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RESUMO

Fatores de viruléncia (FV) presentes em micro-organismos sao capazes
de ativar respostas imunolégicas do hospedeiro. O acido lipoteicéico e os
lipopolissacarideos (endotoxinas, LPS) sé@o os principais FV de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, respectivamente. Este estudo investigou a presenca de
bactérias cultivaveis, de LPS e de LTA de canais radiculares de dentes com polpa
normal (PN) e com pulpite irreversivel sintomatica (Pl). Foram selecionados 30
pacientes (20 com Pl e 10 com PN - dente higido indicado ao tratamento
endodontico por finalidade protética). As amostras foram coletadas através de
pontas de papel absorvente em toda a extensdo dos canais radiculares, antes do
preparo quimico-mecanico. Os niveis de bactérias cultivaveis (cultura microbiana),
de LPS (método turbidimétrico LAL Pyrogent 5000) e de LTA (ensaio de
imunoabsorcdo enzimética - ELISA) foram avaliados. A andlise estatistica foi
realizada com nivel de significAncia de 5%. O resultado da cultura microbiana
mostrou que nao houve crescimento bacteriano em dentes com PN. Por outro lado,
em dentes com Pl foi detectado a presenca de bactérias cultivaveis em todas as
amostras com valor médio de 3,9 x 10 UFC/mL. O LPS foi encontrado em todas as
amostras de dentes com Pl com niveis 4 vezes maiores que em com PN. O LTA foi
identificado em menores niveis em dentes com PN do que em dentes com Pl.
Conclui-se que dentes com Pl apresentaram maiores niveis microbianos e de fatores
de viruléncia comparados a dentes com PN, evidenciando intensa agressao

microbiana ao complexo dentino-pulpar.

Palavras-chave: Acido lipoteicdico. Bactérias. Endodontia. Endotoxina. Pulpite.



ABSTRACT

Virulence factors (VF) present in microorganisms can trigger hosts’
immunological responses. Lipoteichoic acid (LTA) and lipopolysaccharides
(endotoxins, LPS) are the main VF of Gram-positive and Gram-negative,
respectively. This study investigated the presence of cultivable bacteria, LPS and
LTA from root canals of teeth with normal pulp (NP) and those with symptomatic
irreversible pulpitis (IP). Thirty patients (20 with IP and 10 with NP — pristine teeth
referred to endodontic treatment due to prosthetic reasons) were selected. Samples
were collected by using sterile absorbent paper points into the full length of the root
canals, before chemomechanical preparation. The levels of cultivable bacteria
(culture method), LPS (turbidimetric method LAL Pyrogent 5000) and LTA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — ELISA) were evaluated. Statistical analysis was
performed with significant level set at 5%. Microbial culture revealed no growth in
teeth with NP. On the other hand, in teeth with IP, it was detected microbial growth
with mean value of 3,9 x 10> UFC/mL. LPS was detected in all samples of teeth with
IP with the levels 4 times higher than those with NP. LTA was detected at lower
levels in teeth with NP than those with IP. In conclusion, teeth with IP presented
higher microbial levels, as well as virulence factors than teeth with NP, evidencing
intense microbial aggression to the dentine-pulp complex.

Keywords: Lipoteichoic acid. Bacteria. Endodontics. Endotoxin. Pulpitis.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral abriga uma das maiores diversidades de micro-
organismos do corpo humano, incluindo fungos, leveduras, protozoarios, virus,
arqueias e bactérias (Avila et al., 2009). As bactérias estdo em maior numero e séo
responsaveis pelas duas doencas bacterianas mais comuns: as doencas
periodontais e a cérie dentaria (Wade, 2013). Entretanto, a presenca desses micro-
organismos ndo configura um estado de doenca, pois participam diretamente e
indiretamente de diversas reacdes de desenvolvimento de nutricdo, fisiologia e
sistema de defesa do ser humano. Para que haja condicdo de doenca é dependente
da quantidade de microrganismos, seus fatores de viruléncia e o0 sistema

imunologico do hospedeiro (Gomes, 1995, 2002).

De acordo com Dabdoub (2016), a composicdo da microbiota oral € mais
generalista em situacdo de saude, enquanto em estado de doenca, sao
influenciados por micro-organismos especializados, com maiores fatores de
viruléncia e capacidade de permanéncia, podendo influenciar doencas cronicas,
geralmente de progresséao lenta, como a doenca cérie. Toda essa comunidade pode
entrar em desequilibrio através de mudancas do fluxo salivar, temperatura, variagdo
no pH, mudancas da dieta, podendo ocasionar prejuizos (Marsh 1994, 2006;
Sheiham e James, 2015).

Em condicbes de normalidade, o esmalte e o cemento atuam como uma
barreira impermeavel contra a entrada de micro-organismos, protegendo a
progressdo para o complexo dentina-polpa (Hirsch et al.,, 2017). Porém, em um
ambiente disbidtico, bactérias comensais na forma de biofilmes orais, produzem
acidos, a partir do processo de fermentacdo, que sdo capazes de dissolver a
hidroxiapatita do esmalte e da dentina, levando a formacao de céarie dentaria (Marsh,
1994). Com o avanco dessa infeccdo 0s microrganismos e seus subprodutos
avancam em direcdo a polpa, percorrem nos tubulos dentinarios e propagam-se por
todo o sistema de canais radiculares, incluindo ramificagdes, istmos e deltas apicais
(Nair, 1987; Baumgartner e Falkler, 1991; Sjo6grem et al., 1991), causando um

processo inflamatorio.
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Conforme os estudos realizados por Kakehashi et al. (1966), ratos
gnotobidticos deixados com exposicdo pulpar ndo apresentaram alteracfes
patolégicas perirradiculares em radiografias e a polpa permaneceu vital. Entretanto,
gquando contaminados pela flora normal de outros animais, o quadro clinico
observado foi de necrose pulpar e periapicopatias. O estudo citado demonstra a
grande participacdo dos microrganismos no processo inflamatério pulpar, que pode
ser classificado como pulpite reversivel e irreversivel, onde a primeira pode voltar ao
quadro de saude apoOs a remocdo do estimulo causal, e a segunda caracterizada
pela exposicéo do tecido pulpar aos microrganismos, sendo necessario a realizagédo
do tratamento endododntico para remoc¢ao dos sinais e sintomas (Levin et al., 2009;
Ricucci et al., 2014; Récas et al.; 2015, 2016).

