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Infection; Objective: To investigate the presence of filamentous fungi in patients with dental roots near
Maxillary sinus the maxillary sinus who had apical periodontitis treated endodontically, and to alert practitio-

ners that this could be a possible avenue of contamination of the sinus in patients who develop
maxillary sinus infection.

Methods: Cross-sectional study in 60 palatal roots of the first maxillary molars near the maxil-
lary sinus, that underwent endodontic treatment for apical periodontitis. After removal of the
filling material, dentin shavings were collected and placed in test tubes containing Sabouraud
dextroseagar and chloramphenicol. The phenotype was determined by macroscopic and micro-
scopic examination of the colonies. For polymerase chain reaction, the primers ITS-5 and ITS-4
were used. The sequences obtained were compared with those deposited at GenBank using the
Basic Local Alignment Search Tool program.

Results: Filamentous fungi were isolated from 6 of 60 canals (10%): Aspergillus niger (6.7%),
Aspergillus versicolor (1.6%), and Aspergillus fumigatus (1.6%).
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Aspergillus;

Conclusion: Root canals near the maxillary sinus with endodontic treatment and apical peri-
odontitis may exhibit positive cultures for filamentous fungi. Interested professionals should be
alert, because these microorganisms have pathogenic characteristics that can cause disease of
odontogenic origin in the maxillary sinus.
© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by
Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Aspergillus em infec¢cdes endoddnticas proximas ao seio maxilar

Introducdo: Doencas do seio maxilar tém sido associadas a raizes com tratamento endodontico

Objetivo: Investigar a presenca de fungos filamentosos em raizes com tratamento endodontico
e lesao periapical, proximas ao seio maxilar, alertando para uma possivel contaminacao do seio

Método: Estudo transversal em sessenta raizes palatinas de primeiros molares superiores proxi-
mas ao seio maxilar, com tratamento endododntico e lesao periapical. Apos remocao do material
obturador, raspas de dentina foram coletadas e inseridas em tubos de ensaio contendo Agar
Sabouraud Dextrose e Clorafenicol. O fenétipo foi determinado pela analise macroscopica e
microscopica das col6nias. Para o PCR utilizou-se iniciadores ITS-5 e ITS-4. As sequencias obtidas
foram comparadas as disponiveis no GenBank utilizando Basic Local Alignment Search Tool.
Resultados: Fungos filamentosos foram isolados de 6 dos 60 canais (10%): Aspergillus niger
(6,7%), Aspergillus versicolor (1,6%) e Aspergillus fumigatus (1,6%).

Conclusdo: Raizes proximas ao seio maxilar com tratamento endodontico e lesao periapical,
podem apresentar cultura positiva para fungos filamentosos. Profissionais afins devem estar
alerta, pois este micro-organismo possuem caracteristicas de patogenicidade podendo causar

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por

Endodontia; Resumo
Infeccao;
Seio maxilar proximas ao seio maxilar.
maxilar por via odontogénica.
doencas no seio maxilar de origem odontogénica.
Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
Introducao

Aproximadamente 10% a 12% dos casos de sinusite maxilar
sao causados por infeccao odontogénica, devido a proximi-
dade das raizes dos dentes posteriores superiores com as
cavidades dos seios maxilares.' As periodontites apical e mar-
ginal constituem 83% dos fatores de origem odontogénica
capazes de causar manifestacoes nos seios maxilares.?* Lu
et al. (2012)® demonstraram uma relacao direta entre a pre-
senca de lesdes periapicais e o espessamento da membrana
do seio maxilar, numa proporcao de 100%. Os autores acre-
ditam que os micro-organismos e as toxinas de infeccoes
endodonticas podem se infiltrar no seio maxilar diretamente
ou através das inimeras anastomoses vasculares, medula
oOssea alveolar e vasos linfaticos.

