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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar se as bactérias Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis alteram a secrecao de colageno
tipo | por fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23 em cultura celular; e,
havendo alteracao, se é dependente do contato célula/bactéria ou apenas dos
subprodutos bacterianos. Fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23 foram
cultivados e incubados com as bactérias Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis e Porphyromonas gingivalis (MOI 1:1) nos periodos de 2, 4 e 8 horas. As
bactérias ficaram em contato direto com as células, e em contato indireto através
do uso de inserts de 0.4um. A producéao de colageno tipo | secretado pelas células
foi quantificada pelo Ensaio de Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, ELISA), e sua organizacdo estrutural
(birrefringéncia) foi visualizada em microscopia de polarizagdo apds coloracao
com picrosirus. Assim, pode-se concluir que a infecgdo com S. mutans, E. faecalis
e P. gingivalis estimularam um aumento nos niveis de colageno tipo | nos periodos
de 2 e 4 horas em cultura de odontoblastos MDCP-23, e um aumento progressivo
nos niveis de colageno tipo | entre 2 e 8 horas em cultura de fibroblastos 3T3.
Também observou-se que o estimulo para o aumento na producao de colageno se
deve a acao dos subprodutos liberados pelas bactérias e nao pelo contato

célula/bactéria.

Palavras-chaves: colageno, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Porphyromonas gingivalis, fibroblastos 3T3, odontoblastos MDPC-23.



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate whether the bacteria Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis and Porphyromonas gingivalis alter the secretion of
type | collagen by 3T3 fibroblasts and MDPC-23 odontoblast-like cells in cell
culture, and, with change, if it is dependent on the contact cell/bacteria or only
bacterial by-products. 3T3 fibroblasts and MDPC-23 odontoblast-like cells were
cultured and incubated with the bacteria S. mutans, E. faecalis and P. gingivalis
(MOI 1:1) for the periods of 2, 4 and 8 hours. The bacteria were in direct contact
with the cells, and indirect contact through the use of inserts 0.4 uym. The
production of type | collagen secreted by cells was quantified by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), and its structural organization (birefringence) was
visualized in polarized light microscopy after staining with picrosirus. Thus, it can
be concluded that infection with S. mutans, E. faecalis and P. gingivalis stimulated
an increase in the levels of type | collagen in periods 2 and 4 hours in cultured
MDPC-23 odontoblast-like cells, and a progressive increase in the levels of type |
collagen between 2 and 8 hours in cultured 3T3 fibroblasts. It was noted that the
stimulus for the increase in collagen production is due to the action of the by-

products released by bacteria and not by contact cell/bacteria.

Keywords: collagen, Streptococcus  mutans, Enterococcus faecalis,
Porphyromonas gingivalis, 3T3 fibroblasts, MDPC-23 odontoblast-like cells.
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1. INTRODUCAO

O dente humano é alvo substancial de bactérias que podem iniciar o
desenvolvimento de lesdes cariosas quando colocado em condi¢des susceptiveis,
por exemplo, dieta rica em acglUcares. Essas bactérias convertem acucares em
acidos favorecendo a desmineralizagcdo da estrutura dentéaria, inicialmente o
esmalte, que se constitui numa barreira impermeéavel com a fungao de proteger a
dentina subjacente e o tecido pulpar (Nisengard & Newman, 1997). Apds a ruptura
do esmalte, a dentina exposta ao ambiente bucal torna-se degradada por
bactérias Gram-positivas, incluindo estreptococos, lactobacilos e actinomices, que
dominam largamente a microflora da lesdo de cérie. Bactérias cariogénicas
desencadeiam eventos inflamatdrios e imunoldgicos na polpa dental por meio da
difusdo de seus subprodutos através dos tubulos dentinarios. Estes eventos
podem eliminar a invasao bacteriana e bloquear a via de infecgdo quando
acompanhada pela formacdo de dentina na interface dentina-polpa. Quando a
invasdo nao € controlada resulta em pulpite irreversivel, necrose pulpar, infeccéo
do sistema de canais radiculares e lesao periapical (Love & Jenkinson, 2002).

A capacidade das células pulpares de resistir e reparar injurias sao
fundamentais na manutencao da integridade e homeostasia do érgao dental. A
mais comum e conhecida caracteristica do reparo pulpar é a formacao da dentina
terciaria (Tziafas et al., 2000), e esta localizada na interface dentina-polpa na area
correspondente ao sitio afetado. E secretada em reagdo a varios estimulos, tais
como atrigdo, caries ou um procedimento restaurador do dente, aumentando,
portanto, a barreira entre a injaria e as células da polpa. Assim, a polpa responde
ao processo carioso através da completa obliteracdo do lumen dos tubulos
dentinarios, ou pela diminuicio do diametro do tubulo para reduzir a
permeabilidade das bactérias e seus produtos téxicos para a polpa (Perdigao,
2010).

Os fibroblastos s&o as células mais numerosas na polpa, particularmente na

porcdo coronaria, onde formam a zona rica em células, cuja funcao é formar e



manter a matriz pulpar. Enquanto que os odontoblastos sdo os responsaveis pela
producdo da matriz de colageno da dentina (Ten Cate, 2008). Ambos participam
ativamente durante o processo inflamatério provocado pela invasdo bacteriana.
Fibroblastos possuem um papel importante na patogénese da inflamagao pulpar
produzindo citocinas pro-inflamatérias (Coil et al., 2004). E os odontoblastos, com
seus processos celulares se estendendo dentro dos tubulos dentinarios, sdo os
primeiros a encontrar as bactérias e/ou seus subprodutos (Hahn & Liewehr, 2007)
e representam a primeira linha de defesa do hospedeiro (Farges et al., 2009).

O colageno tipo | corresponde a 90% das proteinas extracelulares da matriz
dentinaria (Sasaki & Garant, 1996) e pulpar (Ten Cate, 2008). Dessa forma, a
analise da sua birrefringéncia, através do uso da microscopia de polarizagéo,
permite uma mensuragdo acurada, interpretacdo e validacdo da ordem de
organizacgao de tal estrutura (Komatsu et al., 2002; Vidal, 2003). Ou seja, a analise
da birrefringéncia do colageno esta relacionada com a sua organizacao estrutural,
e sua mensuracao € realizada atraves do retardo optico (Vidal & Mello, 1987).

Uma forma de analisar as fibrilas de colageno é fazendo-se uso de
corantes, neste caso, a coloracdo por picrosirius aumenta a birrefringéncia das
fiboras colagenas quando estudadas sob a microscopia de polarizagao
(Constantine & Mowry, 1968). Uma modificacdo em sua birrefringéncia sugere
uma alteracéo das fibrilas de colageno frente a uma agressao externa (Ten Cate,
2008). A quantificacdo da producao de colageno tipo | também pode ser realizada
através de um ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA).

A avaliacdo da secrecgéo de colageno pelos odontoblastos e fibroblastos se
justifica para compreender o processo de alteragdo causado na dentina a fim de
manter a integridade estrutural e funcional do tecido pulpar através da producao
da matriz dentinaria, precursora da dentina terciaria. A dentina terciaria e
intratubular podem evitar a difusdo dos microorganismos e/ou seus subprodutos
na interface dentina-polpa, e consequentemente, os eventos inflamatérios e

imunoldgicos na polpa dental (Love & Jenkinson, 2002).



Poucas informacdes sdo discutidas na literatura endodéntica a respeito de
fatores que podem atuar sobre odontoblastos e fibroblastos, em relagdo a
secrecdo de colageno. Diante do exposto, este estudo visa verificar, por
microscopia de polarizacdo e ensaio de ELISA, se as bactérias Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis em contato direto e
indireto por 2, 4 e 8 horas, promovem uma alteracdo na secrecao de colageno tipo
| por odontoblastos MDPC-23 e fibroblastos 3T3 em cultura celular.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. COMPLEXO DENTINA-POLPA

A dentina € a porcdo de tecido duro do complexo dentina-polpa e
representa a maior parte do volume do dente. E uma matriz semelhante ao 0sso
que se caracteriza pela presenca de multiplos tubulos dentinarios dispostos muito
proximos que atravessam toda a sua espessura e contém as extensdes
citoplasmaticas dos odontoblastos, os quais formaram a dentina e, agora, a
mantém. Os corpos celulares dos odontoblastos alinham-se ao longo da face
interna da dentina, em contato com uma camada da pré-dentina, formando,
também, o limite periférico da polpa dentaria. Esta é o tecido conjuntivo mole que
ocupa a porcao central do dente (Ten Cate, 2008).

Pashley (1996) descreve a dentina como um composto bioldgico constituido
de particulas de cristais de apatita numa matriz de colageno. Outros autores
afirmam ser um complexo de estrutura bioldgica que forma um composto
reforcado por fibras continuas; a matriz, formada pela dentina intertubular; e os
[bmens tubulares associados a dentina intratubular, formando a fibra cilindrica
reforgada (Kinney et al., 2003).

