo dos primers e vérias etapas de extensao
realizadas em termocicladores. O ADN alvo serve como molde e desnatura a
temperaturas elevadas criando 2 cadeias simples de ADN. O resultado é uma
amplificacdo exponencial dos fragmentos de ADN que confere uma extrema
sensibilidade para detetar o ADN-alvo (Sibley, Peirano, & Church, 2012).

A forma mais usada para analisar é através da eletroforese em gel de agarose
que faz a divisdo dos produtos de ADN por tamanho e carga. Esta é a técnica mais
simples (Garibyan & Avashia, 2013).

Uma limitagdo do PCR é o facto de esta técnica ndo fazer a distingdo de ADN de
células mortas ou viaveis e continua por ser revelado se os resultados deste método

representam verdadeiramente a flora endoddntica viva auténtica ou em vez disso um
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historial de organismos que entraram dentro do canal e ndo sobreviveram no seu
interior. E importante também referir que as amostras clinicas para analise do PCR
requerem o0 mesmo método como para a cultura: colocar os cones de papel dentro do
conduto de forma a estes ficarem embebidos com a amostra, portanto estas técnicas
estdo igualmente suscetiveis a contaminagdes que podem dar resultados falsos positivos
e ou negativos (Rahman, Uddin, Sultana, Moue, & Setu, 2013).

Vérias modificacbes da técnica PCR convencional foram desenvolvidas ao
longo do tempo, consoante as necessidades. As mais usadas sdo Broad-Range PCR,
Real-Time PCR, Reverse Transcriptase PCR, Multiplex PCR e Touchdown PCR.

O PCR é usado na maioria dos estudos endodbnticos para investigar a
microbiota dos canais radiculares infetados permitindo alargar conhecimentos sobre as
bactérias envolvidas na patogénese das doencas periapicais, como por exemplo,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Dialister pneumosintes, e Prevotella
tannerae. Estas espécies foram detetadas através da analise PCR, pela primeira vez, nos
canais radiculares em dentes com periodontite apical e com uma prevaléncia superior

aos estudos moleculares (José F. Siqueira & Rocas, 2013).

Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)

Na DGGE os fragmentos de ADN com 0 mesmo comprimento e com sequéncias
nucleotidicas diferentes sdo separados por géis de poliacrilamida que contém um
gradiente linearmente crescente de desnaturacdo de ADN. Atualmente é possivel
comparar a estrutura de uma comunidade microbiana em maultiplas e diferentes amostras
e acompanhar as alteracGes das popula¢Ges microbianas ao longo do tempo, incluindo
apos tratamento antimicrobiano (Joseé F Siqueira, Ro¢as, & Rosado, 2005).

Uma das aplicacdes da DGGE em pesquisas endodonticas € no estudo das
diferengas da composicdo bacteriana dominantes nas infe¢Ges periapicais sintométicas
(agudas) e assintomaéticas (crénicas) e também estudos que fazem a comparagdo das
estruturas das comunidades bacterianas em dentes obturados com e sem periodontite
apical (Zoletti et al., 2010).
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3.5.2. ADN-ADN hibridizacéo

ADN-ADN hibridizacdo é um procedimento que utiliza sondas de ADN para
alcancar todo o ADN gendmico ou genes especificos, como o 16S. A partir de um
grande nimero de amostras de ADN faz-se hibridizagdo com sondas ADN numa Unica
membrana que tem fungdo de suporte, permitindo a detecdo de multiplos ADN numa
Unica ou em varias amostras. O método checkerboard permite que simultaneamente se
determine a presenca de multiplas espécies bacterianas numa amostra ou em varias
amostras clinicas (Del Fabbro et al., 2014).

A vantagem deste método, comparativamente aos métodos de cultura-
dependentes, € a identificacdo de espécies ou estirpes bacterianas dificeis/impossiveis
de cultivar e por este motivo, os resultados de varios estudos sdo divergentes (J F
Siqueira, Rocas, Souto, de Uzeda, & Colombo, 2010). Vérios estudos que recorreram a
este método molecular conseguiram evoluir consideravelmente no ramo da

microbiologia das infe¢cGes endodoénticas (J F Siqueira et al., 2010).

3.5.3. Pirosequenciacéo

E um método de sequenciagio do ADN baseado no principio “sequenciaGao por
sintese”: cada nucle6tido introduzido pela ADN polimerase resulta na libertacdo de um
pirofosfato que inicia uma série de reagdes em cadeia que produzem luz. A quantidade
de luz produzida € proporcional ao numero de nucledtidos incorporados. As suas
vantagens assentam no potencial de precisdo, flexibilidade, processamento paralelo e
facilidade de automatizacdo. Ao sequenciar regides de genes hipervariaveis bem
caracterizadas como a ARNr 16S, os dados da sequéncia fornecem informacdes
inequivocas e discriminatorias (tipos e estirpes) para a identificacdo microbiana (Del
Fabbro et al., 2014).

Para além de ser utilizado para pesquisar os diferentes meios, esta tecnologia
tem sido também aplicada a analise da microbiota humana associada a satde e a doenca,
incluindo a cavidade oral (José F. Siqueira, Alves, & Rogas, 2011). Esta técnica permite
0 acesso a bactérias pouco abundantes nos canais radiculares infetados e demonstra
diversidade bacterioldgica da microflora endoddntica previamente inacessivel como por

exemplo os filo Tenericutes (0.68%), Deinococcus-Thermus (0.16%), Chloroflexi
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(0.10%), Cyanobacteria (0.01%), OD1 (0.003%), e Acidobacteria (0.001%) (L. Li et
al., 2010).

