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INTRODUCAO

O principal objetivo do tratamento endoddntico é prevenir ou tratar as doengas pulpares e periapicais com intuito
de se promover a manutencdo do dente em funcdo na cavidade oral. Por outro lado, a persisténcia de microrganismos no
conduto radicular, assim como sua recontamina¢do pode acarretar o insucesso do tratamento endoddntico primario, sendo a
reintervencéo endoddntica como primeira opgéo terapéutica para o tratamento de periodontites apicais persistentes/recorrentes
(Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013; Brabosa-Ribeiro et al., 2016; 2020; Gomes et al., 2021). Podendo também ser indicada
previamente a instalacao de reabilitagfes protéticas em dentes tratados endodonticamente livres de alteragfes periapicais com
intuito de se promover descontaminagdo adicional ao conduto radicular visando maior longevidade do tratamento reabilitador
(Bicego-Pereira et al., 2021).

O perfil microbiolégico associado as infecgBes 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 anaerdbias facultativas, Gram-positivas (Molander et al., 1998; Sundvist et al., 1998; Siqueira et al., 2001; Pinheiro
et al., 2003). Apesar de serem detectadas em menores prevaléncias espécies fungicas também foram isoladas a partir de dentes
endodonticamente tratados portadores de insucesso do tratamento endoddntico prévio, destacando-se um predominio de
Candida spp. no micobioma associado as infec¢gfes secundarias/persistentes (Peciuliene et al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro
et al., 2003; Mindere et al., 2010; Pourhajibagher et al., 2017).

Apesar de serem valiosos para analise do contetdo microbiol6gico associado as infecgdes endodoénticas, métodos de
microbiologia classica sofrem de limitagGes inerentes a dificuldade de se mimetizar o ambiente propicio para o desenvolvimento
simultdneo de todos os microrganismos associados a infec¢do. O que pode fazer com que a comunidade microbiana seja
subestimada, se analisada exclusivamente através da cultura (Gomes et al., 2008; Endo et al., 2013; Gomes et al., 2021).

Métodos moleculares possuem como principal vantagem o fato de serem independentes do cultivo microbiano, sendo
desta forma capazes de contornar as limitagdes inerentes aos métodos de microbiologia classica (Gomes et al., 2008; 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., 2008; Endo et al., 2013; Bronzato et al., 2021). A aplicacédo
de métodos moleculares para determinagcdo da comunidade microbiana associada as infecgcbes endoddnticas
secundarias/persistentes reafirmou a presenca de Candida spp. nos casos de insucesso do tratamento endoddntico, 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).
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Uma vez descrito o envolvimento de espécies flngicas em casos de insucesso do tratamento endoddntico primario, o
presente estudo teve como principal objetivo analisar e comparar através do método molecular de Nested-PCR o envolvimento
das espécies C. glabrata, C. kruseii e C. parapsilosis, em 10 casos indicados a reintervencédo endodoéntica devido a infec¢édo
secundaria/persistente evidenciada pela presenca de periodontite apical cronica, e 10 casos indicados a reintervengdo
endododntica por motivos exclusivamente protéticos livres de alteragBes periapicais, com intuito de se fornecer um maior
entendimento, sobre o micobioma associado ao insucesso endodoéntico, e seu papel no desenvolvimento das periodontites

apicais crénicas em dentes endodonticamente tratados.

PROPOSICAO

Os objetivos do estudo foram: a) Determinar a prevaléncia de Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis em casos
de insucesso do tratamento enddntico (ITE) evidenciado por 10 casos pela presenga de periodontite apical cronica (PAC) e 10
casos por motivos protéticos (MP); b) Monitorar os efeitos do preparo-quimico mecéanico (PQM) e do uso de medicagéo intracanal
(MIC) sobre as espécies fungicas; c) Correlacionar a presenca de aspectos clinicos a presenga de C.glabrata, C.krusei e

C.parapsilosis.

MATERIAL E METODOS

Para a investigacao da relacdo proposta, foram selecionados 20 pacientes apresentando dentes com necessidade de
retratamento endoddntico, por motivos exclusivamente protéticos (n=10) ou pelo insucesso do tratamento anterior evidenciado
por leséo periapical (n=10). Serdo incluidos casos de pacientes: que apresentavam dentes tratados endodonticamente, sendo
a presenca de tratamento endoddntico prévio confirmado radiograficamente; Com diagnostico de periodontite apical crénica
seguindo os critérios de Gutmann et al., 2009; Livres de qualquer alteragdo periapical, indicados a reintervengdo por motivos
exclusivamente protéticos; Aqueles que apresentavam boas condi¢fes de saude (classificagdo | ou Il da American Society of
Anesthesiologists); Que nao tinham passado por antibioticoterapia prévia nos Ultimos 3 meses; Com auséncia de doenca
periodontal avangada e que nédo apresentassem bolsas periodontais com profundidade superior a 4 mm; Dentes com rizogénese
completa; Sem histérico de traumatismos dentario. E como critérios de exclusado: Pacientes que ndo se apresentaram para as
etapas do tratamento endoddntico nas datas estabelecidas; Dentes portadores de infec¢des endoddnticas primérias; Dentes que
impossibilitaram o isolamento absoluto; Dentes que sofreram fraturas coronarias e/ou radiculares; Dentes sem restauracao ou
que perderam selamento corondrio entre as consultas. A coleta das amostras advindas dos pacientes foi realizada na clinica de
Pés-graduacdo da Instituicdo por aluno de poés-graduagdo e o processamento destas sera realizado no Laboratorio de
Microbiologia aplicada & Endodontia.