A dentina € composta quimicamente, em peso, aproximadamente de 70%
de material inorganico, 20% de material organico e 10% de agua (adsorvida na
superficie do mineral ou nos intersticios entre os cristais), e 45%, 33% e 22%,
respectivamente, por volume (Goldberg et al., 1995; Ten Cate, 2008).

Existem trés tipos de dentina, a primaria, secundaria e a terciéria. A dentina
primaria € secretada durante o desenvolvimento do dente humano até a completa
formacao da raiz, e engloba a dentina circumpulpar. A dentina primaria apresenta
uma estrutura tubular regular, e é secretada numa taxa diaria de 4 um/dia. A
dentina secundaria € secretada apds a completa formacéao da raiz, e se apresenta
menos tubular, mas com caracteristicas morfoldégicas semelhantes a dentina
primaria (Smith et al., 1995).



A formacgdo da dentina terciaria esta localizada na interface dentina-polpa
na area correspondente ao sitio afetado. E secretada em reagdo a varios
estimulos, tais como atricdo, caries ou um procedimento restaurador do dente,
aumentando, portanto, a barreira entre a injuria e as células da polpa. A alteracédo
patol6gica mais comum da dentina € a cérie dental, e pode ocorrer tanto dentro da
estrutura dentinaria quanto no seu aspecto pulpar. A polpa responde ao processo
carioso através da completa obliteragdo do lumen dos tubulos dentinérios, ou pela
diminuicdo do diametro do tubulo para reduzir a permeabilidade das bactérias e
seus produtos téxicos para a polpa (Perdigao, 2010).

As células formadoras da dentina terciaria podem estar alinhadas na sua
superficie ou incluidas na dentina. A dentina terciaria € subclassificada em
reacional ou reparativa: a primeira, depositada por odontoblastos preexistentes
que sobreviveram a uma injuria branda, e geralmente apresentam continuidade
tubular com a dentina secundaria; e a ultima, por células recém-diferenciadas
semelhantes a odontoblastos que estdo substituindo os odontoblastos primarios
que foram afetados por agressdes externas severas, e nao possuem continuidade
tubular com a matriz dentinaria secundaria (Graham et al., 2006; Ten Cate, 2008;
Perdigao, 2010).

2.2. TUBULOS DENTINARIOS

Os tubulos sdo uma distinta e importante caracteristica da dentina, e
representam os percursos dos odontoblastos a partir da juncao esmalte-dentina
(JED) ou cemento a cdmara pulpar. Os tubulos convergem para a camara pulpar,
e a densidade e orientacdo variam a depender da localizagdo. Observa-se uma
menor quantidade de tubulos na JED, e maior na superficie da pré-dentina, na
juncdo com a camara pulpar, onde estao os corpos celulares dos odontoblastos.
Menores densidades dos tubulos também sao verificadas na raiz. O conteudo dos
tubulos incluem processos de odontoblastos, em sua totalidade ou parte do seu



curso, e de fluido. A extensdo do processo dos odontoblastos ainda € incerto, mas
a evidéncia é que se estenda até a JED (Marshall et al., 1997).

A formagéo da dentina intratubular € essencial para defesa da polpa contra
invasdo bacteriana, pois reduz a permeabilidade dentinaria, além de ser uma
caracteristica dos tubulos dentinarios da regido de cuspide, que contém processos
odontoblasticos e largas fibrilas de colageno (Hawkinson & Eisenmann, 1983;
Magne et al., 2002). Proteinas de matriz extracelular de dentina (ECMs) s&o
sintetizadas na zona supranuclear dos odontoblastos e secretadas principalmente
na regido de pré-dentina, e parcialmente transportadas por meio dos processos
odontoblasticos para dentro dos tdbulos dentinarios para formar a dentina
intratubular (Sasaki & Garant, 1996).

Estudos anteriores (Thomas, 1979; Thomas & Carella, 1983) com
microscépio eletrénico de varredura relataram que fibrilas de colageno ocupavam
0 espaco entre o processo odontoblastico e a parede do tubulo, sem, no entanto,
mencionar sua extenséo e distribuicao. Hoje, sabe-se, que nos dentes humanos, o
colageno intratubular se apresenta em maior quantidade nos tubulos da dentina
mais interna. Realmente, um numero significativo de tubulos é quase totalmente
preenchido com colageno, o que pode impedir a presenca de um processo
odontoblastico e fundamentar a idéia de que a extensao deste processo € variavel.
(Dai et al., 1991).

O lumen dos tubulos é revestido pela dentina intratubular, altamente
mineralizada, contendo principalmente cristais de apatita e pouca matriz organica.
Os tubulos sdo separados pela dentina intertubular, composta por uma matriz de
colageno tipo | reforcado com cristais de apatita (Ten Cate, 2008). Estima-se que
a area e diametro dos tubulos variam cerca de 22% e 2,5 um préximo a polpa, e
1% e 0,8 um na JED. A area da matriz intertubular varia de 12% na pré-dentina, a
96% proéximo a JED; enquanto que a dentina intratubular de 60% na pré-dentina, a
3% na JED (Pashley, 1989).



2.3. COLAGENO

O colageno tipo | corresponde a 90% das proteinas extracelulares da matriz
dentinaria (Sasaki & Garant, 1996) e pulpar (Ten Cate, 2008). Essas proteinas sao
secretadas pelos fibroblastos e por uma grande variedade de outros tipos
celulares. Sao as proteinas mais abundantes nos mamiferos, constituindo 25% da
massa protéica total desses animais. Os colagenos séo proteinas fibrosas e sua
principal caracteristica é a estrutura rigida de sua fita tripla helicoidal, na qual trés
cadeias polipeptidicas individuais de colageno, denominadas cadeia q, s&o
enroladas umas nas outras. Sua estrutura é rica em prolina, que estabiliza a
conformacado da hélice em cada cadeia a, e glicina, que permite as trés hélices de
cadeia a se agruparem firmemente (Alberts et al., 2004).

As cadeias a sao sintetizadas pelos ribossomos ligados a membrana e
liberados no Ilumen do reticulo endoplasmatico como precursores maiores,
denominados pro-cadeia a. Estes precursores apresentam aminoacidos
adicionais, os propeptideos, nas extremidades N e C terminal. Cada pro-cadeia a
combina-se com outras duas para formar uma molécula helicoidal de trés fitas
ligadas por pontes de hidrogénio, chamada procolageno (Alberts et al., 2004).

Vesiculas secretoras se fundem com a membrana plasmatica, formando
bolsas, onde os procolagenos séo liberados. E € nesse meio extracelular que as
enzimas proteoliticas removem os propeptideos das moléculas de procolageno,
convertendo-as em colageno. Essas moléculas hidrofébicas tendem a se reunir
formando fibrilas de colageno (Alberts et al,, 2004). A formagdo e secrecao da
molécula de colageno leva em torno de 35 a 60 minutos (Junqueira & Carneiro,
2008).

A analise da birrefringéncia do colageno através da microscopia de
polarizagdo permite uma mensuragdo acurada, interpretagdo e validagdo da
ordem de organizacdo de tais estruturas (Vidal, 2003). A analise quantitativa da
birrefringéncia, denominada retardo O6ptico, constitui-se, desta forma, em um

método Util para investigar a orientacdo macromolecular e a organizacao de fibras



colagenas. Valores elevados do retardo 6ptico implicam em uma estrutura de forte
birrefringéncia, ou seja, elevada organizacdo estrutural do colageno; e valores
baixos do retardo éptico significam baixa birrefringéncia, ou seja, desorganizagéao
estrutural do colageno (Wolman & Kasten, 1986, Vidal & Mello, 1987).

A birrefringéncia é a anisotropia éptica devido a diferenca de indices de
refracdo do objeto, o que significa uma propagacdo da luz com velocidade e
direcdo diferentes. Ou seja, um corpo birrefringente tem dois indices de refracdo
diferentes, e consequentemente duas dire¢des diferentes de propagacao que séo
perpendiculares entre si. Quando a luz polarizada entra no corpo birrefringente
propaga-se em dois caminhos Opticos diferentes, na direcdo do raio ordinario
(obedece as leis da refragdo) e na direcdo do raio extraordinario (ndo segue as
leis da refragédo), que sdo perpendiculares entre si. A luz polarizada sai do objeto
em duas frentes de onda. Essas duas frentes apresentam uma diferenca de fase,
e consequentemente a diferenca de caminho éptico ou retardo 6ptico. Entédo, o
brilho exibido pelo objeto birrefringente é devido a diferenga de caminho 6ptico, ou
retardo Optico. As consequéncias dessa diferenca de fase serdo as diferentes
cores de interferéncia que o brilho da birrefringéncia apresentara. O corpo
birrefringente colocado entre polarizadores deverd exibir um méaximo de brilho
quando um dos seus eixos de propagacao € colocado a 45 graus dos dois
polarizadores (Vidal & Mello, 1987).

