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RESUMO

GOMES, Cinthya Cristina. Primeiro relato de isolamento e identifica¢céo taxonémica de
fungos filamentosos e infec¢Bes endodbnticas. 2007. 105 f. Tese (Doutorado em Endodontia)
— Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

A proposta deste trabalho foi demonstrar in vivo, por meio de técnicas especificas de
isolamento, a presenca de fungos filamentosos nos canais radiculares de dentes portadores de
necrose pulpar e lesdo periapical, relacionar sua presenca a pacientes com resposta
imunolégica comprometida e realizar o estudo taxondémico dos isolados. Foram realizadas
culturas de 60 canais radiculares com polpa necrosada e lesdo periapical. Os pacientes
responderam a um questiondario de saude e assinaram permissdo para realizacdo da pesquisa.
Apobs isolamento absoluto e assepsia do campo operatorio, as amostras foram coletadas
utilizando-se 3 pontas de papel absorvente estéreis inseridas no canal radicular uma a uma,
durante 1 minuto. Em campo isolado por duas lamparinas, o material coletado foi inoculado
em um tubo de ensaio contendo meio de Saboraud Agar acrescido de Cloranfenicol. Préximo
ao campo isolado pelas duas lamparinas, foi colocada uma placa de Petri aberta contendo o
mesmo meio de cultura contido no tubo de ensaio, com o intuito de verificar a acuidade do
isolamento do campo (controle negativo). Ao mesmo tempo foi efetuado um controle
positivo, através de uma placa de Petri que permaneceu aberta durante a coleta, fora do campo
isolado. Os tubos e placas de Petri foram mantidos em temperatura ambiente por um periodo
de sete a quatorze dias observando o crescimento micelial. Aqueles que apresentaram
crescimento foram semeados em meios especificos para microcultivo CYA Agar, Extrato de
Malte Agar, ou Agar Batata. Com o auxilio de microscopia éptica, as col6nias foram
identificadas em género e espécie. Das 60 amostras coletadas, 17 apresentaram cultura
positiva para fungos filamentosos, perfazendo um total de 28,3%. O género Aspergillus foi
isolado, in situ, de 7 amostras (11,6%), sendo que a espécie Aspergillus ustus foi isolada de 3
pacientes (5%). O Aspergillus granulosus, Aspergillus niger e o Aspergillus sydowii foram
isoladas de 3 pacientes respectivamente. A espécie Emericella quadriluniata, forma sexuada
de Aspergillus, foi isolada de 1 paciente. O género Penicillium foi isolado, in situ, de 4
amostras (6,6%), sendo as espécies isoladas: Penicillium implicatum, Penicilium micsynvisk,
Penicillium lividum e Penicillium citrionigrum. O género Fusarium foi isolado, in situ, de 2
amostras (3,3%), sendo as espécies identificadas como Fusarium moniliforme, Fusarium
melanochorum, respectivamente. As espécies Aureobasidium pullulans, Exophiala
jeancelmei, Eurotium amstelodame e Cladosporium sphaerospermum foram isoladas in situ
de 4 amostras. Todos as amostras nas quais foi isolado fungo filamentoso pertenciam a
pacientes com comprometimento da resposta imunoldgica. Nas placas de Petri empregadas no
raio das duas lamparinas, ndo houve crescimento micelial. Entretanto nas placas controle
positivo abertas para verificar a contaminacao do meio ambiente houve crescimento de fungos
ambientais que ndo eram compativeis com os isolados dos canais radiculares, além de néo
apresentarem culturas puras. P6de-se concluir que canais radiculares, com necrose pulpar e
lesdo periapical, podem apresentar cultura positiva para fungos filamentosos e que este
resultado, neste estudo, apresentou relagcdo direta com a deficiéncia da resposta imunoldgica
do hospedeiro.

Palavras chave: Necrose pulpar. Fungos filamentosos. Lesdo perirradicular.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate in vivo, with specific techniques that
isolates the presence of filament fungus in the root canal of teeth with necrotic pulp and
perirradicular disease, see the relationship between the presence of these fungus and patients
with immunological deficiency and carry out a taxonomic study of the fungus isolated. It was
fulfilled the culture of 60 root canals of teeth with necrotic pulp and perirradicular disease.
The patients answered a health questionnaire and signed a term to allow the research. After
the absolute isolation and cleaning the operating field the samples were collected using three
sterile paper points inserted into the root canal during 1 minute. In an isolated field by two
lamps, the collected materials were inoculated in a tube with Saboraud Agar with
Cloranfenicol. Nearby the isolated field with lamps it was placed an opened Petri plaque with
the same culture material from the tubes with the purpose to verify the perceptiveness of the
isolated field (negative control). At the same time it was carried out the positive control group
with an opened Petri plague that was maintained far from the isolated fields. The tubes and
the Petri plaque were maintained in atmosphere temperature during seven to fourteen days to
observe micelial growth. Those that showed growth were spread on specific environment for
microcultivation CYA Agar, Extract of Agar Malt or Agar potato. With the help of an optic
microscope the colonies were identified in genre and species. Among the 60 samples
collected, 17 showed positive culture for filament fungus, making up a total of 28,3%. The
genre Aspergillus was isolated, in situ, of 7 samples (11,6%), and the species Aspergillus
ustus was isolated from 3 pacients (5%). The Aspergillus granulosus, Aspergillus niger e o
Aspergillus sydowii were isolated from 3 pacients respectivaly. The species Emericella
quadriluniata, sexual form of Aspergillus, was isolated from 1 pacient. The genre Penicillium
was isolated, in situ, from 4 samples (6,6%), where the species isolated were Penicillium
implicatum, Penicilium micsynvisk, Penicillium lividum and Penicillium citrionigrum. The
genre Fusarium was isolated, in situ, from 2 samples (3,3%), where the species identified
were Fusarium moniliforme, Fusarium melanochorum, respectively. The species
Aureobasidium pullulans, Exophiala jeancelmei, Eurotium amstelodame and Cladosporium
sphaerospermum were isolated in situ from 4 samples. All the samples where it was isolated
the filament fungus belonged to pacients with the imunolgical response compromised. On the
Petri plaques employed at the range of the two lamp, it was not seen micelial growth.
Thereby, on the positive control plaques, opened to check the contamination of the
environment showed the growth of ambiental fungus that were not compatible with the
fungus isolated from the root canal, and did not shor pure culture. It was concluded that root
canal with necrotic pulp and periapical disease, can show positive culture for filament fungus
and these results were directly related to the deficiency of the immunological response of the
hostess.

Keywords: Necrotic pulp. Filament fungus. Perirradicular disease.
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1 INTRODUCAO

Existem, em nosso planeta, aproximadamente 70 mil espécies de fungos ja descritas e
1,5 milhGes de espécies ainda para serem identificadas e descritas. Por falta de adaptacdo ao
organismo dos mamiferos, a grande maioria se revela incapaz de causar infeccdo em
humanos. A temperatura interna, proxima a 37°C, € um eficiente mecanismo de defesa que
nos protege da infeccdo por fungos ndo-termotolerantes. Entretanto, cerca de 200 espécies
fangicas conseguiram evolutivamente adaptar-se e sobreviver no ambiente hostil de nosso
organismo sobrepujando diversos mecanismos de defesa, como fagocitose, sistema do
complemento, imunidade celular e humoral, etc. Os fungos que mais se adaptaram e causam
infeccdes em individuos aparentemente saudaveis sdo os dimorficos, como Paracoccidioides
brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, entre outros. Outros agentes de
infeccdes fungicas sdo oportunistas como as leveduras e os fungos filamentosos. Estes causam
em hospedeiros imunocomprometidos as infec¢cdes invasivas que, durante as ultimas duas
décadas, vém apresentando incidéncia significativa, com impacto notavel na
morbimortalidade em individuos suscetiveis (TELLES®, 2004).

A biodiversidade da microbiota em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical, tem
sido evidenciada nas ultimas décadas por diversos autores, que buscam investigar a
especificidade dos microrganismos que invadem e infectam os canais radiculares e o grau de
patogenicidade dos organismos isolados em diferentes tdxons. Embora as bactérias tenham
sido as mais estudadas, os fungos também estdo associados com as infec¢Ges de canais
radiculares (BAUMGARTNER?, 2000).

Os fungos sdo microrganismos eucariotes que podem fazer parte das infeccbes

endodénticas e desse modo podem participar da etiologia de doencas periapicais. Possuem
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atributos de viruléncia incluindo adaptacdo a condicdes ambientais diversas, adesdo a
diferentes superficies, producdo de enzimas hidroliticas, transicdo morfoldgica, formacéo de
biofilme, capacidade de invadir e ativar a resposta imune do hospedeiro podendo ter papel na
patogenicidade da doenca periapical (SIQUEIRA e SEN®, 2004).

A Candida albicans é a espécie de fungo mais isolada dos canais infectados, e esta
espécie foi considerada um microrganismo dentinofilico devido a sua afinidade de invadir a
dentina (SEN et al.>,1997).

Os fungos filamentosos assim como as leveduras séo considerados oportunistas
(MARSH e MARTIN®, 1999). As infeccées por fungos filamentosos invasores ocorrem
quase exclusivamente em pacientes imunodeprimidos ou que apresentem condicGes basais
propicias a infeccéo e desenvolvimento destes agentes. Portanto, o aumento de sua incidéncia
acompanha o aumento da populacdo de imunodeprimidos, incluindo pacientes com doengas
hematoldgicas, AIDS, endocrinopatias, usuarios de antibiético de amplo espectro e
corticosterdide em altas doses (TELLES®, 2004). De acordo com DUNCAN e PITT FORD™
(2006) os pacientes fumantes também podem apresentar alteragcdes na resposta imune.

De acordo com relatos de SIQUEIRA et al.*® (2002) as espécies mais comuns de
fungos patogénicos, com carater oportunista pertencem aos géneros Candida e Aspergillus.
Porém ndo existem relatos na literatura sobre a presenca de fungos filamentosos infectando os
canais radiculares apesar de serem detectados em infec¢Ges em outros locais do organismo.

Dessa maneira, assim como as leveduras séo capazes de desenvolverem no interior dos
canais radiculares, com necrose pulpar e leséo periapical, os fungos filamentosos possuem
caracteristicas de viruléncia que os capacitam de sobreviver neste ambiente, portanto uma
investigacao neste campo seria de grande relevancia. Paralelamente, relacionar sua presenga a
pacientes com resposta imunoldgica comprometida, seria conveniente, uma vez que estes sao

considerados oportunistas.
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Se comprovada sua presenca, a classificacdo taxonémica dos organismos isolados é de
fundamental importancia, pois microrganismos diferem na susceptibilidade ao tratamento,
portanto a identificacdo das espécies envolvidas podera ser conducente destarte ao sucesso do

tratamento endoddntico.
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REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A presenca de fungos em infecgdes endodonticas

Os primeiros relatos sobre a presenga de fungos em infeccdes endodonticas foram
descritos por GROSSMAN™ (1952). De acordo com este autor, 17% das infeccBes
endoddnticas contém fungos do género Candida.

SLACK® (1953) evidénciou a presenca de leveduras num percentual de 5%, em
canais radiculares com necrose pulpar e lesdo periapical.

HOBSON? (1959), através da anélise da microbiota dos canais radiculares de dentes
infectados, constatou que as leveduras da espécie C. albicans eram os fungos isolados com

maior freqiiéncia dos canais infectados, sendo, potencialmente patogénicas.

GROSSMAN®® (1967) relatou que um dos impedimentos para 0 sucesso da terapia
endoddntica é a presencga de fungos cuja eliminagdo torna-se necessaria para restauracdo da

salde periapical.

NAIR et al®® (1987) observaram através da microscopia Optica e eletrénica de
transmissdo, 31 lesdes de dentes extraidos que apresentavam necrose pulpar e lesdo
periapical. Foram visualizadas estruturas parecidas com hifas e suas ramificacgOes,
demonstrando a participacdo de fungos na infecgcdo endoddntica primaria, isto €, em casos em
que ndo houve tratamento prévio dos canais radiculares. Os autores concluiram que a
presenca desses microrganismos decorre de invasdo oportunista em canais radiculares

infectados.
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LEGENT et al.?” (1989) associaram o desenvolvimento de sinusite maxilar causada
por Aspergillus a materiais usados na obturagdo dos canais radiculares. Foram relatados 85
casos de Aspergilose do seio maxilar. Um corpo estranho radiopaco foi observado em 94%
dos casos na regido do seio maxilar, dos quais 85% foram relacionados a sobre-obturacdo dos
canais radiculares de dentes superiores, particularmente pré-molares e molares. Uma imagem
da pasta obturadora dentro do seio maxilar foi demonstrada em 12% dos casos como uma
extensdo direta do material obturador dos dentes afetados. Os autores alertaram para a
importancia da composicdo da pasta obturadora uma vez que a presenca de zinco pode
estimular o crescimento de Aspergillus. Ainda dentro deste mesmo trabalho, os pesquisadores
realizaram um estudo in vitro, no qual demonstraram que o crescimento do Aspergillus pode

ser estimulado na presenca de baixa concentragao de zinco.

De acordo com SAMARANAIAKE e MAC FARLANE* (1990), alguns fungos
constituem parte da microbiota normal da cavidade bucal e, a menos que estejam presentes
fatores predisponentes locais e sistémicos como pacientes que administram drogas ou
medicamentos, portadores de endocrinopatias, desordens metabolicas, imunodeficiéncia,
desordens leucocitarias, tumores malignos, deficiéncia nutricional, diminuicdo do fluxo
salivar, pobre higiene oral, entre outros, podem viver harmonicamente na cavidade bucal.
Portanto, as infec¢Bes fungicas se desenvolvem quando o hospedeiro proporciona condi¢fes
ambientais e nutricionais essenciais a adesdo, ao crescimento e a reprodugdo destes

microrganismos.

Por meio de microscopia Optica e eletronica de transmissdo, NAIR et al.** (1990),
examinaram nove dentes tratados endodonticamente e portadores de lesdes periapicais
persistentes apds 4 a 10 anos da conclusdo do tratamento. Os dentes foram submetidos a

cirurgia parendodontica, e os espécimes obtidos, processados para analise microscopica.
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Foram observadas bactérias em quatro espécimes e fungos em duas. As bactérias foram
encontradas no canal principal, canais acessorios e delta apical, e apresentavam-se ora
isoladas, ora em colonias, livres ou aderidas & parede dentinaria. Atraveés de microscopia
eletronica, foram visualizadas células simples de forma oval, medindo de 3 — 5um de
didmetro com parede celular distinta e ndcleo denso, caracterizando a presenca de fungos.
Entretanto o género e a espécie destes fungos ndo foram identificados. De acordo com o0s
autores 0 conhecimento da micobiota oral € muito limitada pela falta de taxonomista em
diferentes taxons e que muitas espécies deixam de ser isoladas e identificadas. Os fungos
estavam presentes no canal radicular, no forame apical e na leséo periapical. Sua presenca foi
atribuida a contaminacdo durante o tratamento, a possibilidade de diferencas na
susceptibilidade da microbiota em infec¢des do canal radicular, a utilizacdo de diferentes
medicacgdes intracanais empregadas no tratamento endodéntico e, ainda, a administracdo de

antibioticos sisttémicos, o que poderia facilitar o crescimento de fungos.

SEN et al.>® (1995) observaram, através da microscopia eletronica de varredura
(MEV), a presenca de bacterias e fungos nos canais radiculares e nos tubulos dentinarios de
dentes extraidos que apresentavam necrose pulpar. Fungos na forma de levedura foram
encontrados ao longo das paredes dos canais radiculares, em 40% dos casos como uma célula
simples esférica e oval, geralmente com 4 a 6 um de didmetro. Formavam densas colonias nos
trés tercos (cervical, médio e apical), separadas ou fixadas as paredes dos canais radiculares
por meio de pequenos filamentos que cresciam para fora da célula. Foram detectados
crescimentos, na forma de hifas e de embrides.