As infeccbes endodbnticas sdo caracterizadas por uma infecgao
polimicrobiana, com presenca de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Gomes et al., 2015; Aveiro et al., 2020; Louzada et al., 2020; Barbosa-Ribeiro et al.,
2016, 2019, 2021; Arruda-Vasconcelos et al., 2021). Essas bactérias, possuem
diferentes fatores de viruléncia capazes de prolongar a infeccdo endodoéntica,
podendo ter associagdes entre bactérias Gram-negativas, formando combinac6es de
diferentes LPS e potenciais inflamatérios, e unido entre Gram-positivas e Gram-
negativas, associando os LTA das Gram-positivas aos LPS das Gram-negativas,
aumentando o potencial de ambas (Jiang et al., 2003; Fouad, 2009; Martinho, 2011;
Gomes et al., 2013). Esses fatores de viruléncia estdo associados a quadros de dor
espontanea, sensibilidade a palpacéo e percussao, assim como reabsor¢do 6ssea,
ja que através da liberacdo, sdo capazes de induzirem um processo inflamatério no
hospedeiro (Gomes et al., 2012, 2013; Jacinto et al., 2005).

A literatura explorou extensivamente aspectos microbiol6gicos em dentes
que apresentam infeccdo endododntica de longa data, com polpas necréticas e
periapicopatias. Contudo, ainda sdo necessarios estudos sobre os estagios iniciais
da infeccdo endodéntica, pois esses aspectos podem ter sido subestimados.
Portanto, o objetivo deste estudo clinico foi analisar comparativamente os niveis de
bactérias cultivaveis, endotoxinas, e acido lipoteicoico em dentes com pulpite

irreversivel sintomatica e polpa normal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Polpa dental e principais vias de contaminacao

A polpa dentaria é um tecido amplamente vascularizado e inervado,
envolvido por sélidas paredes de dentina. Possui mecanismo de defesa contra
microrganismos, através de células fagocitarias e anticorpos. A simples presenca de
microrganismos invasores nao configura um estado de doenca, pois esse estado é
determinado pela quantidade de agentes invasores, fatores de viruléncia e

capacidade do sistema de defesa do hospedeiro (Gomes, 1995; Gomes et al., 2013).

Com o rompimento das barreiras fisicas que protegem o complexo
dentino-pulpar, esmalte e cemento, a polpa pode sofrer invasdes de microrganismos
capazes de induzirem o processo inflamatério. A principal via de acesso é
caracterizada pela exposicdo dos tubulos dentinarios, ou da prépria cavidade pulpar
em decorréncia do processo de carie ou fraturas coronarias. Todavia, outras vias de
infeccdo também foram citadas, como a via anacorética, canais laterais de dentes

com periodontite e procedimentos restauradores (Siqueira Jr. et al., 2012).

2.2 Relacédo de microrganismos e infec¢fes pulpares

Segundo Estrela et al.,1997, Van Leeuwenhoek, em 1697, detectou
pequenas formas de vida, através de suas lentes de aumento, presentes na saliva e
em materiais provenientes de processos cariosos. Anos mais tarde, o pesquisador
francés Louis Pasteur (1861), ficou conhecido por descobrir as bactérias, porém nao
analisou o papel destes microrganismos em infeccfes clinicas, sendo este estudo
realizado por Veillon e Zuber em 1898. Existe uma relagéo direta entre a presenca
de microrganismos e as patologias ocorridas na polpa dental, segundo Miller (1894).
O autor foi o primeiro pesquisador que através da andlise de esfregacos obtidos de
canais radiculares, cAmara pulpar aberta e polpas necroticas, detectou a presenca
de bactérias e as descreveu determinando formas (cocos, espirilos e bacilos), e
observou diferencas entre as localizadas no interior do canal radicular e as da

camara pulpar.
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Epocas mais tarde, Kakehashi et al., em 1966, realizaram um
experimento no qual promoveram exposicdo pulpar ao meio bucal de ratos
gnotobioticos e observaram que ndo houve alteracdes patologicas perirradiculares
nas radiografias. A polpa permaneceu vital e iniciou-se um processo de reparacao
pulpar com formacéo de pontes de osteodentina. Com isso, os autores validaram o
potencial de reparacdo pulpar na auséncia de infeccdo. Por outro lado, quando o
experimento foi realizado em ratos convencionais (presenca de microrganismos), o

quadro clinico observado foi de necrose pulpar e periapicopatias.

A necrose pulpar e o desenvolvimento de lesbes periapicais tém como
agente etiolégico primario os microrganismos e seus subprodutos, sendo esses
representados principalmente por bactérias (Kakehashi et al., 1966; Moller et al.,
1981; Bonifacio, 2000; Peters et al., 2002; Wade, 2013), o que torna fundamental a
eliminagdo para o sucesso do tratamento endododntico. Portanto, 0s insucessos
desses tratamentos possuem uma relacéo direta com a dificuldade do controle e

eliminacao da infec¢cdo endodoéntica nos canais radiculares (Gomes et al., 2004).