A teoria e tratamento matematico da birrefringéncia do colageno sao
baseados em estudos realizados com cortes de tecidos, e pode ser de dois tipos,
intrinseca e de forma textual. A birrefringéncia intrinseca é determinada pela forca
de orientacéo e oscilagdo das transi¢oes eletrénicas da molécula que compdem a
fibrila ou filamentos. Em contraste, a birrefringéncia textual depende da geometria
da molécula, por exemplo, o colageno, e varia de acordo com a fragdo do volume
das moléculas de colageno (Vidal, 2003).

Uma forma de implementar a analise dos feixes de colageno atraves da
microscopia de polarizacdo é fazendo-se uso de corantes de tecidos conjuntivos.
Foi observado que a combinacdo do Sirius Red F3BA com o &cido picrico,



comumente chamado picrosirius, aumentava a birrefringéncia das fibras colagenas
quando estudadas sob microscopia de polarizacao (Constantine & Mowry, 1968).

As moléculas de colageno sédo ricas em aminoacidos basicos, assim
reagem fortemente com &acidos. Sirius Red, um &cido forte, € uma molécula de
corante alongada que reage com o colageno e promove um aumento da sua
birrefringéncia normal devido ao fato de que as moléculas do corante ficam
alinhadas em paralelo com o longo eixo de cada molécula de colageno (Junqueira
etal., 1979).

O colageno sendo o principal componente organico da dentina e do tecido
pulpar, modificagbes em sua birrefringéncia sugerem uma alteragdo ou
desorganizacgao das fibrilas de colageno frente a uma agressao externa (Ten Cate,
2008).

Além da analise da birrefringéncia do colageno através da microscopia de
polarizagao, utilizando-se a coloragdo com picrosirius, 0 colageno secretado pode
ser quantificado através do Ensaio de Imunoabsorbancia Ligado a Enzima
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), onde sdo utilizados anticorpos,
proteinas que apresentam especificidade a um sitio de ligacdo, permitindo o
reconhecimento de uma molécula alvo especifica (ou antigeno) (Alberts et al.,
2004), nesse caso, o colageno tipo .

2.4. CELULAS PULPARES

Os fibroblastos sao as células mais numerosas na polpa, particularmente na
porcao coronaria, onde formam a zona rica em células. A funcéo dos fibroblastos
na polpa é formar e manter a matriz pulpar, que consiste em colageno e
substancia fundamental. Estdo presentes ainda no tecido pulpar, as células
ectomesenquimais indiferenciadas, que constituem um reservatério do qual se
derivam as células do tecido conjuntivo da polpa. De acordo com o estimulo, tais
células podem originar odontoblastos e fibroblastos, sendo encontradas por toda a
area rica em células, assim como na regiao central da polpa (Ten Cate, 2008).



As células mais caracteristicas da polpa dentaria sdo os odontoblastos, os
responsaveis pela producdo da matriz de colageno da dentina. O tempo de vida
destas células, geralmente, € o mesmo do dente vidvel, pois sdo células terminais,
e uma vez diferenciadas ndo podem sofrer mais divisdo celular. No entanto,
quando o tecido pulpar € exposto, o reparo pode ocorrer pela formacédo de uma
nova dentina, chamada terciaria, seja por odontoblastos que sobreviveram a
injuria ou por células que se diferenciaram em células semelhantes aos
odontoblastos e que comegaram a secretar a nova dentina (Ten Cate, 2008).

A capacidade das células pulpares de resistir e reparar injurias sao
fundamentais na manutencédo da integridade e homeostasia do 6rgao dental. A
mais comum e conhecida caracteristica do reparo pulpar é a formagao da dentina
terciaria, que pode ser distinguida em reacional ou reparativa (Tziafas et al., 2000).

E importante no processo de reparacdo dental compreender os sinais que
desencadeiam diversas linhagens celulares da polpa a proliferar, migrar e, em
seguida, formar uma nova matriz rica em colageno. Fatores de crescimento
presentes no local da lesdo podem atuar como fatores quimiotaticos de células da
polpa. TGF-B (Fator de Transformagdo de Crescimento), BMPs (Proteinas
Morfogenéticas do Osso), FGF (fatores de crescimento de fibroblastos) e IGFs
(Fatores de Crescimento de Insulina) sdo secretados por odontoblastos funcionais
e fibroblastos da polpa, e sdo capturados na matriz dentinaria, servindo como um
reservatério de fatores de crescimento (Ruch et al.,, 1995). Apéds injurias, essas
moléculas sdo liberadas da dentina para estimularem o processo de reparo
(Tziafas et al., 2000).

TGF-B é importante na dentinogénese, no processo de reparo e na
mineralizacdo da dentina (Tjaderhane et al., 2001). Em polpas saudaveis, TGF- é
secretado por odontoblastos e fibroblastos, e tem sua expressao aumentada na
pulpite irreversivel (Piattelli et al., 2004). Martelli-Junior et al. (2003) e Magloire et
al. (2001) tém sugerido que TGF-B1 aumentam a sintese de colageno tipo | e
podem reduzir atividades proteoliticas. E sabe-se que o padrdo de sintese do
colageno pelos odontoblastos é semelhante ao dos fibroblastos (Ten Cate, 2008).
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Também foram observadas jun¢des do tipo gap entre odontoblastos e fibroblastos
da polpa (Sasaki et al., 1982).

Em paralelo, pulpite irreversivel também esta relacionada com o aumento
do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Pezelj-Ribaric et al., 2002; Kokkas et al.,
2007). Pan & Halper (2003) relataram um aumento na expressao génica de mRNA
de procolageno tipo | quando os fibroblastos foram estimulados com TGF-B1, e
reducao da expressao génica de mRNA de procolageno tipo | quando estimulados
com TNF-a. Acredita-se que TNF-a estimule, em conjunto com outras citocinas, as
células humanas da polpa a sintetizar e secretar enzimas proteoliticas que
destroem a matriz extracelular (Ueda & Matsushima, 2001).

As células pulpares, fibroblastos e odontoblastos, participam ativamente
durante o processo inflamatério provocado pela invasdo bacteriana. Fibroblastos
possuem um papel importante na patogénese da inflamacao pulpar, produzindo
citocinas pro-inflamatérias em resposta a estimulacdo bacteriana (Coil et al.,
2004). E os odontoblastos, com seus processos celulares se estendendo dentro
dos tubulos dentinarios, sdo os primeiros a encontrar as bactérias e/ou seus
subprodutos (Hahn & Liewehr, 2007) e representam a primeira linha de defesa do
hospedeiro (Farges et al., 2009).

2.5. STREPTOCOCCUS MUTANS

Uma das doencas bucais que reflete falha no equilibrio da microbiota bucal
€ a carie, que em sua progressao desencadeia a destruicdo de tecidos
mineralizados dos dentes. Os estreptococos do grupo mutans sao geralmente
considerados os principais agentes etiologicos da carie dental (Loesche, 1986).

Beg et al. (2002) demonstraram que S. mutans se ligam ao colageno,
fibronectina e fibrinogénio, e que a proteina de superficie do S. mutans que
permite essa interacdo é a proteina I/ll. Da mesma forma, foi observado que S.
mutans invade a periferia das fibrilas de colageno e provoca a sua ruptura.

Também foi relatado que o S. mutans tem atividade colagenolitica na presenca de
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um peptideo sintético similar ao colageno (Jackson et al., 1997). Switalski et al.,
(1993) sugere que o coldgeno media a adesdo do S. mutans a dentina, e que esta

interacao tem um papel importante na patogénese da cérie.

2.6. PORPHYROMONAS GINGIVALIS

A microbiota oral € composta por mais de 500 espécies de bactérias,
entretanto, um numero limitado delas sdo capazes de colonizar o sistema de
canais radiculares (Gomes et al.,, 2004). Estes microorganismos invasores e/ou
seus produtos no interior dos canais radiculares ativam o sistema de defesa do
organismo e provocam uma resposta inflamatéria no tecido pulpar (Stashenko et
al., 1998).

Estudos contemporéneos sobre a patogénese da periodontite apical
mostram que as infecgdes primarias sao de carater polimicrobiano e predominam
bactérias anaerdbias Gram-negativas (Gomes et al., 2004). As espécies
usualmente isoladas sdo as do (género Fusobacterium, Prevotella,
Porphyromonas, Eubacterium, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Actinomyces e Streptococcus (Jacinto et al., 2003).

Porphyromonas gingivalis € um Gram-negativo, anaerébio estrito e produtor
de pigmento negro (Shah & Collins, 1988) que esta presente na cavidade oral de
humanos, sendo conhecido como um importante patdégeno periodontal (Van
Winkelhoff et al., 1988), pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
sistémicas como a aterosclerose (Chun et al., 2005), e sdo comumente isolados
nas infecgdes primarias dos canais radiculares (Gomes et al., 2004). Jacinto et al.
(2006) mostraram em seu estudo que estas bactérias foram relacionadas aos
casos sintomaticos, presenca de exsudado purulento e dor a palpagdo. Gomes et
al. (2007) encontrou correlacao estatisticamente significativa entre P. gingivalis e
inchago, mobilidade e radioluscéncia periapical.

