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RESUMO

Bruno FP. Prevaléncia e natureza de bactérias persistentes ap0s o0s
procedimentos endodbnticos de desinfeccdo reveladas por estudos
moleculares: revisdo de literatura. 2018. 34 f. Monografia (Especializacdo) -
Associacao Brasileira de Odontologia, Faculdade Sete Lagoas, Osasco, 2018.

O objetivo do tratamento endoddntico de dentes com periodontite apical € promover
a maxima sanificacdo do sistema de canais radiculares. Entretanto, bactérias podem
persistir apos os procedimentos endodonticos. O advento das técnicas moleculares
de deteccdo e identificacdo bacteriana, baseada em DNA ou RNA bacteriano,
proporcionou um maior conhecimento da diversidade microbiolégica das infec¢bes
endododnticas persistentes. O numero de estudos clinicos que utilizaram métodos
moleculares para avaliar a suscetibilidade de bactérias aos procedimentos
endodoénticos aumentou consideravelmente nos ultimos 10 anos. O objetivo desta
revisdo de literatura foi avaliar a prevaléncia e a natureza de bactérias apdés o0s
procedimentos endodonticos de desinfecgédo revelada pelos estudos moleculares.
Foram analisados estudos clinicos que utilizaram métodos moleculares para
avaliacdo de bactérias presentes apos diferentes protocolos de desinfeccéo,
incluindo: uso de diversos instrumentos mecanizados e substancias irrigantes,
protocolos de desinfeccdo endodontica complementar transoperatéria e medicacao
intracanal. Estudos clinicos revelaram que o preparo quimico-cirurgico foi eficiente
em promover a reducdo de bactérias dos canais radiculares, porém mais de 50%
dos canais radiculares permaneceram infectados. A pesquisa da eficacia de
protocolos de desinfeccdo endoddntica complementar transoperatéria, como a
irrigacdo ultrassonica passiva, ainda esta no seu inicio e estudos clinicos utilizando
métodos moleculares apresentaram resultados promissores. Os estudos
moleculares que avaliaram a eficacia da medicacao intracanal em promover reducao
de micro-organismos dos canais radiculares revelaram resultados divergentes.
Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria foram os filos bacterianos mais
comumente encontrados apdés instrumentacdo e medicacdo de canais radiculares
analisados por métodos moleculares, confirmando achados prévios dos métodos de
cultura. Entre as bactérias ainda ndo cultivhveis ou de dificil cultivo, os filos

Synergistetes e Bacteroidetes foram os mais frequentemente encontrados apos 0s



procedimentos endodénticos de desinfeccdo. Com base na revisdo de literatura
realizada, pode-se concluir que, embora o preparo quimico-mecanico reduza 0s
niveis microbianos do SCR, muitos casos permanecem infectados, abrigando uma
microbiota diversa com a participacdo de bactérias ainda ndo cultivaveis ou de dificil
cultivo. Os resultados desse estudo indicam que novas estratégias de desinfeccéo

endodontica precisam ser investigadas.

Palavras-chave: Microbiota de infeccdo endoddntica primaria. Microbiota de infec¢céo

persistente. g°PCR. Métodos de reducéo bacteriana.



ABSTRACT

Bruno FP. Prevalence and nature of persistent bacteria after endodontic
disinfection procedures revealed by molecular studies: literature review. 2018.
34 f. Monografia (Especializacdo) - Associacao Brasileira de Odontologia, Faculdade
Sete Lagoas, Osasco, 2018.

The goal of endodontic treatment of teeth with apical periodontitis is to promote
maximum sanification of the root canal system. However, bacteria may persist after
endodontic procedures. The advent of molecular bacterial detection and identification
techniques, based on bacterial DNA or RNA, provided a better knowledge of the
microbiological diversity of persistent endodontic infections. The number of clinical
trials that used molecular methods to assess the susceptibility of bacteria to
endodontic procedures has increased considerably over the last 10 years. The aim of
this literature review by molecular studies was to evaluate the prevalence and nature
of bacteria after endodontic disinfection procedures. We analysed clinical studies that
used molecular methods to evaluate presence of bacteria after different disinfection
protocols, including: the use of several mechanized instruments and irrigating
substances, endodontic protocols for complementary disinfection and intracanal
medication. Clinical studies revealed that the chemical-surgical preparation was
efficient in promoting the reduction of root canal bacteria, but more than 50% of the
root canals remained infected. Research on the efficacy of transoperative endodontic
complementary disinfection protocols, such as passive ultrasonic irrigation, is still in
its beginning and clinical studies using molecular methods have shown promising
results. Molecular studies that evaluated the efficacy of intracanal medication in
promoting reduction of root canal microorganisms revealed divergent results.
Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria were the bacterial phyla most
commonly found after instrumentation and root canal medication analysed by
molecular methods, confirming previous findings of the culture methods. Among the
bacteria that are not yet cultivable or difficult to culture, the phyla Synergistetes and
Bacteroidetes were the most frequently found after the endodontic disinfection
procedures. Based on the literature review, it can be concluded that, although the
chemical-mechanical preparation reduces the microbial levels of SCR, many cases

remain infected, harbouring a diverse microbiota with the participation of bacteria that



are not yet cultivable or difficult to culture. The results of this study indicate that new
endodontic disinfection strategies need to be investigated. Key words: Microbiota of
primary endodontic infection. Microbiota of persistent infection. gPCR. Methods of
bacterial reduction.