A microbiota oral abriga uma grande diversidade de microrganismos,
incluindo fungos, leveduras, arqueas, virus, protozodrios, e em maior quantidade, as
bactérias (Wade, 2013; Gomes et al., 2015). Os fatores de viruléncia das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas sdo associados a estimulacdo da resposta
inflamatoria do hospedeiro causando danos a polpa e aos tecidos perirradiculares
(Ginsburg, 2002; Barbosa-Ribeiro et al., 2016a; Martinho et al., 2017).

2.3 Bactérias Gram-negativas e endotoxinas

As bactérias Gram-negativas possuem um fator de viruléncia exclusivo
entre as demais, dispondo de uma membrana externa em sua parede celular,
denominada de endotoxina, ou lipopolissacarideo (LPS) (Gomes et al., 2009). Esse
fator de viruléncia pode ser liberado através da lise ou diviséo celular, sendo capaz
de desencadear uma cascata de eventos biologicos, resultando em um intenso
processo inflamatdrio e reabsor¢cdo dos tecidos 6sseos (Khabbaz et al., 2001;
Beutler, 2004). Basicamente, essa estrutura é dividida em trés componentes

especificos: Lipide A, parte hidrofébica que se adere as membranas bacterianas; O
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centro (core), um polissacarideo, composto por varios acucares; e a parte mais
variavel da molécula, o antigeno O, que localiza-se do lado de fora da cadeia, sendo
hidrofilico (Rietschel e Brade, 1992; Raetz e Whitfield, 2002).

Ao Lipide A é atribuida a toxicidade da endotoxina, induzindo respostas
imunoldgicas especificas (Rietschel e Brade, 1992). Essa por¢cado pode variar de
espécie para espécie e entre diferentes cepas da mesma espécie (Dixon e Darveau,
2005; Reife et al., 2006). O core, ou porcao central, varia pouco em sua constituicao
entre as espécies, e tem capacidade de induzir a formacéo de anticorpos (Rietschel
e Brade, 1992). A maior parte da molécula, e também a mais variavel, é formada
pelo antigeno O, que induz resposta imunolégica especifica por intermédio da
producdo de anticorpos especificos, além de proteger a célula contra a acdo de
substancias hidrofébicas (Luderitz et al.,1981; Rietschel e Brade, 1992).

Esse fator de viruléncia, assim como os das bactérias Gram-positivas
(LTA), ndo lesam diretamente o tecido pulpar, pois a acdo de ambos é indireta pela
ativacdo da resposta imune do hospedeiro, causando prejuizos (Fouad, 2009;
Gomes et al.,, 2013). Importante salientar que a endotoxina, mesmo em baixas
concentracdes, tem potencial para ativagdo da resposta inata do sistema imune
(Hong, 2004).

2.3.1 Deteccéao e quantificacédo de LPS

Para deteccéo do LPS, usualmente utiliza-se o Limulus amebocyte lysate
(LAL), que atende as especificidades e é considerado de alta sensibilidade para
percepcao da molécula (Kuppermann, 1994). Esse método possui a capacidade de
quantificar pequenas concentracdes de LPS, sendo muito utilizado para estudos
sobre os canais radiculares infectados (Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007;
Martinho e Gomes 2008; Martinho et al., 2011; Endo et al., 2012). O teste consiste
em uma reacgao entre o0 componente protético do LAL e o LPS, e posteriormente, se
existir a formacdo de um gel opaco, conclui-se que existe a presenca de endotoxina
na amostra. Para a deteccdo e quantificacdo do lipopolissacarideo, o teste utiliza
corantes sintéticos que permitem, atravées do leitor de Elisa, a detecgéo

cromogenicamente (Kuppermann, 1994).
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Diversos pesquisadores utilizaram esse método de identificagdo para
estudos de correlacao entre infec¢cdes endodonticas e as endotoxinas. Jacinto et. al.
(2005) investigaram analisaram os niveis de LPS em canais radiculares com polpa
necrosada e as possiveis relacdes correlacbes com 0s sinais e sintomas presentes
pacientes voluntérios. Para quantificacdo da endotoxina foi utilizado o teste LAL. Os
autores concluiram que existe associacdo entre sintomatologia dolorosa e a

presenca de endotoxinas nos canais radiculares com quadro de necrose pulpar.

2.4 Cultura microbiana e métodos moleculares

O método de cultura visa conseguir crescer e identificar em laboratério os
microrganismos presentes em um determinado ambiente, proporcionando
nutrientes, umidade, temperatura, pH, condicdes atmosférica e requerimentos
gasosos ideais, entre outros (Siqueira Jr e Rocas, 2005). Basicamente, apds a
coleta da amostra, esta € transportada e processada nos laboratérios através da
diluicao, cultivo, isolamento, e por fim identificacao.

Na endodontia, as amostras sao coletadas e transportadas em um meio
pré-reduzido para o laboratério, sendo a seguir dispersas, e inoculadas em meio de
culturas especificos, como por exemplo o Meio agar anaerdbio fastidioso (FAA-
Fastidious Anaerobe Agar); e o meio agar Brain Heart Infusion (BHI), para depois
serem cultivadas em condi¢Bes anaerdbicas e facultativas, respectivamente. Com o
tempo ideal de incubacédo e crescimento, as colénias passam pelo processo de
identificacdo, tendo como base, os aspectos fenotipicos, morfologia das células e
colonias, coloracéo do tipo Gram (diferenciando Gram-positivas e Gram-negativas),
caracteristicas bioguimicas, e tolerancias ao oxigénio (Siqueira Jr e Rocas, 2005;

Cohen e Hargreaves, 2011).