3.5.4. Hibridizac&o Fluorescente in situ (FISH)

O método FISH baseia-se na ligacdo complementar entre uma sonda
fluorescente marcada e o gene alvo, combinando a precisdo da genética molecular com
a informagdo visual do microscépio (Bottari, Ercolini, Gatti, & Neviani, 2006). Esta
técnica da informacBes sobre a presenca, quantidade, morfologia, organizacdo e
distribuicdo espacial do microrganismo. A precisdo e a fiabilidade depende das sondas
selecionadas. A baixa intensidade do sinal pode ser causada pela insuficiente penetracao
da sonda dentro da célula bacteriana (Del Fabbro et al., 2014).

Como as sondas nucleotidicas podem ser feitas mesmo para este propdsito, esta
técnica permite ndo sO a detecdo de espécies microbianas ja cultivadas como também
microrganismos ainda nao cultivados, acabando por ser uma grande vantagem. O
protocolo deste método (figura 3) inclui fixacdo e permeabilizacdo da amostra,
hibridizacdo das respetivas sondas que véo detetar as sequéncias alvo, lavagem para
retirar sondas que ndo se ligaram e detecdo das células etiquetadas por microscopia ou
citometria de fluxo (Tronstad & Sunde, 2013). Esta técnica em conjunto com 0 CLSM
permite, por exemplo, a visualizacdo e identificagdo das bactérias dentro das lesdes

periapicais dos canais radiculares infetados (J F Siqueira & Rdgas, 2005).

@ fixation
|
Sk

sample
preparation

'
iﬁ? hybridization
I
Dif@ washing

visualization

Figura 3 - Fluxograma simples do método FISH (Bottari et al., 2006)
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4. Infegdes intra-radiculares primarias

As infecbes endodoénticas resultam da infecdo de todo o sistema dos canais
radiculares e sdo o principal agente etiolégico da periodontite apical. A infecdo
endoddntica desenvolve-se apds a necrose pulpar devido a sequelas de cérie, trauma,
doenca periodontal ou procedimentos iatrogénicos, sendo as condi¢cBes ambientais do
canal radicular propicias para a infecdo (J F Siqueira & Récas, 2009a).

Os perfis bacteriol6gicos da microbiota endoddntica sao individuais na medida
que cada individuo possui uma microbiota exclusiva em termos de riqueza (nimero de
diferentes representantes ao nivel da espécie) e abundancia (nimero de bactérias de
cada espécie). Este facto indica que a periodontite apical primaria ndo tem uma
etiologia especifica uma vez que varias combinacdes de espécies despoletam esta
doenca (Ribeiro, Matarazzo, Faveri, Zezell, & Mayer, 2011). Existem cerca de 10 a 30
espécies por canal, maioritariamente anaerébias, num total de 10° a 10° células por canal
infetado (Isabela N. R6¢as & Siqueira, 2010).

Os fatores necessarios para que a infecdo primaria ocorra sdo: o potencial redox,
a disponibilidade nutricional e o pH intra-canalar. As bactérias anaerobias facultativas
sdo muitas vezes encontradas nas fases iniciais da infegéo pois o seu desenvolvimento
neste meio é favoravel. Apesar do seu primeiro recurso energético ser os hidratos de
carbono, dentro do canal ndo existe este macronutriente em abundéncia devido a
inexisténcia de comunicagdo direta com a cavidade oral. Este facto limita a
oportunidade de crescimento para os anaerdbios facultativos. Ao longo das fases da
infecdo, as glicoproteinas e as proteinas enddgenas tornam-se 0s nutrientes essenciais
dentro dos canais, formados a partir da degradacéo de restos de polpa e do influxo de
exsudados dos tecidos periapicais que se encontram dentro dos canais, devido ao
processo inflamatorio. O metabolismo bacterioldgico deste exsudado faz com que
dentro o canal ocorra reducgéo do potencial redox e o pH esteja aumentado, levando ao
crescimento de bactérias anaerdbicas estritas (Peciuliene et al., 2008).

Os métodos de biologia molecular tém causado um grande impacto no
conhecimento sobre a diversidade das espécies nas infeces endodénticas. Para reforcar
e confirmar algumas espécies associadas previamente a periodontite apical foram
usados outros métodos moleculares: PCR quantitativo em tempo real. Exemplos como
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis,

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens foram

35



Microbioma endod6ntico

encontradas com uma maior abundancia do que j& teria sido reportado em estudos
anteriores (Blome, Braun, Sobarzo, Molecular, & Jepsen, 2008).

As bactérias encontradas nas infecdes primarias encontram-se distribuidas em
sete filo principais: Firmicutes (57,1%), Bacteroidetes (18,8%), Proteobacteria (8,6%),
Actinobacteria (7,14%), Synergistetes (4,3%), Fusobacteria (2,9%) e Spirochaetes
(1,4%). Excluindo apenas as Spirochaetes, os seis restantes filo compreendem 96% da
microbiota oral (Ribeiro et al., 2011). Dentro do filo Firmicutes destacam-se as duas
classes Clostridia e Negativicutes e as espécies mais abundantes do filo Bacteroidetes
séo a Tannerella forsythia e Prevotella oris (Ribeiro et al., 2011).

Em termos de espécies, as que sdao mais frequentemente encontradas nas
infecdes primarias quer na periodontite apical aguda (sintomética) ou cronica
(assintomatica) pertencem ao grupo das bactérias gram-negativas (Fusobacterium,
Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema, Campylobacter e
Veillonella) e das gram-positivas (Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter,
Olsenella, Actinomyces, Peptostreptococcus, Streptococcus, Eubacterium e
Propionibacterium) (Ricucci & Siqueira, 2010a).