Ao avaliar, microbiologicamente, bacteremias ocorridas ap0s o0 tratamento
endodontico, DEBELIAN et al.® (1995) encontraram um caso em que Saccharomyces
cerevisiae foi isolada no canal radicular e na corrente sangiiinea. Espécie mais comum do

género Saccharomyces, esse microrganismo € um fungo geralmente encontrado na mucosa
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oral, no pulmao, no baco e no intestino delgado, estando associado a infeccdes em pacientes
imunocomprometidos, submetidos a quimioterapia, aidéticos, alcodlatras e a outras condi¢des
que afetam a resposta imune.

Através da microscopia eletrénica de varredura, LOMCALI et al.?® (1996) verificaram
a superficie externa do cemento radicular apical de dentes com lesdo periapical. Foram
observados os 3 milimetros da porcdo apical de 5 pré-molares e 3 molares extraidos,
totalizando 17 raizes. Os autores relataram a presenca de leveduras em dois espécimes,
aderidas por microfilamentos a um tecido fibrilar na base da lacuna de reabsorcéo.

WALTIMO et al.”* (1997) analisaram 967 amostras colhidas de dentes portadores de
lesdo periapical persistente na populagdo da Finlandia. Microrganismos foram isolados em
692 dessas amostras e em 275 ndo foi detectada a presenca de microrganismos. Em 47
amostras foram isoladas leveduras (7% das culturas positivas). Foram identificadas
biomorfologicamente 20 cepas de leveduras. Todos os isolados, exceto o Geotrichum
candidum, pertenciam ao género Candida, sendo a espécie mais comum a C. albicans.
Também foram isoladas as espécies: Candida guilhermimondii, Candida glabrata, Candida
inconspicua. Algumas culturas de leveduras apresentavam-se puras (6 amostras), entretanto
41 amostras estavam associadas com bactérias. As bactérias associadas eram Gram-positivas
facultativas, sendo as mais comuns Streptococcus alfa hemoliticos, presentes em 31 amostras.
Bactérias anaerobicas foram detectadas nas outras 10 amostras, espécies Gram-positivas como
Peptostreptococcus e Gram-negativas como Fusobacterium nucleatum. Os autores
concluiram que o isolamento de leveduras em culturas puras pode ter um papel importante
nos casos de periodontites persistentes apds o tratamento endoddntico convencional.

SUNDQVIST et al.®” (1998) apreciaram a microbiota de dentes nos quais a terapia
endodontica havia falhado e correlacionaram o tipo de microrganismo presente com 0

resultado do novo tratamento. Foram selecionados 54 dentes com canais tratados e presenca
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de lesdo periapical. Apos a remogdo do material obturador, a microbiota foi analisada e os
dentes retratados e proservados por até 5 anos. Os autores observaram que a microbiota era
composta de organismos predominantemente Gram-positivos, sendo que os isolados mais
frequentes foram os Enterococcus da espécie faecalis. A taxa total de sucesso apds
retratamento foi de 74%. A presenca de C. albicans foi observada em duas culturas sendo
considerada pelos autores como um possivel causador de infecgdes persistentes.

MOLANDER et al.** (1998) pesquisaram a condicdo microbiolégica, quatro anos
depois de realizadas as obturagdes, de 100 dentes, nos quais radiograficamente se verificava a
presenca de lesdo periapical, e de 20 dentes, que seriam submetidos a retratamento, porém
sem alteracdo periapical associada. A identificagdo microbiana foi realizada pela anélise de
micromorfologia, morfologia da col6nia, testes fisicos e bioquimicos e cromatografia de gas
liquido. O crescimento microbiano foi classificado como muito esparso, esparso, moderado,
pesado e muito pesado. A presenca de fungos foi observada em 3% dos casos com lesdes
periapicais e em 10% dos casos sem lesdes periapicais. Em 85% dos casos, apenas uma ou
duas espécies microbianas foram isoladas por canal. Em 69% dos casos, a microbiota
predominante era de anaerobios facultativos. Essas observacdes quantitativas e qualitativas
demonstram que a microbiota de canais radiculares obturados difere da encontrada em dentes
com necrose pulpar.

ASSED et al.' (2000), através de revisdo da literatura, concluiram que em casos de
dentes com necrose pulpar e lesdo periapical submetidos a tratamento endodéntico em que
nédo foi observado o reparo dos tecidos periapicais, verificou-se a presenca de fungos isolados
ou associados a outros microrganismos. Os autores alertaram que os fungos sao capazes de se
disseminar via corrente sanglinea, caracterizando um quadro de fungemia. Portanto, a
profilaxia contra possiveis infec¢Bes fangicas deve ser aplicada em pacientes sistemicamente

comprometidos. Os fungos sdo capazes de se reproduzir no sistema de canais radiculares e de
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invadir os tabulos dentinarios, na forma de blastosporos, pseudo-hifas ou hifas verdadeiras.
De acordo com os autores atualmente, deve ser dada atencdo especial a utilizacdo de
medicamentos especificos no tratamento das infec¢bes endodonticas com envolvimento de
fungos.

BAUMGARTNER et al.? (2000) avaliaram a presenca de C. albicans usando o
método de PCR em canais radiculares infectados e em aspiracdes de celulites e abscessos de
origem endodéntica. Foram usados primers especificos para C. albicans para exame de 24
amostras de canais infectados e 19 aspiracdes de infecgdes periapicais de origem endodontica.
Sua presenca foi detectada em 5 das 24 amostras tomadas dos canais, mas nenhuma foi
detectada das aspiragdes periapicais.

PECIULIENCE et al.** (2001) realizaram um estudo objetivando determinar a
ocorréncia e o papel dos fungos, bactérias entéricas e espécies de Enterococcus em dentes
com canais tratados e associados a infeccdo periapical cronica. Foram coletadas 40 amostras,
33 apresentaram culturas positivas. Os fungos da espécie C. albicans foram isolados de seis
dentes, caracterizando uma prevaléncia de 18% dos casos, sendo que em trés amostras estava
associado ao Enterococcus faecalis. Os autores concluiram haver uma elevada prevaléncia de
fungos e bactérias entéricas em dentes tratados endodonticamente com presenca de lesdo
periapical, porém ndo correlacionaram o ndmero de microrganismos presentes no canal

radicular ao tamanho da les&o periapical.

LANA et al.”® (2001) pesquisaram os agentes microbianos envolvidos em infeccdes
endododnticas empregando técnicas especificas de anaerobiose. Neste estudo, foi realizada a
analise microbiologica de 31 canais com necrose pulpar antes e depois da instrumentacéo.
Além das bactérias anaerdbias estritas e facultativas, 2 fungos foram isolados. Os géneros
isolados com mais frequéncia foram: Prevotella, Fusobacterium, Lactobacillus,

Streptococcus, Clostridium e Peptostreptococcus para as bactérias e o Candida e o
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Saccharomyces para fungos. Mesmo depois da instrumentacdo e do uso de Ca(OH),,
anaerobios facultativos foram detectados em dois e fungos em trés canais radiculares
respectivamente. No final do tratamento endoddntico foram isolados bactérias anaerdbias
facultativas de cinco e fungos de um canal radicular. Os autores concluiram que canais
radiculares com necrose pulpar apresentam infec¢bes polimicrobianas, envolvendo
principalmente bactérias anaerdbias, podendo conter também fungos, e que a infec¢do pode

persistir apos o tratamento endodoéntico.

Com a finalidade de determinar a microbiota de dentes nos quais o tratamento
endodontico falhou, HANCOCK et al.?® em (2001) pesquisaram uma populacdo norte-
americana. Os resultados foram comparados aos resultados previamente obtidos em estudos
realizados na populacdo da Escandinavia. Foram utilizados neste estudo 54 dentes tratados
endodonticamente, que apresentavam lesdo periapical persistente. Ap0s a remocdo do
material obturador, foram colhidas amostras dos canais radiculares através de cone de papel.
Das 54 amostras, 34 apresentaram presenca de microrganismos, sendo detectada entre os
isolados uma cepa de C. albicans.

EGAN et al.’? (2002) cotejaram a prevaléncia e a diversidade de leveduras existentes
simultaneamente na saliva e no canal radicular de mesmos individuos. Desta forma,
observaram uma prevaléncia de 32% de leveduras na saliva enquanto que em relacdo aos
canais radiculares, esta foi de 10%. A C. albicans e a Rhodotorula mucilaginosa foram as
especies mais comumente encontradas simultaneamente na saliva e nos canais radiculares,
com uma ocorréncia maior destes isolados microbianos a partir de canais radiculares tratados

endodonticamente.

Atraves de uma revisdo da literatura sobre os conceitos e paradigmas das infecgdes

endodénticas, SIQUEIRA JR.*® (2002) discorreu sobre a presenca de fungos nos canais
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radiculares. Citando a presenca do género Candida em infeccbes endodonticas,
principalmente, nos casos de infec¢Oes secundarias ou persistentes. O autor também dissertou
sobre fatores de viruléncia, resposta do hospedeiro e sobre a susceptibilidade do hospedeiro a
infecgdes e falhas no tratamento endoddntico, concluindo que entre as causas que aumentam a
susceptibilidade a infeccOes, a deficiéncia de resposta imune é um dos fatores de maior
significado. Pode influenciar na resposta do hospedeiro a infec¢des: deficiéncia nutricional,
fatores hormonais, estresse, AIDS, uso de drogas imunossupressoras, doencas debilitantes

como diabetes e cancer.

SIQUEIRA JR. et al.*® (2002a) estimaram a capacidade de colonizacdo da dentina
radicular por cinco espécies de fungos. Raizes de dentes bovinos foram infectadas com as
seguintes espécies: C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. parapsilosis e S. cerevisiae.
Apds 14 dias, as seccdes foram preparadas e examinadas sob o microscépio eletronico. A C.
albicans colonizou a maioria dos espécimes demonstrando diferentes padrdes de infeccdo da
dentina: em alguns espécimes, a colonizacdo da superficie dentinaria foi rapida, enquanto nos
tubulos dentinarios nenhuma penetracdo foi observada; em outros espécimes, algumas areas
das paredes do canal radicular foram cobertas por colénias de fungos e alguns tabulos
dentinarios infectados pesadamente. As outras quatro espécies de fungo apresentaram discreta
ou nenhuma colonizacdo da dentina radicular. Os resultados sugeriram que a C. albicans
possui habilidade de colonizar a dentina, e as outras quatro espécies ndo. De acordo com 0s
autores estes achados podem ajudar a explicar porque a C. albicans € a espécie de fungo

isolada com mais freqiiéncia em infecgdes endodonticas.

Uma investigacdo a respeito da microbiota dos canais radiculares, com infeccdo

endodontica priméaria, associada & lesdo periapical, foi realizada por SIQUEIRA JR. et al.*

(2002b), através de microscopia eletronica. Apds extracdo, 15 dentes com carie extensa e
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lesdo periapical de tamanho variado, foram avaliados quanto ao padrdo de colonizacédo
microbiana. Bactérias foram visualizadas em todas as amostras, e em 1 amostra foi

evidenciada a presenca de fungo associado a bactéria.

SIQUEIRA JR. et al.* (2002c) identificaram a prevaléncia e selecdo dos patogenos
nas infeccdes endodénticas através do método reacdo em cadeia polimerase (PCR). Foram
selecionadas 91 amostras de dentes com infeccdo endod6ntica associada a lesdo periapical,
inclusive casos de abscesso. Fungos estavam presentes em somente uma amostra dentre as 50
amostras verificadas, representando um percentual de 2%. Os autores concluiram que o0s
fungos sdo raramente encontrados em infeccdes primarias, sendo considerados patbgenos
oportunistas que causam infeccdo secundaria apdés mudancas no ecossistema dos canais
radiculares que permitem seu crescimento. Devido a este fato, sdo encontrados associados a
infeccbes persistentes e/ou secundarias do canal radicular, incluindo casos de lesdes

refratarias.

SUNDE et al.®® (2002) avaliaram a microbiota de 36 dentes portadores de lesdo
periapical refrataria. Apds a coleta cirtrgica, processamento e cultura do material apical, 0s
autores observaram 148 amostras microbianas totalizando 67 espécies diferentes, sendo que a
presenga de C. albicans foi observada em 5,6% das amostras analisadas.

PINHEIRO et al.** (2003) investigaram microrganismos associados a canais
radiculares tratados endodonticamente com lesdo periapical persistente e procuraram
relacionar as espécies encontradas com os sinais clinicos. Foram analisados 60 dentes dos
quais o isolamento e caracterizacdo das espécies envolvidas foram realizados atraves de
técnicas microbiologicas avancadas de anaerobiose. O crescimento microbiano nao foi
observado em 9 canais (15%), 28 casos (46,7%) apresentaram um Unico microrganismo,

sendo que em 18 canais o E. faecalis era o Unico microrganismo isolado, 8 (13,3%)
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apresentavam duas espécies e 15 (25%) eram infec¢fes polimicrobianas. Os autores relataram
que 57,4% dos isolados eram espécies anaerobias facultativas, 83,3% Gram-positivas. O E.
faecalis foi a espécie isolada com mais frequéncia e a C. albicans foi encontrada em 2
culturas. Os autores observaram uma relacdo significativa entre dentes com coroas
inadequadamente seladas e a prevaléncia de fungos.

WALTIMO et al.”® (2003a) examinaram a prevaléncia de C. albicans em granulomas
periapicais removidos cirurgicamente de lesGes resistentes a terapia endodontica. Foram
analisadas neste estudo 103 amostras submetidas a analise por meio de testes moleculares
(PCR), histolégicos e imuno-histoquimicos. Concluiram que ndo foi possivel observar a
presenca de C. albicans nos granulomas periapicais estudados.

Através de revisdo da literatura, a respeito da incidéncia de fungos nos canais
radiculares, WALTIMO et al.”® (2003b) relataram que os fungos podem ser isolados em
aproximadamente 5 a 20% dos canais infectados, em culturas puras ou associados a bactérias.
Quase todos fungos isolados pertencem ao género Candida, e a espécie predominante é a C.
albicans. O fendtipo e gendtipo dos isolados dos canais radiculares sao similares aos isolados
de outros sitios orais. A C. albicans expressa diversos fatores de viruléncia que sdo capazes de
infectar o complexo dentino-polpar e os tubulos dentinarios, causando uma resposta
inflamatoria em torno do apice radicular, que sugere seu papel de patogenicidade na formacgéo
da lesdo periapical. Os autores alertaram para o fato de que os fungos sdo associados a
infecgdes persistentes do canal radicular, podendo ser devido a resisténcia da Candida ao
hidréxido de calcio, medicacdo tdépica geralmente empregada durante o tratamento

endodontico.

SIQUEIRA JR. e SEN® (2004) investigaram os atributos de viruléncia dos fungos
através dos quais estes seriam capazes de desempenhar um importante papel nas infeccdes

endodonticas podendo participar na etiologia da doenca periapical. Os autores concluiram que
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os fungos possuem fatores de viruléncia relevantes e que as especies mais comuns de fungos
patogénicos, com carater oportunista pertencem aos géneros Candida e Aspergillus. Ainda de
acordo com os autores os fungos sdo encontrados ocasionalmente em infec¢cdes primarias dos
canais radiculares, mas parecem ocorrer mais freqlientemente nos canais com tratamento
endodontico falho, sendo a C. albicans a espécie mais encontrada. Esta espécie possui
afinidade pela dentina, habilidade de invadir tubulos dentinérios e capacidade de resistir a
acdo do hidroxido de calcio, que é o medicamento empregado com maior freqliéncia durante o
tratamento endodéntico, o que pode ser um fator de relevancia quanto a associacdo da
presenca de fungos a casos de lesdes persistentes.