Esse método de crescimento bacteriano tem como vantagem a detecgéo
de diferentes espécies, permitindo realizacbes de testes laboratoriais referente a
suscetibilidade de microrganismos, além das analises fisioloégicas das cepas
microbianas (Siqueira Jr e Rogas, 2005). Todavia, como desvantagem pode-se
destacar a impossibilidade de cultivo de todas as espécies, pois nem todas bactérias

conseguem sobreviver, ser recuperadas. Além disso, 0 método necessita de dias
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e/ou semanas para a identificagdo dos microrganismos estudados (Siqueira Jr e
Rocas, 2005; Cohen e Hargreaves, 2011).

Por conta das limitacbes do método de cultura, modelos de
sequenciamento de acidos nucleicos foram sugeridos a fim de abranger maiores
detalhes dos microrganismos (Rocas et al., 2004), como por exemplo, a Polymerase
Chain Reaction (PCR) que ndo tem como requerimento a viabilidade da bactéria,
detectando as espécies até em baixas propor¢cdes, ndo necessitando de

amplificacdo do DNA para a identificacdo do microrganismo (Socransky et al., 1994).

Muitos estudos associam o uso dos dois métodos, cultura e método
molecular, pois a cultura possui baixa sensibilidade e detecta grande quantidade de
espécies, e os modelos moleculares, sdo mais sensiveis e especificos, além da

maioria possuir uma espécie-alvo de identificacdo (Cohen e Hargreaves, 2011).

2.5 Bactéria Gram-positiva e o &cido lipoteicoico

As bactérias Gram-positiva possuem como fator de viruléncia, uma
exotoxina repleta de &cido lipoteicoico (LTA), que Ihes conferem aderéncia a
superficie dental, através da dissolucao da hidroxiapatita (Ciardi et al., 1977; Bhakdi
et al., 1991; Hahn e Liewehr, 2007; Yoo et al., 2019).

A molécula de peptideoglicano, presente em maior quantidade nesse tipo
de bactéria, é um fator pré-inflamatério e assim como o LPS, essa molécula nédo
atinge diretamente o tecido pulpar, mas através da ativacdo de resposta imune do
hospedeiro (Fouad, 2009; Gomes et al., 2013). Possuem a capacidade de estimular
mondcitos, leucécitos e macréfagos para liberacdo de mediadores inflamatérios
(Ginsburg, 2002).

A presenca de bactérias Gram-positivas (estritas ou facultativas) tem sido
associada ao insucesso do tratamento endodéntico, assim como resisténcia a
desinfetantes e antibidticos (Signoretto et al., 2000; Zhao et al., 2013). Esse tipo de
microrganismo tem capacidade para se moldar em situacfes para sobreviver com
insuficiéncia de nutrientes, além de condi¢bes rigorosas, como o canal radicular

previamente tratado endodonticamente. Dentre 0s mais resistentes tem-se:
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Enterococcus faecalis, Streptococcus spp., Actinomyces spp. € Aerococcus spp.,
Staphylococcus spp., Gamella spp. (Gomes et al., 2009; Roécas et al., 2008;
Barbosa-Ribeiro et al., 2016b).

s

O acido lipoteicdico € um fator de viruléncia bacteriano muito estudado
por estar associado ao insucesso dos tratamentos endodbnticos. Em uma
investigagcdo clinica, Arruda-Vasconcelos et al., 2021, selecionaram 10 pacientes
com necessidade de tratamento endodontico, coletando amostras de duas regides
distintas: dentina infectada e canal radicular; e em trés momentos: antes do
tratamento, apds o preparo quimico mecanico e apds a medicacdo intracanal. Foi
concluido que os niveis de LTA foram menores apds a medicacao intracanal quando

comparados aos niveis iniciais e ap0s 0 preparo quimico mecanico.
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3 PROPOSICAO

S&o objetivos do presente estudo:
Objetivo Geral:

Investigar os niveis de bactérias cultivaveis e fatores de viruléncia em

dentes com polpa normal e pulpite irreversivel sintomatica.
Obijetivos especificos:

a) Investigar os niveis de bactérias cultivaveis em canais radiculares de
dentes com polpa normal e pulpite irreversivel sintoméatica através da

técnica de cultura microbiana.

b) Quantificar os niveis de endotoxinas em canais radiculares de dentes
com polpa normal e pulpite irreversivel sintomatica através do método

turbidimétrico LAL pyrogent 5000.

c) Quantificar os niveis de acido lipoteicéico em canais radiculares de
dentes com polpa normal e pulpite irreversivel sintomética através do
teste de ELISA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Autorizacao pararealizacao da pesquisa

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (protocolo nimero CAAE 86140218.0.0000.5418) da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Piracicaba, SP, Brasil. Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento
informado antes de sua participacdo. O registro dos casos incluidos nesta
investigacdo encontra-se no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC; UTN
U1111-1238-5402).

4.2 Populacéo de estudo

Para realizacdo do presente estudo, foram selecionados dois grupos de
pacientes que buscaram atendimento odontoldgico na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (UNICAMP) para tratamento endodontico: aqueles com polpa vital e
pulpite irreversivel sintoméatica e aqueles com polpa vital normal (saudavel). Um total
de 30 individuos foram incluidos na analise: 20 no grupo de pulpite irreversivel

sintomatica e 10 no grupo de polpa saudavel (controle).

Para o diagnédstico de pulpite irreversivel usou-se como base a
Conferéncia de Consenso da Associacdo Americana de Endodontica sobre
Terminologia de Diagnoéstico (Levin et al., 2009). Os grupos de pulpite irreversivel
sintomatica compreendiam dentes com presenca de lesdes cariosas profundas,
dentes com polpa vital permitindo o isolamento adequado com um dique de
borracha, resposta prolongada e exacerbada ao teste de frio usando 1,1,1,2
tetrafluoroetano (Endo-lce, Hygenic Corp., Akron, OH, EUA) por mais de 30
segundos, resposta positiva ao teste elétrico (Odous De Deus, Belo Horizonte, MG,
Brasil) e sangramento na cavidade de acesso. O grupo de polpas saudaveis (PN)
era formado por dentes com polpas vitais sem restauracdo e com necessidade de

tratamento endododntico por motivos protéticos.