O tamanho da lesdo apical da periodontite é proporcional ao nimero de espécies
diversas encontradas dentro do canal (Ricucci & Siqueira, 2010a).

Vaérias espécies novas dificeis de cultivar tém sido incluidas no conjunto de
organismos endoddnticos patogénicos somente apds o aparecimento de novas técnicas
moleculares para identificagdo. Num estudo, foram extraidos 10 dentes de pacientes
diferentes com lesdes periapicais crdnicas e foi usada a técnica de pirosequenciacdo do
ADN codificante do ARNr 16S para analise da microbiota apical e alguns exemplos
encontrados foram Tannerella forsynthia, Dialister invisus, Dialister pneumosintes,
Prevotella baroniae, Filifactor alocis, Olsenella uli e Treponema spp (José F. Siqueira
etal., 2011).

Segundo um estudo, que tinha como objetivo comparar a diversidade
bacteriolégica das periodontites apicais agudas das cronicas, 90% do microbioma era
constituido por Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria e
Proteobacteria (Santos et al., 2011). O método utilizado foi a pirosequenciacdo do
ADN codificante do ARNr 16S e permitiu a detecdo de 916 espécies de bactérias
diferentes, pertencentes a 67 géneros. No total foram detetados 13 filos: na periodontite
apical aguda os mais abundantes foram Firmicutes (52%), Fusobacteria (17%) e

Bacteroidetes (13%), do mesmo modo que na periodontite apical cronica os filo mais
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abundantes foram Firmicutes (59%) logo seguidos de Bacteroidetes (14%) e
Actinobacteria (10%) (ver figura 4). Em termos de prevaléncia (nimero total de casos
existentes), membros de Firmicutes foram encontrados em todos os casos; Fusobacteria
foi detetada com maior prevaléncia nas periodontites agudas (89%) do que nas cronicas
(50%); Bacteroidetes ocorreram em 78% nas periodontites apicais agudas e 87,5% nas
cronicas enquanto os representantes da Actinobacteria ocorreram em 78% na

periodontite apical aguda e 62,5% na periodontite apical cronica.

100% -

Chloroflexi

90% - Gemmatimonadetes

Tenericutes
80% |

m Verrucomicrobia

70% - B Synergistetes

60% | Acidobacteria

B Proteobacteria
50% - M Bacteroidetes
M Spirochaetes
mTM7

MW Firmicutes

40% -
30%

20% - W Actinobacteria

M Fusobacteria
10% -

m unclassified_Bacteria

0% -
Chronic Acute

Figura 4 - Abundéancia relativa dos diversos filos bacterianos na periodontite periapical aguda e
cronica (Santos et al., 2011)

As espécies mais prevalentes na periodontite apical aguda por ordem
decrescente eram Treponema denticola (75% dos casos), Pseudoramibacter
alactolyticus (60% dos casos), Tannerella. forsythia (58% dos casos), Porphyromonas
endodontalis (50% dos casos), Porphyromonas gengivalis (50% dos casos),
Propionibacterium propionicum (50% dos casos), Treponema maltophilum (50% dos
casos) e Treponema socranskii (42% dos casos). Na periodontite apical crénica
destacaram-se as espécies Pseudoramibacter alactolyticus (76% dos casos),

Porphyromonas endodontalis (61% dos casos), Treponema denticola (57% dos casos),
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Dialister pneumosintes (57% dos casos), Filifactor alocis (57% dos casos), Tannerella.
forsythia (54% dos casos) e Treponema socranskii (39% dos casos) (Santos et al.,
2011).

Estes dados permitem concluir que existe uma diversidade bacterioldgica
enorme no que toca as periodontites apicais agudas e crénicas, ndo sendo possivel
atribuir apenas a um género ou a um filo a presenga de sintomatologia (J F Siqueira &
Rdcas, 2005).

Num estudo que tinha em vista identificar as espécies mais comuns na
periodontite apical cronica, amostras de 43 dentes de pacientes diferentes com esta
patologia foram analisadas para a presenca e abundancia de 83 espécies/fil6tipos orais
através de técnicas de hibridizagdo “reverse-capture checkerboard” (I. N. Rocas &
Siqueira, 2008). Os resultados deste estudo encontram-se na figura 5, que apresenta a
frequéncia de detecdo e niveis relativos de espécies bacterianas e fildtipos em amostras
retiradas de dentes com periodontite apical cronica, em que o comprimento da barra
indica a prevaléncia das espécies e as sombras dentro das barras indicam os diferentes

niveis de espécies.
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Figura 5 - Frequéncia de detecéo/ niveis de espécies bacterianas e fil6tipos na periodontite apical
crénica (I. N. Rdégas & Siqueira, 2008)
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Recentemente foi feito um estudo que comparou pela primeira vez a
complexidade do microbioma endodéntico de infe¢des priméarias de amostras retiradas
do mesmo dente de diferentes localiza¢Ges da raiz (zona apical e zona coronal) (Isabela
N. Récas, Alves, Santos, Rosado, & Siqueira, 2010). Os resultados demonstraram que
0s segmentos apicais da raiz ttm um nicho préprio muito mais diversificado e complexo
que a zona coronal. Os anaerdbios estritos estavam presentes numa maior proporcéo na
zona apical do que na zona coronal dos segmentos da raiz. Na zona mais coronal foram
encontrados sobretudo Streptococcus spp, € no segmento apical da raiz Prevotella
baroniae, Tannerella forsythia e Fusobacterium nucleatum. Na figura 6, pode-se
observar a frequéncia de detecdo das espécies bacterianas de amostras das zonas apicais,
médias e coronais dos canais radiculares do mesmo dente, em pacientes diferentes, com
periodontite apical primaria, em que o comprimento de cada barra indica a prevaléncia
geral das espécies independentemente da zona estudada e as cores indicam a
prevaléncia da taxa bacteriana especifica de cada localizacéo.