Embora as bactérias sejam os agentes etioldgicos mais
estudados nas infeccoes endodonticas, os fungos também sao
isolados dos canais radiculares.*® A presenca de fungos fila-
mentosos em canais radiculares de dentes com necrose pul-
par e lesao perirradicular foi detectada pela primeira vez por
Gomes et al. (2010)."°

Na literatura médica, existem varios artigos associando a
presenca de fungos filamentosos no seio maxilar com canais
radiculares tratados endodonticamente em intimo contato
com o seio maxilar.""® Recentes estudos tém relatado que o

tratamento endodontico em dentes superiores posteriores é
um forte fator de risco para o aparecimento de bola fungica
no seio maxilar.'>"3

Entretanto, o papel das infeccdes endodonticas sobre o
seio maxilar ndo esta bem elucidado. Com base nestes rela-
tos, o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de
fungos filamentosos em canais radiculares com tratamento
endodontico e lesao periapical localizados proximos ao seio
maxilar.

Método

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética e pesquisa
CEP CMM/HUAP 134/08 CAAE 0101.0.258.000-08. Todos os
individuos responderam a um questionario de salde e assi-
naram o termo de consentimento livre e esclarecido. Para
este estudo foram selecionados 60 pacientes (24 sexo femi-
nino e 36 sexo masculino), na faixa etaria entre 18-65 anos
de idade, que estavam em tratamento na Faculdade de
Odontologia.

Tipo de estudo

Estudo de coorte contemporanea com corte transversal.
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Critérios para inclusao

Raizes palatinas de primeiros molares superiores que se en-
contravam radiograficamente em intimo contato com o seio
maxilar, com tratamento endodontico realizado ha mais de
trés anos e presenca de lesao periapical.

Os critérios de exclusao

Dentes com camara pulpar exposta a cavidade oral, com
sintomas de dor, presenca de mobilidade, bolsa periodontal.
Pacientes que usaram antibidticos e/ou antifingicos orais nos
Ultimos seis meses e aqueles com manifestacoes clinicas da
candidiase oral.

Coleta de amostras

Os dentes selecionados foram acessados ap6s receberem iso-
lamento absoluto, antissepsia com hipoclorito de sddio a 5,25%
e neutralizacdo com tiossulfato de sodio a 5%. O acesso aos
canais radiculares foi realizado com broca esférica carbite em
alta velocidade e, a seguir, o campo operatorio foi novamente
limpo com as mesmas substancias supracitadas. O canal radi-
cular palatino foi irrigado com solucao salina estéril e, basea-
do no comprimento pré-estabelecido através da radiografia
inicial, a guta-percha foi removida sem uso de solvente, utili-
zando brocas Gates-Glidden #2 e #3 e limas Hedstroem #25,
#30 e #40. Apos, uma lima K-file de diametro e comprimento
compativeis com o canal radicular foi introduzida de forma
passiva, e a odontometria foi estabelecida através de locali-
zador apical, sendo confirmada radiograficamente.

Seguindo o protocolo preconizado por Gomes et al. (2010),°
o canal foi irrigado com solucao salina estéril e uma lima
Hedstroem #40 foi utilizada para remover raspas de dentina.
A seguir, trés pontas de papel absorvente estéreis foram in-
troduzidas no canal radicular, uma a uma, a 1 mm do apice
radicular e mantidas por um minuto, sendo a seguir transfe-
ridas para um tubo de ensaio contendo Agar Sabouraud (Difco
Laboratories, Detroit, Ml, EUA) com adicao de 0,5% de cloran-
fenicol (Medley, Campinas, SP, Brasil), dentro de um campo
isolado por duas lamparinas. Uma placa de Petri aberta, con-
tendo o mesmo meio de cultura (meio de Sabouraud com
cloranfenicol 0,5%), foi colocada dentro do campo isolado
pelas duas lamparinas, a fim de verificar a acuidade do isola-
mento do campo operatorio (controle negativo). Ao mesmo
tempo foi realizado um controle positivo com uma placa de
Petri contendo o mesmo meio de cultura, que permaneceu
aberta durante a coleta das amostras, fora do campo isolado,
a fim de verificar o possivel crescimento de fungos ambien-
tais, verificando se estes coincidiam com os isolados dos ca-
nais radiculares. As placas de Petri e os tubos de ensaio foram
mantidos a temperatura ambiente por sete a 14 dias obser-
vando o crescimento micelial, para posterior analise dos iso-
lados no Laboratério de Colecao de Cultura de Fungos.

