¥X CONGRESSO DE WICIAGAD CIENTIFICA
11 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

INVESTIGACAO MOLECULAR DA PRESENCA DE BACTERIAS ESPECIFICAS
NAS LESOES PERIAPICAIS CRONICAS ASSOCIADAS AO INSUCESSO DO
RETRATAMENTO ENDODONTICO

SPOSITO, Otavio da Silval; Signoretti, Fernanda Graziella Correa®; Gomes,
Brenda Paula®, JACINTO, Rogério de Castilho®

'Universidade Federal de Pelotas/Odontologia; Universidade de Campinas/Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, Departamento de Odontologia Restauradora; % Universidade Federal de
Pelotas/Faculdade de Odontologia, Departamento de Semiologia e Clinica —
rogeriocastilho@ hotmail.com

1 INTRODUCAO

Infeccbes endodonticas sdo doengas inflamatorias sintomaticas ou
assintomaticas causadas por microrganismos presentes no sistema de canais
radiculares (Siqueira, 2002). Mesmo ap0s a limpeza, modelagem e obturacdo do
sistema de canais radiculares, seguida de uma restauracéo satisfatéria do elemento
dental, uma pequena fracdo dos casos mostra evidéncias de lesbes perirradiculares
persistentes (Salehrabi & Rotstein, 2004).

A persisténcia de bactérias tanto nos tecidos intrarradicular quanto
perirradicular pode resultar em infecgOes refratarias ou recorrentes (Sjogren et al.,
1990; Abou-Rass & Bogen, 1998; Siqueira et al., 2008).

Pesquisas anteriores, avaliando através de microscopia de luz e cultura,
demonstravam que lesbGes periapicais conteriam uma carga microbiana nao
significativa, ou mesmo ausente (Block et al., 1976; Walton et al., 1992). No entanto
ambas as técnicas apresentam limitacdes na deteccdo de bactérias, dessa forma,
métodos como o PCR vem sendo amplamente utilizado com o objetivo de identificar
tal microbiota (Siqueira, 2002).

A melhor caracterizacdo das comunidades microbianas presentes no tecido
perirradicular através do uso de métodos moleculares permite que sua patogénese
seja mais bem entendida, o que representa importancia clinica significativa.

O objetivo deste estudo foi identificar a presenca de bactérias especificas
presentes no tecido de lesdes perirradiculares persistentes, utilizando os métodos de
PCR.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Foram selecionados pacientes (n=20) com indicacdo de cirurgia
parendoddntica devido ao insucesso do tratamento endodontico, submetidos a
coleta durante a curetagem do tecido periapical.

Os critérios levados em conta para selecado dos pacientes foram: retratamento
endodoéntico prévio com no minimo 2 anos (dentes assintomaticos) e/ou presenca de
sinais e sintomas associados ao dente (e.g. dor a percusséo); auséncia de fratura
radicular; auséncia de histéria de antibioticoterapia recente e uso de antifingicos
(minimo de 3 meses) e auséncia de doencas sistémicas e doenca periodontal.

Na consulta inicial foi realizada tomada radiografica periapical. A lesao
periapical excisada foi subdividida e enviada tanto para diagnéstico histopatologico,
como submetida a andlise por métodos moleculares.
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A técnica de PCR foi utilizada para a andlise da presenca de Enterococcus
faecalis, Gemella morbillorum, Treponema denticola, Treponema socranskii,
Tanerella forsythia, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella tannerae, Prevotella nigrescens, Fusobacterium
nucleatum, Filifactor alocis, Parvimonas micra nas coletas.

O DNA bacteriano foi extraido e submetido a rea¢gbes de PCR simples, com o
uso de primers espécie-especificos para melhor caracterizacdo da comunidade
microbiana presente.

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada com o QIA amp DNA kit
(QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

A reacdo de PCR foi processada na quantidade de 25 pL de uma mistura de
reagentes (Master Mix) contendo suas quantidades especificas para 1,5 uL do DNA
da amostra.

As reacOes de PCR contendo primers espécie-especificos foram realizadas
em um aparelho termociclador convencional e submetidas a varios gradientes de
temperatura (MJ96G, Biocycler, termocicladores, Curitiba, SC, Brasil) utilizando
amostras ATCCs correspondentes e baseadas na literatura de suporte.