Estas bactérias possuem diversos fatores de viruléncia, tais como a

presenca de fimbria, haemagglutinin, cdapsula, lipopolisacarideo (LPS),
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membranas externas vesiculares (outer membrane vesicles) e atividades
enzimaticas hidroliticas capazes de perturbar o0 mecanismo de defesa do
hospedeiro, bem como iniciar a destruicdo tecidual. Pathirana et al. (2008)
mostraram que P. gingivalis foi capaz de se ligar a fibroblastos MRC-5, e que
proteinases especificas e adesinas possam estar envolvidas nesse processo,
somado a presenca de fimbrias (Inaba et al., 2008). A literatura também relata a
capacidade dessa bactéria de invadir e se replicar dentro de fibroblastos (Dogan et
al., 2000).

Sugerindo, assim, que seja uma das espécies mais patogénicas
identificadas na cavidade oral (Mayrand & Holt, 1988). Esses e outros fatores de
viruléncia permitem P. gingivalis colonizar e invadir tecidos do hospedeiro (Lamont
& Jenkinson, 1998).

P. gingivalis estd relacionado com a liberagcdo e ativagdo de
metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos do periodonto, degradacao
de fibrilas de colageno tipo |, e aumento da expresséao e ativacao de certas MMPs
das células do hospedeiro (Chang et al., 2002, Zhou & Windsor, 2006). Odell et al.
(1999) apresentaram em seu estudo, através de analise por PCR, a presenca do
gene prtC para colagenase em P. gingivalis ATCC 33277 e em 16 espécies
isoladas clinicamente de infec¢cdes endodénticas. Zhou & Windsor (2006) também
relataram a degradacdo do inibidor de MMPs (TIMP-1) purificada in vitro na
presenca do P. gingivalis.

2.7. ENTEROCOCCUS FAECALIS

As infecgbes secunddrias sao causadas por microorganismos que
conseguiram entrar nos sistema de canais radiculares depois da intervencéao
profissional ou como resultado da infiltragdo coronaria ou da obtura¢do dos canais
(Sakamoto et al., 2008). As bactérias mais identificadas nestes casos sado os
Enterococcus faecalis (Gomes et al., 2006). Estes sdo anaerdbios facultativos,
Gram-positivos que também habitam os tratos gastrointestinal, geniturinario
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(Murray, 1990), a cavidade oral em lesbes na mucosa de pacientes
imunocomprometidos (Wahlin & Holm, 1988) e o periodonto (Rams et al., 1992).
Das espécies de enterococus associadas com a colonizagdo e infecgcdo em
humanos, E. faecalis € o mais comum (Murray, 1990).

Enterococus constituem uma pequena porcentagem das espécies isoladas
dos canais radiculares de dentes com polpas necrosadas (Sundqvist, 1992). Em
contraste, eles sdo as espécies mais identificadas em canais radiculares com falha
no tratamento endoddéntico (Gomes et al, 2006). Estes microorganismos
possuem fatores de viruléncia que os tornam capazes de resistir a medicacao
intracanal, invadir tibulos dentinarios (Haapasalo & Orstavik, 1987) e permanecer
por tempo prolongado a restricdo de nutrientes (Figdor et al., 2003).

Os mecanismos de viruléncia dos E. faecalis mais citados sdo substancia
de agregacao (AS), adesinas de superficie, sex pheromones, acido lipoteicdico
(LTA), produgédo extracelular de superdxido, enzimas gelatinase e hialuronidase, e
a toxina cytolysin (Kayaoglu & Qrstavik, 2004).

Hubble et al. (2003) avaliaram a adesao a raiz radicular de quatro espécies
de E. faecalis: uma selvagem e trés mutantes com deficiéncia de protease serina,
gelatinase e proteina de ligacéo ao colageno (Ace). Assim objetivaram avaliar qual
a influencia desses fatores de viruléncia na ligagdo do E. faecalis ao colageno da
dentina. Puderam observar que a aderéncia da espécie selvagem foi superior as
demais. Os autores também relataram que protease serina e Ace auxiliaram na

adesao bactéria-colageno, enquanto que o papel da gelatinase ainda é incerto.
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi:

- Avaliar se as bactérias Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e
Porphyromonas gingivalis promovem uma alteragdo na secrec¢ao de colageno tipo
| por fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23 em cultura celular.

- Verificar se essa alteracdo € dependente do contato direto entre
bactérias/células, ou estimulada apenas pelos subprodutos produzidos por essas
bactérias.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura de células

As células utilizadas neste estudo foram de linhagem imortalizada,
fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23. Estas células foram cultivadas em
meio Dulbecco’s modified Eagle’s médium — DMEM (GIBCO) com 10% soro fetal
bovino (FBS) (GIBCO), a 37°C em estufa de 5% CO..

4.2. Cultura bacteriana

- Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Streptococcus mutans (VA159) foram
cultivados em placas de Brain Heart Infusion (BHI) agar contendo 5% de sangue
de carneiro desfibrinado, incubadas aerobicamente a 37°C, por 48 horas.

- Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) foi cultivado em Fastidious Anaerobe
Agar (FAA) agar-sangue contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado,
acrescidos de hemina (5 mg/L) e vitamina K1 (1 mg/L), incubados
anaerobicamente a 37°C, por 7 dias.

4.3. Contato direto e indireto entre células e bactérias

Ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e
redistribuidas 3.10° células em cada poco da placa de 6 pocos, a contagem foi
realizada em camara de Neubauer. Apds 48 horas, o meio de cultura foi removido,
as células lavadas com PBS 1% e acrescido 1 mL de DMEM suplementado com
10% de FBS. Em seguida, o ensaio de contaminacéao foi realizado pela adicao de
200 pL de solugdo de DMEM suplementado com 10% FBS contendo 300.000
bactérias em cada pocgo. A metodologia empregada para contagem de bactérias
foi baseada no estudo de Tyrrel et al. (2002).
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Para a infeccdo no contato direto, o meio contaminado foi adicionado
diretamente sobre as células, ja no contato indireto foi adicionado dentro de um
filtro, inserts com 0,4 um (Becton Dickinson - BD) (figura 01), que permite apenas
a passagem dos subprotudos das bactérias. Com esse dispositivo, ndo havera o

contato direto entre células e bactérias.

Figura 01 - llustragao de um insert

A distribuicao das placas se deu da seguinte forma:
- 3 placas de cultura controle dos odontoblastos MDPC-23;
- Em uma placa de 6 pocos: 3 pocos com odontoblastos e S. mutans por contato
direto, os trés pocos restantes, com as mesmas células, mas por contato indireto
através dos inserts;
- Em uma segunda placa de 6 pogos: 3 po¢os com odontoblastos e P. gingivalis
por contato direto, os trés pocos restantes, com as mesmas células, mas por
contato indireto através dos inserts;
- Em uma terceira placa de 6 pocos: 3 po¢os com odontoblastos e E. faecalis por
contato direto, os trés pogos restantes, com as mesmas células, mas por contato
indireto através dos inserts;
- 3 placas de cultura controle dos fibroblastos 3T3;
- Em uma quarta placa de 6 pogos: 3 pogos com fibroblastos e S. mutans por
contato direto, os trés pogos restantes, com as mesmas células, mas por contato

indireto através dos inserts;
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- Em uma quinta placa de 6 pogos: 3 pogos com fibroblastos e P. gingivalis por
contato direto, os trés pocos restantes, com as mesmas células, mas por contato
indireto através dos inserts;
- Em uma sexta placa de 6 pocos: 3 pogcos com fibroblastos e E. faecalis por
contato direto, os trés pocos restantes, com as mesmas células, mas por contato
indireto através dos inserts.

A distribuicdo acima foi realizada trés vezes, pois foram avaliados trés
periodos de tempo: 2, 4 e 8 horas de infecgdo. O controle foi a linhagem celular
sem a exposicao as bactérias, e também foram realizados nos trés periodos de
tempo avaliados. Cada ensaio foi feito em triplicata, incluindo o controle. O ensaio
de contaminacéo foi repetido duas vezes, uma para avaliacao pela ELISA e outra
para avaliacao pela microscopia de polarizagédo, para esta ultima, as células foram

cultivadas em cima de laminulas de vidro de 24x24 mm.
4.4. Processamento histolégico para microscopia de polarizacédo

Apbs o periodo de contaminagdo, o0 meio de cultura foi removido e as
células foram fixadas com Formol 10% por 24 horas. As laminulas foram lavadas
em agua destilada, e permaneceram no corante picrosirius por 1 hora.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com alcool absoluto, seguidas por
dois banhos de xilol. As laminulas foram montadas em laminas de vidro utilizando

balsamo do Canada.
4.5. Microscopia de polarizacao

Cada lamina corada com picrosirius foi analisada através do uso do
Microscopio Optico de Polarizacdo Leica DMLP (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Hesse, Germany). Para a realizagdo da mensuracéo do retardo 6ptico de
cada lamina foi acoplado o condensador Brace-Kéhler (Wild Leitz, Wetzlar, Hesse,
Germany). Foram mensurados, aleatoriamente, 10 pontos para se obter a média
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do retardo 6ptico de cada lamina; como o experimento foi realizado em triplicata,
foram avaliados 30 pontos para cada grupo.