O exame direto de colonias

A partir de uma cultura monosporica, retirou-se fragmento
da colonia, e este foi colocado sobre uma lamina acrescido
de uma gota de corante citoplasmatico Lactofenol de Amann
com Azul de algodao (Difco Laboratério, Detroit, MI, EUA) e
examinada ao microscopio optico (YS 100 Nikon Corporation,

Japao), para observar o micélio vegetativo e reprodutivo dos
fungos.

Identificacdo macroscopica

Apos verificacao das caracteristicas dos fungos, as linhagens
foram repicadas com auxilio de alca de platina estéril, e um
fragmento do fungo foi inoculado em placa de Petri conten-
do 20 mL de meio especifico para favorecer seu crescimento
e esporulacdo. Dependendo das caracteristicas apresentadas,
um meio de cultura foi empregado, podendo ser extrato de
malte Agar, Agar Czapek ou Agar Batata (Disco Laboratories,
Detroit, MI, EUA). As coldnias foram incubadas em tempera-
tura ambiente e observada a cada 24 horas, pois cada cepa
tem um tempo de crescimento especifico, dependendo do
seu grupo taxonomico. A seguir, as colonias foram analisadas
e classificadas macroscopicamente conforme a textura, co-
loracao frente e verso, diametro, producao de pigmentos,
tempo de crescimento e producao ou nao de exsudato.

Identificacdo microscopica

Fragmentos miceliais de cada isolado foram criteriosamente
examinados nas preparacdes obtidas a partir de microcultivos
em meio especifico, segundo a técnica de Rivalier & Seydel."”
Essa metodologia revelou o arranjo dos conidios in situ, per-
mitindo a visualizacao da morfologia das estruturas de repro-
ducao e/ou propagacao ao microscopio o6tico (YS 100 Nikon
Corporation, Japao), apos preparacao de laminas e aplicacao
de corante citoplasmatico Lactofenol de Amann com Azul de
algodao (Difco Laboratorio, Detroit, Ml, EUA). A partir dos
estudos macro e microscopicos da morfologia e utilizacao de
literatura especifica foi realizada a identificacao taxonomica
dos fungos isolados. 82

Identificacdo molecular - extracdo de DNA

Objetivando confirmar a identificacdo taxonémica, foi reali-
zado o sequenciamento dos isolados. A Extracao de DNA foi
realizada de acordo com Yamakami et al.?' Cerca de 50 mL de
meio de cultura foram inoculados com uma suspensao de co-
nidios e incubadas durante 72h a 30 °C. O micélio foi transfe-
rido para um frasco de polipropileno de 50 mL contendo seis
esferas de vidro (diametro de 4 mm). O tubo foi imerso em
nitrogénio liquido durante 10 seg e agitado em um vortex
durante 20 seg. Depois, 2 mL de tampao de extracao de DNA
(contendo 10 mM Tris-HCL (pH 8,0); EDTA 10 mM; NacCl 0,15;
2% de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 0,5 mg de proteinase K
por mL (Sigma Chemical Co., St . Louis, MO) foram adicionados
e o descongelamento foi aguardado. A mistura foi incubada
durante 2 horas a 55 °C. A proteinase K foi inativada por aque-
cimento da mistura a 95 °C durante 10 min., e um volume de
0,7 mL da mistura foi transferida para um tubo de microcen-
trifuga de 1,5 mL; um volume igual de fenol-cloroférmio (1:1)
foi adicionado. A mistura foi centrifugada a 10.000x g durante
5 min a4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
e 0 mesmo procedimento se repetiu com cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com dois volumes de
etanol a -20 °C, e centrifugado a 12.000x g durante 20 min
a4 °C e o sedimento seco. Apds lavagem com etanol a 70% em
4 °C, o DNA extraido foi dissolvido em 50 L de agua destilada
e 5 pL de suspensao, sendo utilizado para a PCR.
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Amplificacdo da regiao ITS por PCR

