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RESUMO 

 

 O objetivo do estudo foi avaliar se as bactérias Streptococcus mutans, 

Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis alteram a secreção de colágeno 

tipo І por fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23 em cultura celular; e, 

havendo alteração, 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 períodos 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 0.4µm. A produção de colágeno tipo I secretado pelas células 

foi quantificada pelo Ensaio de Imunoabsorbância Ligado à Enzima (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay, ELISA), e sua organização estrutural 

(birrefringência) foi visualizada em microscopia de polarização após coloração 

com picrosirus. Assim, pode-se concluir que a infecção com S. mutans, E. faecalis 

e P. gingivalis estimularam um aumento nos níveis de colágeno tipo I nos períodos 

de 2 e 4 horas em cultura de odontoblastos MDCP-23, e um aumento progressivo 

nos níveis de colágeno tipo I entre 2 e 8 horas em cultura de fibroblastos 3T3. 

Também observou-se que o estímulo para o aumento na produção de colágeno se 

deve a ação dos subprodutos liberados pelas bactérias e não pelo contato 

célula/bactéria. 

 

Palavras-chaves: colágeno, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, 

Porphyromonas gingivalis, fibroblastos 3T3, odontoblastos MDPC-23. 
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ABSTRACT 

 

 The aim of the study was to evaluate whether the bacteria Streptococcus 

mutans, Enterococcus faecalis and Porphyromonas gingivalis alter the secretion of 

type I 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 μm. The 

production of type I 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 I collagen in periods 2 and 4 hours in cultured 

MDPC-23 odontoblast-like cells, and a progressive increase in the levels of type I 

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. INTRODUÇÃO 

  

 O dente humano é alvo substancial de bactérias que podem iniciar o 

desenvolvimento de lesões cariosas quando colocado em condições susceptíveis, 

por exemplo, dieta rica em açúcares. Essas bactérias convertem açúcares em 

ácidos favorecendo a desmineralização da estrutura dentária, inicialmente o 

esmalte, que se constitui numa barreira impermeável com a função de proteger a 

dentina subjacente e o tecido pulpar (Nisengard & Newman, 1997). Após 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 lesão de cárie. Bactérias cariogênicas 

desencadeiam eventos inflamatórios e imunológicos na polpa dental por meio da 

difusão de seus subprodutos através dos túbulos dentinários. Estes eventos 

podem eliminar a invasão bacteriana e bloquear a via de infecção quando 

acompanhada pela formação de dentina na interface dentina-polpa. Quando a 

invasão não é controlada resulta em pulpite irreversível, necrose pulpar, infecção 

do sistema de canais radiculares e lesão periapical (Love & Jenkinson, 2002).  

 A capacidade das células pulpares de resistir e reparar injúrias são 

fundamentais na manutenção da integridade e homeostasia do órgão dental. A 

mais comum e conhecida característica do reparo pulpar é a formação da dentina 

terciária (Tziafas et al., 2000), e está localizada na interface dentina-polpa na área 

correspondente ao sitio afetado. É secretada em reação a vários estímulos, tais 

como atrição, cáries ou um procedimento restaurador do dente, aumentando, 

portanto, a barreira entre a injúria e as células da polpa. Assim, a polpa responde 

ao processo carioso através da completa obliteração do lúmen dos túbulos 

dentinários, ou pela diminuição do diâmetro do túbulo para reduzir a 

permeabilidade das bactérias e seus produtos tóxicos para a polpa (Perdigão, 

2010). 

 Os fibroblastos são as células mais numerosas na polpa, particularmente na 

porção coronária, onde formam a zona rica em células, cuja função é formar e 
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manter a matriz pulpar. Enquanto que os odontoblastos são os responsáveis pela 

produção da matriz de colágeno da dentina (Ten Cate, 2008). Ambos participam 

ativamente durante o processo inflamatório provocado pela invasão bacteriana. 