Key words: Microbiota of primary endodontic infection. Microbiota of persistent
infection. gPCR. Methods of bacterial reduction.
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1 INTRODUCAO

O objetivo do tratamento endod6éntico de dentes com polpa necrosada € reduzir o
maximo possivel 0os micro-organismos do sistema de canais radiculares (SCR),
tendo em vista que estes sdo 0s agentes etioldégicos da periodontite apical. As
bactérias estdo presentes na forma de biofilme aderido as paredes dos canais
radiculares e no interior dos tubulos dentinarios. Portanto, para promover a reducao
bacteriana € necessario desorganizar essa estrutura por meios mecanicos, deixando
as bactérias mais vulneraveis a acao quimica das soluc¢des irrigadoras e medicacdes
utilizadas durante os procedimentos endodonticos.

Estudos clinicos mostram que, embora o preparo quimico-mecéanico (PQM)
reduza os niveis microbianos do SCR, muitos casos permanecem infectados. A
infeccdo persistente ap0s os procedimentos endodonticos pode culminar no
insucesso do tratamento se essas bactérias alcancarem os tecidos periapicais em
concentragdes suficientes para induzir o processo inflamatorio desses tecidos.

Estudos utilizando métodos dependentes de cultura demonstram que as
bactérias Gram-positivas anaerobias facultativas sdo as mais prevalentes apds os
procedimentos de modelagem, limpeza e desinfeccdo do SCR. Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria sdo os filos bacterianos mais comumente
encontrados nesses casos, demonstrando que estes sdo mais resistentes a
mudanc¢as de ambiente ocasionadas pelo PQM e medicagéo intracanal do que os
outros membros da comunidade microbiana. Especificamente, algumas das
espécies bacterianas mais encontradas apoés instrumentacao e medicacdo de canais
radiculares sdo Streptococcus spp. e Propionibacterium acnes.

Embora o método de identificacdo bacteriana por cultura tenha como vantagem a
possibilidade de identificar espécies viaveis, essa técnica possui limitacbes
importantes como a baixa especificidade e a impossibilidade de cultivar grande
namero de espécies bacterianas. Conhecendo as limitacdes do método de cultura,
métodos moleculares independentes de cultura foram propostos para determinacéo
da diversidade microbiana em infeccbes endodbnticas. Esses métodos
possibilitaram um aumento no numero de filos bacterianos reconhecidos nas
infecgbes endodonticas devido a sua maior especificidade, sensibilidade e acuracia
na identificacdo microbiana. Esses métodos permitem a deteccdo de espécies

microbianas nao cultivaveis em um periodo de tempo inferior ao método de cultura.
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Para identificacdo bacteriana por métodos moleculares, o gene alvo deve conter
regides Unicas para cada espécie bacteriana. O alvo mais utilizado para esse fim é o
gene 16rRNA (rDNA). Esses genes codificam moléculas de RNA ribossémico
(rRNA). Considerando que cada bactéria possui poucas copias do gene 16S rRNA,
os dados da sequéncia desse gene podem ser usados tanto para identificacédo
quanto para quantificacdo bacteriana. Entretanto, vale ressaltar, que os estudos
moleculares baseados em rDNA também apresentam uma limitacdo, que é a nao
distincdo entre as células vivas e mortas. Esse fato pode comprometer a avaliagdo
dos procedimentos de desinfeccdo, levando a uma superestimacao da quantidade
de bactérias persistentes apos o tratamento. Para solucionar esse problema,
métodos moleculares baseados na deteccdo do préprio RNA ribossémico (rRNA)
tém sido indicados para o estudo das infeccdes endododnticas, por ser este um
indicador de atividade metabdlica dos micro-organismos. Portanto, rDNA e rRNA séo
primordiais para os estudos moleculares, pois com a primeira molécula é possivel
fazer andlise quantitativa e com a segunda é possivel fazer andlise da viabilidade
celular.

Siqueira Jr e Rocas (2009) realizaram uma revisdo de literatura dos estudos
sobre a diversidade microbiana das infeccbes endodonticas, incluindo estudos
moleculares e estudos baseados em cultura. Os autores mostraram que mais de 460
taxons (unidades em qualquer nivel do sistema de classificacdo das bactérias)
pertencentes a 100 géneros e 9 filos bacterianos foram identificados em diferentes
tipos de infeccbes endodonticas. Mais taxons foram divulgados por estudos
moleculares do que pela cultura. Muitos taxons ainda nao cultivados emergiram
como candidatos. Os filos com maior riqueza de espécies foram Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. Os autores concluiram que o0s
estudos moleculares revelaram uma lista de candidatos a patdgenos endodonticos,
incluindo bactérias ainda nao cultivaveis.

Na revisdo de literatura realizada por Siqueira Jr e Rb6c¢as (2009), todos os
estudos moleculares eram baseados em rDNA e a maioria realizava a analise
apenas da composicdo da microbiota inicial presente nas infec¢cdes endodonticas
primarias. Poucos estudos moleculares avaliaram a susceptibilidade dessas
bactérias aos procedimentos do tratamento endododntico. O numero de estudos
clinicos que utilizaram métodos moleculares para avaliar a suscetibilidade de

bactérias aos procedimentos endoddnticos aumentou consideravelmente nos ultimos
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10 anos. Portanto, o objetivo desta revisdo de literatura foi avaliar a prevaléncia e a
natureza de bactérias apés os procedimentos endoddénticos de desinfeccao revelada

pelos estudos moleculares.
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2 PROPOSICAO

Para o presente estudo foi proposto revisar dentro da literatura disponivel a
susceptibilidade de bactérias ao tratamento endodéntico de dentes com
infeccbes endodobnticas primarias determinada por estudos moleculares
baseados em rRNA e rDNA.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Diversidade microbiana

