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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente estudo foi realizado a fim de elucidar o direcionamento quanto a escolha do
retratamento em sessdo Unica ou duas sessdes, tendo em vista que a literatura apresenta escassos
estudos clinicos sobre este tema. Por meio da analise Checkerboard DNA-DNA hybridization
foi possivel tracar os micro-organismos gram-negativos e gram-positivos mais frequentemente

encontrados em diferentes etapas do retratamento endoddntico em sesséo Unica e duas sessdes.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present study was carried out in order to clarify the direction regarding the choice of
retreatment in a one-visit or two-visit, considering that the literature presents few clinical
studies on this topic. Furthermore, through Checkerboard DNA-DNA hybridization analysis, it
was possible to trace the gram-negative and gram-positive microorganisms most frequently

found in different stages of endodontic retreatment in a one-visit and two-visit.
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RESUMO

Orlando MMT. Analise quantitativa e qualitativa do perfil microbiol6gico do
retratamento endoddntico em uma sessao versus duas sessodes [dissertacdo]. Sao
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2024.

O estudo monitorou perfil (Checkerboard DNA-DNA hybridization) microbiano
em pacientes com infeccdo endodéntica secundaria (IES) submetidos ao
retratamento endodbntico em sessdo Unica e duas sessfes. 40 pacientes com
necessidade de retratamento endodontico foram selecionados. Coletas do contetddo
do canal radicular foram realizadas ap6s remocao do material obturador (S1), apés
preparo biomecéanico (PBM) com sistema reciprocante Reciproc® e irrigacdo com
solucdo de NaOCI 2,5% (S2) e ap6s medicacdo intracanal (MIC) a base de hidréxido
de célcio e solucdo salina fisioldgica (S3). O conteudo dos canais radiculares foi
avaliado quanto a atividade antimicrobiana por cultura microbiolégica (UFC/mL) e
perfil microbiano pelo teste de Checkerboard DNA-DNA hybridization. Dados foram
analisados estatisticamente atravées de teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
e Lilliefors. Micro-organismos anaerobicos foram encontrados em 100% em sesséo
Unica e 95% em duas sessdes. Os niveis de UFC/mL diminuiram apés o PBM,
havendo a manutencdo do mesmo apds uso de MIC. Os micro-organismos gram-
negativos mais frequentemente encontrados foram Fusobacterium nucleatum ssp
vicentii, Campylobacter rectus, Capnocytophaga. gingivalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Leptotrichia buccalis, sendo os Gram-positivos,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus constellatus e
Streptococcus mitis. Em S2, nimero de espécies variou de 1 a 39 por canal. Em S3,
variou de 1 a 27. PBM possibilitou reducado significativa na carga microbiana nos
grupos sessao Unica e em duas sessdes. MIC ndo influenciou a carga bacteriana. O
perfil microbiano difere em relacdo a frequéncia de deteccdo e concentracdo de DNA
bacteriano encontrados apos a desobturagéo, preparo biomecanico e medicacado com
hidroxido de calcio. Através deste estudo foi possivel avaliar micro-organismos gram-
negativos e gram-positivos mais frequentemente encontrados em diferentes etapas
do retratamento endoddntico em uma ou duas sessoes.

Palavras-chave: endodontia; hidroxido de calcio; doencas periapicais; terapia
endodontica; insucesso endodontico; microrganismos.



ABSTRACT

Orlando MMT. Quantitative and qualitative analysis of the microbiological profile of
endodontic retreatment in One-visit versus Two-visit [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2024.

The study monitored microbial profile (Checkerboard DNA-DNA hybridization) in
patients with secondary endodontic infection (IES) submitted to endodontic
retreatment in a One-visit and Two-visit. A total of 40 patients in need of endodontic
retreatment were selected. Root canal contents were collected after removal of the
filing material (S1), after biomechanical preparation (PBM) with the Reciproc®
reciprocating system (S2) and after intracanal medication (MIC) based on calcium
hydroxide and physiological saline solution (S3). The contents of the root canals were
evaluated for antimicrobial activity by microbiological culture (CFU/mL) and microbial
profile by the Checkerboard DNA-DNA hybridization test. Data were statistically
analyzed by Kolmogorov-Smimov and Liliefors normality tests. Anaerobic
microorganisms were found in 100% in One-visit and 95% in Two-visit. CFU/mL levels
decreased after PBM, maintaining them after the use of MIC. The most frequently
found gram-negative microorganisms were Fusobacterium nucleatum ssp vicentii,
Campylobacter rectus, Capnocytophaga. gingivalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia and Leptotrichia buccalis, the Gram-positive ones Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus constellatus and Streptococcus mitis.
In S2, number of species varied from 1 to 39 per channel. In S3, it ranged from 1 to
27. PBM enabled a significant reduction in the One-visit and Two-visit groups. MIC
does not influence bacterial load and bacterial composition. The microbial profile differs
in relation to the frequency of detection and concentration of bacterial DNA found after
coronary opening, PBM and MIC. Through this study it was possible to track the gram-
negative and gram-positive microorganisms most frequently found in the different
stages of endodontic treatment in the One-visit and Two-visit groups.