Fibroblastos possuem um papel importante na patogênese da inflamação pulpar 

produzindo citocinas pró-inflamatórias (Coil et al., 2004). E os odontoblastos, com 

seus processos celulares se estendendo dentro dos túbulos dentinários, são 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 colágeno tipo I corresponde a 90% das proteínas extracelulares da matriz 

dentinária (Sasaki & Garant, 1996) e pulpar (Ten Cate, 2008). Dessa forma, a 

análise da sua birrefringência, através do uso da microscopia de polarização, 

permite uma mensuração acurada, interpretação e validação da ordem de 

organização de tal estrutura (Komatsu et al., 2002; Vidal, 2003). Ou seja, a análise 

da birrefringência do colágeno está relacionada com a sua organização estrutural, 

e sua mensuração é realizada através do retardo óptico (Vidal & Mello, 1987). 

 Uma forma de analisar as fibrilas de colágeno é fazendo-se uso de 

corantes, neste caso, a coloração por picrosirius aumenta a birrefringência das 

fibras colágenas quando estudadas sob a microscopia de polarização 

(Constantine & Mowry, 1968). Uma modificação em sua birrefringência sugere 

uma alteração das fibrilas de colágeno frente a uma agressão externa (Ten Cate, 

2008). A quantificação da produção de colágeno tipo І também pode ser realizada 

através de um ensaio de imunoabsorbância ligado à enzima (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA).  

 A avaliação da secreção de colágeno pelos odontoblastos e fibroblastos se 

justifica para compreender o processo de alteração causado na dentina a fim de 

manter a integridade estrutural e funcional do tecido pulpar através da produção 

da matriz dentinária, precursora da dentina terciária. A dentina terciária e 

intratubular podem evitar a difusão dos microorganismos e/ou seus subprodutos 

na interface dentina-polpa, e conseqüentemente, os eventos inflamatórios e 

imunológicos na polpa dental (Love & Jenkinson, 2002). 
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 Poucas informações são discutidas na literatura endodôntica a respeito de 

fatores que podem atuar sobre odontoblastos e fibroblastos, em relação à 

secreção de colágeno. Diante do exposto, este estudo visa verificar, por 

microscopia de polarização 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 alteração na secreção de colágeno tipo 

І por odontoblastos MDPC-23 e fibroblastos 3T3 em cultura celular.   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. COMPLEXO DENTINA-POLPA 

  

 A dentina é a porção de tecido duro do complexo dentina-polpa e 

representa a maior parte do volume do dente. É uma matriz semelhante ao osso 

que se caracteriza pela presença de múltiplos túbulos dentinários dispostos muito 

próximos que atravessam toda a sua espessura e contém as extensões 

citoplasmáticas 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 dentária. Esta é o tecido conjuntivo mole que 

ocupa a porção central do dente (Ten Cate, 2008).    

 Pashley (1996) descreve a dentina como um composto biológico constituído 

de partículas de cristais de apatita numa matriz de colágeno. Outros autores 

afirmam ser um complexo de estrutura biológica que forma um composto 

reforçado por fibras contínuas; a matriz, formada pela dentina intertubular; e os 

lúmens tubulares associados à dentina intratubular, formando a fibra cilíndrica 

reforçada (Kinney et al., 2003). 

 A dentina é composta quimicamente, em peso, aproximadamente de 70% 

de material inorgânico, 20% de material orgânico e 10% de água (adsorvida na 

superfície do mineral ou nos interstícios entre os cristais), e 45%, 33% e 22%, 

respectivamente, por volume (Goldberg et al., 1995; Ten Cate, 2008).  

 Existem três tipos de dentina, a primária, secundária e a terciária. A dentina 

primária é secretada durante o desenvolvimento do dente humano até a completa 

formação da raiz, e engloba a dentina circumpulpar. A dentina primária apresenta 

uma estrutura tubular regular, e é secretada numa taxa diária de 4 µm/dia. A 

dentina secundária é secretada após a completa formação da raiz, e se apresenta 

menos tubular, mas com características morfológicas semelhantes à dentina 

primária (Smith et al., 1995). 
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 A formação da dentina terciária está localizada na interface dentina-polpa 

na área correspondente ao sitio afetado. É secretada em reação a vários 

estímulos, tais como atrição, cáries ou um procedimento restaurador do dente, 

aumentando, portanto, a barreira entre a injúria e as células da polpa. A alteração 

patológica mais comum da dentina é a cárie dental, e pode ocorrer tanto dentro da 

estrutura dentinária quanto no seu aspecto pulpar. A polpa responde ao processo 

carioso através da completa obliteração do lúmen dos túbulos dentinários, ou pela 

diminuição do diâmetro do túbulo para reduzir a permeabilidade das bactérias e 

seus produtos tóxicos para a polpa (Perdigão, 2010). 