Chavez de Paz (2012) verificou em estudo que tinha como objetivo investigar a
capacidade de 4 tipos bacterianos do canal radicular estabelecer um biofilme
multiespecifico e caracterizar a estrutura principal, composi¢cdo e caracteristicas
fisiologicas desta comunidade. Foram utilizados quatro isolados clinicos retirados de
canais radiculares infectados. Actinomyces naeslundii, Lactobacillus salivarius,
Streptococcus gordonii, e Enterococcus faecalis, cresceram juntos em um sistema
celular miniflow. Detecgdo simultdnea das 4 espécies nas comunidades de biofilmes
foram obtidas por fluorescéncia hibridizagéo in situ em combinag&o com microscopia
confocal em diferentes pontos de tempo. A técnica LIVE / DEAD BacLight (Molecular
Probes, Carlsbad, CA) foi utilizada para avaliar a viabilidade celular e para calcular
parametros arquitetonicos tridimensionais, como biovolume (mm3). Tinta de
fluorescéncia Redox 5-ciano-2,3-ditolil tetrazolium cloreto foi utilizada para avaliar a
atividade metabdlica de bactérias de biofilme. Como resultados as 4 espécies
testadas foram capazes de formar comunidades de biofiimes estaveis e
reprodutiveis. Os biofiilmes formados em meio rico geralmente mostraram
crescimento continuo ao longo do tempo, no entanto, na auséncia de biofilmes de
glicose apresentaram bio volumes significativamente menores. Uma proporgéo
elevada de células viaveis (> 90%) foi geralmente observada e o crescimento do
biofilme foi correlacionado com alta atividade metabolica das células. A estrutura da
comunidade dos biofilmes formados em meio rico ndo mudou consideravelmente ao
longo do periodo de 120 horas, durante o qual E. Faecalis, L. salivarius e S. gordonii
foram mais abundantes. Os autores concluiram que a capacidade de 4 tipos de
bactérias de canais radiculares para formar comunidades de biofilme multiespécies
mostradas no estudo forneceu uma avaliagdo da comunidade sobre o estilo de vida
desses microrganismos in vivo. Este modelo multiespécie poderia ser util para
pesquisas futuras simulando estresses representando condi¢des in vivo.

Gomes et al. (2015) avaliaram o microbioma de lesdes endo-perio antes e
ap0s 0 preparo gquimico-cirdrgico. Foram obtidas amostras clinicas de 15 canais
radiculares com necrose pulpar e bolsas periodontais. Para a deteccédo bacteriana

utilizou-se Next Generation Sequencing (NGS) e cultura. Bactérias foram detectadas
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em 100% das amostras em ambos o0s sitios usando Next Generation
Sequencing(NGS). Firmicutes foi o filo mais dominante em ambos os sitios usando
os dois métodos. As espécies mais detectadas nos canais antes e apos PQC foram
Enterococcus faecalis, Parvimonas micra, Mogibacterium timidum, Filifactor alocis, e
Fretibacterium fastidiosum. As espécies bacterianas frequentemente detectadas nas
bolsas periodontais antes e apdos PQC usando NGS foram P. micra, E faecalis,
Streptococcus constellatus, Eubacterium brachy, Tanerella forsythia e F. alocis. O
estudo permitiu concluir que a comunidade microbiana em lesées endo-perio € mais
complexa do que dita em estudos prévios. E importante notar que bactérias podem
sobreviver em alguns canais mesmo apés o PQC. E que a similaridade da
microbiota em ambos os sitios antes e apdés o PQC sugerem uma via de infeccao
entre polpa e periodonto. Na analise da microbiota por sequenciamento de nova
geracao, as espécies bacterianas mais detectadas apds o preparo quimico-cirdrgico
foram: E. faecalis, Streptococcus salivarius/vestibularis, Parvimonas micra,
Prevotella nigrescens, Eubacterium brachy, Filifactor alocis e Fretibacterium
fastidiosum. Os filos mais frequentemente encontrados foram: Desulfobulbus sp oral
taxon 041, Stomatobaculum sp oral taxon 373, Peptostreptococcaceae sp oral taxon
383 e Erysipelothrichaceae sp. oral taxon 905. Esses resultados revelaram a
complexidade da comunidade bacteriana persistente ap0s o preparo quimico-
cirurgico dos canais radiculares.

Nobrega et al. (2016) exploraram a diversidade bacteriana de 10 canais
radiculares com abscesso apical agudo utilizando andlise clonal. Foram coletadas
amostras de 10 pacientes submetendo-as ao isolamento de DNA bacteriano,
amplificacdo do gene 16S rRNA, clonagem e sequenciamento. Em média 15 tdxons
foram identificados por canal. Um total de 689 clones foi analisado e 76 filotipos
identificados, dos quais 47 (61,84%) eram espécies diferentes e 29 (38,15%) foram
declarados como espécies ainda nao cultivaveis ou ainda ndo caracterizadas.
Prevotella spp., Fusobacterium nucleatum, Filifactor alocis e Peptostreptococcus
stomatis foram as espécies mais frequentemente detectadas, seguidas por Dialister
invisus, Phocaeicola abscessus, o clone oral Lachnospiraceae ndo caracterizado,
Porphyromonas spp e Parvimonas micra. Oito filos foram detectados e os taxons
mais frequentemente identificados pertenciam ao filo Firmicutes (43,5%), seguido
por Bacteroidetes (22,5%) e Proteobacteria (13,2%). Nenhuma espécie foi detectada

em todas as amostras estudadas e algumas espécies foram identificadas em apenas
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um caso. Com esse trabalho permitiu-se concluir que a infeccdo endodontica
primaria aguda € caracterizada por ampla diversidade bacteriana e uma alta
variabilidade interindividual foi observada. Bactérias Gram-negativas anaerdbias
pertencentes ao filo Firmicutes, seguido por Bacteroidetes, foram 0s microrganismos

mais freqientemente detectados.