Os aspectos clinicos, relacionados as infec¢bes endodénticas causadas por fungos,

foram pesquisados por WALTIMO et al.”

(2004). Segundo este estudo, os fungos podem ser
detectados em 7-18% dos canais radiculares infectados. Sdo geralmente associados a casos
persistentes de periodontite apical, mas podem também serem isolados de infec¢Bes primarias.
Sua proporcdo relativa a flora dos canais radiculares infectados é baixa, em torno de 1%.
Consequientemente, sua deteccdo através de métodos microbioldgicos convencionais pode ser
dificil. Entretanto através de métodos bioldgicos moleculares pode ocasionalmente ocorrer
resultados falso-positivos. A C. albicans é a espécie mais isolada e encontra-se tipicamente
junto com bactérias Gram-positivas, tais como Streptococcus, mas pode ser também isolada
em cultura pura, o que € uma indicacdo de sua patogenicidade. Uma variedade de fatores de
viruléncia permite a C. albicans aderir e penetrar na dentina, além de possuir tolerancia a
condicBes ecoldgicas dificeis, incluindo alcalinidade elevada. O hidroxido de célcio

geralmente ndo é eficiente na destruicdo dos fungos orais in vitro, e in vivo sua eficiéncia ndo

é conhecida.

SIQUEIRA JR. e ROCAS® (2004) realizaram uma investigacdo através do método

PCR da microbiota dos canais radiculares com lesdo periapical persistente. Foram submetidos
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ao exame 22 canais radiculares. O E. faecalis foi detectado em 77% das amostras e a C.
albicans foi isolada em 9% dos casos.

Através de microscopia eletronica de varredura, FERREIRA et al.* (2004),
visualizaram a porcao apical de um dente, portador de lesdo periapical persistente, submetido
ao tratamento cirdrgico. Os autores verificaram que, associados ao forame apical podiam-se
observar formas fungicas isoladas ou acompanhadas de cocos circundando o material
obturador extravasado e que as lacunas de reabsor¢do dentinarias e a dentina proxima a regido
estavam recobertas por um material semelhante a uma substancia polimérica extracelular.
Estas observacGes atentam para a possivel capacidade de sobrevivéncia de leveduras na
superficie externa radicular.

De acordo com SIDRIM e ROCHA® (2004) a Aspergilose invasiva acomete,
especialmente, o seio da face de pacientes imunossuprimidos. O prognoéstico é desfavoravel,
sobretudo, pela capacidade da infeccdo de destruir a base do cranio e érbita ocular. Entretanto,
um quadro mais comum de infeccdo aspergilar dos seios paranasais é a forma localizada. Essa
infeccdo acomete principalmente os seios maxilares de pacientes que apresentam processo
dentério, como granuloma apical e fistula bucossinusal. Os fungos mais frequentemente
implicados neste quadro séo da espécie Aspergillus furmigatus, seguido do Aspergillus flavus

e Aspergillus niger.

FERRARI e BOMBANA®™ (2005) estimaram o efeito dos procedimentos
endoddnticos sobre Enterococcus, bactérias entéricas e fungos em dentes com infeccdo
endodontica primaria. As amostras foram coletadas antes e apos a instrumentacdo dos canais
radiculares. Microrganismos foram isolados de 92% das amostras depois do acesso, 22%
eram Enterococcus, bactérias entéricas ou fungos. Logo apds a preparacdo biomecanica dos
canais estas espécies ndo foram detectadas. Apds 7 dias, 100% dos canais continham

microrganismos, 52% eram Enterococcus, bactérias entéricas e fungos. Entretanto ap6s uso
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de medicacdo intracanal com Paramonoclofenol, Rinosoro e Propilenoglicol durante 7 dias
somente os Enterococcus ainda foram isolados. Os autores concluiram que Enterococcus,
bactérias entéricas e fungos estdo presentes em infeccdes endodonticas primarias e que 0 uso
de medicacdo intracanal (Paramonoclofenol, Rinosoro e Propilenoglicol) foi capaz de debelar
os fungos e bactérias entéricas ndo sendo, entretanto, capaz de destruir os Enterococcus.

MENSI et al.** (2007) realizaram um estudo tendo como objetivo determinar se a
presenca de tratamento endoddntico em molares e pré-molares era um fator de risco para o
desenvolvimento de sinusite maxilar causada por fungo. Foram avaliados pacientes com
sinusite admitidos no Departamento de Otorrinolaringologia na Universidade de Brixia entre
janeiro de 1990 a abril de 2005. Dos 102 pacientes, 91(89,2%) tinham tratamento
endodéntico. Os autores concluiram que o tratamento endoddntico nos dentes superiores, com
intima relacdo com o seio maxilar, é fator de risco forte para o desenvolvimento de sinusite
maxilar causada por fungo.

CHUGAL et al.® (2007) avaliaram a presenca de fungos nos canais radiculares de
pacientes com necrose pulpar e lesdo periapical. Uma metodologia foi proposta pelos autores
a fim de evitar resultados falso-positivos, uma vez que a Candida é encontrada na flora oral.
Foram selecionados para este estudo pacientes HIV+/AIDS e HIV-(grupo controle). Apos o
isolamento absoluto, foi efetuada uma coleta para identificar fungos aderidos a superficie do
dente. Realizada a desinfeccdo da superficie do dente outra amostra foi coletada. Apds o
acesso ao canal radicular, uma nova amostra foi coletada do seu interior. A Candida estava
presente na superficie do dente de 37% dos pacientes HIV-, antes da desinfeccdo, e nenhuma
foi encontrada no interior dos canais radiculares. Entretanto a Candida que estava presente na
superficie dos dentes dos pacientes HIV+/AIDS foi totalmente eliminada ap6s a desinfecgéo,
porém sua presenca foi detectada no interior dos canais radiculares. Os autores salientaram

que as espécies coletadas do interior dos canais radiculares eram as mesmas encontradas
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aderidas nas superficies dos dentes antes da desinfeccdo. Esta metodologia foi capaz de
assegurar que as espécies de Candida recuperadas dos canais radiculares ndo eram por
contaminacgdo durante a coleta do material. Os resultados indicaram que a Candida pode ter

um papel importante na infeccdo endodontica de pacientes HIV+/AIDS.

2.2 Vias de acesso e viabilidade dos fungos nos canais radiculares

MACDONALD et al.?® (1957) isolaram leveduras de dentes com coroa intacta,
portadores de necrose pulpar e lesdo periapical e histérico de traumatismo dentério.

SEVILLA e ODDS™ (1986) alertaram para a possibilidade das leveduras, assim como
outros microrganismos, penetrarem através dos tibulos dentinarios.

NAIR® (1987) observou, pela microscopia éptica e eletronica de transmisséo, 31
lesbes de dentes extraidos que apresentavam necrose pulpar e lesdo periapical. Em casos
raros, foram observadas estruturas parecidas com hifas e suas ramificacdes, sugestivas da
presenca de fungos. Segundo o autor a presenca desses microrganismos decorreria de invasao
oportunista em canais radiculares infectados. Concluindo que, apesar de estar relacionada
principalmente com as lesGes refratarias ou resistentes ao tratamento, a participacdo de fungos
na infeccdo endodontica pode ocorrer em casos em que ndo houve tratamento.

De acordo com SHEPHERD® (1992), a predominancia da levedura da espécie C.
albicans na maioria dos isolados € devido a fazerem, em mais de 80% das pessoas, parte da
flora da cavidade oral, sendo a espécie a de maior viruléncia.

NAJZAR-FLEGER et al.¥’ (1992) relataram que as leveduras podem invadir a polpa
dentéria e chegar aos canais radiculares causando infeccBes endoddnticas através de dentes

cariados.
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De acordo com TEN CATE™ (1994) a medida dos tabulos dentinarios é de
aproximadamente 2,5 um de didmetro perto da polpa, 1,2 um na regido mediana da dentina e
0,9um perto da juncdo cemento dentinéria.

HOOG e GUARRO? (1995) relataram através de estudos que o didmetro de uma
bactéria, dependendo da espécie, é entre 0,3-0,9um, os blastoconidios das leveduras medem
entre 3-8 x 2-7um, porém o tamanho das hifas, em meio de cultura pode chegar ao didmetro
1,9-2,6pm.

WHITTAKER et al.”” (1996) demonstraram que a cavidade oral abriga uma
diversidade de micro-ambientes e superficies as quais as células microbianas podem aderir,
incluindo dentes, mucosa epitelial, superficies protéticas, formadas simplesmente a partir da
ligacdo de microrganismos comensais da cavidade oral a biofilmes ja existentes, aumentando
assim a complexidade desta estrutura.

DEBELIAN et al.’ (1997) compararam a espécie fingica S. cerevisiae, isolada do
canal radicular de um paciente, com outras seis espécies de S. cerevisiae, isoladas do sangue,
do trato respiratorio, da vagina, da garganta e de cepa padrdo (ATCC — 18.824). Foram
realizados testes bioquimicos, teste de susceptibilidade a antifingicos, extracdo de proteinas
celulares, SDS-PAGE e ribotipagem. Comprovaram que a mesma espécie de Saccharomyces
cerevisiae isolada do canal radicular foi encontrada no sangue do paciente, sendo a
ribotipagem o melhor método para sua identificacdo. Os autores concluiram que o tratamento
de canal radicular pode causar fungemia e em pacientes comprometidos provocar sérias
consequéncias.

DEBELIAN et al.’® (1998) examinaram a incidéncia de bacteremia e fungemia
durante e apos tratamento endodéntico. Foram colhidas amostras de microrganismos de 26
pacientes com lesdo periapical assintomatica. Uma amostra do sangue dos pacientes foi

colhida 10 minutos apds a terapia endodontica. Através do mapeamento de DNA
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(ribotipagem), pbde-se comprovar que os microrganismos identificados no canal radicular
apresentavam as mesmas caracteristicas genéticas dos encontrados na corrente sangiiinea dos
pacientes avaliados. Os autores concluiram que os microrganismos podem ganhar a corrente
sanguinea via procedimento endoddntico, circular pelo corpo e ser eliminados pelo sistema
reticulo-endotelial em poucos minutos, sem causar sintomatologia clinica, caracterizando-se
como uma bacteremia ou fungemia transitoria. Entretanto, em pacientes comprometidos, HIV
positivos, submetidos a tratamento com corticosterdide, terapia citotdxica, irradiacdo, ou
subnutridos, entre outros, a bacteremia e a fungemia podem levar a infec¢des no endocérdio,
no miocardio, ao infarto cerebral e a outras doencas de origem n&o oral.

WALTIMO et al.”* (1997) avaliaram microbiologicamente 967 dentes com lesdes
periapicais resistentes ao tratamento endodontico. A identificagdo microbiana foi verificada
pelas caracteristicas de crescimento da coldénia em meio de cultura, por sua morfologia e
aparéncia celular, pela formacdo de aminas vasoativas, antibiograma e pela fermentacdo de
carboidratos. Microrganismos foram encontrados em 692 casos. Em 7% deles, fungos foram
isolados do canal radicular, e, em 13%, isolados de culturas puras, o que pode indicar a
possibilidade de esses microrganismos serem capazes de manter a periodontite apical. Das 48
espécies de fungos encontradas, 80% eram C. albicans. Quando houve associacfes, em 66%
dos casos ela havia ocorrido com Streptococcus sp.(Gram-positivo facultativo). Os autores
questionaram a via de contaminacdo da polpa por fungos, relatando que o diametro destes,
seja na forma de blastosporos seja na de hifas, seria grande demais para possibilitar sua
invasdo via tubulos dentinarios, porém concluiram que a principal via de entrada de bactérias
e leveduras para o interior dos canais radiculares é através da dentina pelos tdbulos
dentinarios.

SEN et al.>® (1997a) estudaram, através de microscopia eletronica de varredura, a

topografia da parede dentinaria do canal radicular infectada experimentalmente por C.



39

albicans e 0 modelo de crescimento desse microrganismo na dentina radicular. Em relacéo ao
modelo de crescimento de C. albicans no canal radicular, os autores observaram células
Unicas (leveduras) migrando para dentro dos tubulos dentindrios, mostrando evidéncias de
reproducédo (formacéo de embrides). Verificaram que as diferentes formas de fungos fixaram-
se na parede do canal radicular pela projecdo de microfibrilas vindas da membrana celular.
Formas de hifas, pseudo-hifas e blastosporos fixaram-se em estruturas membranosas em que
havia remanescentes de tecido mole. A forma de hifa foi dominante nos espécimes ap6s cinco
dias, demonstrando penetracdo para o interior dos tObulos dentinarios; esta invasdo foi
creditada & natureza tubular da dentina. Na forma de hifa, a C. albicans possui um fator
regulador de crescimento, a MARS - Substancia Morfogenética Autoreguladora. A presenca
de fons Ca™ tem papel critico no controle desse fator regulador da morfogénese. Quando esse
microrganismo degrada o colageno, ha liberagdo de minerais, incluindo o Ca™. O aumento da
concentracdo de célcio pode alterar a morfologia de crescimento do microrganismo, 0 que
pode indicar que ele utiliza-se da dentina como fonte de nutrigdo. Assim sendo, Candida sp.
pode ser considerado um microrganismo dentinofilico, diante de sua capacidade de crescer na
dentina, onde ha auséncia de fluidos tissulares ricos em substratos, podendo usar a dentina
como fonte de nutriente durante longo periodo.

Em um estudo subseqiiente, SEN et al.>* (1997b), monitorando a colonizacdo da C.
albicans na dentina com e sem a camada de smear layer, observaram que na presenca de
smear layer havia formagéo de biofilme. Na auséncia desta camada, uma rede de pseudo-hifas
estava presente na parede dentinaria, tendendo sempre a penetrar nos tubulos dentinarios,
porém nado havia formacéo de biofilme. Os autores concluiram que a presenca de smear layer
favoreceu o crescimento de fungo e que, apds o tratamento da dentina com hipoclorito de
sodio e EDTA, diminuiu a quantidade de matéria organica e inorganica da dentina o que

aparentemente nao favoreceu a formacéo de biofilme pela C. albicans.
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Utilizando-se de técnicas de cultura anaerdbia sofisticada, SUNDQVIST et al.®’
(1998) demonstraram a microbiota de dentes com lesdo periapical persistente ao tratamento
endodontico, submetidos a retratamento. Foram selecionados 54 dentes com canais
radiculares tratados ha cinco anos e com lesdo periapical, visivel radiograficamente. Do total
de casos avaliados, 24 apresentaram culturas microbiol6gicas positivas, sendo 19
caracterizados como mono infecg¢des. Dois casos apresentaram C. albicans. De acordo com os
autores, provavelmente esse microrganismo aparece como um oportunista devido ao
desaparecimento ou a remogdo de outros microrganismos do canal radicular, ja que esses
fungos tém a capacidade de crescer no ambiente de baixa quantidade de nutrientes existente
nos canais tratados.

Segundo ASSED et al.' (2000) os fungos séo capazes de se disseminar via corrente
sanguinea, caracterizando um quadro de fungemia. Portanto, profilaxia contra possiveis
infeccBes fungicas deve ser aplicada em pacientes sistemicamente comprometidos. Os fungos
sdo capazes de se reproduzir no sistema de canais radiculares e de invadir os tubulos
dentinarios, na forma de blastosporos, pseudo-hifas ou hifas verdadeiras. Os autores
enfatizaram que deve ser dada aten¢do especial a utilizacdo de medicamentos especificos no

tratamento das infec¢des endodonticas com envolvimento de fungos.