Ofsenella uli
Prevotells baroniae
Porphyromonas endodontalis
All Streptococcus
Tannerelis forsythia
Fusobadterium nucleatum 1
Propionibacterium acnes |
Propionibacterium acidifaciens : |
Treponems denticols |
Selenomonas sputigens
Solobacterium moorei
Pseudoramibadter glactolyticus
Pyramidobacter piscolens [
Baderoidetes cione X083
Filifactor alocis |
Parvimonas micra
Prevotelia multissccherivorax s !
Adtinomyces israeli |
Eubsdterium sulci
Peptostreptococcus stomatis |
Enterococcus faecalis
Dislister invisus
Campylobsdter rectus
Prevotells nigrescens
Treponema socranskii
Dislister pneumosintes | )
Porphyromonas gingivalis |
Dislister clone BS016
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| mMiddle/Coronal = Both = Apical |

Figura 6 - Frequéncia de detecdo das espécies bacterianas em infe¢cGes primarias nas diferentes
localizacGes do dente (Isabela N. Rocas et al., 2010)
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Num outro estudo com o mesmo objetivo, dois dos anaerdbios que eram mais
abundantes no segmento apical pertenciam ao género Faecalibacterium (Firmicutes,
familia Ruminococcaceae) e a membros ainda ndo classificados da familia
Ruminococcaceae (Ozok et al., 2012).

A nivel apical predominam portanto microrganismos anaerobios estritos e o
tempo da infegdo tem uma forte influéncia, isto €, quanto mais tempo estiver a infecéo a
decorrer mais anaerdbios estardo presentes (Ozok et al., 2012).

Para além das bactérias, outros microrganismos podem ser encontrados
ocasionalmente nas infegdes intra-radiculares. Incluem-se aqui os fungos que foram
apenas registados esporadicamente em infe¢des priméarias: Candida albicans,
Geotrichum spp, Rhodoforula spp e Saccharomyces spp (José F. Siqueira & Rogas,
2009b) (Anderson et al., 2012).

O dominio Archae, que compreende um grande grupo de procariotas distinto do
Bacteria, ndo possui agentes patogénicos para 0 Homem. No entanto num estudo, a
prevaléncia de Archae em infecGes endoddnticas primarias foi cerca de 38%, um valor
algo elevado que nao se verificou em estudos anteriores nem posteriores (Jiang, Xia, Li,
Jiang, & Liang, 2009).

Os virus necessitam de células hospedeiras para se replicarem e por isso ndo
conseguem sobreviver no canal radicular com a polpa necrotica e, por esta razdo, apenas
sdo detetados em canais radiculares de dentes com polpas vitais. O virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) foi detetado em pacientes seropositivos com polpas
vitais ndo inflamadas e alguns herpes virus, como o citomegalovirus (HCMV) foram
identificados em polpas vitais com ou sem inflamag&o. O citomegalovirus (HCMV) e o
Epstein-Barr virus (EBV) foram detetados em tecidos periapicais inflamados, incluindo
lesBes sintomaticas periodontais apicais e abcessos. O impacto dos virus na patogénese
da pulpite e periodontite apical é ainda desconhecido (H. Li, Chen, Chen, Baumgartner,
& Machida, 2009) (Jakovljevic & Andric, 2014).

O abcesso apical agudo é uma das condigdes mais frequentemente tratada em
procedimentos endoddnticos de emergéncia. Clinicamente pode ser caracterizado por
dor esponténea, sensibilidade a percussdo, dor a palpacdo e potencial difusdo para os
seios e outros espagos da cabeca e do pescoco provocando celulites (Montagner,
Gomes, & Kumar, 2010). A microbiota relacionada é mista e sobretudo anaerébica com
cerca de 12-18 taxa bacteriana por caso comparando com 0s casos cronicos (7-12). As

taxa mais frequentemente encontradas incluem Fusobacterium nucleatum (64% dos
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casos), Parvimonas micra (previamente Peptostreptococcus/ Micromonas micros) (52%
dos casos), Porphyromonas endodontalis (48% dos casos), Olsenella uli (45% dos
casos), Streptococcus spp (38% dos casos), Eikenella corrodens (38% dos casos),
Prevotella baroniae (36% dos casos) e Treponema denticola (36% dos casos) (J F
Siqueira & Ro¢as, 2009b).

Recentemente, a anélise molecular revelou que em termos de diversidade, 24% a
46% das taxa encontradas pertencem a filotipos ndo cultivaveis. Em termos de
abundancia, coletivamente somente representam desde 6% a 30% dos clones
sequenciados. Um exemplo destes dados é o fil6tipo do filo Bacteroidetes conhecido
como clone oral X083 que ja foi encontrado numa frequéncia de 14 a 36% em amostras
aspiradas de abcessos (José F. Siqueira & Rocas, 2013a).