3.2 Reducdo microbiana ap6s procedimentos endododnticos

Chavez de Paz et al. (2003) estudaram bactérias que se mantiveram no SCR
apos o preparo quimico cirdrgico de 200 dentes com periodontite apical. Um total de
248 amostras foram coletadas de 107 dentes 0s quais apresentaram crescimento
bacteriano. Houve prevaléncia de bactérias gram-positivas (85%). Lactobacillus spp.
(22%), Streptococcus (18%), e Enterococcus spp. (12%) foram as mais frequentes.
Anaerdbios gram-negativos foram esparsos. As lesdes Osseas radiograficas, dor
persistente e a utilizagdo de hidroxido de calcio como medicagéo intracanal foram
correlacionadas a presenca de bactérias (P< 0,05). Uma vez estabelecidas,
Streptococcus, Enterococcus e Lactobacillus demonstram sobreviver apdés o
tratamento da periodontite apical.

Siqueira Jr. et al. (2007) estudou a eficacia do NaClO™ 2,5% e CHX 0,12%
como irrigantes na redugédo microbiana em canais de dentes com periodontite apical.
Amostras bacterianas de 32 dentes com infeccdo primaria foram coletadas na
cirurgia de acesso (S1) e apés o PQC usando NaCIlO™ 2,5% (n=16) ou CHX 0,12%
(n=16) como irrigantes (S2). Os isolados das amostras S2 foram identificados por
meio de analise de sequenciamento genético da regido 16 rRNA. Em S1 todos os
canais se apresentaram positivos para bactérias, sendo o valor médio de micro-
organismos por canal 7,32x10° para o grupo NaClO- e 8,5x10° para o grupo CHX.
Em S2 o valor médio de bactérias em canais irrigados com NaClO- foi 2,35 x10% e
CHX 2 x102. Nao foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significante
entre os grupos NaClO- e CHX em relagdo ao niumero de casos que apresentaram
culturas negativas (p=0,72) ou reducdo bacteriana quantitativa (P=0,609). O ensaio
de identificacdo de espécies encontradas no interior dos canais mostrou que a taxa
de bactérias mais observada foram Streptococci, representando 6 dos 13 taxons
identificados.
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Vianna et al. (2006) analisaram in vivo a reducao microbiana apés o PQC em

32 canais radiculares humanos com polpas mortificadas, irrigados com NaCIlO™ 2,5%
ou gel de Clorexidina 0,12%. A andlise da reducdo bacteriana foi avaliada pelos
métodos de cultura e qPCR com SybrGreen e TagMan. Observando os resultados
das contagens de UFCs a reducdo de micro-organismos foi substancial em ambos
0S grupos, mais de 96%. Na analise feita por PCR quantitativo o grupo NaClO-
(SYBRGreen 99,99%; TagMan: 99,63%) apresentou maior redugdo microbiana do
gue o grupo CHX (SYBRGreen 96,62%; TagMan: 96,60%). De acordo com a técnica
de cultura o grupo NaClO™ apresentou 75% dos casos livres de bactérias apos o
PQC e o grupo CHX apresentou 50% dos casos livres de bactérias apos o PQC.

Siqueira Jr. e Lopes (1999) em um trabalho de revisdo estudaram as
propriedades do hidroxido de calcio por ter uma fungdo primaria como medicao
intracanal de promover atividade antimicrobiana devido sua capacidade de causar
danos na membrana citoplasmatica da bactéria, bem como os ions hidroxila
ocasionarem danos ao DNA bacteriano, desnaturacdo de proteinas e funcionar
como uma barreira fisica. E concluiram que o hidréxido de calcio é de grande
importancia na endodontia podendo ser indicado para diversas condi¢des clinicas.

Shuping et al. (2000), testaram a reducdo microbiana com instrumentacao
rotatéria de niquel-titanio com irrigagdo com NaClO" 1,25% e o efeito anti-bacteriano
do hidroxido de célcio (CaOH2) por uma semana como medicacao intracanal. Foram
coletadas amostras de quarenta e dois dentes com lesao periapical cronica antes,
durante e apdés instrumentacéo, e ap0s a medicacao intracanal. Para os canais que
foram irrigados com NaClO~ houve uma reducdo significativamente maior de
bactérias quando comparado com os canais irrigados com solugdo salina (p<0,05).
ApoOs a instrumentacdo associada com NaClO™ 61,9% dos canais estavam livres de
bactérias. A medicacao de hidroxido de calcio por pelo menos uma semana mostrou
que 92,5% dos canais estavam livres de bactérias. Os resultados do estudo indicam
gque o preparo mecanizado junto ao hipoclorito de sodio (NaClO) é um passo
importante na reducdo bacteriana do canal e que a adicdo do CaOH2 como
medicacdo intracanal deve ser realizada para alcancar indices satisfatérios de
reducado bacteriana.

Sakamoto et al. (2007) estudaram a redugdo microbiana obtida pelos

procedimentos endodoénticos e identificaram os taxons presentes apos o tratamento.

Amostras oriundas de canais radiculares com periodontite apical foram obtidas antes
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(S1) e apés o PQC com irrigacdo de NaClO™ 2,5%(S2) e apds a medicacao
intracanal com CaOH:2 entre as sessdes (S3). As amostras foram submetidas a
identificacdo de espécies bacterianas persistentes por clonagem de DNA e andlise
da biblioteca de clones, e as bactérias passaram por analise quantitativa pelo
meétodo de qPCR. As amostras S2 e S3 de cinco dos 15 casos mostraram resultados
negativos. Nos 10 casos restantes, a instrumentacdo e a medicacdo intracanal
promoveram reducdo significativa de 99,67% e 99,85% respectivamente quando
comparados com S1. Quarenta e trés taxons de bactérias distintas foram
identificados, dos quais 24 (56%) tratavam-se de filotipos ainda nao cultivaveis.
Streptococcus sp foram os taxons mais prevalentes inclusive nas amostras pos
tratamento.

