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Resumao: O biofilme extrarradicular é formado por um conglomerado de bactérias que persiste ao tratamento
e ao retratamento endod6ntico, e se encontra na por¢do externa do apice dentario, mantendo e dando maior
viruléncia a lesdo periapical. Esta pesquisa tem por objetivo descrever os principais tipos bacterianos
encontrados em amostras de biofilmes extrarradiculares em lesdes apicais persistentes, caracterizando o perfil
dessas espécies microbianas. Para tanto, foi realizado um levantamento bibliografico nas bases de dados
PubMed e SciELO. As espécies bacterianas associadas a formacdo/composicdo de biofilmes
extrarradiculares mais descritas na literatura foram as seguintes: Fusobacterium nucleatum, Actinomyces,
Porphyromonas, Propionibacterium, entre outras em minoria. Houve um equilibrio entre bactérias Gram
positivas e negativas, porém estas sdo predominantemente anaerobias. Por fim, constata-se que a flora que
compde o biofilme é muito diversa, necessitando ainda de estudos mais aprofundados sobre sua colonizacéo
e viruléncia.
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Microbiology of Extraradicular Biofilm
in persistent apical lesions: Literature Review

Abstract: The extraradicular biofilm is formed by a conglomerate of bacteria that persist to endodontic
treatment and retreatment, and is located in the external portion of the dental apex, maintaining and giving
greater virulence to the periapical lesion. This research aims to describe the main bacterial types found in
extraradicular biofilm samples in persistent apical lesions, characterizing the profile of these microbial
species. For this, a bibliographic survey was performed in the PubMed and SciELO databases. The bacterial
species associated with the formation / composition of extraradicular biofilms most described in the literature
were: Fusobacterium nucleatum, Actinomyces, Porphyromonas, Propionibacterium, among others in the
minority. There was a balance between Gram positive and negative bacteria, but these are predominantly
anaerobic. Finally, it is found that the flora that makes up the biofilm is very diverse, requiring further studies
on its colonization and virulence.
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Introducéo

Embora agentes fisicos e quimicos possam causar inflamacdo a polpa, micro-
organismos e seus produtos representam o principal fator etioldgico de agressbes ao tecido
pulpar, e podem persistir mesmo apds 0s processos terapéuticos quimico e mecénico da
endodontia, por conta da anatomia dos canais radiculares, nem sempre acessiveis, ou porgue 0s
instrumentais e solugdes irrigadoras ndo sdo suficientes para erradicar a infeccdo, deixando
residuos ou produtos que facilitam a colonizagdo das bactérias (SIQUEIRA JUNIOR et al.,
2018).

Quando acontece a resisténcia bacteriana ou uma falha na técnica empregada no
tratamento endodontico, 0s microrganismos se tornam mais dificeis de serem eliminados, pois
apesar da flora bacteriana mais encontrada nos canais ser de bactérias gram negativas e
facultativas, quando as mesmas resistem, ha uma facilidade de colonizacéo de novas bactérias,
formando uma flora mista, com capacidade adaptativa. (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018).

As bactérias mais presentes no insucesso endodontico, identificadas por meio de cultura,
sdo anaerdbias facultativas ou estritas, que por se tratar de microrganismos que resistiram a um
tratamento ja proposto, 0 nimero de espécies nesses casos € limitado, podendo haver os tipos
de bactérias: Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces, Prevotella,
Staphylococcus, Gemella, Fusobacterium, Veilonella, Lactobacilus, Propionibacterium e
Haemophilus (SIGNORETT et al., 2013). A continuidade da infeccdo intrarradicular para os
tecidos perirradiculares a torna, em alguns casos, inalcancavel ao tratamento endoddéntico
convencional, pois a colonizacdo dessas bactérias forma um biofilme extrarradicular, composto
por um misto de bactérias selecionadas e com alto poder de viruléncia (PRADA et al., 2019).