Num estudo mais recente sobre o abcesso apical agudo gque recorreu a varios
métodos nomeadamente cultura, ADN-ADN hibridizagdo, PCR e DGGE, foram
detetadas as bactérias Corynebacterium spp., Streptococcus mitis, Actinomyces
naeslundii, Propionibacterium acnes, Bacteroides spp e Veillonella spp associadas a
esta patologia. (Al-Omari & Al-Samahi, 2014).
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5. InfecBes intra-radiculares secundarias e persistentes

As infecBes intra-radiculares secundarias sdo causadas por microrganismos que
estdo ausentes nas infecdes primarias mas que foram introduzidos dentro do canal
radicular durante o tratamento endodéntico em consultério. Pelo contrério, as infe¢Bes
persistentes sdo causadas por microrganismos que fizeram parte da infe¢do primaria ou
secundaria que persistiram dentro do canal apds o tratamento e que acabaram por se
adaptar as condicdes agrestes nos canais instrumentados e preenchidos. As infecbes
secundarias e persistentes sdo responsaveis por graves problemas na pratica médica
endododntica, incluindo exsudagdo persistente, sintomas recorrentes, flare-ups
(intensificacdo aguda de uma patologia periapical ap6s o inicio do tratamento
endodéntico) e falha do tratamento endoddntico. Exceto quando o tratamento
endodontico falha, existem poucos estudos na literatura sobre as infe¢fes secundarias
intra-radiculares que tenham consistentemente encontrado 0s mesmos microrganismos
associados a estas condi¢des clinicas. Por outro lado, existem alguns casos reportados
gue mostram que bactérias ndo provenientes da flora oral podem estar associadas as
infecGes secundarias com exsudado persistente ou com sintomatologia dolorosa
(Tzanetakis et al., 2015).

A microbiota relacionada com os tratamentos endodénticos falhados tem sido
bastante estudada. A relacdo entre 0os microrganismos e o resultado do tratamento é
suportada por argumentos baseados em duas evidéncias: as bactérias estdo presentes no
momento de obturar os canais aumentando o risco de insucesso do tratamento e quase
todos os canais obturados evidenciando lesdes da periodontite apical persistente séo
devidos a infecdo intracanalar ndo resolvida (José F. Siqueira & Récas, 2009b).

Num estudo em que objetivo era comparar 0S microrganismos persistentes
durante as fases do tratamento endodontico, que combinou duas técnicas, RT-PCR e a
técnica de hibridizacao “reverse-capture checkerboard”, concluiu-se que no geral, 0s
grupos taxondémicos mais prevalentes foram Streptococcus spp (47%), Fusobacterium
nucleatum (40%), Olsenella uli (33%), Propionibacterium acnes (27%),
Porphyromonas endodontalis (27%) e Peptostreptococcus stomatis (27%) (Isabela N.
Récas & Siqueira, 2010).

Os fungos, apesar de ndo estarem frequentemente associados as infecdes
primarias, parecem estar presentes nas infe¢Ges intra-radiculares secundarias. Candida

albicans é a que ocorre na maior parte das infecdes radiculares e é potencialmente
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patogénica. Outras espécies encontradas sdao Candida glabrata, Candida guilliermondii,
Candida inconspicuous e Geotrichum candidum (Gomes, Fidel, Fidel, & de Moura
Sarquis, 2010). Estudos que recorreram a métodos baseados em cultura reportaram uma
prevaléncia da Candida albicans de 3 a 6% enquanto que outros estudos baseados em
PCR encontraram este fungo presente em 21% dos casos (Mistry, Sanghvi, & Parmar,
2011). Alguns compostos, como a clorhexidina digluconato, hidroxido de célcio (numa
mistura com clorhexidina ou paraminoclorofenol) e EDTA podem ser aplicados no
interior dos canais em pacientes em que ha suspeita de infecdo fungica (Gomes et al.,
2010).

Num estudo metagendmico recente sobre infegBes secundarias endodoénticas
sintomaticas e assintomaticas em dentes obturados, foram encontrados 14 fil6tipos
bacterianos nas amostras radiculares (Anderson et al., 2013). O filo mais abundante foi
Firmicutes (30%), seguido de Proteobacteria (26%), Actinobacteria (23%),
Bacteroidetes (13%) e Fusobacteria (5%). Foram ainda detetados, pela primeira vez os
seguintes fildtipos: TM7, Deinococcus-Thermus, Cyanobacteria, Chloroflexi, SR1 e
OD1. No geral foram detetados cerca de 270 géneros, e 0s mais abundantes foram
Streptococcus (11%), Prevotella (8%), Lactobacillus (8%), Kocuria (5%), Neisseria
(3%) e Enterococcus (3%). As infecGes agudas apresentaram uma percentagem maior
de Firmicutes (30%) e Fusobacteria (7%) comparativamente com as assintomaticas
(23% e 3%) e menor de Proteobacteria (17%) e Actinobacteria (19%) do que as
cronicas (33% e 26%, respetivamente). As diferencas mais relevantes neste estudo
foram no filo Proteobacteria. O género Streptococcus, estava presente em todos 0s
casos sintomaticos e em 91% dos casos assintomaticos. Este estudo, demonstrou existir
uma clara distin¢cdo na composicdo bacteriana das infe¢cbes endoddnticas secundarias
agudas ou cronicas (Anderson et al., 2013). A figura 7 mostra a abundancia em
percentagem dos 10 taxa bacterianos mais representativos do estudo em questdo, em
que as amostras de dentes de doentes assintomaticos estdo a preto e os sintomaticos a

cinzento.
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Figura 7 - Comparacdo da abundéncia dos 10 taxa bacterianos detetados em dentes previamente
obturados de doentes assintomaticos e assintomaticos. As barras correspondem ao desvio padrédo
da média (Anderson et al., 2013)

Num outro estudo em que o objetivo era comparar técnicas de cultura-
dependente e independente (sequenciacdo do ADN codificante do ARNr 16S) para
analisar a microflora radicular de dentes obturados com lesdes periapicais, foram
encontradas pela primeira vez as seguintes bactérias em infe¢des radiculares
secundarias/persistentes: Enterococcus gallinarum/casseliflavus, Lactobacillus gasseri,
Olsenella profusa, Proteus hauseri/vulgaris, Exiguobacterium aurantiacum,
Phocaeicola abscessus, Pantoea agglomerans e Delftia spp (Anderson et al., 2012).