Siqueira Jr, Guimarées-Pinto e Rocas (2007) analisaram o efeito do PQC com
NaClO 2,5% e CaOH2 como medicagéo intracanal em bactérias cultivaveis de canais
radiculares infectados. Foram obtidos 11 dentes com infec¢ao intrarradicular primaria
e periodontite apical assintomatica. As amostras foram obtidas antes do tratamento
(S1), apdés o PQC com NaClO" 2,5% (S2), e apos 7 dias com medicacdo de CaOH:
em glicerina (S3). As bactérias cultivaveis foram obtidas de canais radiculares
infectados nos 3 estagios contadas e identificadas por meio da analise de
sequenciamento do gene 16S rRNA. Em S1 todos os canais foram positivos para
bactérias (2,8 taxons por canal). Em S2, 5 casos (45,5%) ainda abrigava bactérias.
Em S3 as bactérias foram cultivadas em 2 casos (18,2%), com 1 espécie por caso
positivo. Uma reducéo significativa de bactérias foi observada entre S1 e S2, e entre
S1 e S3. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante comparando
S2 e S3. Conclui-se que todo protocolo antibacteriano utilizado neste estudo reduziu
significativamente o numero de bactérias no canal e a maioria dos canais tornaram-
se livres de bactérias cultivaveis.

Beus et al. (2012) compararam resultados de protocolos in vivo da irrigacao
convencional com NaClO™ 1% e da PUI com NaClO" 1% + EDTA 17% +CHX2%,
além dos efeitos do CaOH2 como medicagédo intracanal em dentes com periodontite
apical de 50 pacientes. Os pacientes foram divididos aleatoriamente em 2 grupos e
receberam tratamento endodoéntico em 2 sessfes. A medicacao intracanal manteve-
se nos condutos por 14 dias. Apés o PQC os dentes receberam o protocolo de
tratamento de modo aleatdrio. Amostras microbioldgicas foram obtidas em quatro

momentos: Antes da instrumentacao (S1), apos o protocolo de irrigacao (S2), apos a
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medicacdo (S3) e antes da obturacdo (S4). A irrigacdo convencional e a PUI
obtiveram canais livre de bactérias em 80 e 84% dos casos respectivamente, ao final
da primeira sessdo. Apds a medicacdo o total das amostras livres de bactérias
aumentou para 87%, e a reinstrumentacao levou para 91% de amostras livres de
bactérias. Nao houve diferenca estatistica entre os métodos de irrigacdo ou entre 0s
resultados obtidos em uma ou duas sessoes.

Paiva et al. (2013) analisaram clinicamente os efeitos antimicrobianos dos
procedimentos endodénticos utilizando métodos moleculares. Obtiveram 14
amostras de canais com periodontite apical antes (S1) e apds instrumentacdo com
NaClO- como irrigante (S2), e irrigacao final com clorexidina (CHX) (S3) e ap6s uma
semana com medicacgao intracanal com CaOH: (S4). Foram analisados a incidéncia
de resultados positivos para a presenca de bactérias por meio de PCR de amplo
espectro; impacto sobre as estruturas da comunidade bacteriana por PCR-
Desnaturation Gradient Gel Electrophoresis (DGGE); dados quantitativos quanto a
reducdo microbiana foram obtidos por gPCR; e identificacdo de bactérias
persistentes por clonagem e sequenciamento. Todas as amostras S1 mostraram a
presenca de bactérias em todos os testes. Os procedimentos ocasionaram a
reducado da diversidade bacteriana além de reduzirem significativamente a incidéncia
de resultados positivos e as contagens bacterianas (P < 0,05).

Sinha et al. (2013) realizaram um estudo in vivo para comparar a eficacia
antimicrobiana da medicacao intracanal com hidroxido de célcio, clorexidina gel 2%
e uma combinacdo dos dois contra anaerobios facultativos, estritos e Candida spp.
Foram obtidas amostras de 90 dentes antes do tratamento (S1), apds o preparo
quimico cirdrgico realizado com instrumentos rotatoérios e solugdo salina (S2). Os
dentes foram divididos em trés grupos quanto a medicagdo intracanal: Grupo I:
hidroxido de caélcio, Grupo IlI: gel de clorexidina 2%, Grupo lll: associacdo gel de
clorexidina e hidroxido de calcio. Apos uma semana de medicagao intracanal nova
coleta foir realizada (S3). Os resultados mostraram que todos os medicamentos
foram eficazes na eliminagdo de anaerobios obrigatérios. Gel de clorexidina e a
associacdo de clorexidina com hidroxido de céalcio mostrou maior efeito
antimicrobiano contra anaerobios facultativos e Candida spp. em comparacdo com
hidréxido de célcio sem associagdo com outra medicagdo, no entanto, o estudo ndo

apresenta diferenca estatisticamente significante entre o Grupo Il e Grupo lIl.
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Nakamura et al. (2018) realizou um estudo in vivo que analisou os efeitos dos
procedimentos endoddnticos e da irrigacao ultrassdnica passiva (PUl) em bactérias
e endotoxinas de canais radiculares. A terapia endodontica convencional com a
utilizacdo de medicagdo intracanal com hidréxido de célcio foi realizada em 50
pacientes com periodontite apical primaria e coletas microbiolégicas foram coletadas
a cada etapa do tratamento. Os dentes foram divididos em dois grupos: PUI (n=25) e
irrigacdo convencional (IC) (n=25). Foram feitos ensaios de PCR e Lisado de
Amebdcito de Limulus (LAL). Em ambos os grupos, houve diminui¢do significativa na
concentracdo de endotoxinas entre uma etapa do tratamento e a etapa posterior. O
mesmo foi observado quanto ao numero de bactérias, exceto apdés a
reinstrumentacao dos canais para obturagcdo. Com relacdo a reducgédo bacteriana, a
PUI foi capaz de reduzir significativamente mais o numero de bactérias do que a IC,
porém com relacdo as endotoxinas, ndo foram diferencas significativas entre os
grupos.