Os valores indicados pelo condensador, dados em angulos, foram
posteriormente transformados em nanémetros (nm) por meio da férmula:
Y=52 x sen (2 x RT)
RT — valor do retardo éptico em angulos

Y — valor do retardo éptico em nanémetros

4.6. Ensaio de Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA).

A quantificacdo de colageno tipo | foi determinada pelo ELISA. Apéds o
periodo de infeccao, coletou-se o sobrenadante para analise pelo Mouse Type |
Collagen Detection Kit (n° 6012, Chondrex), seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. A absorbancia foi lida em 490 nm no microplate reader, e os valores
expressos em pg/mL.

A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA (Analysis of

Variance) e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Foram realizados dois controles onde as células foram cultivadas sem
qualquer tipo de contato com as bactérias. Num primeiro controle, as células foram
cultivadas em condicdo de aerobiose e usadas como parametro no ensaio de
contaminagcdo com S. mutans e E. faecalis; num segundo, as células foram
cultivadas em condicdo de anaerobiose e usadas como parametro no ensaio de
contaminagao com P. gingivalis.

Da mesma forma que na condicdo experimental, os controles foram
realizados nos trés periodos de tempo propostos: 2, 4 e 8 horas. Assim, nos
resultados, as médias das percentagens foram obtidas dividindo a condicao
experimental pelo seu respectivo controle, sendo este considerado como 100%;
acima de 100% representa o quanto se tem a mais de colageno que o controle,
abaixo desse, representa a quantidade de colageno inferior ao seu respectivo

controle.
5.1. Resultado da producéo de colageno pelos fibroblastos através do ELISA

Para testar a influéncia das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre a
producdo de colageno, foi aplicada a andlise de variancia, e observou-se que
apenas o fator tempo foi relevante (p<0,01) (Tabela 01). Posteriormente, foi
aplicado o teste de Tukey para avaliar o efeito do tempo na producéo de colageno
(Tabela 02).

Os resultados mostraram diferenga significativa entre as médias no periodo
de 8 e 2 horas. Houve um aumento de 23,15% de colageno em 8 horas, e redugéo
de 21,53% da secrecao de colageno em 2 horas.

E valido ressaltar que esta comparacdo das médias observadas nos
diferentes niveis do fator tempo é valida para todas as bactérias e formas de
contato estudadas ja que n&do foram detectadas intera¢des significativas.
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Tabela 01- Tabela da analise de variancia

dos fatores que influenciam a producao de

colageno pelos fibroblastos. Avaliagao pelo

ELISA.

Efeito Valor-p
Bactéria 0,1832
Contato 0,5850
Bactéria*contato 0,5232
Tempo 0,0004
Bactéria*tempo 0,1004
Contato*Tempo 0,3328
Bactéria*contato*tempo 0,6216

Tabela 02 - Média, desvio padrao, limites de confianca e teste de Tukey para a

comparacao das médias da producao de colageno pelos fibroblastos. Avaliacdo

pelo ELISA.
Teste de
Desvio Limite Limite Tukey
Tempo (h) | Média (%) padréao superior inferior (a=0,05)
8 123,151 10,077 143,081 103,221 A
4 102,122 32,496 118,282 85,963 A B
2 78,465 16,552 86,696 70,234 B

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de

5%
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5.2. Resultado da avaliacao do colageno dos fibroblastos através da microscopia
de polarizagao

Para testar a influéncia das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre o
retardo Optico, foi aplicada a anélise de variancia, e observou-se que apenas a
interacao entre bactéria e tipo de contato nao foi significativa (p>0,01) (Tabela 03).

Tabela 03 - Tabela da analise de variancia
dos fatores que influenciam a producao de
colageno pelos fibroblastos. Retardo éptico

mensurado através da Microscopia de

Polarizagéo.
Efeito Valor-p
Bactéria 0,0001
Contato 0,0006
Bactéria*contato 0,7527
Tempo 0,0001
Bactéria*tempo 0,0001
Contato*Tempo 0,0096
Bactéria*contato*tempo 0,0146

As interagbes significativas foram desdobradas, inicialmente pela
comparagédo dos efeitos do tempo dentro de cada nivel dos fatores bactéria e tipo
de contato (Tabela 04).

Para E. faecalis, tanto no contato direto quanto indireto, existe uma
diferenga significativa da média observada no tempo de 8h, sendo
significativamente menor que nos periodos de 2h e 4h. Este mesmo
comportamento foi observado para S. mutans, mas apenas no contato indireto.

Para P. gingivalis, em ambos os contatos direto e indireto, observou-se que
a média no periodo de 2h foi significativamente maior que no periodo de 4h. Nao
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foi possivel mensurar o retardo 6ptico no periodo de 8h, pois a contaminagcao com
essa bactéria por um periodo de tempo maior provocou morte celular, e
consequentemente as laminas ficaram parcial e/ou totalmente descoradas pelo
picrosirius.

Para S. mutans, apenas no contato direto, o periodo de 2h apresentou
média significativamente maior quando comparado aos periodos de 4h e 8h.
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Tabela 04 - Média, desvio padrdo, limites de confianca e teste de Tukey para a

comparacdo das médias do retardo Optico para os fibroblastos, mensurado pela

Microscopia de Polarizagédo, nos diferentes tempos estudados dentro dos niveis de tipo

de contato e bactéria.

Teste de
Tipode Tempo Meédia Desvio Limite Limite Tukey
Bactéria  contato (h) (%) padrdo superior inferior (a=0,05)
2 127,672 2,602 134,135 121,209 A
direto 4 123,565 7,816 142982 104,149 AB
E. faecalis 8 74576 5,930 89,307 59,844 E
2 127,990 8,745 149,715 106,265 A
indireto 4 132,884 4,694 144545 121224 A
8 84,873 6,223 100,331 69,415 DE
T 2 125,038 8,090 145,135 104,941 AB
ireto
4 92,512 4,215 102,982 82,041 CD
P. gingivalis
2 130,188 6,342 145,943 114,433 A
indireto
4 99,103 5,472 112,698 85,509 CD
2 127,486 5,002 139,913 115,059 A
direto 4 108,000 4,552 119,307 96,692 BC
8 95,578 2,810 102,558 88,597 CD
S. mutans
2 126,541 8,462 147,561 105,521 A
indireto 4 133,878 3,706 143,085 124,672 A
8 94,901 5,153 107,701 82,101 CD

*Médias com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes

Foram fixados os niveis bactéria e tempo para avaliar as diferencas entre

os tipos de contato, conforme descrito na Tabela 05. Pode-se observar que

apenas para o S. mutans, no periodo de 4h, o contato indireto foi significativo. Nas

demais bactérias, o tipo de contato nao parece ser relevante.
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Tabela 05 - Média, desvio padrdo, limites de confianca e teste de Tukey para a

comparagcdo das médias do retardo Optico para os fibroblastos, mensurado pela

Microscopia de Polarizacdo, nos diferentes contatos estudados dentro dos niveis tempo

e bactéria.
Teste de
Tempo Tipode Meédia Desvio Limite Limite Tukey
Bactéria (h) contato (%) padrédo superior inferior  (a=0,05)
. direto 127,672 2,602 134,135 121,209 A
indireto 127,990 8,745 149,715 106,265 A
direto 123,565 7,816 142,982 104,149 AB
E. faecalis 4
indireto 132,884 4,694 144,545 121,224 A
5 direto 74,576 5,930 89,307 59,844 E
indireto 84,873 6,223 100,331 69,415 DE
5 direto 125,088 8,090 145,135 104,941 AB
o indireto 130,188 6,342 145,943 114,433 A
P. gingivalis
N direto 92,512 4,215 102,982 82,041 CD
indireto 99,103 5,472 112,698 85,509 CD
. direto 127,486 5,002 139,913 115,059 A
indireto 126,541 8,462 147,561 105,521 A
direto 108,000 4,552 119,307 96,692 BC
S. mutans 4
indireto 133,878 3,706 143,085 124,672 A
. direto 95,578 2,810 102,558 88,597 CD
indireto 94,901 5,153 107,701 82,101 CD

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes

Para avaliar o efeito do tipo de bactéria no retardo éptico do colageno,

foram fixados os niveis tempo e contato conforme Tabela 06.
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Notou-se que nos periodos de 2h e 8h (neste, apenas para o contato
indireto), as médias do retardo Optico do colageno para o tipo de bactéria nao
mostrou ser significativo. No entanto, em 4 h, no contato direto, observa-se que o
retardo Optico € significativamente maior para E. faecalis que P. gingivalis; € no
contato indireto, o S. mutans também mostrou ser significativamente maior que P.
gingivalis.