As reacoes de amplificacao foram realizadas num volume
final de 25 pL, contendo 10 pmoL de cada iniciador; 1,5 mL
de MgCl, (25 mM); 1,0 yL de ANTP (5 mM); tampao de Taq 2,5
pL de 10x; 1U de Tag DNA polimerase e 20 ng de ADN (Fer-
mentas). Os primers ITS5 e ITS4 (ITS5 - 5’ - GGAAGT AAAAGT
CGTAAGAAC G- 3’ ITS4 - 5’ - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
- 3’) foram usados. As reacoes de PCR foram realizadas em
um termociclador T100 (Bio-Rad Laboratories Brasil Ltda.),
programado com as seguintes etapas: pré-desnaturacao a
94 °C/5 min, 30 ciclos (desnaturacao (94 °C/30 seg), 40 °C
a 55 °C com aumento de 0,5 °C por segundo (totalizando 30
segundos) (hibridacao) e extensao (72 °C/1 min 30 seg). A
extensao final foi realizada a 72 °C durante 4 min (29). Os
produtos da reacao de amplificacao foram detectados usan-
do eletroforese em gel de agarose em tampao TBE a 1% (Tris
-borato EDTA) 1x, e a analise de eletroforese foi realizada a
36 V durante 2 horas. Utilizou-se o tamanho do marcador
molecular de 1 Kb de DNA. O gel foi corado com brometo de
etilio a 0,5 pg/mL durante 15 minutos, e visualizado com o
auxilio de um transiluminador ultravioleta (UV), sendo foto-
grafado com o auxilio de um sistema automatico de deteccao
e analise de imagem (Gel Doc XR + Sistema com Software
ImageLab, Bio-Rad Laboratories Brasil Ltda.).

Sequenciamento

Os produtos de PCR (6 pL) foram tratados com as enzimas de
exonuclease | (USB 3.3 L) e SAP (fosfatase alcalina de camarao,
USB; 0,66 L), a fim de eliminar os residuos de iniciadores e de
dNTP. Os tubos contendo a mistura foram mantidos a
37 °C durante 45 minutos, e depois a 80 °C durante 15 minu-
tos. Na reacao de sequenciamento, foi utilizado didesoxinu-
cleotido fluorescente com o modelo sequenciador automatico
ABI Prism 377. As reacdes foram realizadas num volume final
de 10 pL contendo 0,5 mL de iniciadores DYEnamic ET Sequén-
cia Premix Terminator (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, Amersham Bioscience). O T100 termociclador
(Bio-Rad Laboratories Brasil Ltda.) foi programado em:
30 ciclos de 96 °C durante 30 segundos, 40 °C durante 30 se-
gundos e 60 °C durante 1 minuto. Vinte microlitros da reacao
de sequenciamento foram transferidos para um tubo estéril e
foram adicionados 20 pL de agua MiliQ e 60 pL de isopropanol.
A mistura foi homogeneizada em vortexe deixada durante 20
minutos em temperatura ambiente e, em seguida, centrifuga-
da. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas
vezes com 250 pL de etanol 70% e seco em estufa a 37 °C. O
DNA foi dissolvido em 4 pL Formanide Loading Dye e submeti-
do a electroforese em sequenciador automatico ABI Prism 377
(Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas
utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTn), sendo entdo comparadas com as sequéncias obtidas
apos depositadasno GenBank.