As coletas endodbnticas, foram realizadas utilizando um total de 3 cones de papel absorvente estéreis/apirogénicos de
calibre FM (Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) introduzidos um a um no comprimento total do canal, permanecendo por 1 minuto
cada um. Esses cones serdo transferidos para tubos do tipo eppendorfs previamente esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de
transporte pré-reduzido VMGA 1l — Viability Medium Goteberg Agar (Moller 1966; Dahlen et al., 1993) e transportados em jarros
a vacuo para o Laboratério de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP para posterior processamento. A
seguir os eppendorfs serdo congelados em freezer -80°C para futuras andlises.

Procedimentos laboratoriais

Extracdo do DNA

As extracdes de DNA dos dentes incluidos seréo realizadas com o QIA amp DNA kit (QYAGEN, Valencia, CA, EUA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Apds extracédo, a leitura da concentracéo de DNA presente nas amostras coletadas dos
canais radiculares sera realizada a 260 nm através de espectrofotometria (Nanodrop 2000; Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA).

Reacédo Universal de PCR (Candida spp.)
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As amostras serdo inicialmente submetidas a uma primeira reagéo de polimerase em cadeia visando amplificagao total
do gene 18S rRNA. Serdo utilizados os primers Yeast universal (Haynes; Westerneng, 1996) que amplificam um fragmento de
600-640 pares de base. As condi¢cdes de amplificagdo, bem como as etapas de ciclagem seréo realizadas como o desctrito por
Haynes & Westerneng (1996).

Reacao Espéifica de PCR

Os produtos da primeira reacdo de PCR serdo submetidos a uma segunda reagdo PCR subsequente visando a
amplificacé@o de regides do gene 18s rRNA hipervariaveis entre as espécies de Candida, caracterizando uma reagdo de Semi-
Nested.

Para realizagdo da segunda reagdo de PCR mantém-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, permitird a diferenciagdo, por meio de diferentes tamanhos de fragmentos, possibilitando assim a genotipagem dos
fungos em dados metagendémicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste presente estudo 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 lesédo periapical. O quadro clinico

dos mesmos néo apresentava dor. A média dos tratamentos endodonticos anteriores realizados nestes pacientes foi de 9,8 anos.

Os dentes incluidos neste grupo de casos indicados ao retratamento pela presenca de periodontite apical
crdnica apds tratamento endoddntico anterior foram 10 dentes. Foram incluidos neste grupo, 6 dentes unirradiculares (60%)
e 4 dentes multirradiculares (40). Dentre os casos relacionados a lesdo periapical foram encontrados apenas presenca de
Candida glabrata (10/10), presentes em todas as amostras. Candida krusei e Candida parapsilosis ndo foram detectadas em
nenhuma amostra dos CRs.
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Gréfico 1- Espécies Fungicas X Frequéncia de Detecgdo (Periodontite Apical Crbnica - grupo com lesdo), encontrada nos
diferentes tempos de tratamento C1 (Coleta Inicial), C2 ( Pds-PQM), C3 ( Pés-MIC).

Os dentes incluidos neste grupo de casos indicados ao retratamento somente por motivo protético foram 10
dentes.. Foram incluidos neste grupo, 4 dentes unirradiculares (40%) e 6 dentes multirradiculares (60%). Dentre os casos
relacionados aos canais radiculares sem lesdo periapical foram encontrados a presenca dos seguintes microrganismos Candida

krusei (1/10). Candida glabrata e Candida parapsilosis ndo foram detectadas em nenhuma amostra dos CRs.
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Gréfico 2- Espécies Fungicas X Frequéncia de Detecgdo (Motivos Protético - grupo sem leséo) encontrada nos diferentes tempos
de tratamento C1 (Coleta Inicial), C2 ( P6s-PQM), C3 ( P6s-MIC).

Na literatura existem diversos estudos que investigaram a presenca de microrganismos em dentes com insucesso
do tratamento endodéntico e presenca de periodontite apical cronica (CL) .(Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004; 2006; 2008b;
Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro 2020ab; Gomes et al., 2021). Entretanto, poucos investigaram a presenca de microrganismos
em dentes com necessidade de retratamento endoddntico por motivos protéticos, mesmo radiograficamente nao apresentando
lesdo periapical.

Foi utilizado o método de identificacdo fungica (gene 18s), através do PCR e Nested-PCR, afim de avaliar a
presenca de conteddo microbiolégico dos casos com lesdo periapical crénica (CL) e dos casos por motivos protéticos (SL),
objetivando identificar espécies fungicas (C.glabrata, C.parapsilosis, C.krusei), pautou-se na alta eficiéncia, especificidade e
sensibilidade descrita em estudos prévios (Siqueira et al., 2004; Gomes et al., 2008b; Endo et al., 2013; Barbosa-Ribeiro et al.,
2020ab).

Neste estudo, optou-se por utilizar Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis com objetivo de utilizar
fungos uma vez que estes microrganismos também sdo encontrados na infec¢des de origem endoddntica. Além disso a
combinacao destes microrganismos é baseada na literatura .(Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004; 2006; 2008b; Endo et al.,
2013; Barbosa-Ribeiro 2020ab; Gomes et al., 2021).
CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo permitiram concluir que: A comunidade microbiana associada aos
dois grupos apresenta uma microbiota diversificada de fungos; ,Candida glabrata foi detectada em 100% nas amostras iniciais
de C1 do grupo com Leséo (CL). No Grupo por motivos protético(SL) a mais frequente foi Candida krusei. Os perfis
microbiologicos de ambas as condicoes sao semelhantes, variando porem no nimero das espécies detectadas por canal
sendo maior em dentes com lesao periapical; Foram encontradas associagdes entre determinadas espécies flngicas e
bacterianas com a presenca de lesao periapical.
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