MILETIC et al.®® (2002) avaliaram a infiltracdo de C. albicans em cultura pura e uma
associacdo de bactérias através dos canais radiculares obturados com guta-percha e cimento
AH26 ou AHPIlus. Foram empregados neste estudo 80 dentes divididos aleatoriamente em
dois grupos de 40 dentes, cada um, conforme o cimento obturador empregado. Foram
adicionados 10 dentes que serviram como controles negativos e 10 como controles positivos.
O Streptococcus mutans, melaninogenico, mitis, Prevotella e Lactobacillus acidophilus foram
colocados nas cavidades de acesso de 20 dentes obturados com 0 AH26 e 20 obturados com o

AHPlus. A C. albicans foi colocada nas cavidades de acesso dos outros dentes. O meio de
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cultura com microrganismos foi mudado a cada 7 dias. O crescimento de bactérias e fungos
foi avaliado a cada 72 h durante um periodo de 90 dias. A infiltracdo ocorreu em 47% de
todas as amostras. Das amostras obturadas com AH26, 45% apresentaram infiltracdo
bacteriana e 60% infiltracdo flngica; nos espécimes obturados com AHPIus, houve infiltracdo
bacteriana em 50% e de fungos em 55%. N&o houve diferenca estatistica significativa entre as
amostras testadas, sendo que ambos os cimentos permitiram infiltracdo de bactérias e fungos,
demonstrando in vitro a capacidade da C. albicans de atravessar a massa obturadora até

atingir a por¢éo externa da raiz.

SIQUEIRA JR.%? (2004) relatou que fungos constituem uma pequena parte da
microbiota da cavidade oral. Uma grande parte desta microbiota é constituida por espécies de
Candida. A espécie mais comumente detectada na cavidade oral de individuos saudaveis e
comprometidos é a C. albicans. Sua incidéncia na cavidade oral de individuos saudaveis ¢ em
torno de 30 a 40% e 95% em pacientes infectados com AIDS. Julga-se que o dorso da lingua
seja 0 habitat principal da C. albicans, entretanto outros sitios podem ser colonizados
secundariamente. Estes sitios incluem mucosa supragengival e subgengival, dentina, raiz e
bolsa periodontal. Um grande numero de outros fungos tem sido isolado dos canais
radiculares, incluindo C. glabata, C. guilhermmondii, G. candidum e S. cerevisae.

NAIR* (2004) realizou uma revisdo detalhada sobre patogenicidade da periodontite
apical e das causas de falhas endodonticas. As provaveis vias de infeccdo dos canais
radiculares foram revistas, sendo citadas como principais vias de acesso dos microrganismos
aos canais radiculares a carie, bem como procedimentos clinicos e as fraturas ou fissuras
advindas do traumatismo dentario. Sendo que os microrganismos séo isolados também dos
dentes com polpas necroticas e coroas intactas. Segundo relatos da literatura os dentes podem
parecer clinicamente intactos, mas revelar micro-fissuras nos tecidos duros, que séo portais de

entrada para bactérias. As bactérias do sulco gengival ou das bolsas periodontais também
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podem alcancar os canais radiculares de dentes com necrose pulpar através dos tubulos
dentinérios expostos na superficie cervical da raiz, devido as aberturas no cemento. Pode
também haver a contaminacdo por via anacorética. Porém a exposicdo da polpa dental a
cavidade oral é a rota mais importante da infeccdo endodéntica. O autor discorreu sobre a
presenca de fungos, em infecgdes endodonticas, relatada anteriormente em diversos trabalhos,
citando a presenca destes microrganismos como um dos fatores que podem levar ao insucesso

da terapia endodontica.

2.3 Caracteristicas dos Fungos

Durante muito tempo, os fungos foram considerados como vegetais. WHITTAKER et
al.” (1969) evidenciaram o fato de que os fungos ndo atendiam a caracteristicas basicas para
permanecerem no reino vegetal e passaram a ser classificados como um reino a parte, o Reino
Fungi. De acordo com estes autores os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas
préprias, que permitem sua diferenciacdo das plantas: ndo sintetizam clorofila, ndo tem
celulose na sua parede celular, exceto alguns fungos aquaticos.

SOLL et al.** (1981) demonstraram a influéncia da presenca de zinco no crescimento e
fendtipo da C. albicans. Segundo os autores, 0 zinco em baixa concentragdo pode estimular o
crescimento deste fungo.

RIPPON*" (1988) estimou que dentre as 100.000 espécies flngicas descritas, 200
espécies ndo sao consideradas patogénicas para humanos e que menos de 60 espécies estao,
constantemente, associadas as infec¢c@es humanas. No estudo dos fungos, diferencas na forma
e estrutura das coldnias e diferentes tipos de técnicas de isolamento, dificultam sua
identificacdo taxonémica. Os padrdes de doencas micoéticas diferem dos padrdes das doencas

bacterianas. Poucos sdo os fungos transmitidos de pessoa a pessoa. As epidemias sdo raras e
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podem, usualmente, ser associadas a exposicdo a uma fonte comum. As infec¢bes micaticas
ocorrem em pessoas com resisténcia diminuida ou com um sistema imunoldgico defeituoso,
imunocomprometido. Na realidade, como enfatizou este autor, qualquer um que venha a
desenvolver uma doenca fungica, a menos que exposto a um contato macigo, é portador de
uma deficiéncia no sistema imunoldgico.

LEGENT et al.?” (1989) realizaram um estudo in vitro, no qual, demonstraram que o
crescimento do Aspergillus pode ser estimulado na presenca de baixa concentragdo de zinco.
Os pesquisadores alertaram para a importancia da composicdo da pasta obturadora dos canais
radiculares, uma vez que a presenca de zinco pode estimular o crescimento de Aspergillus.

Conforme SAMARANAIAKE e MAC FARLANE® (1990), os fungos sdo
microrganismos que apresentam nucleo, complexo de Golgi, reticulo endoplasmaético,
vesiculas, membrana celular e parede celular espessa com microfibrilas de actina e glicana. A
parede celular representa 30% do peso da célula e é composta de b-glicanas, manoproteinas e
quitina, carboidratos (80-90%), lipidios (2%) e proteinas (3-6%). A parede celular é
importante fator de viruléncia, pois promove adesdo e colonizacdo da célula flngica,
apresenta componentes antigénicos e secreta produtos (hidrolases e toxinas, entre outros). A
morfologia varia sob diferentes condi¢fes ambientais, incluindo leveduras (blastéporos,
blastoconideo), pseudo-hifas, hifas verdadeiras e clamiddsporos. Os principais fatores de
viruléncia dos fungos sdo: mecanismos de adeséo pela parede celular, dimorfismo, germes em
forma de tubos, interferéncia com a fagocitose, defesa imune e complemento, sinergia com
bactérias e liberacdo de fatores moleculares, como hidrolases extracelulares (proteinases,
lipases), anafilatoxinas, toxinas, nitrosaminas e metabolitos &cidos.

Baseado em relatos de DAHLEN e MOLLER’ (1992), os fungos crescem em meio
com sais, fontes de carbono, nitrogénio e fosfato, sendo capazes de se adaptar a uma grande

variedade de temperatura e pH.
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De acordo com SHEPHERD®® (1992), uma das caracteristicas das infeccdes micéticas
oportunistas é se instalar quando o hospedeiro apresenta condigdes e nutrientes essenciais
para adesdo, crescimento e reproducdo do fungo. Assim devem existir fatores locais e/ou
sistémicos que favorecam seu crescimento. Os fungos sdo microrganismos heterotroficos e,
em sua maioria, aerébios obrigatdrios. No entanto, certos fungos sdo anaerébios facultativos,
se desenvolvem em ambientes com pouco oxigénio ou mesmo na auséncia deste elemento.
Podem ter morfologia diferente, segundo as condi¢des nutricionais e a temperatura de seu
desenvolvimento. O fendmeno de variagdo morfolégica mais importante em micologia
médica é o dimorfismo, que se expressa por um crescimento micelial entre 22° e 28°C e
leveduriforme entre 35°C e 37°C. Em geral, essas formas sdo reversiveis. A fase micelial ou
saprofitica ¢ a forma infectante e estd presente no solo, nas plantas e no ar; a fase
leveduriforme ou parasitaria € encontrada nos tecidos. Os fungos se desenvolvem em meios
de cultivo especiais formando colbnias de dois tipos: leveduriformes ou filamentosas. As
colbnias leveduriformes sdo pastosas ou cremosas, formadas por microrganismos unicelulares
que cumprem as fungdes vegetativas e reprodutivas e as filamentosas podem ser algodonosas,
aveludadas ou pulverulentas, formadas por elementos multicelulares, em forma de tubo,
denominados hifas.

Segundo HOOG e GUARRO?* (1995), os fungos sio seres vivos eucariéticos, com um
sO ndcleo, como as leveduras, ou multinucleados, como se observa entre os fungos
filamentosos ou bolores. Seu citoplasma contém mitocondrias e reticulo endoplasmatico
rugoso.

MOORE-LANDECKER® (1996) relatou que os fungos vivem em habitat diferentes,
bem como em diferentes substratos, podem ser unicelulares, leveduras, ou pluricelulares,
filamentosos. Sua disseminacdo usualmente ocorre pelo ar, podendo também ocorrer através

da &gua, plantas, animais, alimentos entre outros. Sdo microrganismos com trés a cinco
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micrometros de diametro, capazes de se reproduzir sexualmente, assexualmente e
parasexualmente. Na fase de célula simples, sdo chamadas de leveduras e se reproduzem por
brotamento, diferente das bactérias, que se reproduzem por divisdo. Dessa maneira, uma
célula mae da origem a uma célula filha, inicialmente de menor tamanho.

De acordo com SEN et al.>® (1997), leveduras usualmente ndo formam micélio, sdo
unicelulares, algumas em condicOes especiais formam uma fase filamentosa. A C. albicans é
descrita como um fungo polimorfico, apresenta blastosporos, pseudomicélio, tubo
germinativo e clamiddsporos; dependendo das condicbes ambientais, medem
aproximadamente 5um de didmetro, forma oval e se reproduzem assexuadamente por

germinacao.

Alguns fatores relacionados ao hospedeiro podem predispor ao crescimento de fungo,
tal como imunossupressdo, permitindo que estes microrganismos assumam uma condi¢éo
oportunista atraves da expressdo de diversos fatores de viruléncia, os quais, segundo
SWEET® (1997), incluem aderéncia, transicdo morfoldgica, capacidade de sobreviver em

ambientes com variedade de temperatura e pH.

CHAFFIN et al.” (1998) relataram que das espécies fingicas encontradas na cavidade
oral, a C. albicans é a mais comum. Os autores ressaltaram que C. albicans constitui-se em
um organismo eucariético unicelular com caracteristica pleomorficas, isto €, pode variar sua
morfologia, tendo a parede celular papel essencial na transicdo morfolégica. Reproduz-se por
brotamento na sua forma de levedura, sendo chamada de blastoporo ou blastoconideo. A
producdo de tubos germinativos é resultante da forma filamentar de crescimento originando as
hifas e conseqlientemente a forma de micélio. A forma de pseudo-hifa ocorre por polarizacéo
e alongamento da célula durante o processo de divisdo por brotamento, sem que haja a

separacao da célula mde. Sob certas condi¢cdes desfavoraveis de crescimento, a C. albicans
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pode ainda apresentar-se na forma de esporo arredondado com espessa parede celular
denominado clamidésporo. A forma de hifa tem maior capacidade de invadir os tecidos e
maior patogenicidade, por ser mais hidrofébica que a forma de blastoporo, facilitando a
penetracdo em diferentes superficies e tecidos.

Segundo MARSH e MARTIN®! (1999), os fungos produzem enzimas como lipases,
invertases, lactases, proteinases, amilases, que hidrolisam o substrato tornando-o assimiléavel
através de mecanismos de transporte ativo e passivo. Alguns substratos podem induzir a
formacdo de enzimas degradativas; ha fungos que hidrolisam substancias organicas, inclusive
0ss0. Muitas espécies fungicas podem se desenvolver em meios minimos, contendo aménia
ou nitritos como fontes de nitrogénio. As substancias organicas, de preferéncia, sdo
carboidratos simples como D-glicose e sais minerais como sulfatos e fosfatos. Oligoelementos
como ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio e célcio sdo exigidos em pequenas

quantidades.

Conforme relatos de MADIGAN et al.*® (2000), o micélio que se desenvolve no
interior do substrato é chamado de micelio vegetativo e pode funcionar também como
elemento de sustentacdo e de absor¢édo de nutrientes. O micélio que se projeta na superficie e
cresce acima do meio de cultivo € o micélio aéreo. Quando o micelio aéreo se diferencia para
sustentar os corpos de frutificacdo ou propagulos, constitui o micélio reprodutivo. Os
propagulos ou érgédos de disseminacgédo dos fungos sédo classificados, segundo sua origem, em
externos e internos, sexuados e assexuados. Embora o micélio vegetativo ndo tenha
especificamente funcbes de reproducéo, alguns fragmentos de hifa podem se desprender do
micélio vegetativo e cumprir funcdes de propagacdo, uma vez que as células fungicas séo
autbnomas. Estes elementos sdo denominados de taloconidios e compreendem os:
blastoconidios, artroconidios, clamidoconidios. Os blastoconideos, também denominados

gémulas, sio comuns nas leveduras e se derivam por brotamento da célula-mée. As vezes, 0s
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blastoconideos permanecem ligados a célula-mée, formando cadeias, as pseudo-hifas, cujo
conjunto é o pseudomicélio. Os artroconidios sdo formados por fragmentacdo das hifas em
segmentos retangulares. S&o encontrados nos fungos do género Geotrichum, em Coccidioides
immitis e em dermatofitos. Os clamidoconidios tém funcéo de resisténcia, semelhante a dos
esporos bacterianos. S8o células geralmente arredondadas, de volume aumentado, com
paredes duplas e espessas, nas quais se concentra o citoplasma. Sua localizagdo no micélio
pode ser apical ou intercalar. Formam-se em condi¢cGes ambientais adversas, como escassez
de nutrientes, de agua e temperaturas ndo favordveis ao desenvolvimento fangico. Entre
outras estruturas de resisténcia, devem ser mencionados os esclerdcios ou esclerotos, que sdo
corpusculos duros e parenquimatosos, formados pelo conjunto de hifas e que permanecem em

estado de dorméncia, até o aparecimento de condi¢fes adequadas para sua germinagao.

De acordo com CALDERONE e FONZI* (2001), o pH mais favoravel ao
desenvolvimento dos fungos esta entre 5 e 7, entretanto a maioria dos fungos tolera amplas
variacdes de pH. Os fungos filamentosos podem crescer na faixa entre 1,5 e 11, mas as
leveduras nédo toleram pH alcalino. Muitas vezes, a pigmentacao dos fungos esta relacionada
com o pH do substrato. Os meios com pH entre 5 e 6, com elevadas concentrac6es de acUcar,
alta pressdo osmotica, favorecem o desenvolvimento dos fungos nas por¢des em contato com

o ar.

FISCHER e COOK®™ (2001) documentaram que o crescimento dos fungos é mais
lento que o das bactérias e suas culturas precisam, em média, de 7 a 15 dias, ou mais, de
incubacdo. Com a finalidade de evitar o desenvolvimento bacteriano que pode inibir ou se
sobrepor ao do fungo, € necessario incorporar aos meios de cultura antibacterianos de largo
espectro, como o Cloranfenicol. Pode-se também acrescentar Cicloheximida para diminuir o

crescimento de fungos saproéfitos contaminantes, de cultivos de fungos patogénicos. Ainda,
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conforme relato destes autores, alguns fungos que infectam os humanos apresentam-se na
forma sexuada ou perfeita sendo classificados como teleomorfos, e outros apresentam-se na

forma assexuada ou imperfeita e sdo denominados anamorfos.