Keywords: endodontics; calcium hydroxide; periapical diseases; root canal therapy;
endodontic failure; microorganisms.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes endodbnticas sdo associadas a presenca da microbiota
comensal oral e se proliferam no sistema de canais radiculares devido a fatores como
necrose pulpar, traumatismo dentario, presenca de lesGes cariosas ou restauracdes

defeituosas (Kirkevang et al., 2007).

Em relacdo as infeccdes endodénticas primarias, estas sao polimicrobianas,
com presenca de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos, havendo
predominio de bactérias anaerébias (Sundqvist 1992; Gomes et al., 2004; Siqueira Jr.,
Rocas, 2005; Sakamoto et al., 2007; Machado et al, 2020; Martinho et al, 2023), sendo
as mesmas envolvidas com os sintomas clinicos e com a patogénese das infeccdes
periapicais relacionadas a presenca de lesdo periapical visivel radiograficamente
(Sundqgvist, 1992; Assed et al., 1996). Ao se organizarem em biofilme, estes micro-
organismos dificultam a limpeza do sistema de canais radiculares, impactando o
sucesso do tratamento endodontico (Chu et al., 2006; Al-Ahmad et al., 2014).

As bactérias Gram-negativas apresentam na composicdo de sua parede
celular, os lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas que, frente a morte ou multiplicacéo
celular, promovem resposta inflamatéria exacerbada (Pitts et al., 1982). Ja as
bactérias Gram-positivas apresentam, como componente da parede celular, o acido
lipoteicdico (LTA). LTA é responsavel pela regularizacdo de enzimas autoliticas da
parede bacteriana, sendo liberado principalmente na bacteridlise (Ginsburg, 2002) e
apresentando caracteristicas fisico-quimicas que favorecem e estimulam a resposta
imunologica, apresentando importancia para o desenvolvimento da patologia
periapical (Costa Junior, Souza-Filho, Barbosa, 2003).

O LPS e 0 LTA sao reconhecidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro por
meio dos receptores de reconhecimento padrao denominados Toll-like (TLR) (Akira et
al., 2001), promovendo a liberacdo de mediadores inflamatorios (citocinas) (Aderem
and Ulevitch, 2000; Hong et al., 2004; Tang et al., 2011).
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A microbiota endodobntica em infeccdo endododntica persistente difere da
encontrada em infeccdo endododntica primaria. As espécies mais prevalentes em
infeccdo endodobntica priméria sdo Enterococcus faecalis, Parvimonas micra,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Dialister invisus, Propionibacterium acnes, Tannerella forsythia e Treponema
denticola. Além disso, presenca de sintomatologia ou obturacdo inadequada do canal
radicular apresentam aumento de espécies bacterianas especificas (Pinto et al.,
2023).

O tratamento endoddntico tem como objetivo eliminar a maior quantidade de
micro-organismos e seus produtos presentes no sistema de canais radiculares, bem
como atenuar os efeitos bioldégicos ocasionados por estes (Sjogren, 1990; Gutmann,
1992; Unal 2011), uma vez que 0S micro-organismos e seus produtos representam
importante papel no estabelecimento da leséo periapical (Kakehashi et al., 1965).
Além disso, fatores como a condi¢do do elemento dental, condi¢cbes de saude do
paciente, sinais e sintomas, presenca da lesdo periapical, técnicas de instrumentacao
e obturacdo empregadas sdo importantes para determinar o sucesso do tratamento

endodontico (Sjogren et al., 1990).

O resultado favoravel do tratamento endodéntico depende da reducédo da
maior quantidade de micro-organismos do sistema de canais radiculares e prevencao
de reinfeccdo (Haapasalo M et al.,, 2010). Quando o tratamento € realizado
adequadamente, o reparo da leséo periapical geralmente ocorre com regeneracao do
tecido duro, caracterizada pela reducdo da radiolucidez nas radiografias de
acompanhamento (Strindberg, 1956; Grahnén & Hansson, 1961; Seltzer et al., 1963;
Storms, 1969; Molven, 1976; Kerekes & Tronstad, 1979; Molven & Halse, 1988;
Sjogren et al., 1990; Sjogren et al., 1997; Sundqvist et al., 1998).