O biofilme extrarradicular esta presente em todos 0s dentes com necrose pulpar e lesdo
periapical, onde o ligamento apical e a superficie externa do &pice radicular foram afetados,
apresentando-se estruturado e organizado com maior massa microbiana e constituido por
diferentes morfotipos bacterianos, evidenciando a heterogeneidade da coloniza¢do microbiana
em infeccBes endodonticas de longa duracdo (AYALA et al., 2017). O biofilme bacteriano
apical é clinicamente importante, pois, devido a esta localizacdo, este se torna resistente aos
agentes antimicrobianos e ndo pode ser removido completamente apenas com o preparo
biomecanico, se constituindo em um obstaculo a terapia endoddntica convencional pela
consequente perpetuacdo da infeccdo periapical (PEREIRA et al., 2017).

Frente ao exposto este estudo teve como objetivo descrever, através de uma revisédo de

literatura, os principais tipos bacterianos encontrados em biofilmes extrarradiculares associados
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a lesdes apicais persistentes, caracterizando o perfil das espécies microbianas encontradas em
biofilmes extrarradiculares, além de descrevendo os testes histopatolégicos mais comumente

utilizados na identificacdo destas espécies microbianas.

Metodologia

O desenho metodoldgico desta revisdo integrativa seguiu o proposto por Souza, Silva e
Carvalho (2010) atraves da realizacdo das seguintes etapas: elaboracdo da pergunta norteadora,
busca ou amostragem na literatura, coleta de dados, analise critica dos estudos incluidos,
discusséo dos resultados e sintese do conhecimento.

Tendo em vista 0s objetivos desta pesquisa, citados anteriormente, a questdo norteadora
foi, mais especificamente, a seguinte: Quais as principais bactérias encontradas no biofilme
extrarradicular associado a lesdes endodénticas persistentes?

A partir da questdo norteadora, as buscas foram realizadas junto as bases de dados
PubMed e SciELO, por dois revisores independentes, durante 0s meses de agosto e setembro
de 2019, mediante os seguintes termos de busca em portugués: “biofilme extrarradicular”,
“periodontite apical” e “microbiologia”; e em inglés “Extraradicular biofilms”, “Periapical
Periodontitis” € “microbiota”.

A fim de garantir a representatividade da amostra, assim como a confiabilidade e a
fidedignidade dos resultados, foram incluidos nesta pesquisa ensaios clinicos (in vivo)
relacionados a infeccdo radicular persistente primaria ou secundaria, revisados por pares,
publicados na integra portugués ou inglés, e que obtiveram amostras de canais radiculares
humanos. Foram excluidos do presente estudo artigos de revisdo de literatura, documentos do
tipo editoriais, resenhas, noticias ou cartas veiculadas em periddicos cientificos e capitulos de
livros. Foram excluidos, ainda, artigos cujos recortes metodoldgicos foram considerados
distantes do objetivo do presente estudo, incluindo todos aqueles que a pesquisa nao foi
realizada em humanos. Além disso, na fase final de triagem, foram excluidos registros em que
a contagem bacteriana ndo estava relacionada com biofilme extrarradicular; teses, monografias,
dissertacdes; e estudos sem especificacdo das espécies bacterianas encontradas. O levantamento
bibliografico ocorreu sem restri¢cdo de data de publicacdo, além de incluir uma busca manual
pelas referéncias descritas nos estudos pré-selecionados nas bases de dados.

A figura 1 sintetiza o processo de selecdo dos artigos até a escolha final da amostra a
ser analisada nesta pesquisa. A partir das palavras-chave, foi identificado um total de 174

registros. Apds a exclusdo dos duplicados (n=11), foi realizada uma analise detalhada do titulo
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e resumo dos artigos resultantes para eliminacdo daqueles que ndo sdo relevantes ou néo
respondem ao objetivo proposto para este estudo (n=128). A partir de entdo, os artigos elegiveis
foram lidos na integra para validar sua adequacdo a analise qualitativa e variaveis de estudo

desejadas, restando apenas 09 artigos, que foram lidos na integra e incluidos na analise final.

Figura 1. Fluxograma descritivo do percurso metodoldgico utilizado.