LANGFELDER et al.?® (2003) descreveram sobre a importancia da presenca de
melanina sobre a patogenicidade dos fungos. De acordo com os autores, 0s fungos do género
Aspergillus produzem dihydroxynaphthalene-melanin, que é um fator de viruléncia. Este
pigmento hidrofébico esta presente na superficie do conidio e é capaz de proteger o patégeno

da acdo dos macrdéfagos e neutrofilos.

BOLIGNANO e CRISEO® (2003) descreveram o fungo Aureobasidium pullulans
como sendo um fungo demaceo que possui habilidade de crescer em altas temperaturas,
podendo sobreviver dentro dos tecidos animais. Possui como caracteristica a capacidade de
produzir melanina, o que é considerado um importante fator de patogenicidade, e pode ser
isolado do solo, das plantas, da madeira, do ar, e mesmo da pedra. E fator etioldgico raro das
ceratomicoses, da septicemia, de infecgdes peritoniais, e das infecgdes dermatoldgicas. Estes
autores alertaram para o fato de que, devido aos avangos na medicina, as infec¢des fungicas
estdo se tornando mais importantes. A frequéncia aumentada de transplantes e o
desenvolvimento de terapias mais eficazes para doencas severas, aumentaram as
possibilidades da recuperacdo para muitos pacientes. Consequentemente infeccoes
oportunistas tém aumentado, acometendo pacientes com resposta imunoldgica comprometida.
Certamente ndo ha nenhum limite ao numero de espécies fungicas no ambiente,
potencialmente capazes de invadir e disseminar nos tecidos, aumentando o nimero ja elevado
de microrganismos oportunistas. Estas infec¢cbes podem ocorrer quando as condi¢Ges dos

pacientes se deterioram, como apoés intervencgdes cirlrgicas, doengas imunocomprometedoras,
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tratamentos com drogas que interferem na resposta imunoldgica como corticosterdide e/ou

terapias antibidticas em dose elevada.

De acordo com SIDRIM e ROCHA®’ (2004), no trato respiratério superior de pessoas
saudaveis encontramos Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Neisseria sp., Haemophilus sp.,
Peptostreptococcus sp., Actinomyces sp., Veillonella sp., Fusobacterium sp., Candida sp. e
fungos filamentosos como: Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. Segundo estes
autores, a principal via de penetracdo de Aspergillus, no homem e nos animais, é a
respiratoria: assim a arvore broncopulmonar e os seios nasais sdo os locais preferenciais para
o desenvolvimento de enfermidades aspergilares. Os fungos deste género ddo origem a grande
quantidade de conideos que medem de 2-3 um, capazes de serem facilmente veiculados pelo
ar. Dessa forma, diferentes mecanismos fisiopatologicos sdo implicados como responsaveis
por quadros respiratdérios, os quais sdo favorecidos por fatores gerais extrapulmonares e
fatores locais do parénquima pulmonar. Os fatores gerais mais importantes sdo:
agranulocitopenia pds-quimioterapia rigorosa e prolongada, uso de corticosterdides e
pacientes portadores de outras formas de imunossupressdo. Ja os fatores locais mais
freqlientemente implicados na instalacdo de processos pulmonares sdo: tabagismo,
antecedentes de tuberculose, pneumopatia bronco-obstrutiva cronica, fibrose pulmonar,
radioterapia do mediastino e pneumopatias formadoras de cavernas. Apesar de existirem
muitas espécies de Aspergillus, somente cerca de 20 delas tém sido implicadas como
patdgenos em potencial para 0 homem, entre as quais podemos citar o Aspergillus ustus,
Aspergillus granulosus, Aspergillus sydowi e o Aspergillus niger. A Emericella quadriluniata
pertence ao filo Ascomicycota, é relatada como agente causador da Aspergilose, sendo
considerado como uma forma perfeita de Aspergillus, isto é, forma sexuada. O género
Penicillium, esta amplamente distribuido na natureza, podendo ser encontrado no ar e no solo.

Clinicamente pode afetar individuos com deficiéncia de resposta imunoldgica. Os géneros
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Penicillium implicatum, Penicilium micsynvisck, Penicilium ctrionigrum tém sido isolados de
infeccGes humanas, como ceratites, otites, sinusites, infeccGes urinérias e pulmonares. Os
fungos do género Fusarium sdo microrganismos ubiquos, vivendo normalmente com
sapréfitas no solo, na dgua e em numerosas plantas. No homem, podem afetar os tecidos
superficiais e profundos, causando grande variedade de manifestacGes clinicas, acometendo
pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos. As espécies de Fusarium possuem
tendéncia a invadir vasos sangiineos, podendo acometer vérios 6rgdos durante sua
disseminacdo hematogénica, tais como figado, pulmao, baco, olho, etc. Dezenas de espécies
de Fusarium tém sido isoladas de lesBes humanas, entre elas podemos citar: Fusarium
melanochorum e Fusarium moniliforme. Ainda conforme relatos destes autores, o Eurotium
amstelodami é um fungo encontrado no solo e no ar, podendo apresentar riscos a saude das
pessoas com sistema imune comprometido. Do mesmo modo, o Cladosporium
sphaerospermum, que é uma espécie freqlientemente encontrada no ar e no solo e que nao é
considerado patégeno humano, pode também infectar pessoas imunologicamente

comprometidas.

MONTIEL®® (2004) realizou uma revisdo da literatura sobre patgenos emergentes em
micoses subcutaneas e sistémicas. Segundo este autor, as doencas fangicas podem ser
divididas em dois grupos: produzidas pelos patégenos genuinos, onde o fungo inoculado em
grande quantidade é capaz de causar doenga no hospedeiro normal, e um outro grupo no qual
o desenvolvimento da infeccdo é relacionado a uma resposta imune comprometida do
hospedeiro, que € chamado infeccdo oportunista. Sendo que os fungos oportunistas emergiram
como causas importantes de morbidade e mortalidade, devido a um aumento no nimero de
pacientes imunocomprometidos. De acordo com as caracteristicas das culturas destes fungos,
podem ser agrupados em: filamentosos, leveduras e fungos dimorficos, cada um com género

bem definido, espécie e caracteristicas macro e microscopicas. Os fungos filamentosos sao
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agrupados como: hialohifomicosis, feohifomicosis, zigomicosis e dermatophytosis. As
leveduras sdo agrupadas como: candidiasis, trichosporosis e pitirosporosis. Os fungos
dimorficos sdo fungos patogénicos por si mesmos. Os filamentosos classificados como
hialohifomicosis sdo caracterizados pela presenca de hifas septadas, sem pigmento na parede
micelial. Os géneros mais importantes sdo: Aspergillus, Pseudallescheria, Fusarium,
Acremoniun, Beauvaria, Chrysosporium, Paecilomyces, Penicillium, Scopulariopsis,
Scytalidium, que se disseminam no ambiente e que penetram através de inalacdo, embora
tenham também capacidade de penetrar através de traumas cutdneos ou mucosos. Os
feohifomicosis sdo caracterizados pela presenca de paredes e de conideo micelial escuro,
devido a existéncia de melanina em suas paredes e sdo encontrados comumente na natureza
relacionados com detritos do solo, causando enfermidade nas plantas e em diferentes animais.
Do ponto de vista clinico podem ser isolados de infec¢des subcuténeas, infecgbes dos seios
paranasais e de forma invasiva generalizada. O Aureobasidium, Cladosporium, Bipolaris,
Cladophialophora bantiana, Curvularia, Dactylaria, Exophialla, Dreschlera, Phialophora e
0 Exserohilum séo géneros classificados neste grupo. Ainda estes autores afirmaram que a
Exophiala jeanselmei é um fungo que pode ser isolado em pacientes diabéticos e
imunodeprimidos, capaz de causar enfermidades subcutdneas assim como infeccOes
sistémicas. Pode provocar um quadro de sinusite indolor que permanece confinada na
cavidade dos seios maxilares ou disseminar-se para estruturas contiguas em pacientes

imunocomprometidos.
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3 PROPOSICAO

Considerando a importancia e questionamentos a respeito dos fungos apresentados na

revisao da literatura, este trabalho tem como proposta:

1- Demonstrar in vivo a presenca de fungos filamentosos nos canais radiculares de
dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical (infecgdes primérias);

2- Relacionar sua presenga a pacientes com comprometimento da resposta
imunoldgica;

3- Realizar o estudo taxondmico dos isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

- Acetona PA (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Acido latico (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Agar Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Agar batata (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Agua destilada g.s.p (Destilador, Equipamentos e produtos quimicos Ltda., Curitiba, PR,
Brasil);

- Alca de platina (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Arco de Ostby (J.0.N- Comércio de Produtos Odontoldgicos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil);

- Algodéo (Apolo, CIA Manufatora de Tecidos de Algodéo, Cataguases, MG, Brasil);

- Aparelho de RX Spectro70X (Dabi Atlate, Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

- Autoclave Horizontal Vitale 21 (Cristofoli Bioseguranca, Campo Mourdo, Parand, Brasil);

- Azul-algodéo (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Baldo de fundo chato de 2 litros (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Bast&o de vidro em forma de U (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Broca esférica para alta rotacdo n° 1014 Carbide (KG Sorensen Industria e Comércio Ltda.,
Barueri, SP, Brasil);

- Cabine de seguranca biologica VECO classe Il BIl (VECO, Campinas, SP, Brasil);

- Caixa de Revelagdo (VH Soft Line - VH Equipamentos Médicos Odontoldgicos e

Acessorios Ltda., Araraquara, SP, Brasil);
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- Cémara Fotografica USB para microscépio (Hexasystens, Sdo Paulo, SP, Brasil);

- Caneta de alta rotacéo (Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda., Joinville, SC, Brasil);

- Clean Stand (Maillefer, Ballaigues, Swiss);

- Cloranfenicol (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Cloreto de potéssio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Contra angulo (Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda., Joinville, SC, Brasil);

- Dextrose (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Estufa (Fanem Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil);

- Extrato de malte (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Fenol (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Filme Radiogréfico Periapical Insight (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA);

- Fixador de Radiografia (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda., S&o José dos Campos, SP,
Brasil);

- Forno Pasteur (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Fosfato e sddio dibasico (Merck & Co, Incorporation, Whitehouse Station, NJ, USA);

- Frascos de vidro do tipo penicilina (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil);

- Gelo seco (Laboratério de Cultura de Fungos do IOC / FIOCRUZ);

- Glicerina (Merck & Co, Incorporation, Whitehouse Station, NJ, USA);

- Glicose (Difco Laboratories, Detroit, USA);

- Grampo para isolamento absoluto (S.S.White Artigos Dentéarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil);

- Hipoclorito de sodio 5,25% (Cristal Farma, Niterdi, R.J)

- Lamparina (J.0.N- Comércio de Produtos Odontoldgicos Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil);

- Lamina (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);



- Laminula (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Lengol de Borracha (Madeitex Industria e Comércio de Artefatos de Latex Ltda, Sdo José
dos Campos, S.P, Brasil);

- Limas Tipo K 12 e 22 série - 25mm (Maillefer, Ballaigues, Swiss);

- Limas Tipo H 12 e 22 série - 25mm (Maillefer, Ballaigues, Swiss);

- Localizador apical (ROOT ZX , J Morita Corporation, Kyoto, Japdo)

- Micromotor (Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda., Joinville, SC, Brasil);

- Microscopio 6tico YS 100 (Nikon Corporation, Japan);

- Microscopio operatorio (DF Vasconcelos S.A Optica e Mecanica, Sao Paulo, S.P);

- Nitrato de s6dio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Oleo Mineral Nujol (Indstria Quimica e Farmacéutica Schering Plough S/A - Rio de
Janeiro, R.J, Brasil);

- Papel filtro (Mellita Brasil Incorp, S&o Paulo, SP, Brasil);

- Papel Kraft (Papelaria Icarai, Niteréi, RJ, Brasil);

- Peca Reta (Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda., Joinville, SC, Brasil);

- Peptona (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Pipeta (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Pinga clinica (Duflex, S.S.White Artigos Dentérios Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Placa de Petri (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Pontas de papel absorvente (Tanary Industrial Ltda, Manacapuru, AM, Brasil)

- Revelador de Radiografia (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda., Sdo José dos Campos, SP,
Brasil);

- Sacarose (Merck & Co, Incorporation, Whitehouse Station, NJ, USA);

- Sonda Exploradora n° 5 (Duflex, S.S.White Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ,

Brasil);
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- Solucéo de Criopreservacdo Skin Milk (Difco, St Sauveur, Canada );

- Soro fisioldgico estéril ampola (Ariston Ind. Quims. e Farms. Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil);
- Sulfato de ferro (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Sulfato de magnésio (Merck & Co, Incorporation, Whitehouse Station, NJ, USA);

- Thiosulfato de sodio a 5% (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA);

- Tubos de ensaios 18x150 mm (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Vidro ambar (Roni Alzi Vidros Cientificos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

4.2 Métodos

4.2.1 Isolamento

Apos aprovacdo do comité de ética (1638-CEP-HUPE) foram realizadas culturas de 60
dentes com necrose pulpar e lesdo periapical (infeccdo primaria) diagnosticada através do
exame clinico e radiografico. O tamanho da lesdo nao foi levado em consideracao, porém os
casos nos quais, apesar da necrose pulpar, comprovada através do exame clinico, a lesdo ndo
pode ser evidenciada radiograficamente, foram eliminados da pesquisa.

Os dentes selecionados eram de pacientes de ambos 0s sexos e idade variando de 23 a
70 anos.

Foram incluidos na pesquisa pacientes com comprometimento da resposta
imunol6gica e pacientes sauddveis, com o intuito de verificar a relacdo entre o
comprometimento da resposta imune e o isolamento de fungos filamentosos.

Os dentes pesquisados apresentavam camara pulpar fechada, sem comunicagdo com a

cavidade oral, apesar de apresentarem restauracao de: resina composta, ceramica, amalgama,
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metalica ou acrilica, com ou sem infiltracdo, e com ou sem a presenca de céarie. Sendo que
dentre os 60 dentes estudados, 6 estavam higidos (sem nenhuma restauracéo) e apresentavam
necrose pulpar com presenca de lesdo periapical, devido a traumatismo dentario. Apos
remocdo da restauracdo e da cérie, quando existentes, o diagnostico da ndo comunicacdo da
camara pulpar com a cavidade oral foi realizado através de radiografia periapical, de inspecéo
visual através de microscépio operatério com aumento de 16x e de sondagem com sonda
exploradora.

Todos os pacientes responderam a um questionario de satde detalhado e assinaram um
termo de consentimento permitindo a inclus&o do caso clinico na pesquisa.

Para coleta do material efetuou-se o isolamento absoluto com lengol de borracha e
assepsia do dente e do campo com hipoclorito de sodio 5,25% e neutralizagdo com thiosulfato
de sodio a 5%. Uma broca esférica diamantada estéril de didmetro compativel com o volume
da camara pulpar, movimentada em alta rotacdo foi empregada para abertura da cavidade de
acesso. Ao término do acesso, 0 campo operatorio foi novamente higienizados seguindo o
mesmo protocolo supracitado.

O canal radicular foi umedecido com soro fisioldgico estéril e introduziu-se uma lima
tipo K estéril, com calibre e medida estimada previamente, através da radiografia de estudo. A
odontometria do canal foi realizada por meio de localizador apical e conferida através de
radiografia periapical.

Posteriormente uma lima tipo Hedstrden esteril foi introduzida no canal, objetivando
liberar raspas de dentina das paredes radiculares.

Para coleta do material do interior do canal radicular foram empregadas trés pontas de
papel absorvente estéreis. Dentro de campo isolado por duas lamparinas, uma ponta de papel
absorvente foi inserida no canal radicular, 1 milimetro aquém do limite apical, permanecendo

ali por 1 minuto. Em seguida, esta foi introduzida dentro de um tubo de ensaio contendo meio
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de cultura Saboraud Agar acrescido de Cloranfenicol para inibir o crescimento bacteriano.
Este processo foi repetido por 3 vezes até completar 3 pontas de papel para cada tubo de
ensaio.