Durante o tratamento endoddntico € de suma importancia a utilizacdo de
substéancias irrigadoras com o intuito de auxiliar na desinfeccéo do sistema de canais
radiculares ao atingir as areas que ndo sdo alcangadas pelos instrumentos
endodénticos. Assim, o hipoclorito de sdédio (NaOCL) representa o irrigante mais

utilizado na pratica endododntica devido as suas propriedades antimicrobianas e
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capacidade de dissolucao de matéria organica (Haapasalo M et al, 2014; Ruksakiet K
et al, 2020).

Entretanto, a eliminacdo destes micro-organismos e seus produtos pode nao
ocorrer em sua totalidade durante o tratamento endoddntico, podendo permanecer no
sistema de canais radiculares, resultando, portanto, em insucesso da terapia
endodontica e necessidade de reintervencdo. A causa da persisténcia desses micro-
organismos pode ser devido as falhas nos procedimentos de desinfeccdo no
tratamento prévio (Siqueira, 2002; Gomes et al., 2008) ou devido a recontaminacéo
do sistema de canais radiculares através de restauracdes coronarias insatisfatorias

ou ausentes apos o término do tratamento (Peciuliene et al., 2006).

A falha endodoéntica relacionada a presenca de micro-organismos sO ocorre
guando estes sdo patogénicos, atingem certas contagens e tem acesso aos tecidos
perirradiculares para causar ou manter doenca perirradicular (Molander A et al., 1998;
Sundqvist G et al.,, 1998). Soma-se a estes fatores, a persisténcia de infeccao
intrarradicular em canais radiculares ndo instrumentados e tubulos dentinarios, bem
como outras areas que ndo podem ser alcancadas com instrumentos e técnicas
existentes devido a complexidade anatdmica do sistema de canais radiculares (Hess,
1921; Sjogren et al., 1990; Lin et al., 1992; Sjogren et al., 1997; Nair et al., 2005).

Estudos apontam que a microbiota presente nos canais com fracasso do
tratamento endodontico difere da encontrada em infeccdo endodontica primaria,
havendo a predominancia de espécies anaerObias facultativas Gram-positivas
(Siqueira, 2001; Adib et al., 2004; Gomes et al., 2004; Ferrera et al., 2015; Machado
et al., 2020), como Enterococcus faecalis, podendo inclusive ocorrer casos de

monoinfeccdo (Hancock et al., 2001; Récas et al., 2004).

Tal microbiota encontrada em canais com insucesso do tratamento
endodoéntico deve-se a um processo de selecdo que depende da resisténcia
especifica de determinados micro-organismos ao preparo biomecanico, da medicacao
intracanal utilizada durante o tratamento endodbntico e da capacidade de
sobrevivéncia destes micro-organismos em um meio nutricional restrito, no qual as

relacdes entre bactérias sdo minimas (Sundgvist et al., 1998).
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Considerando o fato que a maioria dos casos de insucesso do tratamento
endodontico resulta da proliferacdo bacteriana no sistema de canais radiculares, o
retratamento endodbntico consiste na remocdo do material obturador,
reinstrumentacao e desinfeccdo do sistema de canais radiculares, obedecendo aos
principios biolégicos e técnicos da terapia endoddntica (Hepworth, Friedman, 1997);
seguido de uma nova obturacéo dos canais radiculares, com o objetivo de superar as
falhas do tratamento anterior, permitindo, assim, a ocorréncia da reparacéo tecidual
(Lopes et al., 1999).

Durante o tratamento endodbntico em multiplas sessdes, a utilizacdo de
medicacdo intracanal (MIC) entre as consultas objetiva a reducéo bacteriana e
modulacao da inflamacéo periapical (Barbosa et al., 2018), sendo o hidroxido de célcio
[Ca(OH)2] amplamente utilizado como medicacdo intracanal devido a acéo
antibacteriana e capacidade de inibir citocinas do tipo Thl, atuando, portanto,
ativamente no processo inflamatério (Mohammadi and Dummer, 2011; Martinho et al.,
2015).

Com o objetivo de facilitar os procedimentos clinicos, houve uma crescente
busca por materiais e técnicas que impliguem em menor custo ao profissional e menor
tempo clinico. Assim, o uso de localizadores apicais (Parekh, Taluja, 2011), sistemas
rotatorios e reciprocantes de niquel titdnio (Cheung, Liu, 2009), bem como a irrigacédo
com ultrassom e o uso de tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) séo
instrumentos utilizados na terapia endodéntica que, além de auxiliarem no sucesso do
tratamento, tornam-o mais rapido (Wong et al., 2014). Com isso, a realizacdo do
tratamento endodbntico em sessdo Unica, na qual consiste na neutralizacdo do
conteudo téxico, preparo biomecanico e obturacdo em uma mesma sessao (Peters
et al., 2002) foi bastante difundido nos casos de infeccdo endodéntica primaria
(Ferrera et al, 2015). Entretanto, o tratamento endoddntico em sessdo Unica nao
representa consenso atualmente entre os profissionais, sendo questionado também

para os casos de retratamento endodontico.