 As células formadoras da dentina terciária podem estar alinhadas na sua 

superfície ou incluídas na dentina. A dentina terciária é subclassificada em 

reacional ou reparativa: a primeira, depositada por odontoblastos preexistentes 

que sobreviveram a uma injúria branda, e geralmente apresentam continuidade 

tubular com a dentina secundária; e a última, por células recém-diferenciadas 

semelhantes à odontoblastos que estão substituindo os odontoblastos primários 

que foram afetados por agressões externas severas, e não possuem continuidade 

tubular com a matriz dentinária secundária (Graham et al., 2006; Ten Cate, 2008; 

Perdigão, 2010).  

  

2.2. TÚBULOS DENTINÁRIOS 

 

 Os túbulos são uma distinta e importante característica da dentina, e 

representam os percursos dos odontoblastos a partir da junção esmalte-dentina 

(JED) ou cemento à câmara pulpar. Os túbulos convergem para a câmara pulpar, 

e a densidade e orientação variam a depender da localização. Observa-se uma 

menor quantidade de túbulos na JED, e maior na superfície da pré-dentina, na 

junção com a câmara pulpar, onde estão os corpos celulares dos odontoblastos. 

Menores densidades dos túbulos também são verificadas na raiz. O conteúdo dos 

túbulos incluem processos de odontoblastos, em sua totalidade ou parte do seu 
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curso, e de fluido. A extensão do processo dos odontoblastos ainda é incerto, mas 

a evidência é que se estenda até a JED (Marshall et al., 1997). 

 A formação da dentina intratubular é essencial para defesa da polpa contra 

invasão bacteriana, pois reduz a permeabilidade dentinária, além de ser uma 

característica dos túbulos dentinários da região de cúspide, que contém processos 

odontoblásticos e largas fibrilas de colágeno (Hawkinson & Eisenmann, 1983; 

Magne et al., 2002). Proteínas de matriz extracelular de dentina (ECMs) são 

sintetizadas na zona supranuclear dos odontoblastos e secretadas principalmente 

na região de pré-dentina, e parcialmente transportadas por meio dos processos 

odontoblásticos para dentro dos túbulos dentinários para formar a dentina 

intratubular (Sasaki & Garant, 1996). 

 Estudos anteriores (Thomas, 1979; Thomas & Carella, 1983) com 

microscópio eletrônico de varredura relataram que fibrilas de colágeno ocupavam 

o espaço entre o processo odontoblástico e a parede do túbulo, sem, no entanto, 

mencionar sua extensão e distribuição. Hoje, sabe-se, que nos dentes humanos, o 

colágeno intratubular se apresenta em maior quantidade nos túbulos da dentina 

mais interna. Realmente, um número significativo de túbulos é quase totalmente 

preenchido com colágeno, o que pode impedir a presença de um processo 

odontoblástico e fundamentar a idéia de que a extensão deste processo é variável. 

(Dai et al., 1991). 

 O lúmen dos túbulos é revestido pela dentina intratubular, altamente 

mineralizada, contendo principalmente cristais de apatita e pouca matriz orgânica. 

