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INTRODUCAO:

A cavidade bucal é composta por uma grande
variedade de espécies microbianas (Dewhirst et al.
2010, Jiang et al. 2014) que naturalmente habitam
este microambiente. Entretanto, o desequilibrio,
tais como, alteracfes do pH, reducdo no fluxo
salivar ou aumento do nimero de bactérias, pode
favorecer a formacdo da carie dental (Marsh 1994,
2006, Sheiham & James 2015).

Estudos tém mostrado a presenca de
diferentes espécies microbianas em lesdes
cariosas, dentre elas, destacam-se bactérias dos
géneros Actinomyces spp., Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus  spp., Propionibacterium  spp.,
Streptococcus spp. e Veillonella spp. (Gross et al.
2012, Récas et al. 2016, Pitts et al. 2017). Além
disso, a presenga de Candida albicans, espécie de
fungo comumente detectada na cavidade bucal de
individuos saudaveis e com implicacdio em
doencgas da mucosa bucal, tem sido associada a
carie dental (Carvalho et al. 2006, Ugun Can et al.
2007, Klinke et al. 2011).

No contexto das infecgdes endodonticas,
a carie € o principal fator etiolégico das alteracdes
pulpares (Bergenholtz 1981). De acordo com a
American Association of Endodontists (AAE,
2013), a pulpite pode ser classificada em
reversivel ou irreversivel, podendo esta ultima ser

de natureza sintomatica ou assintomatica. Desta
maneira, diversas espécies bacterianas
identificadas em céries profundas também sédo
detectadas em infecgdes endoddnticas (Munson et
al., 2002; Sakamoto et al., 2006; Aas et al., 2008;
Siqueira & Récas, 2009; Santos et al., 2011;
Gross et al.,, 2012; Schulze-Schweifing et al.,
2014; Rogas et al., 2016). Estudo recente mostrou,
a partir de amostras coletadas, que a carie dental
profunda e canais radiculares de dentes com
pulpite irreversivel apresentam similaridade
(Arruda-Vasconcelos et al. 2021).

Streptococcus mutans € uma das principais
espécies microbianas associadas a cérie dental. S.
mutans apresenta alta capacidade de formacéao de
biofilme, além de tolerar condi¢cdes adversas, tais
como, baixo pH (Lima et al. 2021). Candida
albicans € uma espécie flngica comumente
detectada em lesfes cariosas em pacientes jovens
e idosos, mais comumente relacionada & cérie na
superficie radicular e/ou proxima ao sulco
gengival (Shen et al. 2005, Zaremba e t al. 2006).
Desta maneira, 0 objetivo deste estudo é
investigar a presenca de Streptococcus mutans e
Candida Albicans em amostras clinicas da carie
dental e canais radiculares de dentes com
diagnostico de pulpite irreversivel através do
método molecular PCR (reacdo em cadeia da
polimerase).
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METODOLOGIA:
O presente trabalho foi aprovado pelo Comité

de Ftica em Pesquisa com Seres Humanos (protocolo
numero CAAE 86140218.0.0000.5418) da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Piracicaba, SP, Brasil.
Todos os pacientes assinaram um termo de
consentimento informado antes de sua participacdo. O
registro dos casos incluidos nesta investigagao encontra-
se no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC;
UTNU1111-1238-5402).

Foram selecionados pacientes
apresentando dentes com diagnostico pulpar de
pulpite irreversivel sintomatica (n = 12). Para
tanto, foram analisadas amostras da cérie dental (n

= 12) e canais radiculares (n = 12).

Incluidos neste estudo, pacientes com a)
dentes com vitalidade pulpar, b) sintomatologia
dolorosa intensa e prolongada aos testes de
sensibilidade pulpar (teste térmico-frio), c) dor
espontanea no momento do atendimento e d) sem
lesdo periapical aparente radiograficamente. Por
outro lado, os critérios de exclusdo serdo: a) uso
de antibidtico terapia prévia nos ultimos 3 meses,
b) canais expostos a cavidade oral, c) casos em
que o isolamento absoluto ndo seja possivel, d)
casos com doenca periodontal avancada, e)
pacientes jovens com historico de traumatismos
dentais recentes, f) dentes com rizogénese
incompleta, g) dentes com presenca de curativos
de demora na cdmara pulpar e h) tratamentos

endodonticos anteriores.

Inicialmente, realizou-se descontaminagao
da face externa do paciente com solucdo de
clorexidina a 2%, seguida da anestesia local do

dente selecionado para o estudo. Em seguida, foi

realizado polimento coronario com pedra pomes e
agua.. Apds a profilaxia do elemento dental foi
instalado o isolamento absoluto e selado a
interface coroa dental/lencol de borracha com
cianocrilato (Super Bonder, Loctite, Sdo Paulo,
SP) com o objetivo de prevenir infiltracdo salivar.
O protocolo de desinfeccdo do campo operatorio
consiste 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 neutralizagdo com solucdo estéril de
tiossulfato de sodio 5%. A confirmagdo da
desinfeccdo do campo operatorio foi realizada por
meio de coleta de amostra com swab estéril e
plaqueamento em Fastidious Anaerobe Agar
(FAA, Lab M, Bury, UK) + 5% de sangue
desfibrinado de carneiro e incubados em camara

de anaerobiose por 48 horas.

Apos a finalizacdo da abertura coronéria,
realizada com brocas esféricas diamantadas
(#1012 ou #1014) e irrigagdo de solucéo
fisiologica esteéril, uma lima K #15
(Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suica), com
movimentos de cateterismo, foi introduzida em
toda a extensdo do comprimento aparente do
dente, determinado por meio de radiografia pré-
operatéria e utilizado o localizador foraminal
(Novapex, Forum Technologies, Rishon le-zion,
Israel) para confirmacdo da paténcia e
determinacdo do comprimento real de trabalho
(CRT) que foi estabelecido na posicdo zero do

localizador.