Para aprimorar estratégias utilizadas no retratamento e comparar efetividade
de retratamento endoddntico em sessao Unica e duas sessoes, torna-se necessario

compreender o perfil microbiolégico presente nas infeccbes endodonticas
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secundérias. Até o presente momento ha escassos trabalhos na literatura com analise
do perfil microbiano no retratamento endoddntico, sendo que, destes estudos
publicados, nenhum autor realiza comparacao entre o perfil microbiano encontrado

em sessao Unica e duas sessoes.

Desta forma, este estudo clinico teve como objetivo monitorar perfil
(Checkerboard DNA-DNA hybridization) microbiano em dentes com infeccao
endodontica secundaria (IES) submetidos ao retratamento endoddntico em sessao

Unica e duas sessoes.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Considerando que até o presente momento ha escassos trabalhos na
literatura relacionados a analise do perfil microbiano no retratamento endodontico e
que, destes estudos publicados, nenhum autor realiza comparacao entre o perfil
microbiano encontrado em sessao Unica e duas sessdes, 0 presente estudo objetivou
monitorar o perfil microbiano através do Checkerboard DNA-DNA hybridization em
pacientes com infeccdo endoddntica secundaria e necessidade de retratamento
endodontico.

Os participantes da pesquisa foram submetidos ao retratamento endodéntico
em sessdo Unica ou duas sessfes e coletas do conteudo do canal radicular apos
remoc¢do do material obturador (S1), apds instrumentacdo com sistema reciprocante
Reciproc® (S2) e irrigacdo com solugdo de NaOCI 2,5% e, apds medicagédo intracanal
(MIC) a base de hidréxido de célcio e solugéo salina fisioldgica (S3). A partir destas
coletas, foram realizadas andlises quanto a atividade antimicrobiana por cultura
microbiolégica (UFC/mL) e perfil microbiano pelo teste de Checkerboard DNA-DNA
hybridization.

Micro-organismos foram encontrados em 100% no grupo retratamento em
sessdo Unica e em 95% dos casos no grupo retratamento em duas sessfes. Apds
preparo biomecanico foi possivel observar reducédo de micro-organismos em ambos
0s grupos. Porém, no grupo retratamento em duas sessfes, houve aumento dos

niveis de UFC/mL ap6s medicacgédo intracanal.

O aumento dos niveis de UFC/ mL ap6s medicagdo intracanal pode ocorrer
devido a presenca de micro-organismos ap0s preparo biomecéanico, tendo em vista
gue os instrumentos endoddnticos e substancias irrigadoras auxiliares empregados
na terapia endodbntica ndo conseguem erradicar 0S micro-organismos e seus
subprodutos presentes no sistema de canais radiculares. Assim, bactérias
remanescentes apos preparo biomecanico podem se proliferar nos tubulos dentinarios

e migrarem para limen do canal radicular.
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Além disso, embora o hidroxido de calcio apresente propriedade
antimicrobiana e alto pH, na qual impede sobrevivéncia de grande quantidade de
micro-organismos, bactérias resistentes ao pH do hidroxido de calcio podem
apresentar crescimento favorecido neste meio, havendo, portanto, aumento dos niveis
de UFC/mL.

Ao realizar a coleta do contetudo do canal radicular foi possivel observar que
0S Mmicro-organismos gram-negativos mais frequentemente encontrados foram o F.
nucleatum ssp vicentii, C. rectus, C. gingivalis, P. gingivalis, P. intermedia e L.
buccalis. Os micro-organismos gram-positivos mais encontrados foram E. faecalis, E.

faecium, S. constellatus e S. mitis.

Através da andlise do Checkerboard, nota-se que numero de espécies
bacterianas apos desobturacdo dos canais radiculares e apds preparo biomecéanico
variou entre 1 a 39 espécies por canal. Entretanto, apés medicacéo intracanal, houve

uma diminuicdo do numero de espécies bacterianas, variando de 1 a 27 espécies.

Nota-se que o preparo biomecanico possibilitou reducgéo significativa na carga
microbiana em ambos 0s grupos analisados e que a medicacdo intracanal nao
impactou significativamente a carga microbiana, porém foi possivel observar reducéo

na quantidade de espécies bacterianas presentes no sistema de canais radiculares.

Assim, através deste estudo clinico foi possivel tracar os micro-organismos
gram-negativos e gram-positivos mais frequentemente encontrados em diferentes

etapas do tratamento endodontico quando realizado em sesséo Unica e duas sessoes.
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