Proximo ao campo isolado pelas duas lamparinas foi colocado uma placa de Petri
aberta contendo 0 mesmo meio de cultura do tubo de ensaio (Saboraud Agar acrescido de
Cloranfenicol), com o intuito de verificar a acuidade do isolamento do campo operatério. Ao
mesmo tempo era efetuado um controle positivo, quando uma placa de Petri, com 0 mesmo
meio de cultura, permanecia aberta durante a coleta, fora do campo isolado, para verificar o
possivel crescimento de fungos do ambiente e verificar se os fungos isolados coincidiam com
os isolados dos canais radiculares.

Os tubos de ensaio e as placas de Petri contendo o material coletado foram mantidos a
temperatura ambiente por um periodo de sete a quatorze dias observando-se 0 crescimento
micelial a cada 24 horas. Os tubos e placas que apresentaram crescimento de colonias
fangicas foram enviados para o Laboratério de Colecdo de Culturas de Fungos do
IOC/FIOCRUZ para identificagdo e classificagdo taxonomica das colonias macro e
microscopicamente, segundo as técnicas micoldgicas descritas na literatura especifica para

cada Taxon.

Preparo do Meio de cultura Sabouraud Agar com Cloranfenicol

GliCOS@-=-=======mmmmmmem e eeeee 309
Peptona------=-=======mmm oo 109
Agar Agar-------mmmmmmmmm e 189
Agua destilada q.8.p.--==--===--===-==mm-mmmmm-- 1.000ml

Cloranfenicol--=-=-=-=-=-=senemememcmmem e ceaee 50mg
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Os elementos foram misturados em um bal&o de fundo chato de 2 litros e deixados em
repouso por 1 hora. A seguir 50mg de Cloranfenicol foram associados a esta solugdo que,
apos fundida foi distribuida em tubos de ensaio de 5 ml (160 x 16mm) e esterilizada em

autoclave durante 15 minutos a 121°C, ph 5,6.

4.2.2 Exame direto das coldnias fungicas

A Partir de uma cultura monosporica retirou-se um fragmento da colénia que foi
colocado sobre uma lamina acrescido de uma gota do corante citoplasmatico Lactofenol de
Amann com Azul de algoddo e sobre esta, colocamos uma laminula. Através desta técnica
preparou-se 0 material para ser observado ao microscépio Optico objetivando visualizar o
miceélio vegetativo e reprodutivo de propagacdo dos fungos (Figura 1- A, B, C). Nos casos nos
quais o fungo era muito escuro substitui-se o corante por uma gota de agua. As Laminas aqui
preparadas foram denominadas l|&minas temporarias, pois as estruturas observadas eram

fragmentadas ndo permitindo definicdo da espécie e sim do filo e de um possivel género.

Preparo do corante Lactofenol de Amann com Azul de algodéo:

Acido ItiCO-------=n=nmmmmmmmmmm oo 20g
Fenol-------m-m oo 209
Glicering----------====-m oo 20g
Azul-algodao--------=-=-=s=s=smemememememememeaeee 0,059
Agua destilada q.5.p.---------======---=mmmmmmeee- 20ml

Apos fusdo dos cristais de fenol as demais substancias foram misturadas. Esperou-se

durante 24hs, filtrou-se com papel-filtro e acondicionou-se em vidro &mbar.
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Figura 1- Esquema de preparo do material para observacdo ao microscopio éptico: (A) Tubo
de ensaio contendo cultura positiva, (B) retirou-se um fragmento da colénia que foi colocado
sobre uma lamina acrescido de uma gota do corante citoplasmatico Lactofenol de Amann com

Azul de algodao e sobre esta, colocamos uma laminula, (C) para observacgédo ao M.O.

4.2.3 Repigue em meio especifico
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Ap0s a observacdo das caracteristicas dos fungos, as linhagens foram repicadas com o
auxilio de uma al¢a de platina estéril, e um fragmento do fungo foi inoculado, ponto de
inoculo, em um meio de cultura sélido, especifico para favorecer seu crescimento e
esporulacdo. Dependendo das caracteristicas apresentadas por cada fungo um meio de cultura
foi utilizado podendo ser o Extrato de Malte Agar, Agar Czapeck (CYA Agar) ou o Agar
Batata.

As colonias foram incubadas a temperatura ambiente e observadas a cada 24 horas,
pois as cepas tém tempo de crescimento dependente do seu grupo taxondémico. Com isso, um

estudo macro e microscopico foram realizados.

Preparacéo do meio Extrato de Malte Agar

Extrato de malte---------=-=-=somomomomom oo 209
Peptona------=-===-===mmmmmm oo 39
Agar Agar--------mmmmmmmmmm e 20g
Agua destilada q.5.p.-----------===--==-==nnnn--- 1.000ml

O Extrato de Malte, a Peptona e o Agar foram dissolvidos em agua destilada sob
aquecimento. A seguir o meio foi homogeneizado e esterilizado, em autoclave por 15 minutos
a 121°C, distribuido em placas de Petri e acondicionado, sob refrigeracdo, até o momento do

uso.

Preparacéo do meio Agar Czapeck ( CYA Agar)
SACAr0SE-===========m=mmmmm oo 309
Nitrato de s0di0-------------=-=--m-mmmmommmm oo 39

Fosfato e sodio dibasico------------------=---=-------- 19
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Cloreto de potassio-------------=====-=-==-nceemmmv- 0,59
Sulfato de magnésio--------===-====mmmnmmmmmmmmmmnm- 0,59
Sulfato de ferro----------=----=--mmmemmmeoeeee 0,01g
N - 20g
Agua destilada .5.p.--------=-n--r=mmmrrmmmeenn- 1000ml

Todos os componentes foram dissolvidos em agua destilada sob aquecimento e pH
ajustado em 6,5. O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C e distribuido em aliquotas de
4ml, em tubos de ensaio. A seguir os tubos foram deixados na posi¢do inclinada, de modo

que, o meio se solidificasse formando uma superficie de aproximadamente 6 cm.

Preparacdo do meio Agar Batata

Infusdo de batata---------------------=-=-=-=-m-m-—- 500ml
DexXtrosg---=-==========mmmmmem oo 109
Agar Agar--------m=mnmmmmmmmmm e 15g
Agua destilada q.5.p.---------===-=-=====------ 1.000ml

As batatas-inglesas foram descascadas (Solanum tuberosum) e cozidas em 500ml de
agua, por 1 hora. A seguir esta infusdo de batatas foi filtrada através de gaze e o volume
inicial de &gua restituido acrescentando-se 500ml de &gua destilada. Esta mistura foi acrescida
de Agar e Dextrose, levada a autoclave por 15minutos a 121°C e distribuida em aliquotas de
4ml, em tubos de ensaio. Os tubos foram deixados na posigéo inclinada, de modo que, 0 meio

se solidificasse formando uma superficie de aproximadamente 6 cm.

4.2 .4 ldentificacdo macroscépica
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A identificacdo e autenticacdo das espécies foram realizadas apds as observacbes das
caracteristicas macroscopicas relacionadas a cada cepa, assim como: textura das colénias,
coloracdo da superficie do verso e reverso, producdo de pigmentos, didmetro das colénias,
tempo de crescimento, raio da colénia, producdo ou ndo de exsudato. Todas as caracteristicas
foram anotadas e observadas por serem potencialmente importantes para a classificacdo das

linhagens.

4.2 5 ldentificacdo microscépica

Fragmentos miceliais de cada isolado foram criteriosamente estudados nas preparacgoes
obtidas a partir de microcultivos em meios especificos e em laminas e laminulas, segundo a
técnica de RIVALIER e SEYDEL* (1932). Essa métodologia revelou o arranjo dos conidios
como eles eram in situ e assim pode-se visualizar a morfologia das estruturas de reproducdo
e/ou propagacdo. Apos o tempo de crescimento de cada fungo, foi possivel a observacdo das
laminas através do uso do corante citoplasmatico, Lactofenol de Amann com azul de algodéo,

e identificacdo das espécies através de microscépio optico.

Técnica de RIVALIER e SEYDEL" (1932)

E composta por uma placa de Petri estéril de 15 cm de didmetro, com o fundo coberto
com papel de filtro ou chumago de algod&o e com um bastéo de vidro em forma de U, sobre o
qual foram colocadas duas laminas com duas laminulas. O conjunto foi embrulhado em papel
Kraft e esterilizado em forno Paster durante 2 horas.

Foram preparados meios de cultura adequados para cada género ou espécie e vertidos

em placa de Petri. Apés solidificacdo dos meios, foram cortados quadrados de 1cm? com o
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auxilio de um bisturi com lamina estéril, os quais foram colocados sobre cada lamina da
camara de microcultivo com alca de platina estéril. Inoculou-se a colénia nos quatro lados do
quadrado do meio de cultura. Sobre cada meio foi colocada uma laminula. Para manter a
umidade no interior da cdmara foi colocado um papel de filtro umedecido com &gua destilada
estéril. Apds identificacdo da placa, esta foi mantida na cdmara de microcultivo sob
temperatura ambiente por sete dias ou mais, dependendo do fungo, para observacdo do
crescimento e esporulacdo da coldnia. Apds o tempo de crescimento adequado, laminas e
laminulas foram montadas separadamente. Gotejou-se o corante azul Lactofenol de algodéo
nas laminas. Laminulas contendo micélio vegetativo e reprodutivo foram retiradas com pinga
estéril e colocadas sobre as laminas com corante. Fixou-se em formol por 24 horas o0s
quadrados de meio de cultura com o fungo crescido. Em seguida laminas foram observadas ao

microscopio para classificagdo taxondmica das espécies.

4.2.6 ldentificacdo e classificacido sequndo bibliografia

A partir dos estudos macro e microscopicos da morfologia e utilizando bibliografias
adequadas (PITT®, 1979; PITT*, 1985; RAPER e THOM®*, 1949; RAPER e FENNEL*,
1965; SAMSON et al.®® 1976; SAMSON®, 1979; GERLACH e NIRENBERG", 1982;
HAWKSWORTH et al.** 1983; HAWKSWORTH et al.?? 1995; GARRO e GENE'®, 1992),

as culturas de fungos examinadas foram identificada taxonomicamente.

4.2.7 Preservacao das linhagens
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Todas as colbnias identificadas no Laboratério de Colecdo de Cultura de fungos do
IOC/FIOCRUZ foram preservadas em trés metodologias para posteriores estudos: sob 6leo

mineral, em &gua destilada estéril e liofilizac&o.

Preservacdo sob 6leo mineral

O ¢6leo mineral Nujol foi esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C e em
seguida aquecido a 170°C por 2 horas. Apos crescimento do fungo por tempo adequado, o
6leo mineral estéril foi colocado sobre a superficie da cultura a uma altura aproximadamente
de 1 a 2 cm. Os tubos de preservacdo foram estocados na posigdo vertical, a temperatura

ambiente.

Preservacdo em agua destilada estéril

Apos crescimento do fungo em placa de Petri, contendo meio solido apropriado para
cada género, foram cortados blocos de meio de cultura de 4 a 6 mm, pela margem da col6nia
jovem utilizando bisturi com lamina estéril. Através de uma alca de platina estéril, estes
blocos foram transferidos para vidros esterilizados do tipo penicilina, contendo agua destilada

esteril. Os vidros foram vedados e mantidos a temperatura ambiente.

Liofilizacéo

Numa cabine de seguranca bioldgica, a cultura fungica foi suspensa em uma solucao

de Criopreservacdo Skin Milk. Para cada cultura foi feita uma suspensdo. Uma aliquota de 0,5

ml desta solucéo foi colocada com o auxilio de uma pipeta dentro de vidros esterilizados do



68

tipo penicilina. Os vidros foram congelados por alguns minutos em gelo seco e acrescido de

uma quantidade de acetona PA.

4.2.8 Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foram usadas as técnicas: intervalo de confianga
para propor¢do com objetivo de estimar a proporcdo de presenca de fungos nos canais
radiculares; teste de independéncia entre varidveis categoricas atraves da estatistica qui-
quadrado para as variaveis: presenca de fungo nos meios de cultura e presenca de deficiéncia
imunolégica; distribuicdo de freqliéncias e gréafico de barras para a variavel: tipo do fungo. O

programa computacional utilizado foi o pacote estatistico (freeware) “R”.
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5 RESULTADOS

5.1 Cepas isoladas

Das 60 amostras coletadas 17 apresentaram cultura positiva para fungos filamentosos
(Figura 2), perfazendo um total de 28,3%..

O género Aspergillus foi isolado in situ de 7 amostras (11,6%). A espécie Aspergillus
ustus foi isolada em 3 pacientes, totalizando 5% das amostras (Figura 3, 4, 5 e 6). O
Aspergillus granulosus, Aspergillus niger e o Aspergillus sydowii foram isoladas de 3
pacientes respectivamente. A espécie Emericella quadriluniata (Figura 7 e 8), forma sexuada
de Aspergillus, foi isolada de 1 paciente.

O género Penicillium foi isolado in situ de 4 amostras (6,6%), sendo as espécies
isoladas: Penicillium implicatum (Figura 9 e 10), Penicilium micsynvisk, Penicillium lividum e
Penicillium citrionigrum.

O género Fusarium foi isolado in situ de 2 amostras (3,3%), sendo as espécies isoladas
de 2 pacientes a Fusarium moniliforme, Fusarium melanochorum, respectivamente.

As espécies Aureobasidium pullulans, Exophiala jeancelmei (Figura 11), Eurotium
amstelodame, e Cladosporium sphaerospermum, foram isolados in situ de 4 amostras
pertencentes a 4 pacientes respectivamente.

Nas placas de Petri empregadas no raio das duas lamparinas ndo houve crescimento
micelial. Entretanto nas placas-controle positivo, abertas para verificar a contaminagdo do
meio ambiente, houve crescimento de fungos ambientais que ndo eram compativeis com 0s

isolados dos canais radiculares, além de ndo apresentarem culturas puras.
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5.2 Relagao dos resultados com a resposta imune do hospedeiro

Todos os pacientes em que 0 meio de cultura apresentou crescimento de fungo
filamentoso apresentavam quadros que levam a deficiéncia da resposta imunoldgica (Quadro
1).

Cinco pacientes eram diabéticos, sendo que destes 2 eram também fumantes. Quadro
de depressdo foi relatado por 2 pacientes. A Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide foi
relatada por um paciente. Durante preenchimento do questionario de salde, um paciente
revelou ser portador de Hipotireoidismo e outro relatou ter realizado a remogéo da glandula
tiredide devido a presenca constante de nddulos. Além de ser fumante um paciente era
portador de Vitiligo, outro relatou ter Lupus Eritematoso. Devido a quadro alérgico e de
Asma bronquica, dois pacientes respectivamente revelaram fazer uso de corticoterapia. Um
outro paciente no qual houve crescimento micelial relatou ser fumante e fazer uso de droga
ilicita. Um paciente havia sofrido queimadura grave inclusive com perda do braco direito e
havia ficado internado em Unidade de Terapia Intensiva. Quadro de Artrite Reumatdide foi

relatado por um paciente.
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FUNGO
FILAMENTOSO

COMPROMETIMENTO SISTEMICO

Paciente 1- Aspergillus ustus Corticoterapia

Paciente 2 Penicillium implicatum Depresséo

Paciente 3 Fusarium melanochorum Diabetis

Paciente 4- Aspergillus ustus Diabetis / Fumante

Paciente 5- Emericella quadriluniata Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide
Paciente 6- Eurotium amstelodame Remocao da Tireoide

Paciente 7- Aspergillus granulosus LUpus Eritematoso

Paciente 8- Fusarium moniliforme Hipotireoidismo

Paciente 9- Aspergillus sydowii Diabetis

Paciente 10- Cladosporium sphaerospermum | Fumante/ Uso de Droga
Paciente 11- Penicilium micsynvisk Depressao

Paciente 12- Exophiala jeancelmei Diabetis

Paciente 13- Aureobasidium pullulans Queimadura grave

Paciente 14- Penicillium citrionigrum Vitiligo

Paciente 15- Penicillium lividum Diabetis/ Fumante

Paciente 16- Aspergillus niger Artrite Reumatoide

Paciente 17- Aspergillus ustus Asma brénquica/ Corticoterapia

Quadro 1- Fungos encontrados e deficiéncia na resposta imune dos pacientes.
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5.3 Tratamento Estatistico dos Dados

5.3.1 Estimativa da proporcao de presenca de fungos nos canais radiculares

Considerando esta amostra como elementos independentes e identicamente
distribuidos como uma variavel aleatoria:

Xi=1 - se o paciente tem a presenca de fungo nos canais radiculares,

Xi= 0 - caso contrério.