Resultados

Fungos filamentosos cresceram em seis das 60 raizes palati-
nas analisadas (10%). O exame macroscopico dos isolados
mostrou o crescimento de col6nias compativeis com o géne-
ro Aspergillus sp. (fig. 1). O exame microscopico dos isolados

mostrou crescimento de hifas hialinicas, septadas e conidio-
foro globoso, caracteristicas do género Aspergillus sp.
(fig. 2). As sequéncias dos fungos filamentosos, analisados
pelo programa BLAST e comparados com os depositados no
GenBank, forneceu informagdes quanto a homologia de 100%
para Aspergillus niger (GenBank n°® AJ223852 ) em quatro
amostras de 100% de Aspergillus versicolor (GenBank
n°® JX232271) em uma amostra e 99% para Aspergillus fumi-
gatus (GenBank n° AB025434 ) outra.

Apos as analises fenotipica e genotipica, os fungos filamen-
tosos isolados foram classificados como Aspergillus niger (6,7%),
Aspergillus versicolor (1,6%) e Aspergillus fumigatus (1,6%).

Discussao

Apesar de varias pesquisas ja terem apontado a presenca de
leveduras*®?2% e fungos filamentosos'® em infeccoes endo-
donticas, até o momento nenhum estudo havia verificado a
presenca de fungos filamentosos em canais radiculares com
tratamento endodontico e lesdo periapical, embora haja
relatos na literatura de que baixas concentracdes de zinco,
como encontrado na maioria dos cimentos obturadores en-
dodonticos, propiciam um ambiente ideal para o desenvolvi-
mento desses patogenos.?

Nosso estudo utilizou raizes palatinas de primeiros molares
superiores, pois os apices dessas raizes sao anatomicamente
mais proximos ao assoalho do seio maxilar.2¢?” Dessa forma,
nossa hipotese era de que dentes com tratamento endodon-
tico com lesao periapical, em intimo contato com o seio
maxilar, poderiam apresentar cultura positiva para fungos
filamentosos, uma vez que estes patdgenos sao comumente
isolados do seio maxilar.

Os resultados do presente estudo podem servir de alerta
aos dentistas e otorrinolaringologistas, uma vez que Asper-
gillus também sao isolados no seio maxilar nos casos de

Figura 1

Aspergillus sp. - imagem macroscopica em meio de
extrato de malte a 37 °C.
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Figura2 Aspergillus sp. - imagem através de microscopio optico.

sinusite cronica, sendo descritas como principais vias de pe-
netracao as vias aerogénica e odontogénica.? Varios estudos
tém ressaltado que a baixa concentracéo de zinco encontra-
da nos cimentos endodonticos a base de 6xido de zinco e
eugenol pode facilitar a instalacao de fungo na membrana
do seio maxilar.''>'>16 O extravasamento de material obtu-
rador para o seio maxilar durante o tratamento endodontico
também tem sido apontado como causador de sinusite croni-
ca por corpo estranho.?'""> Além disso, a quantidade de eu-
genol usada nos cimentos endoddnticos tem sido
diretamente relacionada ao crescimento do Aspergillus cau-
sador do micetoma no seio maxilar.''®

Esta relacao de proximidade das raizes palatinas dos mola-
res superiores poderia propiciar a migracao destes fungos fi-
lamentosos isolados dos canais radiculares para o seio maxilar,
assim como fungos existentes no seio maxilar poderiam ter
seu crescimento facilitado pelo ambiente propicio do canal,
com presenca de nutrientes e materiais obturadores essen-
ciais para o crescimento e proliferacdo destes patégenos.
Profissionais afins devem estar alerta, pois esses microrganis-
mos possuem caracteristicas de patogenicidade que podem
propiciar doencas no seio maxilar de origem odontogénica,
ou vice-versa. Entretanto, novos estudos devem ser realizados
buscando correlacionar a presenca de fungos filamentosos em
canais radiculares e a possibilidade de infiltracao desses pa-
togenos para o seio maxilar, verificando, também, a possibi-
lidade de o seio maxilar atuar como via de contaminacao,
podendo levar ao insucesso do tratamento endodontico.

Conclusao

Sob as condicoes experimentais em que foi realizada esta
pesquisa e com base nos resultados obtidos, concluiu-se que
raizes proximas ao seio maxilar com tratamento endodontico
e lesao periapical podem apresentar cultura positiva para
fungos filamentosos.
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