Este estudo permitiu detetar novas bactérias potencialmente patogénicas nos
canais radiculares obturados apés lesdo periapical contribuindo assim para demonstrar
gue a analise filogenética de sequéncias gendmicas permite caracterizar melhor a
diversidade da microflora radicular do que os métodos baseados em cultura (Anderson
etal., 2012).

45



Microbioma endod6ntico

46



Desenvolvimento

6. Infecdes extra-radiculares

A barreira entre a microbiota e as defesas do hospedeiro estad na maior parte das
vezes localizada intra-radicularmente. Em alguns casos, por outro lado, o0s
microrganismos conseguem passar essa barreira de defesa e atingem os tecidos
periapicais passando a infecdo para a zona extra-radicular (J F Siqueira & Rogas,
2009a).

Tradicionalmente, existia a ideia que o sistema intra-canalar e os tubulos
dentinarios das raizes abrigavam os microrganismos infetados, enquanto a zona extra-
radicular das lesGes periodontais cronicas era livre de bactérias devido a defesa do
hospedeiro que impedia que as bactérias invadissem o peri-apex. Hoje em dia, existem
evidéncias que as bactérias de facto colonizam o espaco extra-radicular. Geralmente a
zona extra-radicular refere-se a parte sélida ligada a superficie do canal radicular que
termina no foramen apical do apéx da raiz. Apesar da area extra-radicular ser localizada
dentro da lesdo periapical, é distinta da propria lesdo (figura 8). As bactérias na zona
extra-radicular ocupam 2mm apicais da superficie externa da raiz em 83% dos casos
(Mohammadi et al., 2012).

Figura 8 - Molar maxilar com lesdo periapical extra-radicular (Ricucci & Siqueira, 2010a)
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E sabido que os micrébios que originam as infecBes extra-radiculares podem
estar relacionados ou ndo com as bactérias que se encontram dentro da raiz devido ao
seu metabolismo e consequentemente a sua sobrevivéncia. Se a infecdo extra-radicular
for dependente da infecdo intra-radicular, uma vez feito o tratamento endodéntico e
presumindo que as bactérias foram erradicadas, a infecdo extra-radicular fica resolvida.
Quando ocorre o contrario, isto é, quando a infecdo extra-radicular é independente da
intra-radicular, os microbios persistem mesmo que o tratamento endodéntico tenha sido
bem-sucedido. Mesmo assim, 0 componente extra ou intra-radicular responsavel por
manter e propagar a infecdo cronica extra-radicular continua desconhecido (Del Fabbro
etal., 2014) (Ricucci et al., 2015).

Através de métodos moleculares, num estudo que tinha como objetivo analisar a
microbiota das infecdes extra-radiculares foram detetados 44 grupos taxondémicos que
pertenciam a 6 filos e a 38 géneros. O filo com mais representantes foi Firmicutes,
seguido pelo Bacteroidetes e Proteobacteria. As espécies mais frequentemente
relatadas foram Actinomyces (A. israelii, A. naeslundii, A. odontolyticus, A. viscosus),
Propionibacterium acnes, Propionibacterium propionicum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella oralis, Parvimonas micra, e Fusobacterium
nucleatum (J F Siqueira & Récas, 2009a).

A actinomicose apical resulta da infecdo apical por Actinomyces spp ou
Propionibacterium propionicum. Esta forma de infecdo extra-radicular é independente
da infecdo intra-radicular (José F. Siqueira & Rodgas, 2009b). A capacidade de
aderéncia, co-agregacao e sobrevivéncia dos Actinomyces spp e Propionibacterium spp
na zona extra-radicular pode contribuir com a relacdo da infecdo extra-radicular. A
maior parte dos membros Actinomyces spp e Propionibacterium spp apresentam
fimbrias na sua estrutura que tém uma funcdo importante na capacidade de infe¢do. A
fungéo das fimbrias no estabelecimento do biofilme extra-radicular inclui: adeséo aos
detritos dentinarios forcados para o exterior através do foramen apical a medida que
estes atingem os tecidos periapicais; fixa¢do a outras bactérias ou células hospedeiras;
aderéncia a superficie do &pex radicular ou a co-agregacdo com outras bactérias. Além
disso, a viruléncia das estirpes e a resisténcia do hospedeiro a infecdo aparentam ser
fatores importantes para que a infecdo extra-radicular se desenvolva ou ndo (Wang,
Jiang, Chen, Zhu, & Liang, 2012).

A prevaléncia das espécies de Treponema nas infe¢cdes extra-radiculares varia de

acordo com o tipo de infecdo (Rosa, Signoretti, Montagner, Gomes, & Jacinto, 2015).
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Neste estudo foram comparadas amostras extra-radiculares retiradas de abcessos
apicais agudos e de lesBes cronicas. As lesbes cronicas apresentaram uma prevaléncia
inferior de Treponema spp (28% dos casos) quando comparada a do exsudado purulento
dos abcessos apicais agudos (90-95% dos casos) (Rosa et al., 2015). Estes dados sdo
consistentes com estudos anteriores visto que as espécies mais frequentemente
encontradas em abcessos apicais agudos foram Treponema socranskii e Treponema
denticola (J F Siqueira & Ré6cas, 2009b). Estes microrganismos tém varias
determinantes de viruléncia que permitem a interacdo positiva com outras bactérias
patogénicas e, a0 mesmo tempo, uma interacao negativa com o sistema imunoldgico do
hospedeiro promovendo a progresséo da infecdo. Como é sabido, Treponema denticola
em associacdo com a Porphyromonas gingivalis e com a Tannerella forsythia formam
um complexo vermelho, isto é, um grupo de bactérias fortemente relacionado com
parametros clinicos do diagnéstico de periodontites. Outras associacBes bastante
comuns sdo as da T. socranskii com T. denticola, T. maltophilum e T. lecithinolyticum
(Rosa et al., 2015).