Dentes obturados, dentes com polpas necréticas checadas por frio e / ou
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elétrico, presenca de trincas, dentes sem isolamento, dentes com lesédo periapical
evidenciada radiograficamente, dentes com bolsa periodontal com profundidade
maior que 3 mm nao foram incluidos na investigacdo. Individuos que receberam
qualquer intervencdo ou que foram sujeitados a analgésicos antes do tratamento
endodontico, voluntarios tomando medicamentos conhecidos por influenciar na
resposta imune, em tratamento com antibiéticos nos ultimos 3 meses e relatando

doenca sistémica, foram excluidos do estudo.

4.3 Procedimento de descontaminacgéo

Para realizacdo da coleta de amostras clinicas utilizou-se como base
estudos anteriores (Louzada et al. 2020; Arruda-Vasconcelos et al., 2021).
Previamente a intervencdo, o paciente foi submetido a uma descontaminacédo da
pele facial com solucdo de clorexidina 2% (Drogal, Piracicaba, SP, Brasil). Apds
esse procedimento, os dentes receberam anestesia localmente com lidocaina a 2%
e epinefrina a 1: 100.000, e posteriormente foram isolados com dique de borracha

para o isolamento absoluto.

Com o intuito de desinfeccéo da area, foi realizado um protocolo na coroa
do dente, campo operatoério e nas estruturas adjacentes, utilizando 30% de perdxido
de hidrogénio, H202 (v / v), por 30 segundos, seguido de 2,5% de hipoclorito de
sédio, NaOCI (30 segundos), e para finalizar, neutralizacdo com 5% de tiossulfato de
sédio. A validacao da desinfec¢éo foi adquirida através da retirada de uma amostra
de esfregaco das superficies interna e externa da coroa dentaria e das estruturas
circundantes. A amostra de esfregaco foi semeada em uma placa contendo 5% de
sangue de ovelha desfibrinado e agar anaerébio fastidioso (FAA - LAB M, Heywood,
Lancashire, UK) e &gar Brain Heart Infusion (BHI - LAB M, Heywood, Lancashire,
UK) antes de ser incubado anaerobicamente e aerobicamente, respectivamente, por
até 14 dias (Louzada et al. 2020; Arruda-Vasconcelos et al., 2021). Sob protocolos
especificos, o material genético foi extraido da amostra de swab, e esse DNA foi
levado para analise de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), utilizando primers
bacterianos universais. Em caso de cultura positiva ou presenca de produto de

amplificacdo de DNA, o paciente era excluido do estudo clinico.
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4.4 Coleta de amostra e tratamento endododntico

Todos os procedimentos foram realizados em condigbes rigorosamente
asseépticas. Iniciando pelo preparo cavitario, o acesso foi realizado em duas etapas
com o uso de broca esférica diamantada estéril em alta rotacdo e a irrigacdo do
equipo desconectada. A irrigacdo foi realizada manualmente com agua destilada
estéril e seringa. A primeira etapa teve como proposito a remocao dos principais
contaminantes, enquanto a segunda etapa envolveu a desinfeccéo, cujo protocolo foi

repetido conforme descrito acima antes do acesso a camara pulpar.

Em todos os atendimentos utilizou-se microscopio operatério (DF
Vasconcellos S / A, Séo Paulo, SP, Brasil). Logo ap6s a remocéo do tecido pulpar, o
comprimento de trabalho foi determinado radiograficamente e confirmado com um
localizador foraminal eletronico (Novapex, Forum Technologies, Rishon le Zion,
Israel) e uma lima do tipo K (tamanho 20, Dentsply Sirona, Ballaigues, Suica) foi
utilizada para paténcia apical, permitindo a inser¢céo das pontas de papel absorvente

para coleta da amostra periapical, ap0s extirpacao completa dos tecidos pulpares.

Para analise do LPS, a coleta da amostra do canal radicular foi através de
ponta de papel estéril apirogénica (tamanho 20, Cell Pack; Dentsply Sirona,
Ballaigues, Suiga), imobilizando-a na posi¢do por 1 minuto. Posteriormente, foram
colocados em tubo criogénico estéril e congelados a -80 °C para ensaio de LAL
Pyrogent 5000. Com o intuito de analise microbioldgica, trés pontas de papel estéril
(tamanho 20, Cell Pack; Dentsply Sirona, Ballaigues, Suica) foram introduzidas uma
de cada vez em todo o comprimento do canal radicular e imobilizadas na posi¢éo por
1 minuto. Essas pontas de papel foram colocadas em tubos esterilizados contendo 1
mL de meio de transporte (VMGA lll) e imediatamente processadas para cultura
microbiana. Por fim, para coleta da amostra de acido lipoteicéico, duas pontas de
papel estéril (tamanho 20, Cell Pack; Denstply Sirona, Ballaigues, Suica) foram
inseridas nos tecidos periapicais (2 mm além o apice) e imobilizadas na posi¢ao por
1 minuto, em seguida, foram removidas e colocadas em um criotubo estéril e

congeladas a -80 °C até serem quantificadas em analises de ELISA.

O tratamento endodontico foi realizado com limas Reciproc R25 e R40
(VDW, Munique, Alemanha), em movimento reciprocante gerado a partir de um
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motor elétrico (VDW Silver, Munique, Alemanha). Tais limas foram utilizadas em um
movimento de bicada, de insercdo e remocado, (amplitude de aproximadamente 3
mm) com leve pressao apical. ApGs trés movimentos de bicada, a lima foi removida
do canal radicular e limpa em gaze estéril. Para confirmacéo da paténcia, foi inserido
manualmente uma lima do tipo K de tamanho 20, em todo comprimento de trabalho.
Este mesmo protocolo foi repetido até que o instrumento Reciproc atingisse o

comprimento de trabalho (exibicdo de zero no localizador apical).