Registros identificados por meio de
pesquisa nas bases de dados (n=174)

Registros duplicados nas bases de dados

(excluidos)
(n=11)
z% Registros pré-selecionados (anélise dos
i titulos/resumos)
m (n=163)
Registros excluidos por distanciamento com o
objetivo
W (n=128)
2
% Artigos completos elegiveis para
@ composigdo do estudo Registros excluidos por falta de
Q (n=35) enquadramento
o (n=26)
Razdes:
e Contagem bacteriana ndo relacionada
" com biofilme extrarradicular (n=04);
Q o i L ) e Revisdo de literatura e trabalhos de
§ Artigos incluidos na revisao de literatura Conclusio de Curso (n=04);
Q (n=09) e Estudos sem especificagdo das

Fonte: Pesquisa 2019.

Os dados extraidos dos artigos que compuseram a amostra foram tabulados com
distribuicdo nas seguintes categorias de analise: referéncia do estudo, método de analise,
caracterizacdo da amostra (tamanho, sexo e grupo dentéario) e resultado microbioldgico
(espécies mais prevalentes e classificacdo quanto ao teste de Gram e dependéncia de oxigénio).
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Resultados

A busca na literatura revelou uma quantidade razoavel de artigos potencialmente
elegiveis (174 registros). Porém o desfecho do percurso metodoldgico, em conformidade com
os critérios de elegibilidade, resultou em 09 artigos para anélise.

Em relacdo a infeccOes extrarradiculares persistentes, a literatura € menos densa, com
um numero decididamente menor de artigos e estudos clinicos. A maioria desses estudos é
composta por pesquisas clinicas que objetivam identificar as espécies bacterianas presentes em
biofilmes extrarradiculares. Todas as amostras estudadas foram compostas pelas porcoes
apicais de dentes submetidos a procedimento cirdrgico, de pacientes diagnosticados com lesdes
apicais cronicas persistentes.

Os artigos elegiveis para a amostra foram lidos na integra e as informacdes relevantes
foram categorizadas na Tabela 1.

Do total de estudos que compuseram a amostra, quatro utilizaram a Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), quatro autores utilizaram processos bioquimicos (Reagdo em
Cadeia da Polimerase — PCR) para visualizacao e identificacdo das espécies bacterianas e um
empregou o uso das duas técnicas.

Os estudos envolveram ao todo a andlise de 137 espécimes, sendo a maior parte
(51,09%) oriunda de pacientes do sexo feminino. Um dos artigos ndo trouxe especificacdo da
amostra quanto ao sexo.

Quanto a distribuicdo por grupamento dentario, a amostra total se revelou bastante
heterogénea, com preponderancia de dentes anteriores, incisivos e caninos, superiores ou
inferiores (56,2%). Dentre os dentes multirradiculares, houve uma maior prevaléncia de
molares nas amostras estudadas.

As espécies bacterianas associadas a formacgdo/composicdo de biofilmes
extrarradiculares mais descritas na literatura foram as seguintes: Fusobacterium nucleatum (4
estudos), Actinomyces (4 estudos), Porphyromonas (3 estudos), Propionibacterium (3 estudos).
Houve um equilibrio entre bactérias classificadas com Gram positivas e negativas, porém estas

sdo predominantemente anaerobias.
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Tabela 1: Distribuicdo das varidveis de analise dos artigos que compuseram a amostra.