Os túbulos são separados pela dentina intertubular, composta por uma matriz de 

colágeno tipo I reforçado com cristais de apatita (Ten Cate, 2008). Estima-se que 

a área e diâmetro dos túbulos variam cerca de 22% e 2,5 µm próximo à polpa, e 

1% e 0,8 µm  na JED. A área da matriz intertubular varia de 12% na pré-dentina, a 

96% próximo à JED; enquanto que a dentina intratubular de 60% na pré-dentina, a 

3% na JED (Pashley, 1989).  
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2.3. COLÁGENO 

 

 O colágeno tipo I corresponde a 90% das proteínas extracelulares da matriz 

dentinária (Sasaki & Garant, 1996) e pulpar (Ten Cate, 2008). Essas proteínas são 

secretadas pelos fibroblastos e por uma grande variedade de outros tipos 

celulares. São as proteínas mais abundantes nos mamíferos, constituindo 25% da 

massa protéica total desses animais. Os colágenos são proteínas fibrosas e sua 

principal característica é a estrutura rígida de sua fita tripla helicoidal, na qual três 

cadeias polipeptídicas individuais de colágeno, denominadas cadeia α, são 

enroladas umas nas outras. Sua estrutura é rica em prolina, que estabiliza a 

conformação da hélice em cada cadeia α, e glicina, que permite as três hélices de 

cadeia α se agruparem firmemente (Alberts et al., 2004). 

 As cadeias α são sintetizadas pelos ribossomos ligados à membrana e 

liberados no lúmen do retículo endoplasmático como precursores maiores, 

denominados pro-cadeia α. Estes precursores apresentam aminoácidos 

adicionais, os propeptídeos, nas extremidades N e C terminal. Cada pro-cadeia α 

combina-se com outras duas para formar uma molécula helicoidal de três fitas 

ligadas por pontes de hidrogênio, chamada procolágeno (Alberts et al., 2004). 

 Vesículas secretoras se fundem com a membrana plasmática, formando 

bolsas, onde os procolágenos são liberados. E é nesse meio extracelular que as 

enzimas proteolíticas removem os propeptídeos das moléculas de procolágeno, 

convertendo-as em colágeno. Essas moléculas hidrofóbicas tendem a se reunir 

formando fibrilas de colágeno (Alberts et al., 2004). A formação e secreção da 

molécula de colágeno leva em torno de 35 a 60 minutos (Junqueira & Carneiro, 

2008). 

 A análise da birrefringência do colágeno através da microscopia de 

polarização permite uma mensuração acurada, interpretação e validação da 

ordem de organização de tais estruturas (Vidal, 2003). A análise quantitativa da 

birrefringência, denominada retardo óptico, constitui-se, desta forma, em um 

método útil para investigar a orientação macromolecular e a organização de fibras 
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colágenas. Valores elevados do retardo óptico implicam em uma estrutura de forte 

birrefringência, ou seja, elevada organização estrutural do colágeno; e valores 

baixos do retardo óptico significam baixa birrefringência, ou seja, desorganização 

estrutural do colágeno (Wolman & Kasten, 1986, Vidal & Mello, 1987). 

 A birrefringência é a anisotropia óptica devido à diferença de índices de 

refração do objeto, o que significa uma propagação da luz com velocidade e 

direção diferentes. Ou seja, um corpo birrefringente tem dois índices de refração 

diferentes, e consequentemente duas direções diferentes de propagação que são 

perpendiculares entre si. Quando a luz polarizada entra no corpo birrefringente 

propaga-se em dois caminhos ópticos diferentes, na direção do raio ordinário 

(obedece às leis da refração) e na direção do raio extraordinário (não segue as 

leis da refração), que são perpendiculares entre si. A luz polarizada sai do objeto 

em duas frentes de onda. Essas duas frentes apresentam uma diferença de fase, 

e consequentemente a diferença de caminho óptico ou retardo óptico. Então, o 

brilho exibido pelo objeto birrefringente é devido à diferença de caminho óptico, ou 

retardo óptico. As consequências dessa diferença de fase serão as diferentes 

cores de interferência que o brilho da birrefringência apresentará. O corpo 

birrefringente colocado entre polarizadores deverá exibir um máximo de brilho 

quando um dos seus eixos de propagação é colocado a 45 graus dos dois 

polarizadores (Vidal & Mello, 1987). 