Sendo p a Probabilidade de X = 1, P(Xj= 1) = p, que sera estimado, a luz da amostra,

pontualmente por p= 17/60 e pelo Intervalo de Confianca de 95% |, f)irl.96,/ p@- f’% :

onde n = 60, o tamanho da amostra:
Limite inferior = 16.9

Limite superior = 39.7.

5.3.2 Teste de Independéncia

As duas variaveis categoricas foram avaliadas quanto a independéncia :
X= presenga de fungo nos meios de cultura,

Y= presenca de deficiéncia imunoldgica

Estas variaveis estdo apresentadas na tabela de contingéncia abaixo:

Y=Deficiéncia | X=presenca de fungo

Imunoldgica | Sim Né&o
Sim 17 0
Nao 0 43

Tabela 1- Relacdo entre presenca de fungo e comprometimento da resposta imune.
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O valor da estatistica Qui-quadrado referente a tabela de contingéncia acima, com a
correcdo de Yates, foi de 55.18 com 1 grau de liberdade correspondendo a um p-valor de
1.1x10™** que é muito menor que 1% sendo o resultado do teste altamente significativo. Os
dados aqui observados corroboram para a rejei¢do da hipotese de independéncia entre as duas

variaveis categoricas X e Y, havendo interdependéncia entre elas.

5.3.3 Distribuicdo amostral dos fungos

Com a parte da amostra de hospedeiros, os 17 com algum comprometimento

imunologico apresentamos a distribuicdo de freqiiéncias abaixo:

Tipo do Fungo | frequéncia | %
Aspergillus 7 41
Penicillium 4 24
Fusarium 2 12
Aureobasidium | 1 06
Exophiala 1 06
Eurotium 1 06
Cladosporium 1 06

Tabela 2- Frequiéncia de isolamento de cada género de fungo.



O mesmo resultado visto de forma gréfica:
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Gréfico 1- Freqiiéncia de isolamento de cada género de fungo.
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Figura 2- Tubo de ensaio apresentando cultura positiva.



Figura 4- Aspergillus ustus em meio de Extrato de Malte a 37°C — verso.

e



Figuras 5 e 6 - Imagem através de microscopio Optico de Aspergillus ustus.
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Figuras 7 e 8 - Imagem através de microscépio dptico de Emericella quadrilunia.
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Figura 9- Penicillium implicatum em Meio CYA - frente.

/

Figura 10- Penicillium implicatum em Meio CYA - verso.
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LGl

Figura 11- Imagem através de microscépio optico de Exophiala jeancelmei.
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6 DISCUSSAO

A biodiversidade da microbiota dos canais radiculares infectados tem sido evidenciada
nas Ultimas décadas por diversos autores (NAIR et al.®®, 1990; SEN et al.’?, 1995;
WALTIMO et al.”t, 1997; SUNDQVIST et al.®’, 1998; MOLANDER et al.**, 1998;
PECIULIENCE et al.**, 2001; LANA et al.”®, 2001; SIQUEIRA et al.®*, 2002c; SUNDE et
al.®, 2002; PINHEIRO et al.**, 2003), que buscam investigar a especificidade dos
microrganismos que invadem e infectam os canais radiculares e o grau de patogenicidade dos
organismos isolados.

Evidéncias indicam que as doencas endodonticas e periapicais estdo associadas a
microrganismos patogénicos de diferentes taxons (NAIR et al.*, 1990; SEN et al.*?, 1995;
WALTIMO et al.”!, 1997; SUNDQVIST et al.%’, 1998; MOLANDER et al.** 1998;
PECIULIENE et al.**, 2001; LANA et al.”®, 2001; SIQUEIRA et al.”!, 2002c; SUNDE et
al.%®, 2002; PINHEIRO et al.*’, 2003). Investigacdes microbioldgicas de dentes portadores de
lesGes periapicais primarias e persistentes tem revelado a presenca de fungos tanto em cultura
pura (WALTIMO et al™., 1997; PECIULIENE et al.*, 2001; WALTIMO et al.”*, 2004)
quanto associada a bactérias (NAIR et al.**, 1990; SEN et al.*?, 1995; WALTIMO et al.”,
1997; PECIULIENE et al.**, 2001; LANA et al.®®, 2001; SIQUEIRA et al.®*, 2002c;
MILETIC et al.**, 2002, PINHEIRO et al.*2, 2003; WALTIMO et al.”*, 2004).

Os fungos dimorficos, como Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, sdo 0s que mais se adaptaram ao organismo humano sendo capazes de
causar infec¢es em individuos aparentemente higidos. As leveduras e os fungos filamentosos
sdo oportunistas podendo causar infeccdo em hospedeiros imunocomprometidos

(SHEPHERD®, 1992; TELLES®, 2004).
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Entretanto até a presente data somente fungos do tipo leveduras tém sido isolado dos
canais radiculares, sendo que a maioria das leveduras isoladas pertence ao género Candida
(GROSSMAN?®, 1952; HOBSON?®, 1959; LOMCALI et al.?®, 1996; SUNDQVIST et al.?’,
1998; BAUMGARTNER et al.?, 2000; PECIULIENCE et al.*!, 2001; HANCOCK et al.”,
2001; SUNDE et al.%®, 2002; PINHEIRO et al.*, 2003; WALTIMO et al.”’, 2003;
SIQUEIRA e SEN®? 2004; WALTIMO et al.”®, 2004; SIQUEIRA e ROCAS®, 2004;
CHUGAL et al.’, 2007) e a espécie predominante é a C. albicans (HOBSON?®, 1959;
SUNDQVIST et al.®’, 1998; BAUMGARTNER et al.?, 2000; PECIULIENCE et al.*, 2001;
HANCOCK et al.”®, 2001; SUNDE et al.”®, 2002; PINHEIRO et al.*’, 2003; WALTIMO et
al.”?, 2003, SIQUEIRA e SEN®, 2004; WALTIMO et al.”*, 2004; SIQUEIRA e ROCAS®,
2004). A C.albicans expressa diversos fatores de viruléncia que sdo capazes de infectar o
complexo dentino-pulpar e os tubulos dentinarios, causando uma resposta inflamatéria em
torno do éapice radicular, que sugere seu papel de patogenicidade na formacdo da lesdo

periapical (WALTIMO et al.”?, 2003; SIQUEIRA e SEN®, 2004).

De acordo com revisdo da literatura realizada por SIQUEIRA et al.*® (2002) as
especies mais comuns de fungos patogénicos, com carater oportunista, pertencem aos géneros
Candida e Aspergillus. Porém néo existem relatos na literatura sobre a presenca de fungos
filamentosos infectando os canais radiculares apesar de serem detectados em infecgfes em
outros locais do organismo como exemplo: seio maxilar (LEGENT et al.®’, 1989; MENSI et
al.?, 2007). Portanto o presente trabalho é pioneiro e trata-se do primeiro relato de fungos

filamentosos nos canais radiculares.

As investigacGes no presente estudo foram realizadas em dentes que com necrose
pulpar e lesdo periapical, ou seja, infeccdo primaria. Em consonancia com alguns

investigadores (GROSSMAN®®, 1967; MACDONALD?, 1957; HOBSON?, 1959; NAIR et
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al.%®, 1987; SEN et al.’*, 1995; DEBELIAN et al.’, 1997; BAUMGARTNER et al.?, 2000;
LANA et al.®®, 2001; SIQUEIRA et al.”!, 2002c; FERRARI e BOMBANA®, 2005) que
através de cultura, microscopia eletronica e método PCR detectaram a presenca de fungos do
tipo levedura em infecgBes primarias. DEBELIAN et al.? (1995) relataram o isolamento de S.
cerevisiae em 1 de 26 canais radiculares associados com necrose pulpar e lesdo periapical
assintomatica. DEBELIAN et al.? (1997) detectaram também esta espécie fingica no sangue
de um paciente submetido a terapia endoddntica em dente com necrose pulpar e lesdo

periapical. LANA et al.?

(2001) isolaram C. tropicalis de dois pacientes, e S. cerevisiae em 1
de 27 pacientes com necrose pulpar e infeccdo primaria. BAUMGARTNER et al.? (2000)
detectaram C. albicans em 5 das 24 amostras de canais radiculares por meio do método de
PCR. SEN et al.>® (1995) encontraram fermentos invadindo pesadamente os canais radiculares
de 4 dos 10 dentes extraidos associados com necrose pulpar e lesdo periapical, observando-se
em uma amostra estrutura de hifa. SIQUEIRA et al.** (2002c) investigaram a colonizacdo
microbiana de infec¢des primarias de canais radiculares através de microscopia eletronica e
encontraram fungos em 1 dos 15 dentes examinados. No presente estudo foram isolados
fungos filamentosos de infecgdes primarias, sendo que os isolados ainda ndo haviam sido

detectados em nenhum outro experimento, sendo este o primeiro relato de isolamento e

identificacdo taxondmica destes em canais radiculares.

Porém, de acordo com a literatura, outros géneros de fungos, como as leveduras
parecem ser mais comuns nos canais radiculares com infeccdo persistente ao tratamento
endodéntico convencional (NAIR et al.**, 1990; WALTIMO et al.”, 1997; SUNDQVIST et
al.%’, 1998; MOLANDER et al.**, 1998; PECIULIENE et al.*!, 2001; HANCOCK et al.”,
2001; PINHEIRO et al.*?, 2003; SIQUEIRA e ROCAS®, 2004). NAIR et al.** (1990)
observaram fungos em 2 de nove biopsias de lesdo periapical refrataria ao tratamento

endodéntico. WALTIMO et al.” (1997) relataram a ocorréncia de fungos em 47 dos 692
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casos de infecgdes endodonticas persistentes em cultura pura ou associada a bacterias. A C.
albicans foi a espécie isolada com maior freqliéncia, isolando-se ainda outras espécies: C.
glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua e G. candidum. SUNDQVIST et al.®” (1998)
isolaram C. albicans de dois dos 24 canais radiculares com infeccdo persistente. Sob
circunstancias similares, MOLANDER et al.** (1998) encontraram C. albicans em 3 de 68
amostras e PECIULIENE et al.** (2001) em 6 dos 33 dentes apresentaram cultura-positiva
associada com canais previamente obturados, porem com lesdo periapical refrataria.
HANCOCK et al.?° (2001) pesquisaram 34 canais radiculares com lesdo periapical cronica,
apos tratamento endodéntico, sendo que a C. albicans foi isolada de somente de 1 canal.
PINHEIRO et al.** (2003) encontraram Candida em 2 dos 51 pacientes usando a cultura,
enquanto SIQUEIRA e ROCAS®? (2004) detectaram C. albicans em 2 de 22 pacientes através

de PCR.

Estes achados podem fazer-nos suspeitar de uma possivel contaminacdo durante
(NAIR et al.*, 1990) ou ap6s o tratamento endoddntico (PINHEIRO et al.*?, 2003), assim
como podemos pensar na possibilidade da prévia existéncia destes patdgenos no interior dos
canais radiculares (FERRARI e BOMBANA®, 2005). SUNDQVIST et al.®’ (1998)
estudaram a microbiota de dentes com leséo periapical persistente ao tratamento endodontico
submetidos a retratamento. De acordo com estes autores, provavelmente o fungo aparece
como um oportunista devido ao desaparecimento ou a remogdo de outros microrganismos do
canal radicular, ja que os fungos tém a capacidade de crescer no ambiente de baixa quantidade
de nutrientes existente nos canais tratados endodonticamente. Entretanto, estes fungos ja
poderiam estar no canal radicular antes do tratamento endodontico, uma vez que fungos
também séo isolados em infeccdes primarias (GROSSMAN®, 1967; MACDONALD?, 1957;
HOBSON?, 1959; NAIR et al.*®, 1987; SEN et al.’*, 1995; DEBELIAN et al.®, 1995;

DEBELIAN et al.’, 1997; BAUMGARTNER et al.?, 2000; LANA et al.”®, 2001; SIQUEIRA
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et al.®!, 2002c; FERRARI e BOMBANA®, 2005). Alguns experimentos tém demonstrado
que os fungos sdo resistentes a terapia de hidréxido de calcio (WALTIMO et al.”®, 2003b;
SIQUEIRA e SEN®, 2004; WALTIMO et al.”*, 2004) e, ainda, que estes podem utilizar o
célcio como fonte de nutriente (SEN et al.>®, 1997a). Portanto 0 emprego sistemético de
hidréxido de célcio, como medicacdo intracanal de dentes com leséo periapical, pode permitir
que os fungos permanecam viaveis (LANA et al.®, 2001) impedindo o reparo da lesdo
periapical. Outro fator de relevancia a ser considerado, é que a presenca do zinco na
composicdo da guta-percha e nos cimentos obturadores endodonticos pode predispor ao
crescimento de fungos, pois 0 zinco acelera o crescimento de algumas espécies de fungos
(SOLL et al.®>, 1981; LEGENT et al.?’, 1989; MENSI et al.*?, 2007), inclusive do Aspergillus
(LEGENT et al.?’, 1989) isolado de infeccBes primérias no presente estudo. Estes fatores
supracitados foram decisivos na nossa opcdo de pesquisar casos de infeccdes endodonticas

primarias.

Fungos podem ser aerébios estritos, anaerdébios facultativos, desenvolvendo-se em
ambientes com pouco oxigénio ou mesmo na auséncia deste elemento (SHEPHERD®®, 1992).
Os dentes selecionados no presente estudo apresentavam necrose pulpar e lesdo periapical, as
coroas ndo apresentavam carie ou restauracdo comunicante com a camara pulpar, sendo que
algumas amostras obtidas de dentes anteriores apresentavam coroas intactas e histdria
pregressa de traumatismo dentario. As provaveis vias de entrada de bactérias e fungos para o
interior dos canais radiculares sdo a carie, procedimentos clinicos, fraturas ou fissuras
advindas do traumatismo dentario (NAIR*, 2004; WALTIMO et al.”, 1997). NAJZAR-
FLEGER et al.*" (1992) sugerem que as leveduras podem invadir a polpa dentaria e chegar
aos canais radiculares causando infeccGes endoddnticas através de dentes cariados, entretanto
MACDONALD et al.?®® (1957) isolou leveduras de dentes intactos com polpa necrosada ndo

vitais apds trauma. Porém os dentes podem parecer clinicamente intactos, mas revelar micro-
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fissuras nos tecidos duros, que sdo portais de entrada para microrganismos. As bactérias do
sulco gengival ou das bolsas periodontais também podem alcancar os canais radiculares de
dentes com necrose pulpar através dos tubulos dentinérios expostos na superficie cervical da
raiz, devido s aberturas no cemento (NAIR*, 2004). Da mesma forma, tratando-se dos
fungos, esta via também pode ser considerada, uma vez que estudos recentes realizados por
WALTIMO et al.”? (2003) demonstraram semelhanca entre o fen6tipo e gendtipo da espécie
de C. albicans isolada dos canais radiculares e de outros sitios orais de um mesmo individuo.
Pode também haver a contaminacdo por via anacorética (NAIR®, 2004). A medida dos
tibulos dentinarios € de aproximadamente 2,5 pm de didmetro perto da polpa, 1,2 pm na
regido mediana da dentina e 0,9um perto da jungdo cemento dentinaria (TEN CATE'®, 1994).
O diametro de uma bactéria, dependendo da espécie € entre 0,3-0,9um, os blastoconidios das
leveduras medem entre 3-8 x 2-7pum (HOOG e GUARRO?®, 1995) as hifas podem chegar ao
diametro 1,9-2,6pum (SEVILLA e ODDS>®, 1986). Portanto a possibilidade de leveduras e
outros microrganismos, como fungos filamentosos, que estejam entre esses diametros, de

penetrarem nos tdbulos dentinarios e canais radiculares ndo pode ser excluida.