Referéncia

Método de analise

Caracterizacao da amostra

Resultado microbiolégico

tamanho Sexo grupo dentario espécies mais prevalentes Teste Gram, dependéncia de oxigénio
Noguchi et al. (2005) PCR 27 8 homens 10 incisivos superiores 1. Porphyromonas gingivalis 1. Gram-negativa, anaerébia
19 mulheres 01 canino superior 2. Tannerella forsythensis 2. Gram-negativa, anaerébia
08 pré-molares superiores 3. Fusobacterium nucleatum 3. Gram-negativa, anaerébia
02 molares superiores
01 incisivo inferior
01 canino inferior
01 pré-molar inferior
3 molares inferiores
Fujii et al. (2009) MEV 20 14 homens 19 incisivos 1. Propionibacterium acnes 1.Gram-positiva, anaerdbia
06 mulheres 1 molar 2. Staphylococcus epidermidis 2. Gram-positiva, aerébia
3. Pseudomonas aeruginosa 3. Gram-negativa, aerébia
4. Fusobacterium nucleatum 4. Gram-negativa, anaerébia
Su et al. (2010) MEV 02 Feminino Incisivos inferiores 1. Streptococcus sanguinis 1. Gram-positiva, anaerdbia facultativas
2. Porphyromonas endodontalis 2. Gram-negativa, anaerébia obrigatérios
3. Prevotella oralis 3. Gram-negativa, anaerdbia obrigatdria
Signorett et al. (2011) MEV 01 Feminino Molar inferior 1. Actinomyces meyerl 1. Gram-positiva, anaerébia obrigratéria
2. Propionibacterium propionicum 2. Gram-positiva, anaerébia
3. Parvimonas micra 3. Gram-positiva, anaerébia
4. Bacteroides ureolyticus 4. Gram-negativa, anaerébia obrigatoria
Wang et al. (2012) PCR 23 12 homens Incisivos superiores 1. Actinomyces sp. 1. Gram-positiva, anaerébia obrigatéria
11 mulheres 2. Propionibacterium 2. Gram-positiva, anaerébia
Huerta et al. (2016) MEV e 20 13 homens Dentes anteriores superiores e inferiores 1. Aerococcus Viridans 1. Gram-positiva, anaerébia
Espectroscopia Raman 7 mulheres 2. Aerococcus urinae 2. Gram-positiva, anaerébia
3. Listeria spp 3. Gram-positiva, anaerdbia facultativa
4. Lactococcus lactis spp. cremoris 4. Gram-positiva, anaerdbia facultativa.
Siqueira Junior et al. (2016) PCR 10 3 homens Néo informado 1. Proteobacteria 1. Gram-negativa, anaerébia
7 mulheres 2. Firmicutes 2. Gram-positiva, anaerébias
3. Fusobactérias 3. Gram-negativa, anaerdbias
4. Actinobactérias 4. Gram-positiva, anaerébias
5. Pseudomonas 5. Gram-negativa, anaerébias
Ayala et al. (2017) MEV 04 Néo informado 1° molares superiores e inferiores 1. Enterococcus faecium 1. Gram-positiva, anaerébias facultativos
2. Actinomyces israelli 2. Gram-positiva, anaerébia obrigatoria
3. Streptococcus Intermedius 3. Gram-positiva, anaerébias facultativos
Pereira, et al. (2017) PCR 30 13 homens 1° molar superior e inferior 1. Fusobacterium. Nucleatum 1. Gram-negativa, anaerébia
17 mulheres 2. Porphyromonas gingivalis 2. Gram-negativa, anaerobia
3. 3

Tannerella forsythia

. Gram-negativa, anaerébia

Fonte: Pesquisa 2019.
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Discussao

Um grande numero de trabalhos cientificos nessa &rea tem se concentrado nos aspectos
microbioldgicos das infecgBes intraradiculares persistentes. Em relacdo as infecgdes
extrarradiculares, especificamente correlacionados a biofilmes extrarradiculares, a literatura é
mais escassa, apresentado um numero menor de artigos cientificos, em sua maioria estudos
clinicos. A maioria desses estudos sdo relatos de casos que ndo apontam as causas
microbioldgicas da infeccdo e ndo descrevem as espécies bacterianas envolvidas na formacéo
do biofilme extrarradicular.

As infeccBes que acometem os canais radiculares, as chamadas infecgdes endodonticas,
podem ter muitas origens, sendo objetivo de varios estudos e, até mesmo associando-as com o
metabolismo sistémico do hospedeiro (ALVES et al., 2004).

Apesar de grande parte das causas de insucessos serem de origem profissional, muitas
vezes também ha a persisténcia dessas bactérias, o que gera uma infeccdo secundaria ou
persistente. E possivel que essas bactérias persistam mesmo com condicdes aceitaveis de
tratamento quimico e mecanico, que reduzem entre 95% a 99% os niveis bacterianos, quando
associado a mecanica de instrumentais que consigam alcancar todas as entranhas e istmos do
canal. Mesmo com essa estimativa, depois de finalizado o preparo biomecanico, em 30% a 60%
dos canais tem persisténcia de bactérias e lesGes periapicais. Essas lesbes refratarias ocorrem
principalmente em canais que ja tinham uma lesdo apical antes do tratamento, mas nao
eliminando a possibilidade de dentes apenas com necrose, sem lesao também nédo apresentarem
reparo nas mesmas, ocasionando lesdo persistente (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018).