 A teoria e tratamento matemático da birrefringência do colágeno são 

baseados em estudos realizados com cortes de tecidos, e pode ser de dois tipos, 

intrínseca e de forma textual. A birrefringência intrínseca é determinada pela força 

de orientação e oscilação das transições eletrônicas da molécula que compõem a 

fibrila ou filamentos. Em contraste, a birrefringência textual depende da geometria 

da molécula, por exemplo, o colágeno, e varia de acordo com a fração do volume 

das moléculas de colágeno (Vidal, 2003).  

 Uma forma de implementar a análise dos feixes de colágeno através da 

microscopia de polarização é fazendo-se uso de corantes de tecidos conjuntivos. 

Foi observado que a combinação do Sirius Red F3BA com o ácido pícrico, 
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comumente chamado picrosirius, aumentava a birrefringência das fibras colágenas 

quando estudadas sob microscopia de polarização (Constantine & Mowry, 1968). 

 As moléculas de colágeno são ricas em aminoácidos básicos, assim 

reagem fortemente com ácidos. Sirius Red, um ácido forte, é uma molécula de 

corante alongada que reage com o colágeno e promove um aumento da sua 

birrefringência normal devido ao fato de que as moléculas do corante ficam 

alinhadas em paralelo com o longo eixo de cada molécula de colágeno (Junqueira 

et al., 1979).  

 O colágeno sendo o principal componente orgânico da dentina e do tecido 

pulpar, modificações em sua birrefringência sugerem uma alteração ou 

desorganização das fibrilas de colágeno frente a uma agressão externa (Ten Cate, 

2008). 

 Além da análise da birrefringência do colágeno através da microscopia de 

polarização, utilizando-se a coloração com picrosirius, o colágeno secretado pode 

ser quantificado através do Ensaio de Imunoabsorbância Ligado à Enzima 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), onde são utilizados anticorpos, 

proteínas que apresentam especificidade a um sítio de ligação, permitindo o 

reconhecimento de uma molécula alvo específica (ou antígeno) (Alberts et al., 

2004), nesse caso, o colágeno tipo I. 

 

2.4. CÉLULAS PULPARES 

 

 Os fibroblastos são as células mais numerosas na polpa, particularmente na 

porção coronária, onde formam a zona rica em células.  A função dos fibroblastos 

na polpa é formar e manter a matriz pulpar, que consiste em colágeno e 

substância fundamental. Estão presentes ainda no tecido pulpar, as células 

ectomesenquimais indiferenciadas, que constituem um reservatório do qual se 

derivam as células do tecido conjuntivo da polpa. De acordo com o estímulo, tais 

células podem originar odontoblastos e fibroblastos, sendo encontradas por toda a 

área rica em células, assim como na região central da polpa (Ten Cate, 2008).  



10 

 

 As células mais características da polpa dentária são os odontoblastos, os 

responsáveis pela produção da matriz de colágeno da dentina. O tempo de vida 

destas células, geralmente, é o mesmo do dente viável, pois são células terminais, 

e uma vez diferenciadas não podem sofrer mais divisão celular. No entanto, 

quando o tecido pulpar é exposto, o reparo pode ocorrer pela formação de uma 

nova dentina, chamada terciária, seja por odontoblastos que sobreviveram à 

injúria ou por células que se diferenciaram em células semelhantes aos 

odontoblastos e que começaram a secretar a nova dentina (Ten Cate, 2008). 

 A capacidade das células pulpares de resistir e reparar injúrias são 

fundamentais na manutenção da integridade e homeostasia do órgão dental. A 

mais comum e conhecida característica do reparo pulpar é a formação da dentina 

terciária, que pode ser distinguida em reacional ou reparativa (Tziafas et al., 2000). 

 É importante no processo de reparação dental compreender os sinais que 

desencadeiam diversas linhagens celulares da polpa a proliferar, migrar e, em 

seguida, formar uma nova matriz rica em colágeno. Fatores de crescimento 

presentes no local da lesão podem atuar como fatores quimiotáticos de células da 

polpa. TGF-β (Fator de Transformação de Crescimento), BMPs (Proteínas 

Morfogenéticas do Osso), FGF (fatores de crescimento de fibroblastos) e IGFs 

(Fatores de Crescimento de Insulina) são secretados por odontoblastos funcionais 

e fibroblastos da polpa, e são capturados na matriz dentinária, servindo como um 

reservatório de fatores de crescimento (Ruch et al., 1995). Após injúrias, essas 

moléculas são liberadas da dentina para estimularem o processo de reparo 

(Tziafas et al., 2000).  