As amostras da dentina infectada foram
realizadas através de curetas estéreis e
armazenadas em tubo contendo VMGA Ill. As
amostras dos canais radiculares foram realizadas

com 03 cones de papel absorvente estéreis, que
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permaneceram em toda a extensdo dos canais
radiculares, por 1 minuto, e armazenados em tubo
vazio e contendo VMGA Ill. O material
proveniente das coletas foram armazenado em

freezer a -80°C para analise.

Em seguida, o tratamento endodéntico foi

realizado com  instrumento  reciprocante
(Reciproc, VDW, Munich, Alemanha) de acordo
com o protocolo do fabricante. O dente foi
obturado e selado com uma camada de 2 mm de
Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na
embocadura do canal radicular. Em seguida,
restaurado em resina fotopolimerizavel Z 250 (3M

Dental Products, St Paul, EUA).
Procedimentos laboratoriais
Reacédo em cadeia da polimerase

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

As reacOes de PCR foram realizadas em
termociclador (GeneAmp PCR system 9700,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Cada reacdo foi realizada com volume total de 25
pL com mistura contendo 1X PCR buffer (10 mM
Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8.3), 1.5 ul de mistura
de 2.5 mM dNTP, 1 mM MgCI2, 10 pmoles de
cada primer (forward e reverse), 1.5 U de Taq

DNA polimerase, e 10 ng de DNA da amostra.

A reacdo seguiu o protocolo: 95°C por 2
min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 30 s, 605
°C por 30 s, e 72°C por 1 min, em seguida, 5 min
a 72°C para extensdo final. Os produtos do PCR
foram evaliados em gel de agarose a 1,5% em
TBE (Tris-borato-EDTA) e corado com solugéo
de brometo de etidio (1ug/mL). As imagens finais
foram capturadas em camera digital
(Alphalmager 3300 System, Alpha Innotech
Corp., San Leandro, CA).

A sequéncia dos primers para detec¢édo de
S. mutans nas amostras é baseado em estudo
prévio (Chen et al. 2007, Bourgeois et al. 2017) e

encontra-se descrito abaixo:
a) Streptococcus mutans:

Primer 479F — TCG CGA AA AAG ATA AAC
AAA CA

Primer 479R — GCC CCT TCA CAG TTG GTT
AG

b) Candida albicans:
CaF ACT TCT GTA AGAGTGCTG GTT C
CaR TGTCGT AATCAAACTCGGTAGC

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em relacdo a espécie bacteriana S.
mutans, foi observado a presenca em 3/10
amostras coletadas do tecido cariado. Por outro
lado, ndo foi detectado DNA de S. mutans nas
amostras dos canais radiculares de dentes com
pulpite irreversivel.

DNA de C. albicans foi detectado em 3
amostras da carie dental e em 2 amostras dos
canais radiculares de dentes com pulpite
irreversivel sintomatica.
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Figura 1 — Prevaléncia de Streptococcus mutans e Candida Albicans
em amostras de céarie e canal radicular de dentes com pulpite
irreversivel sintomatica.

A carie dental é uma doenca multifatorial,
biofilme-dependente e modulada pela dieta,
especialmente presencga de agucar, que tem como
principal caracteristica a dissolucdo da estrutura
mineralizada do dente (Pitts et al. 2017). A cérie é
um processo altamente dindmico que envolve
processos repetitivos de desmineralizacdo e
remineralizacdo ao longo do dia (Featherstone
2004).

Durante muito tempo, a literatura associou
a presenca de S. mutans como a principal espécie
bacteriana causadora da carie (Rocas et al. 2016,
Lima et al. 2021).No presente estudo, a baixa
prevaléncia de S. mutans pode estar relacionado a
grande extensdo do tecido cariado (comunicagdo
com o tecido pulpar). Sendo assim, S. mutans
pode ndo ter um papel secundario nestes casos.
Nossos achados estdo de acordo com estudo de
Rdcas et al. (2015) que detectaram S. mutans em,
aproximadamente, 30% das amostras de caries
profundas associadas a pulpite irreversivel. Em
relacdo aos canais radiculares, S. mutans nao foi
detectado em nenhuma das amostras. Fatores de
selecdo microbiana, tais como pH, fatores

nutrocionais, interagdo com outras especies

microbianas podem favorecer a ndo deteccdo
desta espéecie nas amostras de canais radiculares.
Por outro lado, estudos envolvendo dentes com
necrose pulpar evidenciou a presencga de S. mutans
nas amostras de canais radiculares (Lima et al.
2021).

C. albincans tem sido associada a carie
dental na infancia e na porcdo radicular (Aamdal-
Scheie et al., 1996; Loesche et al., 1999; de
Carvalho et al., 2006). C. albicans foi detecta em
30% das amostras de carie dental, corroborando
com estudo prévio que observou nivel similar
(40%) (Arslan et al. 2016). Nos canais radiculares,
a presenca de C. albicans foi observado em 20%
das amostras. Portanto, o papel deste
microrganismo nas alteracGes pulpares em fase

inicial ainda se mostra questionavel.

CONCLUSOES:

Apesar da baixa prevaléncia, foi detectado
DNA de S. mutans e C. albicans na cérie dental de
dentes com pulpite irreversivel sintomatica. Por
outro lado, S. mutans nao foi detectado em canais
radiculares de pacientes com pulpite irreversivel

sintomatica.
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