Por fim, no contato direto no tempo de 8h, a média do retardo Optico na
presenca de S. mutans € significativamente maior que a de E. faecalis, apesar de

ambos apresentarem retardos 6pticos menores que 0s seus respectivos controles.
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Tabela 06 - Média, desvio padrao, limites de confianca e teste de Tukey para a
comparacao das médias do retardo éptico para os fibroblastos, mensurado pela

Microscopia de Polarizagdo, nas diferentes bactérias dentro dos niveis tempo e

contato.
Teste de
Tempo Tipo de Média Desvio Limite Limite Tukey
(h) contato  Bactéria (%) padrdo superior inferior  (a=0,05)
E. faecalis 127,672 2,602 134,135 121,209 A
direto  P. gingivalis 125,088 8,090 145,135 104,941 AB
S. mutans 127,486 5,002 139,913 115,059 A
. E. faecalis 127,990 8,745 149,715 106,265 A
indireto P. gingivalis 130,188 6,342 145,943 114,433 A
S. mutans 126,541 8,462 147,561 105,521 A
E. faecalis 123,565 7,816 142,982 104,149 AB
direto  P. gingivalis 92,512 4,215 102,982 82,041 CD
S. mutans 108,000 4,552 119,307 96,692 BC
4 E. faecalis 132,884 4,694 144545 121,224 A
indireto  P. gingivalis 99,103 5,472 112,698 85,509 CD
S. mutans 133,878 3,706 143,085 124,672 A
_ E. faecalis 74576 5,930 89,307 59,844 E
e S. mutans 95,578 2,810 102,558 88,597 CD
8 MR E. faecalis 84,873 6,223 100,331 69,415 DE

S. mutans 94,901 5,153 107,701 82,101 CD

*Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes

As imagens representativas da cultura de fibroblastos 3T3 corados com
picrosirius para avaliagdo em microscopia de polarizagdo estdo ilustradas nas
figuras 02, 03 e 04.
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Figura 02 - Imagens ilustrativas da cultura de fibroblastos 3T3 corados com picrosirius para avaliagao pela
microscopia de polarizagao. Aumento de 100X. A — controle em 2 horas. B — contato direto entre fibroblastos
e S. mutans em 2 horas. C — contato indireto entre fibroblastos e S. mutans em 2 horas. D — controle em 4
horas. E — contato direto entre fibroblastos e S. mutans em 4 horas. F — contato indireto entre fibroblastos e
S. mutans em 4 horas. G — controle em 8 horas. H — contato direto entre fibroblastos e S. mutans em 8
horas. | — contato indireto entre fibroblastos e S. mutans em 8 horas. As imagens no periodo de 2 horas,
principalmente no contato indireto, exibem um brilho mais acentuado quando comparadas as demais
imagens obtidas, mostrando maiores valores para o retardo 6ptico.
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Figura 03 - Imagens ilustrativas da cultura de fibroblastos 3T3 corados com picrosirius para avaliagao pela
microscopia de polarizagao. Aumento de 100X. A — controle em 2 horas. B — contato direto entre fibroblastos
e E. faecalis em 2 horas. C — contato indireto entre fibroblastos e E. faecalis em 2 horas. D — controle em 4
horas. E — contato direto entre fibroblastos e E. faecalis em 4 horas. F — contato indireto entre fibroblastos e
E. faecalis em 4 horas. G — controle em 8 horas. H — contato direto entre fibroblastos e E. faecalis em 8
horas. | — contato indireto entre fibroblastos e E. faecalis em 8 horas. As imagens obtidas no periodo de 2
horas exibem um brilho mais acentuado quando comparadas as demais imagens obtidas. As células
contaminadas pelo E. faecalis apresentaram os maiores valores para o retardo 6ptico do colageno quando
comparadas as demais bactérias.

29



.
.
—/—— ——

Figura 04 - Imagens ilustrativas da cultura de fibroblastos 3T3 corados com picrosirius para avaliagado pela
microscopia de polarizacao. Aumento de 100X. A — controle em anaerobiose 2 horas. B — contato direto
entre fibroblastos e P. gingivalis em 2 horas. C — contato indireto entre fibroblastos e P. gingivalis em 2
horas. D — controle em anaerobiose em 4 horas. E — contato direto entre fibroblastos e P. gingivalis em 4
horas. F — contato indireto entre fibroblastos e P. gingivalis em 4 horas. G — controle em anaerobiose 8
horas. Pode ser observado um brilho mais acentuado no periodo de 2 horas, enquanto que em 4 horas ha
uma significativa reducéo. Nota-se que mesmo em condicdo de anaerobiose, os controles permanecem
semelhantes as células cultivadas em condigbes normais. As células contaminadas com P. gingivalis
apresentaram os menores valores do retardo éptico do colageno quando comparadas as demais bactérias.
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5.3. Resultado da producéao de colageno pelos odontoblastos através do ELISA

Para testar a influéncia das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre a
producdo de colageno, foi aplicada a analise de variancia, e observou-se que

apenas o fator tempo foi relevante (p<0,01) (Tabela 07).

Tabela 07 - Tabela da analise de variancia
dos fatores que influenciam a producao de
colageno pelos odontoblastos. Avaliagcao pelo

ELISA.

Efeito Valor-p
Bactéria 0,3006
Contato 0,5553
Bactéria*contato 0,6022
Tempo 0,0146
Bactéria*tempo 0,1726
Contato*Tempo 0,8252
Bactéria*contato*tempo 0,4075

Posteriormente, foi aplicado o teste de Tukey para avaliar o efeito do tempo

na producéao de colageno (Tabela 08).
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Tabela 08 - Média, desvio padréo, limites de confiangca e teste de Tukey para a

comparacao das médias da producao de colageno pelos odontoblastos. Avaliagao

pelo ELISA.
Teste de
Desvio Limite Limite Tukey
Tempo (h) | Média (%) padrao superior inferior (a=0,05)
2 242,438 264,824 374,132 110,744 A B
4 389,899 448,498 612,932 166,866 A
8 113,614 50,603 138,778 88,449 B

*Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

Pode ser observado que ha um aumento de aproximadamente 290% da
producgéo de colageno em 4 horas quando comparado ao periodo de 8 horas, que
é de apenas 13,61%.

E valido ressaltar que esta comparacdo das médias observadas nos
diferentes niveis do fator tempo € vdlida para todas as bactérias e formas de

contato estudadas ja que ndo foram detectadas interagdes significativas.

5.4. Resultado da avaliacdo do colageno dos odontoblastos através da

microscopia de polarizagéo
Para testar a influéncia das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre o

retardo Optico, foi aplicada a andlise de variancia, e observou-se que apenas a

variavel tipo de contato ndo mostrou ser relevante (Tabela 09).
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Tabela 09 - Tabela da anélise de variancia
dos fatores que influenciam a producao de
colageno pelos odontoblastos. Retardo éptico
mensurado através da Microscopia de

Polarizacéo.
Efeito Valor-p
Bactéria 0,0001
Contato 0,8211
Bactéria*contato 0,0122
Tempo 0,0001
Bactéria*tempo 0,0008
Contato*Tempo 0,0039
Bactéria*contato*tempo 0,0026

Assim como nos fibroblastos, houve a necessidade do desdobramento das
interacdes triplas para comparacao das médias. A avaliacdo do efeito do tempo
dentro dos niveis contato e bactéria é apresentada na tabela 10.
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Tabela 10 - Média, desvio padrao, limites de confianca e teste de Tukey para a
comparacdo das médias do retardo Optico para os odontoblastos, mensurado pela
Microscopia de Polarizagéo, nos diferentes tempos estudados dentro dos niveis de tipo de
contato e bactéria.

Teste de
Tipode Tempo  Média Desvio Limite Limite Tukey
Bactéria  contato (h) (%) padrdo superior inferior (a=0,05)
2 122,970 3,370 131,342 114,597 BC DE
direto 4 183,277 22,597 239,411 127,143 A
E. faecalis 8 88,040 6,553 104,319 71,761 FG
2 128,988 2,409 134,974 123,003 BC
indireto 4 116,941 15515 155481 78,400 BC DEF
8 92,654 5,610 106,589 78,718 EFG
T 2 119,371 2,348 125,203 113,538 BC DE
ireto
4 96,562 5,265 109,643 83,482 DEFG
P. gingivalis
2 116,815 1,071 119,476 114,154 BC DEF
indireto
4 97,905 1,693 102,112 93,698 C DEF G
2 121,878 1,312 125,136 118,620 BC DE
direto 4 127,857 13,509 161,415 94,299 BC D
8 81,264 4,770 93,113 69,415 G
S. mutans
2 127,670 2,683 134,335 121,005 BC D
indireto 4 131,262 16,891 173,223 89,301 B

8 92,762 9,478 116,306 69,217 EFG

*Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes

Em relagcdo ao efeito do tempo para E. faecalis observa-se dois
comportamentos distintos; no contato direto houve diferenca significativa entre os
trés periodos estudados, sendo a maior média observada em 4 horas, seguida
pelos tempos de 2 h e 8h, neste ultimo, a média do retardo éptico foi inferior ao
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seu respectivo controle. Ja no contato indireto, verifica-se diferenca estatistica
apenas entre os periodos de 2 horas, com maior média para o retardo 6ptico,
quando comparado com 8 horas, média inferior ao controle.