 TGF-β é importante na dentinogênese, no processo de reparo e na 

mineralização da dentina (Tjaderhane et al., 2001). Em polpas saudáveis, TGF-β é 

secretado por odontoblastos e fibroblastos, e tem sua expressão aumentada na 

pulpite irreversível (Piattelli et al., 2004). Martelli-Junior et al. (2003) e Magloire et 

al. (2001) têm sugerido que TGF-β1 aumentam a síntese de colágeno tipo I e 

podem reduzir atividades proteolíticas. E sabe-se que o padrão de síntese do 

colágeno pelos odontoblastos é semelhante ao dos fibroblastos (Ten Cate, 2008). 
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Também foram observadas junções do tipo gap entre odontoblastos e fibroblastos 

da polpa (Sasaki et al., 1982).    

 Em paralelo, pulpite irreversível também está relacionada com o aumento 

do fator de necrose tumoral (TNF-α) (Pezelj-Ribaric et al., 2002; Kokkas et al., 

2007). Pan & Halper (2003) relataram um aumento na expressão gênica de mRNA 

de procolágeno tipo I quando os fibroblastos foram estimulados com TGF-β1, e 

redução da expressão gênica de mRNA de procolágeno tipo I quando estimulados 

com TNF-α. Acredita-se que TNF-α estimule, em conjunto com outras citocinas, as 

células humanas da polpa a sintetizar e secretar enzimas proteolíticas que 

destroem a matriz extracelular (Ueda & Matsushima, 2001). 

 As células pulpares, fibroblastos e odontoblastos, participam ativamente 

durante o processo inflamatório provocado pela invasão bacteriana. Fibroblastos 

possuem um papel importante na patogênese da inflamação pulpar, produzindo 

citocinas pró-inflamatórias em resposta à estimulação bacteriana (Coil et al., 

2004). E os odontoblastos, com seus processos celulares se estendendo dentro 

dos túbulos dentinários, são 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 doenças bucais que reflete falha no equilíbrio da microbiota bucal 

é a cárie, que em sua progressão desencadeia a destruição de tecidos 

mineralizados dos dentes. Os estreptococos do grupo mutans são geralmente 

considerados os principais agentes etiológicos da cárie dental (Loesche, 1986). 

 Beg et al. (2002) demonstraram que S. mutans se ligam ao colágeno, 

fibronectina e fibrinogênio, e que a proteína de superfície do S. mutans que 

permite essa interação é a proteína I/II. Da mesma forma, foi observado que S. 

mutans invade a periferia das fibrilas de colágeno e provoca a sua ruptura. 

Também foi relatado que o S. mutans tem atividade colagenolítica na presença de 
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um peptídeo sintético similar ao colágeno (Jackson et al., 1997). Switalski et al., 

(1993) sugere que o colágeno media a adesão do S. mutans à dentina, e que esta 

interação tem um papel importante na patogênese da cárie.  

 

2.6. PORPHYROMONAS GINGIVALIS 

 

 A microbiota oral é composta por mais de 500 espécies de bactérias, 

entretanto, um número limitado delas são 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 inflamatória no tecido pulpar (Stashenko et 

al., 1998). 

 Estudos contemporâneos sobre a patogênese da periodontite apical 

mostram que as infecções primárias são de caráter polimicrobiano e predominam 

bactérias anaeróbias Gram-negativas (Gomes et al., 2004). As espécies 

usualmente isoladas são as do gênero Fusobacterium, Prevotella, 

Porphyromonas, Eubacterium, Peptostreptococcus, Propionibacterium, 

Actinomyces e Streptococcus (Jacinto et al., 2003).  