Previamente a introducao de cada instrumento, utilizou-se seringa (agulha
27-G) com gel de clorexidina 2% em todo canal radicular. Logo apés o uso de cada
instrumental, 5 mL de solucdo fisiologica foi aplicado para remocdo do debris
gerados a partir da instrumentacdo. Ao final da instrumentacdo, uma solucao
contendo 5 mL de Tween-80 a 5% e 0,07% (p / v) de lecitina (Drogal, Piracicaba, SP,
Brasil) foi utilizada para a neutralizagdo da clorexidina. O enxague final foi realizado
com 3 mL de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 17% ativado por ultrassom (3
ciclos de 20 segundos) por meio de aparelho ultrassénico (Satelec / Acteon, Mount
Laurel, NJ, EUA) com ponta Irrisonic E1 (Helse Ultrasonic, Santa Rosa de Viterbo,

SP, Brasil) e 10 mL de solugéo salina estéril para eliminagdo do EDTA.

Em seguida, os canais radiculares foram secos com pontas de papel
estéreis e obturados com técnica do cone Unico de guta-percha Reciproc e cimento
endodéntico (Endométhasone N, Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franca). A
cavidade de acesso foi selada com cimento provisério de 2 mm de espessura
(Cimpat, Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franca), seguido de resina composta
fotopolimerizavel (Filtek Z350 XT, 3M Dental Products, St Paul, MN, EUA) em
combinag¢do com um adesivo de ligacdo simples (3M Dental Products, St Paul, MN,
EUA).
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4.5 Procedimentos laboratoriais

4.5.1 Cultura microbiana

A contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC) foi baseada em
estudos anteriores (Barbosa Ribeiro et al., 2019; Aveiro et al., 2020). Os tubos
contendo as amostras de canal radicular e meio VMGA 11l foram transferidos em 15
minutos para uma camara anaerdbica (Don Whitley Scientific, Bradford, Reino
Unido) para analise de cultura microbiana. Esses tubos foram agitados por 1 minuto

(Vértex; Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) e, em seguida, diluicbes seriadas de

10 vezes foram realizadas até 104 em tubos contendo FAB (Fastidious Anaerobe

Broth) (Lab M, Bury, Reino Unido). Cinquenta pL de cada diluicdo seriada foram
plagueados em FAA (Fastidious Anaerobe Agar) (LAB M, Bury, Reino Unido) + 5%
de sangue de carneiro desfibrinado utilizando algcas plasticas estéreis. As placas
foram incubadas anaerobicamente a 37 °C por até 14 dias. Apds esse periodo, as

UFCs foram quantificadas visualmente em cada placa.

4.5.2 Anélise dos niveis de endotoxinas

A quantificacdo dos niveis de LPS foi realizada de acordo com estudos
anteriores (Aveiro et al.,, 2020; Louzada et al., 2020; Arruda-Vasconcelos et al.,
2021). O teste turbidimétrico (Bio Whitaker, Inc., Walkersville, MD, EUA) foi utilizado
com limite de deteccao do ensaio LAL de 0,01-100 EU / mL para quantificacdo das
concentracdes de LPS nos dentes com diagndstico de pulpite irreversivel e dentes
com polpa normal. Uma curva padréo foi determinada usando o LPS fornecido no kit
em uma concentracdo conhecida, ou seja, 100 EU / mL e entédo usada para calcular
a concentracdo de LPS em cada amostra coletada. As concentracbes de LPS na
curva padréo foram 0,01, 0,10, 1 e 10 EU / mL, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O software calcula os valores de LPS para correcdo do fator de
diluicdo. As reacdes foram realizadas em duplicata para validacdo do teste. Uma
microplaca de 96 pocos (Corning Costar, Cambridge, MA, EUA) foi incubada em um
bloco de aquecimento ajustado a 37 °C durante todo o experimento. Inicialmente, as

amostras foram suspensas em 1 mL de agua reagente LAL (fornecida com o Kkit),
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agitadas em um misturador vortex por 1 minuto e diluidas até 10-'. Cem pL da

solugdo “branco” mais solugbes LPS padrao nas concentragdes descritas acima,
junto com 100 pL de cada amostra, foram adicionados em duplicata aos pogos da

microplaca de 96 pocgos.

O teste foi realizado de acordo com as instruces do fabricante. Os niveis
de LPS foram medidos individualmente usando um leitor de placas ELISA
(Ultramark, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA) operando a uma
absorbancia de 340 nm. O valor médio de absorbancia das solugbes padrédo foi
diretamente proporcional a concentracdo de LPS, com a concentracdo de LPS

desconhecido sendo determinada a partir da curva padrao.

4.5.3 Analise dos niveis de acido lipoteicoico

Para quantificar os niveis de &cido lipotecdico foi utilizado como base
ensaios descritos em estudos anteriores (Barbosa-Ribeiro et al., 2016a; Aveiro et al.,
2020; Louzada et al., 2020; Arruda-Vasconcelos et al., 2021). Foi utilizado o método
ELISA (My BioSource, San Diego, CA, EUA). As solucdes padrdo, controle e
amostras foram adicionados a uma placa de 96 pocos, que havia sido pré-revestido
com o anticorpo monoclonal especifico para LTA fornecido pelo fabricante.
Anticorpos anti-LTA marcados com biotina foram adicionados para ligar-se a
estreptavidina conjugada com estreptavidina-HRP, formando assim um complexo
imunoldgico. A placa foi incubada por 1 h a 37 °C e depois lavada para remocao de
enzimas. Uma solucdo de substrato contendo peroxido de hidrogénio e cromogénio
foi adicionada a reacéo. Os niveis de LTA foram quantificados por uma placa leitora
de ELISA com uma absorbancia definida em 450 nm e o ensaio foi normalizado para
valores de controle negativo. Cada valor densitométrico, expresso como média e

desvio padréo, foi obtido a partir de dois experimentos independentes.