As amostras apdés a reacdo de PCR (produtos da amplificacdo), serao
conservadas a 4 °C ou analisadas imediatamente por eletroforese. Utilizar-se-a gel
de agarose a 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampéo de Tris-borato
EDTA (pH 8,0) e corado com brometo de etidio (5Sug/mL-Invitrogen® - Life
Technology do Brasil).

Os dados coletados, referentes aos aspectos clinicos e radiograficos e as
espécies bacterianas isoladas dos dentes estudados, serdo introduzidos numa
planilha de calculo (QUATTRO PRO, Bordland International Inc., Scotts Valley, CA,
EUA) e estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os casos DNA bacteriano estava presente. As espécies mais
frequentes foram:Parvimonas micra (50%), Treponema socranskii(40%),
Gemellamorbillorum(25%), Prevotellatannerae(15%).Embora tenha sido identificado
até sete espécies bacterianas em um mesmo caso, a maioria (55%) apresentou
apenas uma das espécies pesquisadas. Histologicamente 13 dos 20 casos
apresentaram caracteristica de cisto periapical e os demais de granuloma.

Estudos indicam que as lesbes perirradiculares persistentes sao causadas por
bactérias resistentes ao tratamento endoddntico ou por uma recontaminacdo do
canal radicular (Schirrmeister et al 2009). As infeccbes cronicas associadas ao
insucesso do tratamento endodontico podem ter sua origem tanto no tecido
perirradicular (Sunde et al 2003) ou em um biofilme na superficie da extremidade da
raiz, que € protegido contra as defesas do hospedeiro e é resistente a
antibioticoterapia (Tronstad et al 1990). Enquanto bactérias no biofilme sao
importantes para a persisténcia da infeccdo, as células planctdnicas nos tecidos
exercem um papel na exacerbacdo das doencas infecciosas periapicais
(VanDevanter et al 2005).

No presente estudo, DNA bacteriano foi detectado em todas as amostras,
indicando a presenca de bactérias na lesdo periapical e apontando para um papel
etiologico importante destas bactérias na maioria das lesbes. Todas as amostras de
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tecido periosteal coletados subjacentes ao local da cirurgia ndo mostrou DNA
bacteriano, indicando gque o sitio cirdrgico era estéril.

A espécie encontrada em mais alta freqUéncia nas lesfes periapicais foi
Parvimonas micra, uma especie Gram-positiva, anaerébia estrita, que teve sua
capacidade de aderir ao epitélio demonstrada in vitro (Kremer et al 1999), bem como
foi demonstrado que participa de infec¢gbes polimicrobianas como abscessos apicais
(Murdoch ET AL 1988). Estes dados sugerem que P. micra pode estar associada a
infeccBes cronicas e pode ser importante na persisténcia da infeccéo perirradicular.

O Enterococcus faecalis, uma espécie de bactérias gram-positivas
facultativas, ndo foi detectado em nenhuma das amostras. Este dado é contrastante
com pesquisas que demostraram a prevaléncia de E. faecalis em canais radiculares
com infeccdes endoddnticas persistentes variando de 24% para 77%, e, quando
encontrado, ele dominou o perfil microbiol6gico desses canais radiculares (Cheung
et al 2001; Stuart et al 2006; Sundqgvist ET AL 1998). E. faecalis tem capacidade de
aderir e invadir células epiteliais (30) e de formar biofilmes persistente associada
com infeccbes refratarias (Guzman ET AL 1989). Formacdo de biofiime de E.
faecalis também foi mostrado no canal radicular dentina (Mohamed et al 2004;
Kishen ET AL 2006) in vitro. Embora as bactérias em apices radiculares sao
protegidas pelo biofilme apical, as bactérias no tecido perirradicular sdo expostas
aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Assim, apenas aquelas espécies que sédo
capazes de adesao e invaséo de tecido e tém a capacidade de superar a defesa do
hospedeiro podem persistir nos tecidos moles. Em resumo, nossos dados sugerem
gue as lesdes perirradiculares persistentes sdo infeccdes polimicrobianas, e muitas
espécies bacterianas anteriormente ndo cultivadas e desconhecidas podem
contribuir para o desenvolvimento e persisténcia de tais lesdes.

4 CONCLUSAO

A ocorréncia das espécies investigadas nas lesGes periapicais cronicas
indica que potencialmente desempenham um papel na patogénese da periodontite
apical persistente e que tem a capacidade de romper as defesas externas da raiz e
se multiplicar na regido periapical. Além disso, na maioria dos casos, o tecido
associado a esse tipo de patologia apresenta caracteristicas cisticas.
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