Analises metaprotedmicas, isto €, analises através do estudo de todas as
amostras de proteina retiradas diretamente de fontes especificas, neste caso o pus
proveniente dos abcessos, revelaram um elevado nimero de proteinas nas amostras
comparativamente com amostras de infe¢fes assintomaticas. Isto € expectavel visto que
as células bacterianas responsaveis pela evolucdo das infecBes agudas estdo num
processo ativo de expressdo proteica. Por outro lado nas amostras de pus retiradas dos
abcessos estd a ocorrer uma resposta agressiva do hospedeiro que pode levar a morte
das células do hospedeiro e das bactérias o que faz com que mais proteinas sejam

geradas (Provenzano et al., 2013).
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7. Tratamento

O tratamento das patologias do sistema radicular baseia-se no procedimento
mecanico e quimico dos canais radiculares. O prognoéstico da terapia endodontica fica
essencialmente dependente da existéncia de bactérias no interior das raizes cultivaveis
na altura do encerramento dos canais radiculares (obturacdo) (Figdor & Gulabivala,
2011).

Devido as caracteristicas anatdmicas deste sistema complexo, o controlo da
infecdo endodontica € um processo distinto do controlo das infecGes que ocorrem
noutras regides anatomicas, em que resposta imunitaria do hospedeiro pode eliminar a
infecdo. As defesas imunitarias do hospedeiro ndo conseguem resolver sozinhas as
infecdes endodénticas, pelo que é necessario que um tratamento seja instituido. S6 a
cooperacao entre todos estes elementos pode conduzir a eliminagdo dos microrganismos
e a cura da periodontite apical (José F. Siqueira & Rd¢as, 2009a).

Os componentes imprescindiveis para o controlo e eliminacdo da infecdo
endododntica compreendem: resposta imunologica do hospedeiro, a preparagdo
qguimiomecénica, 0s irrigantes antimicrobianos, medicagdo intracanalar com
antissépticos locais, obturacdo tridimensional do canal e por Gltimo a restauracdo
coronaria (Savani, Sabbah, Sedgley, & Whitten, 2014).

No caso do abcesso apical agudo é necessario fazer a drenagem e posterior
tratamento intra-canalar ou, em ultimo recurso, a extracdo do dente respetivo para

remover o foco da infegdo (José F. Siqueira & Rocas, 2013a) (Figura 9).

Figura 9 - Caracteristicas clinicas e imagiolégicas de um abcesso apical agudo difuso e aspetos do
seu tratamento. Radiografia em que se observa uma lesdo associada ao 2° molar inferior que esta a
causar a infecdo extra oral (B); drenagem extra-oral do abcesso (C) (José F. Siqueira & Roc¢as,
2013a)
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Antibioterapia

As infecOes intra-radiculares ndo sdo trataveis com antibidticos sistémicos
mesmo que a maior parte das bactérias seja por si sO suscetivel aos antibidticos
correntemente utilizados. A ineficicia dos antibioticos deve-se essencialmente a dois
problemas: 1) baixa distribuicio num espaco que € avascular; 2) as infe¢Ges
endodénticas serem causadas por biofilmes que sdo naturalmente resistentes aos
antibidticos (Ricucci & Siqueira, 2010a).

Embora nédo seja usual, em alguns casos complicados de abcesso apical agudo
pode ser prescrita antibioterapia: abcessos associados a causas sistémicas que incluem
febre, mal-estar e linfadenopatias; infecGes disseminadas que resultem em celulites,
edema difuso progressivo e trismos; e pacientes terapeuticamente comprometidos com
risco aumentado de infe¢fes secundarias focais (José F. Siqueira & RoOcas, 2013a)
(Cope, Francis, Wood, Mann, & Chestnutt, 2014).
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8. Microrganismos presentes ap0s retratamento endodoéntico

O sucesso do tratamento endoddntico é geralmente elevado (85% a 90%)
quando este é feito sob condicOes asséticas que seguem 0s principios clinicos. O
insucesso terapéutico é normalmente devido a procedimentos clinicos insatisfatorios
que ndo contemplaram a correta desinfecéo dos canais antes de fechar os canais. Mesmo
quando o tratamento endodoéntico é concluido com sucesso, existem casos em que a
infecdo apical permanece visivel por radio-transparéncia mesmo apos varios follow-up
(Nair, 2006) (Ng, Mann, Rahbaran, Lewsey, & Gulabivala, 2007).

Os fatores que podem eventualmente contribuir para a perpetuacdo da radio-
transparéncia sdo a persisténcia de microrganismos patogénicos dentro do canal, infecédo
extra-radicular derivada de uma actinomicose, material de obturacdo extruido
apicalmente ou corpos estranhos que causem reagdes inflamatorias e quistos (Su et al.,
2010). Em alguns casos a radio-transparéncia pode ser interpretada como insucesso do
tratamento mas devido a formacao de tecido cicatricial (Su et al., 2010).