4.5.4 Andlise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado com um poder de 80% (B = 0,20),
indicando um minimo de 10 dentes por grupo para mostrar uma diferenca de 5% (a

= 0,05) entre os grupos de acordo com Cohen (1988). Portanto, 20 dentes foram
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incluidos no grupo de pulpite irreversivel sintomética e 10 dentes no grupo de polpa
saudavel. Os célculos foram feitos por meio do software G*Power 3.1.9.7 para
Windows. O software SPSS para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi
utilizado para a realizacdo da analise estatistica. O teste de Mann-Whitney foi usado
para comparagfes entre os diferentes grupos (pulpite irreversivel sintomética e
polpa normal) em relagdo aos niveis de bactérias cultivaveis (UFC/mL). Andlise de
variancia ANOVA foi usada para comparacao de LPS e LTA entre os dois grupos. O

nivel de significancia foi estabelecido em 5% em todos os testes (P <0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas

A idade média dos pacientes nos grupos de pulpite irreversivel
sintomatica foi de 37,30 (+ 8,93), enquanto no grupo de polpa saudavel foi de 54,30
(x 10,68). A maioria dos pacientes incluidos no estudo era do sexo feminino, sendo
17/20 no grupo de pulpite irreversivel sintomética e 6/10 no grupo de polpa

saudavel).

Entre os voluntarios com pulpite irreversivel sintoméatica foram
selecionados 15 dentes molares (8 superiores e 7 inferiores), 4 pré-molares (3
superiores e 1 inferior) e 1 canino superior. No grupo de polpa saudavel, os dentes
eram 1 molar inferior, 3 pré-molares (2 superiores e 1 inferior), 4 caninos (1 superior

e 3 inferiores) e 2 incisivos superiores.

No grupo de pacientes com polpa normal, 0os pacientes ndo apresentavam
sintomatologia dolorosa, ao contrario do outro grupo pulpite irreversivel sintomatica

gue apresentavam dor espontanea.

No grupo pulpite irreversivel sintomatica, 8/20 dentes apresentaram carie

e 12/20 estavam restaurados e com carie secundaria.

5.2 Contagem de UFC

Em todas as amostras coletadas de dentes com diagnéstico de pulpite
irreversivel, houve crescimento bacteriano, com valor médio de 3,9 x 102 UFC/mL.
Por outro lado, em dentes com polpa normal, ndo ocorreu cultura positiva. Os niveis
de bactérias cultivaveis em dentes com pulpite irreversivel sintomatica foram
significativamente maiores do que em dentes com polpas saudaveis (P < 0,05)
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Niveis de bactérias cultivaveis (UFC/mL) em dentes com pulpite irreversivel e

polpa normal.

Diagnéstico Pulpar

Coleta clinica

Pulpite irreversivel Polpa normal
3,9 x 102 0
Baseline
(1,9 x 102- 6,4 x 10?)* (0-0)

Asterisco (*) significa diferenca estatistica entre o grupo pulpite irreversivel e polpa normal através
do teste de Mann-Whitney.

5.3 Niveis de LPS

Endotoxinas foram detectadas em todos os canais radiculares de dentes
com pulpite irreversivel. Os niveis de LPS foram, aproximadamente, 4 vezes
maiores em dentes com pulpite irreversivel sintomatica do que em dentes com

tecidos pulpares normais (p <0,05) (Figura 1).
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Figura 1 -. Média (xDP) dos niveis de endotoxinas (UE/mL) em dentes com pulpite

irreversivel e polpa normal.
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5.4 Niveis de LTA

Maiores niveis de LTA foram encontrados em dentes com pulpite

irreversivel quando comparados a dentes com polpa normal. (P < 0,05). (Figura 2).
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Figura 2 - Média (tDP) dos niveis de acido lipoteicéico (pg/mL) em dentes com pulpite

irreversivel e polpa normal.
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6 DISCUSSAO

A literatura conta um grande acervo de estudos que investigaram a
patogenicidade em diferentes situacdes clinicas, isto €, infeccbes endoddnticas
primarias, secundarias e persistentes. (Jacinto et al., 2005; Gomes et al., 2015;
Cavalli et al., 2017; Barbosa Ribeiro et al., 2019; Aveiro et al., 2020; Machado et al.,
2020). Contudo, sdo limitados os contetudos sobre estagios iniciais da infeccao
pulpar. Portanto, o objetivo principal deste estudo foi analisar comparativamente os
niveis de endotoxinas, bactérias cultivaveis, e acido lipoteicoico no canal radicular e

tecido periapical de dentes com pulpite irreversivel sintomatica e polpas saudaveis.

De maneira geral, nossos resultados mostram que dentes com pulpite
irreversivel apresentaram maiores niveis microbianos, bem como de seus fatores de
viruléncia. Isto se mostra interessante, uma vez que este estudo evidenciou 0s
niveis de bactérias, LPS e LTA capazes de causar danos irreversiveis ao tecido

pulpar.