Elnaghy, Mandorah e Se (2017) avaliou a eficacia da lima XP-endo Finisher
(FKG Dentaire SA, La Chaux- de-Fonds, Suica) na remoc¢éo de debris e smear layer
em canais radiculares curvos em comparagcao com diferentes regimes de irrigacao.
Setenta e cinco molares humanos recém-extraidos com raiz mesial com curvatura
de mais que 20° foram utilizados neste estudo. Os canais radiculares mesiais foram
mecanicamente preparados utilizando o sistema rotativo BT-Race (FKG DENTAIRE,
2018) e divididos em cinco grupos (n = 15) de acordo com as seguintes técnicas de
irrigacdo: controle positivo, ndo agitado, Agitacdo da lima, XP-endo Finisher, e
EndoActivator (Dentsply Tulsa Dental Especialidades, Tulsa, OK, EUA). Os canais
radiculares foram divididos longitudinalmente e avaliados por microscopia eletrénica
de varredura. Os grupos XP-endo Finisher e EndoActivator revelaram escores
significativamente menores de fragmentos e smear layer do que 0S outros grupos
nas regides coronal, média e apical (P < 0,05). Nao houve diferenca significativa
entre 0os grupos XP-endo Finisher e EndoActivator (P [0,05). A regido apical
apresentou maior escore de residuos e camada de smear em comparagdo com as
regides coronal em todos os grupos (P <0,05), com excec¢do do grupo controle
positivo; ndo houve diferenga significativa entre as trés regides do canal radicular (P
>0,05). A irrigacdo de canais radiculares curvos usando os métodos XP-endo
Finisher e EndoActivator parece ser mais eficaz na remocdo de detritos e smear

layer do que os outros grupos testados.
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Golob et al. (2017) determinaram a efetividade da PIPS na reducdo de
Enterococcus faecalis na desinfec¢cado dos canais radiculares, variando a energia do
laser e a concentracdo do hipoclorito de sodio. 86 dentes unirradiculares extraidos
foram preparados mecanicamente, esterilizados e depois inoculados com E. faecalis
por 4 semanas. Foram divididos em 9 grupos e tratados com laser de ER:YAG
usando PIPS com ponta 600/9 de acordo com os seguintes parametros: 10mJ ou
20mJ, 15Hz, e um pulso de 50 microssegundos de duracdo a 0.5W ou 0.3W de
poténcia, respectivamente. Os canais foram irrigados com diferentes concentragbes
de NaClO (1%, 3% e 5% e ativados com o protocolo da PIPS). A contagem
bacteriana foi feita imediatamente apos e 48 horas apds a descontaminacao e nova
incubacdo em placa de &gar. Como resultados eles obtiveram diferenca na
contagem bacteriana antes e imediatamente ap6s o tratamento, bem como nos
grupos tratados com NaClO- 5% 48horas apOs tratamento. Escaneamento com
microscopia eletrdbnica mostrou auséncia de bactérias e biofilme nas areas
escaneadas apods tratamento com NaClO- 5%. Com base nesses resultados o
trabalho permite concluir que a irrigagéo ativada com laser usando NaClO™ 5% junto
ao protocolo de PIPS modificado resulta em maior efetividade na erradicacdo de

biofilmes bacterianos, além de remocé&o da smear layer.
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4 DISCUSSAO

Na literatura tem se um conceito permanente quanto ao estabelecimento de
alteracdes pulpar e periapical relacionadas a presenca de bactérias (KAKEHASHI,
STANLEY; FITZGERALD, 1965; MOLLER et al., 1981).

Segundo Siqueira Jr e Rocas (2009) mais de 460 taxons pertencentes a 100
géneros e 9 filos foram identificados nos sistemas de canais radiculares de dentes
gue apresentavam algum tipo de infeccdo endodontica. Ainda que os relatos quanto
as espeécies bacterianas presentes na infeccdo endoddntica primaria mostram uma
variedade de espécies, Siqueira Jr e Ré¢cas (2005) apontaram que essa variedade
pode ter sido subestimada devido as limitagdes de metodologia, como em métodos
dependentes de cultura, tendo em vista que aproximadamente 50% da microbiota
oral permanece nao cultivavel. Deste modo, a patogenicidade e sintomatologia
ocasionada por bactérias ndo- cultivaveis pode ser ndo relacionada ou subestimada
(KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERALD, 1965; FABRICIUS et al., 1982).

Segundo Siqueira Jr e Rodcas (2009) os métodos moleculares para
identificacdo microbiana que sdo fundamentados no RNA bacteriano apresentam
vantagens em relacdo ao método de cultura quanto a sua maior facilidade em
favorecer o crescimento bacteriano em condicbes in vitro, além da maior
sensibilidade que o método molecular possui na identificagdo bacteriana quando
comparado ao método de cultura.