NAIR et al.*® (1990) estudando dentes humanos com lesBes periapicais persistentes,
através de microscopia eletrénica observaram estruturas compativeis com fungos, medindo de
3 — 5um de didmetro com parede celular distinta e ndcleo denso. Os autores ndo identificaram
as espécies, salientando que o conhecimento da micobiota oral é muito limitada pela falta de
taxonomista em diferente taxon e que muitas espécies deixam de ser isoladas e identificadas.
Do mesmo modo SEN et al.** (1995) relataram a presenca de formas compativeis com fungos
medindo de 4 a 6um de diametro, porém nao identificam biomorfologicamente as espécies
encontradas. Tanto fungos do género Candida como todas as espécies isoladas no presente

estudo apresentam-se dentro destes didmetros e podem se apresentar tanto como células
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simples ou em forma de pseudo-hifa. Portanto, os isolados nos artigos supracitados poderiam
pertencer a qualquer uma das espécies, uma vez que ndo foram identificados.

O método de cultura foi empregado nesta pesquisa para deteccdo de fungos nos canais
radiculares assim como os estudos realizados por GROSSMAN®® (1967); HOBSON? (1959);
WALTIMO et al.”* (1997); SUNDQVIST et al.®” (1998); PECIULIENE et al.** (2001);
LANA et al.® (2001); EGAN et al.*? (2002); PINHEIRO et al.** (2003) e CHUGAL et al.®
(2007). De acordo com WALTIMO et al.” (2004) a deteccdo de fungos através de métodos
bioldgicos moleculares é sensivel, podendo ocasionalmente ocorrer resultados falso-positivos.
Porém o isolamento de fungos através do método de cultura também pode gerar resultados
falso-positivos. Para assegurar o controle do material coletado no presente trabalho foi
realizado isolamento absoluto com dique de borracha. A limpeza do campo operatério e
superficie dentaria foram realizadas com hipoclorito de sdédio a 5,25% seguida de
neutralizacdo com thiosulfato de sédio a 5%, este protocolo foi repetido apds o acesso aos
canais radiculares para garantir a assepsia do campo operatério de acordo com trabalhos de
PINHEIRO et al.*? (2003) e CHUGAL et al.?, (2007). Foi introduzida lima tipo K estéril no
interior do canal radicular, com calibre e medida estimada previamente, atraves da radiografia
de estudo. A odontometria do canal foi realizada por meio de localizador apical e conferida
através de radiografia periapical, objetivando estimar com precisdo o tamanho do conduto,
para que a coleta do material fosse realizada ao longo de todo canal, uma vez que fungos
filamentosos podem ser aerébios, aerébios facultativos ou anaerébios SHEPHERD®® (1992),
podendo sobreviver na porcdo mais apical do canal radicular. Entretanto houve a preocupacao
de ndo deixar que houvesse extravasamento do cone de papel, o que poderia gerar um falso

resultado.
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Uma lima tipo Hedstrden estéril foi introduzida no canal, objetivando remover raspas
de dentina das paredes radiculares, as quais poderiam ser coletadas através de cone papel uma
vez que o canal foi previamente umedecido com soro fisioldgico estéril.

Para coleta do material do interior do canal radicular foram empregadas pontas de
papel absorvente estéreis que, apesar de ja virem esterilizadas de fabrica, foram novamente
esterilizadas em autoclave como garantia da manutencdo da assepsia. Em seguida foi
realizada a cultura através de cone de papel estéril deixado no interior do conduto durante 1
minuto (EGAN et al.'2, 2002; PINHEIRO et al.*?, 2003). Em campo isolado por 2 lamparinas,
0 cone foi inoculado dentro de um tubo de ensaio contendo meio de cultura. Um controle
negativo foi realizado através da colocacdo de uma placa de Petri aberta dentro deste campo
esteril contendo 0 mesmo meio de cultura contido no tubo de ensaio. Ao mesmo tempo era
efetuado um controle positivo, quando uma placa de Petri, com 0 mesmo meio de cultura,
permanecia aberta durante a coleta, fora do campo isolado. Ao meio de cultura foi acrescido
Cloranfenicol com a finalidade de evitar o desenvolvimento bacteriano que pode inibir ou se
sobrepor ao do fungo. Para evitar o crescimento de fungos saprofitas pode-se acrescentar ao
meio de cultura a Cicloheximida, porém este agente antimicdtico ndo foi usado no presente
estudo, pois de acordo FISCHER e COOK® (2001), a maioria dos fungos oportunistas é
sensivel a cicloheximida.

No controle negativo em 100% dos casos ndo houve contaminagdo, enquanto o
controle positivo apresentou crescimento de fungos contaminantes ambientais, porém de
linhagens diferentes dos fungos isolados no presente estudo, além de ndo se apresentarem em
cultura pura como os isolados dos canais radiculares.

Os resultados do presente estudo alertam para o isolamento de fungos filamentosos,
em infeccBes endoddnticas priméarias em pacientes com comprometimento da resposta

imunolégica, através de método de cultura e caracterizagdo taxonoémica dos isolados (PITT*,
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1979; PITT*, 1985; RAPER e THOM®, 1949; RAPER e FENNEL™, 1965; SAMSON et
al.®, 1976; SAMSON®, 1979; GERLACH e NIRENBERG", 1982; HAWKSWORTH et
al.?, 1983; HAWKSWORTH et al.?2, 1995; GARRO e GENE®®, 1992). As espécies isoladas
foram: Aspergillus ustus, Aspergillus sydowii, Aspergillus niger, Aspergillus granulosus,
Emericella quadriluniata, Penicillium citrionigrum, Penicillium implicatum, Penicillium
lividum, Penicilium micsynvisk, Fusarium melanochorum, Fusarium moniliforme,
Aureobasidium pullulans, Cladosporium sphaerospermum, Exophiala jeancelmei, Eurotium

amstelodame.

Outros fungos tém sido isolados dos canais radiculares, incluindo C. glabata, C.
guilhermmondii, G. candidum (WALTIMO et al.”!, 1997), Rhodotorula (EGAN et al.*?,
2002) e S. cerevisae (DEBELIAN et al® 1995). Espécie mais comum do género
Saccharomyces, essa levedura geralmente é encontrada na mucosa oral, no pulmao, no baco e
no intestino delgado, estando associada a infeccbes em pacientes imunocomprometidos,
submetidos a quimioterapia, aidéticos, alcodlatras e a outras condi¢fes que afetam a resposta
imune (DEBELIAN et al.®, 1997). O género Rhodotorula é uma levedura que também esta
associada a pacientes debilitados e imunocomprometidos (FISCHER e COOK®™, 2001). Os
fungos filamentosos assim como as leveduras sé@o consideradas oportunistas (MARSH e
MARTIN®!, 1999). As infeccdes causadas por fungos filamentosos invasores ocorrem quase
que exclusivamente em pacientes imunocomprometidos e imunodeprimidos, incluindo
deficiéncia nutricional, fatores hormonais, estresse, uso de drogas imunossupressoras, doengas
debilitantes como diabetes e cancer, pacientes com doenc¢as hematoldgicas e reumatolégicas,
depressdo, AIDS, endocrinopatias, uso de antibidtico de amplo espectro, corticoterapia em
altas doses (TELLES®™, 2004) e de acordo com DUNCAN e PITT FORD (2006), os
pacientes fumantes também apresentam alteragdes na resposta imune. Objetivando investigar

a presenca de fungos filamentosos nos canais radiculares de pessoas com comprometimento
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da resposta imunologica, pacientes saudaveis também foram incluidos neste estudo com o
intuito de verificar a real relacdo ente a baixa resposta imune e o isolamento de fungos

filamentosos, uma vez que estes sdo considerados oportunistas.

Fungos filamentosos foram isolados em 17 das 60 amostras pesquisadas deste grupo
de pacientes avaliados: cinco eram diabéticos, sendo que destes, 2 eram também fumantes.
Quadro de depressdo foi relatado por 2 pacientes. A Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide
foi relatada por um paciente. Durante preenchimento do questionario de salde, um paciente
revelou ser portador de Hipotireoidismo e outro relatou ter realizado a remogéo da glandula
tiredide devido a presenga constante de nodulos. Além de ser fumante, um paciente era
portador de Vitiligo, outro relatou ter Lupus Eritematoso. Devido a quadro alérgico e de
Asma bronquica, dois pacientes respectivamente revelaram fazer uso de corticoterapia. Um
outro paciente no qual houve crescimento micelial relatou ser fumante e fazer uso de droga
ilicita. Um paciente havia sofrido queimadura grave inclusive com perda do braco direito e
havia ficado internado em Unidade de Terapia Intensiva. Quadro de Artrite Reumatdide foi
relatado por um paciente. Portanto, ao longo da pesquisa, pudemos verificar que a presenga de
fungos filamentosos, nos canais radiculares com necrose pulpar e lesdo periapical, estava
diretamente ligada a deficiéncia de resposta imune do paciente, pois todos 0s casos nos quais
houve isolamento daqueles, os pacientes apresentavam fatores capazes de causar alteragdes na

resposta imunolégica (TELLES®®, 2004; DUNCAN e PITT FORD™, 2006).

De acordo com relatos de ASSED et al.! (2000); DEBELIAN et al.® (1997);
DEBELIAN et al.’® (1998), os fungos sio capazes de se disseminar via corrente sangiiinea,
caracterizando um quadro de fungemia. Sendo que uma profilaxia contra possiveis infecces
fangicas deve ser aplicada em pacientes sistemicamente comprometidos, devendo ser dada

atencdo especial a utilizacdo de medicamentos especificos no tratamento das infeccBes
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endoddnticas com envolvimento de fungos. Os fungos possuem ainda fatores de viruléncia,
capazes de induzir a formacdo de lesdo periapical, incluindo adaptacdo a uma variedade de
circunstancias ambientais, adesdo a uma variedade de superficies, a produgdo de enzimas
hidroliticas, transicdo morfolégica, formacdo de biofilme (SIQUEIRA e SEN®, 2004;
SAMARANAIAKE e MAC FARLANE®*, 1990). Fungos do género Aspergillus e as espécies
Aureobasidium pullulans, Cladosporium sphaerospermum, Exophiala jeancelmei, produzem
melanina, este pigmento hidrofébico que se localiza na superficie do conidio € reconhecido
como fator de viruléncia devido a capacidade de proteger o patdgeno de danos causados pelos

macréfagos e pelos neutréfilos (LANGFELDER et al.?, 2003).

Baseado nestes resultados é de fundamental importancia a conscientizacdo de que a
resposta de cada paciente diante do tratamento endodéntico é diferente, pois cada qual
apresenta sua capacidade de defesa. Portanto o protocolo de atendimento ndo pode ser
idéntico para todos os pacientes, e mais uma vez a questdo da realizacdo do tratamento
endoddntico, em sessdo Unica ou ndo, deve ser repensado, uma vez que fatores relacionados a
satde geral do paciente podem interferir tanto na microbiota do canal radicular, quanto na
resposta imunolégica, podendo interferir no resultado final do tratamento.

Portanto novos estudos devem ser desenvolvidos com o intuito de determinar um
protocolo de tratamento, relacionado a solugdes irrigadoras, curativo de demora e terapia
sistémica adequada, capaz de erradicar esses patdgenos promovendo desta forma condicdes

adequadas ao reparo dos tecidos periapicais ap6s o tratamento endoddntico.
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7 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes experimentais em que esta pesquisa foi conduzida e, com base nos

resultados obtidos, péde-se concluir que:

1- Em canais radiculares, com necrose pulpar e lesdo periapical (infeccdo primaria),
pode ser demonstrado, através de culturas positivas, a presenca de fungos
filamentosos.

2- O crescimento de fungos filamentosos no interior dos canais radiculares, com polpa
necratica e lesdo periapical, apresentaram relacdo direta com a deficiéncia da resposta
imunoldgica do hospedeiro.

3- O estudo taxondmico dos isolados, realizado neste estudo, revelou a presenca das
seguintes espécies: Aspergillus ustus Aspergillus sydowii, Aspergillus niger,
Aspergillus granulosus, Emericella quadriluniata, Penicillium citrionigrum,
Penicillium implicatum, Penicillium lividum, Penicilium micsynvisk, Fusarium
melanochorum, Fusarium moniliforme, Aureobasidium pullulans, Cladosporium

sphaerospermum, Exophiala jeancelmei, Eurotium amstelodame.
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ANEXO A - Termo de consentimento livre e esclarecimento

PrezadoSr(Sra):

A pesquisa da qual vocé esta sendo convidado a participar tem como objetivo
determinar os microrganismos envolvidos nas infeccdes endodonticas e corresponde a parte
clinica da tese de doutorado intitulada ”Isolamento e caracterizacdo biomorfoldgica de fungos
filamentosos em infeccdes endodonticas”. Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto, o qual apds avaliacdo considerou o projeto aprovado por
encontrar-se dentro dos padrdes éticos de pesquisa em seres humanos, conforme resolugéo n°
196.

O protocolo deste estudo envolve preenchimento de um questionario de salde, exame
clinico e radiografico, sendo que, somente participardo do mesmo, pacientes que
apresentarem necrose pulpar e presenca de lesao periapical, sem comunicacdo com a cavidade
oral e sem presenca de bolsa periodontal. Uma vez diagnosticado este quadro, sera realizado
acesso aos canais radiculares mediante isolamento absoluto e assepsia. A coleta do material
sera realizada por intermédio de cones de papel estéril, de forma gratuita e sem representar
nenhum risco para o paciente. Todo o procedimento sera realizado pelo pesquisador
responsavel, e os dados dos pacientes permanecerdo sobre sigilo e ndo serdo utilizados sem
autorizacdo prévia, tendo o mesmo o direito de recusar-se a participar da pesquisa ou retirar 0
consentimento, por escrito, sem qualquer penalidade.

Eu,

identidade n° , declaro que li e compreendi o que me foi

explicado e, desta, autorizo voluntariamente a participagdo na pesquisa.

Rio de Janeiro / / ,

Assinatura do paciente
Rio de Janeiro / /

Assinatura do pesquisador
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ANEXO B - Folha de aprovacéo do Conselho de Etica

) ]
§‘&ﬁ£% UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO -
E UI:EFJ s HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO ;

s COMITE DE ETICA EM PESOUISA : :

Rio de Janeiro, 07 de dezembro de 2006

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Paulo José D'Albuguergue Medeiros

Para: Aut. Cinthya Cristina Gomes
Orient. Prof. Rivail Fidel

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apos avaliacdo,
considerou o projeto (1638-CEP/HUPE) " ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO BIOMORFOLOGICA
DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM INFECCOES ENDODONTICAS " aprovado, encontrando-se este
dentro dos padrdes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucio n.0196 sobre
pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Satde,
bem como o consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. Sa., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissdo
um sumario dos resultados do projeto.

\ i .
Prof. Paulo José D'Abuguerque Medeiros
Membro do Comité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV, VINTE E QITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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