O efeito do tempo ndo mostrou ser relevante para P. gingivalis. A analise
dos dados para S. mutans mostrou que, independente dos contatos, a média do
retardo Optico € significativamente menor no tempo 8h em relagdo as médias
observadas nos tempos 2 e 4 horas, ndo havendo indicios de diferengas entre
estes dois tempos.

O efeito do contato foi avaliado fixando-se o0s niveis tempo e bactéria
(Tabela 11). Os dados evidenciaram apenas a existéncia de diferencas
significativas entre as médias dos tipos de contato direto e indireto para E.
faecalis, em 4 horas; a média do retardo 6ptico se apresentou 83,27% maior que o
controle no contato direto, enquanto que no contato indireto a média é somente

16,94% maior que o controle.
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Tabela 11 - Meédia, desvio padrdo, limites de confianga e teste de Tukey para a

comparacdo das médias do retardo Optico para os odontoblastos, mensurado pela

Microscopia de Polarizag&o, nos diferentes contatos dentro dos niveis tempo e bactéria.

Tempo Tipode Média Desvio Limite Limite Teste de Tukey
Bactéria (h)  contato (%) padrdao superior inferior (a=0,05)
5 direto 122,970 3,370 131,342 114,597 BC DE
indireto 128,988 2,409 134,974 123,003 BC
direto 183,277 22,597 239,411 127,143 A
E. faecalis 4
indireto 116,941 15,515 155,481 78,400 BC DEF
. direto 88,040 6,553 104,319 71,761 FG
indireto 92,654 5,610 106,589 78,718 EFG
. direto 119,371 2,348 125,203 113,538 BC DE
indireto 116,815 1,071 119,476 114,154 BC DEF
P. gingivalis
N direto 96,562 5,265 109,643 83,482 DEFG
indireto 97,905 1,693 102,112 93,698 C DEF G
. direto 121,878 1,312 125,136 118,620 BC DE
indireto 127,670 2,683 134,335 121,005 BC D
direto 127,857 13,509 161,415 94299 BC D
S. mutans 4
indireto 131,262 16,891 173,223 89,301 B
5 direto 81,264 4,770 93,113 69,415 G
indireto 92,762 9,478 116,306 69,217 EFG

*Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes
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Para a analise do efeito da bactéria, foram fixados os niveis tempo e
contato (Tabela 12).

Tabela 12 - Média, desvio padrao, limites de confianga e teste de Tukey para a
comparacdo das médias do retardo Optico para os odontoblastos, mensurado pela
Microscopia de Polarizagao, nas diferentes bactérias dentro dos niveis tempo e contato.

Tempo Tipo de Média Desvio Limite Limite Teste de Tukey
(h) contato  Bactéria (%) padrdo superior inferior (a=0,05)
E. faecalis 122,970 3,370 131,342 114,597 BC DE
direto  P.gingivalis 119,371 2,348 125,203 113,538 BC DE
S. mutans 121,878 1,312 125,136 118,620 BC DE

. E. faecalis 128,988 2,409 134,974 123,008 BC
indireto P. gingivalis 116,815 1,071 119,476 114,154 BC DEF
S. mutans 127,670 2,683 134,335 121,005 BC D
E. faecalis 183,277 22,597 239,411 127,143 A
direto  P. gingivalis 96,562 5,265 109,643 83,482 DEFG
S. mutans 127,857 13,509 161,415 94,299 BC D
4 E. faecalis 116,941 15515 155481 78,400 BC DEF
indireto  P. gingivalis 97,905 1,693 102,112 93,698 C DEF G
S. mutans 131,262 16,891 173,223 89,301 B
. E. faecalis 88,040 6,553 104,319 71,761 FG
e S. mutans 81,264 4,770 93,113 69,415 G
8 . E. faecalis 92,654 5,610 106,589 78,718 EFG
i S. mutans 92,762 9,478 116,306 69,217 EFG

*Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes

Nos tempos 2 e 8 horas nado foram observadas diferencas entre as médias
do retardo 6ptico, mostrando que o efeito do tipo de bactéria nao foi relevante.
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No entanto, em 4 horas, sdo observados comportamentos distintos a
depender do tipo de contato. Para o contato direto, as amostras contaminadas
com E. faecalis apresentaram a média do retardo Optico significativamente maior
que seu controle quando comparada as média obtidas para S. mutans e P.
gingivalis, respectivamente. Sendo esta Ultima bactéria com valor inferior ao seu
controle. No contato indireto, somente foram detectadas diferencas significativas
entre S. mutans e P. gingivalis, a primeira com a média do retardo 6ptico 31,26%
maior que o controle, e a segunda, com 2,10% menor que 0 seu respectivo
controle.

As imagens representativas da cultura de odontoblastos MDPC-23 corados
com picrosirius para avaliagdo em microscopia de polarizacéo estao ilustradas nas
figuras 05, 06 e 07.
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Figura 05 - Imagens ilustrativas da cultura de odontoblastos MDPC-23 corados com picrosirius para
avaliagao pela microscopia de polarizagédo. Aumento de 100X. A — controle em 2 horas. B — contato direto
entre odontoblastos e S. mutans em 2 horas. C — contato indireto entre odontoblastos e S. mutans em 2
horas. D — controle em 4 horas. E — contato direto entre f odontoblastos e S. mutans em 4 horas. F — contato
indireto entre odontoblastos e S. mutans em 4 horas. G — controle em 8 horas. H — contato direto entre
odontoblastos e S. mutans em 8 horas. | — contato indireto entre odontoblastos e S. mutans em 8 horas.
Nota-se uma redugao do brilho exibido pelas amostras com o decorrer do tempo, comprovados pelos
baixos valores obtidos do retardo 6ptico .
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Figura 06 - Imagens ilustrativas da cultura de odontoblastos MDPC-23 corados com picrosirius para
avaliagao pela microscopia de polarizagao. Aumento de 100X. A — controle em 2 horas. B — contato direto
entre odontoblastos e E. faecalis em 2 horas. C — contato indireto entre odontoblastos e E. faecalis em 2
horas. D — controle em 4 horas. E — contato direto entre odontoblastos e E. faecalis em 4 horas. F — contato
indireto entre odontoblastos e E. faecalis em 4 horas. G — controle em 8 horas. H — contato direto entre
odontoblastos e E. faecalis em 8 horas. | — contato indireto entre odontoblastos e E. faecalis em 8 horas.
Nessas amostras, observa-se que os valores do retardo éptico tendem a aumentar em 2 horas, com pico em
4 horas, seguidos de uma significativa redugao no periodo de 8 horas. As células contaminadas com E.

faecalis apresentaram os maiores valores para o retardo 6ptico do colageno quando comparadas as demais
bactérias.
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Figura 07 - Imagens ilustrativas da cultura de odontoblastos MDPC-23 corados com picrosirius para
avaliagcao pela microscopia de polarizagao. Aumento de 100X. A — controle em anaerobiose 2 horas. B —
contato direto entre odontoblastos e P. gingivalis em 2 horas. C — contato indireto entre odontoblastos e P.
gingivalis em 2 horas. D — controle em anaerobiose em 4 horas. E — contato direto entre odontoblastos e P.
gingivalis em 4 horas. F — contato indireto entre odontoblastos e P. gingivalis em 4 horas. G — controle em
anaerobiose 8 horas. Pode ser observado um brilho mais acentuado no periodo de 2 horas, enquanto que
em 4 horas ha uma significativa reducdo. Nota-se que mesmo em condigdo de anaerobiose, os controles
permanecem semelhantes as células cultivadas em condigdes normais. As células contaminadas com P.
gingivalis apresentaram os menores valores para o retardo 6ptico do colageno quando comparadas as
demais bactérias.
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6. DISCUSSAO

Pashley (1996) descreve a dentina como um composto bioldgico constituido
de particulas de cristais de apatita numa matriz de coladgeno. Essa matriz é
formada pelos odontoblastos e estdo intimamente relacionados com os
fibroblastos pulpares. Sendo estes as células mais numerosas na polpa cuja
funcao é formar e manter a matriz pulpar, que consiste em colageno e substancia
fundamental. A intima relagdo dos fibroblastos pulpares com odontoblastos
também é observada através de juncdes do tipo gap entre essas células (Sasaki
et al., 1982) e o padrédo de sintese de colageno é semelhante para fibroblastos e
odontoblastos (Ten Cate, 2008).

Visto que o principal componente das matrizes dentinaria e pulpar é o
colageno, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia das bactérias e/ou seus
subprodutos na secrecdo do colageno. Assim, foram utilizados, no presente
estudo, odontoblastos MDPC-23 e fibroblastos 3T3, que apesar de serem células
de linhagem imortalizada, também podem ser utilizadas para avaliagdo da
secrec¢ao de colageno (Bohari et al., 2012; Man et al., 2012).