Métodos moleculares sédo atualmente o padrdo ouro no que tange a analise
microbiana. Ensaios de PCR quantitativo (QPCR) visando o gene rRNA (rDNA) foram
utilizados em muitos estudos de microbiologia nos ultimos anos. Especificamente,
muitos ensaios de gPCR foram desenvolvidos e aplicados para a deteccdo e
quantificacdo de bactérias. No entanto, o uso desses métodos encontrou algumas
criticas como o DNA poder ser associado a células mortas e geralmente poder
persistir no ambiente (KEER; BIRCH, 2003), resultando na superestimac¢éo de micro-
organismos viaveis (NOBLE et al., 2010). Devido a sua fraca estabilidade fora da
célula e sua correlacdo com a fisiologia celular, o RNA foi proposto como um alvo
alternativo na deteccao de bactérias (LU; STROOT; OERTHER, 2009). De acordo
com Van der Vliet et al. (1994) o RNA é um indicador de bactérias viaveis e em
atividade. Os esforcos dirigidos para as transcricdes de mRNA tém sido limitados a

estudos que rastreiam caracteristicas de grupos bacterianos especificos e na
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maioria dos casos ndo sao adequados para estudar todos os membros da
comunidade bacteriana. Além disso, a frequéncia de deteccdo de testes que visam
transcricbes de mRNA séo frequentemente baixo e, portanto, podem ter suas taxas
detectadas apenas bactérias abundantes com alto metabolismo (SMITH; OSBORN,
2009). E vantajoso o uso de rRNA transcrito uma vez que o constituinte mais
abundante dos acidos nucléicos em bactérias (WATERS; MCCUTHAN, 1990) e
primers universais podem ser usados simultaneamente para estudar grupos
microbianos filogeneticamente divergentes. Além disso, o rRNA pode ser usado para
monitorar o status da atividade bacteriana, e a taxa de transcricdo de rRNA é uma
taxa de crescimento dependente (PITKANEN et al., 2013).

A quantidade de RNA esta relacionada a atividade da célula procariotica,
deste modo a analise do RNA permite indicagdo mais expressiva dos patdgenos que
estdo viaveis (MISKIN; FARRIMOND; HEAD, 1999). A molécula-alvo utilizada €&
rRNA, isso porque os meétodos que utilizam essa molécula sdo mais sensiveis
porque existem muitas copias de rRNA nas bactérias que estao ativas. Aléem disso,
utiliza-se rRNA como alvo, pois todos os exemplares do dominio bactéria possuem
essa mesma molécula, sendo habitualmente utilizada para identificacdo de
diferentes espécies bacterianas.

Os métodos moleculares para identificacdo microbiana representam recursos
importantes para identificacdo de micro-organismos bem como sua posicao
taxondmica (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2005). Com a utilizagdo de métodos
moleculares Nobrega et al. (2016) relataram que 486 taxons foram identificados em
infeccbes endoddnticas sintomaticas, 265 em quadros assintomaticos e 165 em
ambos os casos. De acordo com Gomes et al. (2015) os filos bacterianos mais
comumente encontrados em infec¢cdes endodonticas sdo Firmicutes; Bacteroidetes;
Actinobacteria; Fusobacteria; Proteobacteria; Spirochaetes e Synergistes. Sakamoto
et al. (2007) detectaram Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros/
Peptostreptococcus sp., Prevotella sp.; Dialister sp., Mogibacterium sp., clone oral
Lachnospiraceae, Filifactor alocis, clone oral Megasphaera sp., clone oral Veillonella
Sp. apenas em casos assintomaticos, por outro lado Prevotella intermedia e Dialister
pneumosintes, sdo detectados apenas nos casos sintomaticos (SAKAMOTO et al.,
2007).

Devido a variedade de bactérias passiveis de serem encontradas no SCR,

essa revisao de literatura se ateve as bactérias Gram-positivas que sdo mais
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comumente encontradas em casos que onde ha infeccdo primarias associadas a
infeccdes persistentes (ROCAS; SIQUEIRA JR., 2010).

Os Streptococcus spp. de acordo com Gomes et al. (2004) sdo espécies
anaerobias facultativas que s@o mais encontradas nas infecgdes primarias. Love
(2004) afirmou que Streptococcus spp sao colonizadores primarios do biofilme e sao
capazes de penetrar nos canaliculos dentinarios sozinhos ou agregados a outros
micro-organismos. Prado (2014) revelou que o PQC foi eficaz na reducéo desse
micro-organismo e que a MIC foi capaz de manter essa reducao, pois com a Reacao
de Cadeia em Polimerase baseada em DNA detectou Streptococcus spp apés PQC
em 10% das amostras S2 e apds a medicacao intracanal 20% das amostras S3
continham Streptococcus spp. No entanto quando comparado com método baseado
em RNA os resultados foram negativos tanto em S2 quanto S3.

De acordo com Rdécgas e Siqueira Jr. (2010) Propionibacterium spp. sdo micro-
organismos Gram-positivos, encontrados em biofilmes extra radiculares, infec¢des
endodobnticas persistentes e tratam-se de bactérias anaerdbias estritas. A
persisténcia dessas bactérias apés PQC e MIC pode estar associada a capacidade
de se organizarem em comunidade consorcio, mantendo-se mais resistentes aos
antimicrobianos e menos susceptiveis as alteracdes ambientais (CHAVEZ DE PAZ,
2007).

As bactérias associadas a infec¢cbes endoddnticas persistentes podem ser
identificadas como aquelas encontradas no conduto radicular no momento da
obturacdo dos canais. E possivel que muitos dos micro-organismos detectados
possam nado ter tempo nem quantidade suficiente para estabelecer uma infeccao
persistente e aquelas que forem passiveis de persistirem a modificacdo do ambiente
podem ocasionar uma infec¢cdo tida como persistente e comprometer a terapia
endodontica (PRADO, 2014).