A microbiota dos dentes com pulpite irreversivel €& polimicrobiana,
abrigando espécies Gram-positivas e Gram-negativas (Arruda-Vasconcelos et al.,
2021). A endotoxina € o principal constituinte da membrana externa das bactérias
Gram-negativas, sendo exclusiva desses microrganismos, secretada em vesiculas
durante a multiplicagdo ou morte celular (Rietschel e Brade, 1992).0 LPS foi
extensivamente investigado como o fator de viruléncia microbiana mais relevante
envolvido na ativacdo de células imunocompetentes e levando a liberacdo de uma
variedade de mediadores pré-inflamatérios, ativando resposta inata do sistema de
defesa do hospedeiro e acionando uma cascata de eventos biolégicos, envolvendo
inflamacédo e reabsorcdo de tecidos mineralizados (Mattison et al., 1987; Beutler e
Poltorak 2000; Hong et al., 2004).

Em relacdo aos aspectos microbianos investigados neste estudo, o
namero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi significativamente maior nos
dentes com pulpite irreversivel sintomatica do que nos dentes com polpa saudavel. A
microbiota dos dentes higidos foi pouco investigada. No entanto, um estudo recente
detectou bactérias em 100% das amostras coletadas em dentes higidos, porém sem

distinguir se esses microrganismos estdo viaveis ou nao (Widmer et al.,, 2018;
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Chiarelli-Neto, 2019) em sua dissertacdo de mestrado ndo observou bactérias
vidveis em dentes com polpas normais, mas detectou niveis de fatores de viruléncia

LPS e LTA, concluindo que bactérias podem estar presentes em polpas normais.

Nesse contexto, o0 método de cultura microbiana permite o crescimento de
bactérias in vitro, mas a sensibilidade da cultura microbiana é aproximadamente 10*-
10° células para espécie-alvo, utilizando meios ndo seletivos, e 10° células com o

uso de meios seletivos (Gadé et al., 2019).

Por outro lado, os achados deste trabalho sugerem que 10> UFC/mL nos
canais radiculares € um potencial indicativo da quantidade de bactérias viaveis que
causam danos irreversiveis aos tecidos pulpares. E importante ressaltar que o fator
etiol6gico mais comum para a inflamac&o pulpar € a carie (Rocas et al., 2015, 2016).
Estudos anteriores revelaram que o numero de UFC/mL na lesdo de carie € em
torno de 10° (Damle et al., 2016). O nimero comparativo de bactérias entre a leséo
de cérie e os canais radiculares é notério; porém, € importante destacar que alguns
fatores como pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, entre outros
(Narayanan e Vaishnavi, 2010) estdo relacionados a selecdo microbiana e,

consequentemente, devem ser menores nos canais radiculares.

O estudo apresentado, revelou maiores niveis de endotoxinas em dentes com
pulpite irreversivel sintomatica em comparacao com 0s dentes com polpas normais.
Além disso, outros estudos realizados em dentes com polpas vitais mostraram o
envolvimento de espécies Gram-negativas (Duque et al. 2019; Louzada et al., 2020).
Os LPS estéo associados a quadros de dor espontanea, sensibilidade a palpacéo e
percussdo, assim como reabsor¢cdo 0ssea, ja que através de sua liberacdo, sao
capazes de induzirem um processo inflamatoério no hospedeiro (Jacinto et al., 2005;
Gomes et al., 2012, 2013). No entanto, os niveis de LPS detectados neste estudo
sdo mais baixos em comparacdo com os dentes de infeccdo endoddntica primaria e
evidéncia radiogréafica de lesdo periapical (Jacinto et al., 2005; Aveiro et al., 2020) e
infeccdo endoddntica secundaria (Endo et al., 2012, Gomes et al., 2021). Estudos
anteriores detectaram a presenca de endotoxinas em 100% dos casos de dentes
com infecgbes primarias e lesbes periapicais, além de deteccdo em casos de
insucesso do tratamento (Martinho e Gomes, 2008; Gomes et al.,, 2012). Com o

presente estudo, podemos inferir a participacdo do LPS também nos estagios iniciais
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da infeccdo endodontica conforme descrito anteriormente (Arruda-Vasconcelos et
al., 2021).

O acido lipoteicdico, é o principal fator de viruléncia das bactérias Gram-
positivas. Essa exotoxina participa da formacdo do biofiilme e possui como
caracteristica a adesdo ao dente, atraveés da adsorcdo da hidroxiapatita (Ginsburg,
2002). Por suas caracteristicas, estd muito relacionado aos casos de insucesso do
tratamento endodontico, sendo associado a resisténcia de medicacdes intracanais.
Assim como as endotoxinas das bactérias Gram-negativas, o LTA também possui
como caracteristica a capacidade da ativacdo do sistema imune do hospedeiro
(Signoretto et al., 2000; Fouad, 2009; Gomes et al., 2013; Zhao et al., 2014). No
presente estudo, através do teste de ELISA, foi possivel observar maiores
concentracfes de LTA em dentes com quadro de pulpite irreversivel, se comparado
com os dentes com polpa normal, evidenciando sua participacdo em estagio iniciais
da infec¢do endoddntica, e ndo apenas nos casos de insucesso do tratamento.

Este estudo se mostrou inovador ao comparar os niveis de bactérias, de
LPS e de LTA em dentes com pulpite irreversivel e polpa normal, evidenciando os
aspectos infecciosos relacionados a infeccéo de curta duracdo. Perspectivas futuras
relacionado a esta pesquisa se relacionam a possibilidade de analise comparativa de

biomarcadores inflamatorios em dentes com pulpite irreversivel e polpa normal.
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3 CONCLUSAO

Dentes com diagnostico de pulpite irreversivel sintomatica apresentam
maiores niveis microbianos e de fatores de viruléncia comparados a dentes com
polpas normais, evidenciado intensa agressao microbiana ao complexo dentino-

pulpar.

Fatores de viruléncia foram detectados em dentes com polpa normal,

mesmo estes ndo apresentando crescimento bacteriano através do teste realizado.
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