Vaérios estudos indicam que a periodontite apical persistente pode ser induzida por
bactérias que colonizam a &rea extrarradicular, particularmente na regido periapical inflamada.
Essas bactérias extrarradiculares podem formar biofilmes na superficie da raiz que sdo
ecossistemas bem organizados, como consequéncia do qual o processo de cicatrizacdo nao pode
ser alcangado (SU et al., 2010; WANG et al., 2012; HUERTA et al., 2016).

Partido desta confirmacdo as pesquisas que compuseram a amostra deste estudo
compartilharam de objetivo semelhante: identificar, caracterizar e/ou descrever as espécies
microbioldgicas presentes nos biofilmes extrarradiculares de periodontites apicais persistentes.
Para tanto, utilizaram-se de Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) ou PCR (Polymerase

Chain Reaction). Segundo Signorett et al. (2011) a técnica de visualizagdo por MEV possibilita
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a investigacdo da superficie das amostras com magnifica¢des da ordem de centenas de milhares
de vezes, aléem de permitir a realizacdo de microanalises por espectroscopia, que possibilita a
identificacdo e mapeamento dos elementos quimicos presentes no material e, assim, sua
identificacdo. Ja 0 método de PCR permite a amplificacdo, detecgdo e quantificacdo do DNA
de amostras para a deteccdo de patdgenos e diagndstico de doengas infecciosas, diminuindo o
risco de contaminacao da amostra e dando maior precisdo (NOGUCHI et al., 2005).

Del Fabro (2013) aponta algumas desvantagens das técnicas moleculares: néo
conseguem distinguir entre células viaveis e ndo vidveis, ou entre microrganismos
extracelulares nos tecidos periapicais e microrganismos fagocitados. Além disso, algumas
espécies bacterianas mostram relagdes muito proximas, entdo as informacgdes genéticas nao
permitindo que suas sequéncias de DNA sejam facilmente distinguidas pelo método PCR. Tais
fatos podem sugerir inconsisténcias nos resultados apresentados pelos estudos que utilizam tais
metodologias.

Com o objetivo de examinar a presenca de bactérias nas superficies apicais das raizes
de dentes associados a lesdes perirradiculares cronicas, Siqueira Junior (2001) analisou vinte e
sete dentes com lesBes perirradiculares associadas ao vértice radicular ap6s a extragdo. A
andlise utilizando microscopia eletrdnica de varredura evidenciou tipos morfoldgicos
bacterianos, incluindo coagregacdes de cocos e bastonetes, em formato de "espiga de milho",
totalmente desenvolvidos. Os autores concluiram que bactérias podem colonizar superficies
extrarradiculares, formando agregados bem desenvolvidos.

Nos estudos avaliados nesta pesquisa houve um equilibrio entre bactérias classificadas
com Gram positivas e negativas, porém com predominio de microrganismos anaerobios. Fujii
et al. (2009) afirma que a descoberta de uma microbiota mais variada forma uma flora mais
complexa e mais resisténcia quando se torna biofilme. E, por essa vasta variedade, ndo se pode
afirmar que a formacdo de um biofilme extrarradicular estd ligada somente a falhas no
tratamento endodontico ou se trata de uma flora que ndo esta presente nos canais radiculares e
por tanto ndo sdo eliminados com as técnicas do tratamento.

Siqueira Junior et al. (2016) destacam que a infeccdo extrarradicular pode ser
dependente ou independente das bactérias intraradiculares. Por exemplo, no caso de infeccao
dependente, uma vez que a infec¢do intraradicular é resolvida por tratamento endodontico, a
infeccdo extrarradicular se resolve automaticamente também. Pelo contrario, quando a infec¢do
extrarradicular é independente, os microrganismos persistem mesmo apds 0 sucesso terapia
endoddntica. Em suma, a infeccdo extrarradicular é necessariamente causada pela infecgédo
intraradicular, no entanto, ndo estd claro qual componente, extra ou o intraradicular, €
responsavel pela manutencgdo e propagacéo da infecgéo cronica.
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Ricucci et al. (2016), descreveram uma série de trés casos de pacientes com sintomas
persistentes ap0s tratamento endoddntico. A andlise histopatoldgica e histobacteriologica das
patologias mostrou col6nias de bactérias flutuantes no Ilimen das lesdes, na superficie radicular
apical externa, preenchendo ramificacdes apicais e entre camadas de cemento descolado da
superficie radicular. Os autores também observaram que, em dois casos, nenhuma bactéria foi
detectada no canal principal obturado, concluindo que diferentes formas de infeccdo
extrarradicular foram associadas com sintomas nestes casos, levando, em curto prazo, a falha
endodontica resolvida apenas por cirurgia periapical.