Analisando as substancias quimicas ndo ha consenso na literatura quanto
ao melhor irrigante entre hipoclorito de sodio e clorexidina, pois as duas substancias
séo eficazes em reduzir substancialmente a microbiota endododntica, no entanto n&o
s&o capazes anular carga microbiana do interior do SCR (SIQUEIRA Jr; GIMARAES-
PINTO; ROCAS, 2007). Quanto a medicacéo intracanal, alguns estudos mostram
que favorece a reducao microbiana no canal (SINHA et al., 2013) e outros relatam
ineficiéncia na eliminacdo de todos os tipos de micro-organismos encontrados no
interior do canal endodontico (SIQUEIRA JR; LOPES, 1999). A medicacéo intracanal
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com hidréxido de calcio foi eficiente na reducéo de carga bacteriano no interior dos
canais (NAKAMURA et al., 2018), no entanto outros estudos ndo séo capazes de
fazer a mesma inferéncia, pois ndo houve diferenca estatistica significante na
reducdo microbiana entre o PQC e a medicacéo intracanal (SAKAMOTO et al.,
2007).

Apesar do preparo quimico mecanico diminuir significativamente a carga
bacteriana nos canais radiculares, estudos com analise molecular demonstram que
muitos casos se mantém infectados ap6s o preparo do canal radicular (VIANNA et
al., 2006). Portanto, abordagens alternativas foram propostas para complementar a
acao antimicrobiana do preparo quimico mecanico de canais endodonticos
infectados, incluindo um protocolo de irrigagéo final usando a ativagéo ultrassonica
adicional do irrigante (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2009), agitagdo com instrumento
automatizado como XP- endo Finisher (ELNAGHY; MANDORAH; SE, 2017) e o uso
de PIPS (photon-initiated photoacoustic streaming) (PEDULLA et al., 2012).

A ativagdo ultrassdnica é baseada na transmissdo de energia acustica
através do irrigante por um fio (haste) de acgo inoxidavel ou uma lima de endodéntica
(VAN DER SLUIS et al., 2007). Essa energia é dissipada através das ondas
ultrassénicas criadas no irrigante que levam a cavitagcdo (ROY et al.,, 1994) e
transmissao acustica (AHMAD; PITT FORD; CRUM, 1987). Esta ultima € a forca
biofisica associada as limas de endodontia durante a atividade ultrassénica. Embora
0 mecanismo de acao para a ativagao ultrassonica na irrigacdo do canal ndo seja
claro, os estudos laboratoriais demonstraram que a ativacdo ultrassbnica de
solucdes antimicrobianas promove a remocao de detritos de dentina (AMATO et al.,
2011) e biofilme bacteriano de canais infectados (HARRISON et al.,, 2010;
CACHOVAN et al., 2013; MOHMMED et al., 2016).

Outra alternativa utilizada que visa a reducdo microbiana obtida do PQM é
0 uso do instrumento XP — endo Finisher (FKG Dentaire, Swetzelander). Trata-se de
lima mecanizada que deve ser utilizada apés o preparo quimico mecanico (PQM) do
SCR para potencializar a limpeza do canal radicular enquanto mantém estrutura
dentinaria, a limpeza obtida pelo instrumento se da por intermédio do contato
(raspagem) gerado entre o instrumento e as paredes do canal. O instrumento XP-
endo Finisher é baseado no principio de memaria de forma da liga NiTi. As limas sao
retas em sua fase martensitica (M), em temperatura ambiente. Ao serem inseridas

no canal, sdo expostas a temperatura corporea e mudam de forma devido a
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memoria molecular da fase austenitica (A). O formato da fase-A em rotacédo permite
que o instrumento busque alcancar e limpar areas de dificil acesso para os
instrumentos padréo. Fabricado com a liga flexivel & base de NiTi, e devido ao seu
formato caracteristico ap6s a expansao, as limas XP-endo Finisher acompanham as
paredes do canal radicular com um alcance de até 6 mm de diametro (FKG
DENTAIRE, 2018).

A outra alternativa transoperatéria que visa a potencializacdo da limpeza e
desinfeccéo intracanal é a PIPS (photon-initiated photoacoustic streaming). Trata-se
de uma técnica atribuida a atividades fotoacusticas e fotomecanicas. Neste métoodo
o laser Er:-YAG € usado com uma ponta que € inserida no canal principal. Quando
ativado ha uma alta absor¢cdo do comprimento de onda do laser no irrigante e a
combinacdo do pico de onda alcancado usando parametros abaixo de niveis
ablativos resulta no fendmeno fotomecanico (GUNESER; ARSLAN; USUMEZ,
2015).

A relevancia dessa revista de literatura no que tange a atividade metabdlica
dessas bactérias de carater endodontico é alta para o estabelecimento de terapias
capazes de aniquilar ou neutralizar mecanismos de defesa microbiana, bem como a

persisténcia desses micro-organismos no SCR.
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5 CONCLUSAO

A revisao da literatura pesquisada para este trabalho nos permite concluir que
os procedimentos endoddnticos relacionados ao PQC promovem reducdo dos niveis
microbianos, no entanto, muitos canais continuam infectados. Com relagdo a
medicacdo intracanal utilizada os estudos s&o controversos, alguns relatam
potencializacdo da susceptibilidade microbiana outros, porém demonstram nao
haver reducdo bacteriana significativa. Os estudos que utilizaram métodos
moleculares permitiram identificacdo tanto de bactérias ndo cultivaveis quanto
cultivaveis, sendo que os filos que apresentaram maior prevaléncia de espécies
viaveis apo6s os procedimentos de desinfeccdo foram Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria e Proteobacteria. e as espécies correspondentes foram Enterococcus
faecalis, Streptococcus spp., Propionibacterium acnes. E com base nessas
informagdes pode-se atestar que ainda existe a necessidade de serem adotadas
novas estratégias quanto a técnicas, instrumentos e substancias para que se

alcance a maxima sanificacdo dos sistemas de canais radiculares.
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