O teste do ELISA para os fibroblastos 3T3 mostrou que os niveis de
colageno aumentaram progressivamente de 2 para 8 horas; e em odontoblastos
MDPC-23, aumentaram em 2 e 4 horas. Observa-se que a polpa responde ao
processo carioso através da completa obliteragdo do lumen dos tudbulos
dentinarios, ou pela diminuicio do diametro do tubulo para reduzir a
permeabilidade das bactérias e seus produtos téxicos para a polpa (Perdigao,
2010). Assim sugere-se que esse aumento nos niveis de colageno se deva a
capacidade das células de formar matriz extracelular como um dos mecanismos
de defesa inatos dos fibroblastos e odontoblastos. Uma vez que a mais comum e
conhecida caracteristica do reparo pulpar € a formacado da dentina terciaria
(Tziafas et al., 2000).

Os resultados encontrados pelo teste do ELISA ndo mostraram diferenga
nos niveis de colageno tipo | em relacdo aos tipos de contatos estudados,
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indicando, assim, que a presenca da bactéria nao foi relevante para estimular o
aumento nos niveis de colageno, diferentemente dos subprodutos bacterianos,
que estavam presentes tanto no contato direto quanto indireto. Sugerindo assim,
que o estimulo para o aumento na producdo de colageno se deva a acao dos
subprodutos liberados pelas bactérias e nao pelo contato célula/bactéria.

Coil et al. (2004) cita a participagao ativa de fibroblastos durante o processo
inflamatoério provocado pela invasao bacteriana, produzindo, em contra-partida,
citocinas pré-inflamatérias. Os odontoblastos, com seus processos celulares se
estendendo dentro dos tubulos dentindrios, sdo os primeiros a encontrar as
bactérias e/ou seus subprodutos (Hahn & Liewehr, 2007) e representam a primeira
linha de defesa do hospedeiro (Farges et al., 2009).

A partir do periodo de 4 horas, observa-se que ha uma redugéo significativa
nos niveis de colageno tipo | para odontoblastos MDPC-23. Sugere-se que seja
devido ao aumento da secrecdo de enzimas degradativas, como
metaloproteinases, liberadas pelas células apds estimulacdo com subprodutos
bacterianos (Chang et al., 2002), somando-se a agao colagenolitica das bactérias
estudadas.

S. mutans invade a periferia das fibrilas de coldgeno e provoca a sua
ruptura, além de possuir atividade colagenolitica (Frank et al., 1989; Jackson et al.,
1997). P. gingivalis esta relacionado com a liberacdo e ativacdo de
metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos do periodonto, degradacéo
de fibrilas de colageno tipo |, e aumento da expresséao e ativacao de certas MMPs
das células do hospedeiro (Chang et al., 2002, Zhou & Windsor, 2006). Foi
verificado que P. gingivalis possui o gene prtC para colagenase (Odell et al. 1999),
e é capaz de degradar o inibidor de MMPs (TIMP-1) (Zhou & Windsor, 2006). E.
faecalis, entre outros fatores de viruléncia, esta relacionado com a producédo de
gelatinase (Kayaoglu & Orstavik, 2004), que sdo metaloproteinases da matriz
envolvidas na protedlise e rompimento de membranas basais, bem como na
degradacdao de colagenos tipo IV, V, colagenos desnaturados (gelatinas),
fibronectina e elastina (Thomaz et al., 1999; Kahari & Saarialho-Kere, 1999).
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No presente estudo, sugere-se que, para os odontoblastos, a reducédo da
secrecao de colageno com o decorrer do tempo possa estar relacionada também
com o efeito provocado pelo fator de transformacao de crescimento (TGF-B) e
fator de necrose tumoral (TNF-a). Em polpas saudaveis, TGF- € secretado por
odontoblastos e fibroblastos, e tem sua expressdo aumentada na pulpite
irreversivel (Piattelli et al., 2004). Martelli-dunior et al. (2003) e Magloire et al.
(2001) tém sugerido que TGF-B1 aumentam a sintese de colageno tipo | e podem
reduzir atividades proteoliticas, concordando com Chang et al. (2001) que
observaram uma reducao na producdo de MMP-2 na presenca de TGF-B. No
entanto, foi observado diminuicdo da expressao génica de TGF-B1 nos
odontoblastos apds estimulacdo com LPS, e o colageno tipo | foi desregulado
pelo acido lipoteicoico (LTA) (Farges et al., 2009).

Em paralelo, pulpite irreversivel também esta relacionada com o aumento
do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Pezelj-Ribaric et al., 2002; Kokkas et al.,
2007). Acredita-se que TNF-a estimule, em conjunto com outras citocinas, as
células humanas da polpa a sintetizar e secretar enzimas proteoliticas que
destroem a matriz extracelular (Ueda & Matsushima, 2001). Pan & Halper (2003)
relataram um aumento na expressao génica de mRNA de procolageno tipo |
quando os fibroblastos foram estimulados com TGF-B1, e reducédo da expressao
génica de mRNA de procolageno tipo | quando estimulados com TNF-a. TNF-a
estimula o crescimento de fibroblastos e a producao de colagenase pelos préprios
fibroblastos (Coil et al., 2004).

Sabendo-se que valores elevados do retardo Optico implicam em uma
estrutura de forte birrefringéncia, ou seja, elevada organizacdo estrutural do
colageno; e baixos valores do retardo éptico significam fraca birrefringéncia, ou
seja, baixa organizacao estrutural do colageno (Wolman & Kasten, 1986, Vidal &
Mello, 1987), as imagens obtidas pela microscopia de polarizagdo mostram que a
monocamada de células € uma estrutura de fraca birrefringéncia, pois existem

moléculas de colageno em vaérias direcées. Pode-se, entretanto, observar uma
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alteracao no brilho emitido pelo corpo birrefringente ap6s o estimulo bacteriano,
verificado pela variacao dos valores obtidos com o retardo 6ptico.

Os resultados encontrados com a analise da birrefringéncia do colageno
através da microscopia de polarizagao, em relagédo a influéncia do tempo, tanto
para fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23, mostraram uma tendéncia a
reducdo do valor do retardo Optico com o decorrer do tempo, ou seja, uma
reducao da birrefringéncia, significando uma desorganizacao estrutural. Em alguns
casos, foi observado um aumento dos valores do retardo 6ptico em 4 horas, mas
posteriormente, seguiu-se com uma significativa diminuigéo.

Os resultados obtidos pela microscopia de polarizacdo, em relacdo a
influéncia do tipo de contato sobre o retardo éptico para os fibroblastos (Tabela
05), mostram que apenas para S. mutans o contato indireto foi significativamente
maior que o contato direto no periodo de 4 horas. Isso significa que apenas os
subprodutos foram suficientes para estimularem um aumento no brilho exibido
pela estrutura birrefringente. Em relagéo a influéncia do tipo de contato sobre o
retardo Optico para os odontoblastos (Tabela 11), apenas para E. faecalis o
contato direto foi significativamente maior que o contato indireto no periodo de 4
horas. Indicando que a presenca da bactéria foi mais relevante que os seus
subprodutos.

E. faecalis foi a bactéria que mais estimulou um aumento no brilho exibido
pelo corpo birrefringente, principalmente no periodo de 4 horas. Em ordem
decrescente, € seguido pelo S. mutans e P. gingivalis; essa sequéncia se repetiu
para fibroblastos (Tabela 06) e odontoblastos (Tabela 12). E. faecalis esta
relacionado com a sintese de gelatinase (Kayaoglu & Qrstavik, 2004), por isso
sugere-se que nao esteja diretamente envolvido com a degradacédo de colageno
tipo |, justificando os maiores valores encontrados para o retardo éptico; no
entanto, o LTA, um dos fatores de viruléncia das bactérias Gram-positivas, é
capaz de desregular o colageno tipo | (Farges et al., 2009), situagdo observada no
periodo de 8 horas.
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Com os resultados obtidos nesse estudo, observa-se a necessidade de
avaliar outros componentes que também sao liberados pelas células estudas e
que podem interferir na producdo do colageno como as metaloproteinases, e
citocinas tipo TNF-a e TGF-B1. Outro fator importante de se avaliar é a morfologia
celular a fim de compreender os eventos que interferem na secrecao do colageno
quando uma célula é estimulada pelas bactérias e/ou seus subprodutos. Como
certeza, essas novas informagdes irdo contribuir para compreender 0 processo
que acontece in vivo quando o complexo dentina-polpa é exposto a acado de
bactérias patogénicas da carie dental e da infeccao do sistema de canais

radiculares.
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7. CONCLUSAO

Com esse estudo, pode-se concluir que:

- A infeccdo com as bactérias S. mutans, E. faecalis e P. gingivalis estimularam
um aumento nos niveis de colageno tipo | nos periodos de 2 e 4 horas em cultura
de odontoblastos MDCP-23, e um aumento nos progressivo de colageno tipo |
entre 2 e 8 horas em cultura de fibroblastos 3T3.

- O estimulo para o aumento na producado de colageno se deve a acao dos
subprodutos liberados pelas bactérias e nao pelo contato célula/bactéria.
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