O insucesso do tratamento endodéntico é muitas vezes associado a colonizagdo de
bactérias como enterecoccos faecalis, porém no presente estudo foi observado que essa bactéria
estd mais comumente presente na flora intrarradicular, e apos o tratamento ou retratamento
endoddntico, quando surgem infecgBes secundarias, essas bactérias mais comuns na infeccao
primaria, em maior quantidade, ndo sobrevivem ao tratamento e ndo se associam ao biofilme
extrarradicular que é formado, pela persisténcia das lesdes. Ou seja, mesmo que as bactérias
mais presentes em infeccdes intrarradiculares sejam a enterococos faecalis, em alguns casos,
mesmo em minoria, as bactérias de mais viruléncia sdo as que sobrevivem aos tratamentos e
retratamentos endoddnticos, se associam e formam um biofilme extrarradicular (AYALA et al.,
2017; FUJII et al., 2009; PEREIRA et al., 2017).

As espécies bacterianas mais encontradas, associadas a formacdo/composicdo de
biofilmes extrarradiculares, foram: Fusobacterium nucleatum (4 estudos), Actinomyces (4
estudos), Porphyromonas (3 estudos), Propionibacterium (3 estudos).

Dentre as espécies encontradas, o Propionibacterium é uma espécie bacteriana alta
capacidade de agregacdo bacteriana para a formacdo de biofilme polimicrobiano com outras
espécies de bactérias, sendo encarado por alguns autores com o principal vildo do biofilme
(FUJII et al., 2009; SIGNORETT et al., 2011; WANG et al., 2012).

Na literatura também existe relato de alguns tipos de granulos, que sdo aglomerados
bacterianos, contendo variados estirpes e espécies de bactérias, 0 que pode criar uma matriz
celular, e uma cépsula membranosa em volta do biofilme, que de certa forma protege essas
bactérias de intervengdes tanto mecénicas, quimicas e antimicrobianas (SUNDE et al., 2002).

Todas as bactérias presentes no estudo estdo envolvidas em canais, que ja passaram por
tratamento endodonticos, para periodontite apical, porém retornaram por ndo haver reparacao
da lesdo. Tal fato sugere que as lesdes apicais possuem uma etiologia heterogénea de
multiespécies, ja que de caso para caso ha uma diversidade muito grande de bactérias. O autor
faz a observacao que esse impacto do biofilme extrarradicular, pode ser estudado de uma forma
gue possa ser prevenido, j& mesmo durante o tratamento inicial ou retratamento, para que nao
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chegue a fase de uma flora téo virulenta e mista de dificil erradicacdo (SIQUEIRA JUNIOR, J.
F.etal., 2016).

O conhecimento da microbiota relacionada as infec¢gdes endodonticas constitui premissa
fundamental para o desenvolvimento de ac¢Oes terapéuticas mais efetivas, principalmente nos
casos de infeccOes que persistem ao tratamento e reintervencdes endodonticas (SUNDE et al.,
2002).

Conclusodes

Este estudo observou que uma grande variedade de microrganismos, compreendendo
bactérias Gram positivas e negativas, com predominancia de anaerdbias, forma o biofilme
extrarradicular em lesdes apicais persistentes. As espécies Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces, Porphyromonas e Propionibacterium estavam presentes em um maior numero de
amostras analisadas pela literatura. A partir das limitagcdes desta pesquisa, sugerem-se estudos
mais aprofundados sobre colonizacdo e viruléncia das espécies que formam o biofilme

extrarradicular.
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