Os dentes tratados previamente com lesdes periapicais persistentes podem ser
conservados com retratamentos ndo cirurgicos quando o dente é restauravel e
periodontalmente sdo. Tanto Actinomyces israelii como Propionibacterium
propionicum sdo encontradas repetidamente nos tecidos periapicais por nao
responderem ao tratamento convencional (Nair, 2006). A existéncia de istmos, canais
laterais e ramificacOes apicais nos canais radiculares pode ser outra possivel causa para
a falha dos tratamentos endodonticos visto que podem estar obstruidos com bactérias.
Estes locais dificeis de aceder podem ndo estar ao alcance dos instrumentos
endodénticos e dos irrigantes antimicrobianos. Mesmo que 0s agentes antibacterianos
alcancem estas dareas nao existe garantia que estes consigam erradicar 0S
microrganismos Vvisto que estes estdo dispostos em biofilmes e portanto tém maior
resisténcia aos antimicrobianos (Ricucci & Siqueira, 2010b).

Devido & configuragdo fisica dos canais radiculares, obter uma amostra
representativa destas localizacbes nem sempre é facil. Esta dificuldade acresce em
pacientes que necessitam de retratamento em que 0 ndmero de microrganismos
acessiveis pode estar reduzido e o numero de células microbianas podem ser perdidas
durante os procedimentos que envolvem a remogédo do material de obturacdo do interior
dos canais. Como consequéncia, a prevaléncia das espécies causadoras pode ser

subestimada (José F. Siqueira & Rdgas, 2004).

53



Microbioma endod6ntico

Consoante os métodos de recolha de amostras e a sua posterior analise sao
apuradas prevaléncias diferentes de Enterococus faecalis nos canais radiculares. Em
dentes em que o tratamento endoddntico fracassou, 0s estudos apontam para uma
prevaléncia de cerca de 19% a 70% através de cultura e 67% a 90% através de PCR
(Lins et al., 2013). Em caso de infecdo endoddntica primaria esta espécie é menos
abundante variando entre 4 a 13% em cultura e 33 a 60% utilizando PCR.

As bactérias encontradas nos casos em que o tratamento falha séo
predominantemente cocos gram-positivos, bastonetes e filamentos (Su et al., 2010). Por
cultura, as espécies pertencentes aos géneros Actinomyces, Enterococcus e
Propionibacterium foram varias vezes isoladas e caracterizadas a partir dos canais
radiculares. Espécies de fungos como a Candida albicans foram também descritas.

Num estudo, que recorreu as técnicas de microscopia (CSEM), amostras
retiradas da superficie do &pex da lesdo periapical de um dente para retratamento
continham  Actinomyces naeslundii, Actinomyces meyeri, Propionibacterium
propionicum, Clostridium botullinum, Parvimonas micra e Bacteroides ureolyticus
(Signoretti et al., 2011). Através deste estudo concluiu-se que as bactérias anaerdbias
gram-positivas e o0s biofilmes extra-radiculares estdo na origem das patologias
periapicais persistentes e que o retratamento endodontico conjugado com a
microcirurgia periapical sdo alternativas possiveis para a resolucdo das infecdes extra-

radiculares persistentes.
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I11. Conclusao

O objetivo principal do tratamento endoddntico € a manutencéo e restauracao da
salde dos tecidos periapicais. Devido a periodontite apical ser uma doenca causada
primariamente por bactérias que se infiltram no sistema radicular, o sucesso do
tratamento endodontico vai depender da limpeza dos canais eliminando a infecéo
intracanalar e do controlo da infecdo nos casos de retratamento a fim de reduzir ao
maximo as populacdes bacterianas dentro das raizes. E evidente que em situa¢des como
reabsorcdes ou complicacdes intraoperatdrias existe uma variedade de outros objetivos
secundarios mas, mesmo nestes casos, 0 sucesso final depende do controlo eficaz da
componente microbiana. Como se sabe, 0s microrganismos podem ganhar resisténcia
aos agentes desinfetantes e aos medicamentos endoddnticos, aumentando o desafio de
os eliminar completamente durante o tratamento intra-canalar.

Os resultados obtidos em estudos de indole molecular e de cultura mostraram
que nas infecdes endodbnticas se podem encontrar mais de 400 espécies microbianas
pertencentes a 100 géneros e 9 filos distintos. Os filos predominantes sdo Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria e a diversidade bacteriana varia
consoante o tipo de infecdo. E de extrema importancia descobrir ou identificar o grupo
taxondmico de bactérias que vai suportar todas as etapas do tratamento anti-microbiano
de modo a compreender o seu papel no resultado final do tratamento e encontrar
medidas mais eficazes e previsiveis para lidar com elas.

Os metodos de identificacdo baseados em cultura ndo conseguem, muitas vezes,
reproduzir as condicGes de crescimento e desenvolvimento necessarias para as bactérias
fastidiosas que necessitam de um ambiente restrito e de requisitos nutricionais muito
exigentes. A microscopia direta e 0s ensaios baseados em imunologia foram os métodos
de cultura independente utilizados tradicionalmente. A sensibilidade e a especificidade
destes métodos pode variar muito dependendo dos organismos em causa. A observagéo
microscopica direta exige uma presenca significativa de microrganismos e 0s testes
seroldgicos acabam por sofrer contaminagfes cruzadas e podem ser inconclusivos se 0s
pacientes estiverem imunocomprometidos. A introducdo de métodos moleculares
aumentou significativamente a capacidade de diagnosticar infecbes com cultura
negativa. Dentro dos varios tipos de métodos disponiveis a sequenciacdo dos genes que
codificam para o ARNr 16S é talvez a técnica mais utilizada para identificar bactérias
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incultivdveis uma vez que é relativamente féacil desenhar primers universais, que
permitem a amplificacdo de bactérias de todos os filos.

A disparidade existente entre resultados obtidos com os métodos de cultura e
resultados obtidos com métodos moleculares bem como a dificuldade existente em
identificar de forma inequivoca a causa bacteriana das diferentes infe¢des endodénticas,

indicam que € necessario continuar a investigacdo nesta area.
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