 Porphyromonas gingivalis é um Gram-negativo, anaeróbio estrito e produtor 

de pigmento negro (Shah & Collins, 1988) que está presente na cavidade oral de 

humanos, sendo conhecido como um importante patógeno periodontal (Van 

Winkelhoff et al., 1988), pode contribuir para o desenvolvimento de doenças 

sistêmicas como a aterosclerose (Chun et al., 2005), e são comumente isolados 

nas infecções primárias dos canais radiculares (Gomes et al., 2004). Jacinto et al. 

(2006) mostraram em seu estudo que  estas bactérias  foram relacionadas aos 

casos sintomáticos, presença de exsudado purulento e dor a palpação. Gomes et 

al. (2007) encontrou correlação estatisticamente significativa entre P. gingivalis e 

inchaço, mobilidade e radioluscência periapical. 

 Estas bactérias possuem diversos fatores de virulência, tais como a 

presença de fimbria, haemagglutinin, cápsula, lipopolisacarídeo (LPS), 
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membranas externas vesiculares (outer membrane vesicles) e atividades 

enzimáticas hidrolíticas capazes de perturbar o mecanismo de defesa do 

hospedeiro, bem como iniciar a destruição tecidual. Pathirana et al. (2008) 

mostraram que P. gingivalis foi capaz de se ligar à fibroblastos MRC-5, e que 

proteinases específicas e adesinas possam estar envolvidas nesse processo, 

somado à presença 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 patogênicas 

identificadas na cavidade oral (Mayrand & Holt, 1988). Esses e outros fatores de 

virulência permitem P. gingivalis colonizar e invadir tecidos do hospedeiro (Lamont 

& Jenkinson, 1998). 

 P. gingivalis está relacionado com a liberação e ativação de 

metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos do periodonto, degradação 

de fibrilas de colágeno tipo I, e aumento da expressão e ativação 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 presença do 

gene prtC para colagenase em P. gingivalis ATCC 33277 e em 16 espécies 

isoladas clinicamente de infecções endodônticas. Zhou & Windsor (2006) também 

relataram a degradação do inibidor de MMPs (TIMP-1) purificada in vitro na 

presença do P. gingivalis. 

  

2.7. ENTEROCOCCUS FAECALIS 

 

 As infecções secundárias são causadas por microorganismos que 

conseguiram entrar nos sistema de canais radiculares depois da intervenção 

profissional ou como resultado da infiltração coronária ou da obturação dos canais 

(Sakamoto et al., 2008). As bactérias mais identificadas nestes casos são os 

Enterococcus faecalis (Gomes et al., 2006). Estes são anaeróbios facultativos, 

Gram-positivos que também habitam os tratos gastrointestinal, geniturinário 
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(Murray, 1990), a cavidade oral em lesões na mucosa de pacientes 

imunocomprometidos (Wahlin & Holm, 1988) e o periodonto (Rams et al., 1992). 

Das espécies de enterococus associadas com a colonização e infecção em 

humanos, E. faecalis é 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 são as espécies mais identificadas em canais radiculares com falha 

no tratamento endodôntico (Gomes et al., 2006).  Estes microorganismos 

possuem fatores de virulência que os tornam capazes de resistir a medicação 

intracanal, invadir túbulos dentinários (Haapasalo & Orstavik, 1987) e permanecer 

por tempo prolongado à restrição de nutrientes (Figdor et al., 2003). 

 Os mecanismos de virulência dos E. faecalis mais citados são substância 

de agregação (AS), adesinas de superfície, sex pheromones, ácido lipoteicóico 

(LTA), produção extracelular de superóxido, enzimas gelatinase e hialuronidase, e 

a toxina cytolysin (Kayaoglu & Ørstavik, 2004). 

 Hubble et al. (2003) avaliaram a adesão à raiz radicular de quatro espécies 

de E. faecalis: uma selvagem e três mutantes com deficiência de protease serina, 

gelatinase e proteína de ligação ao colágeno (Ace). Assim objetivaram avaliar qual 

a influencia desses fatores de virulência na ligação do E. faecalis ao colágeno da 

dentina. Puderam observar que a aderência da espécie selvagem foi superior às 

demais. Os autores também relataram que protease serina e Ace auxiliaram na 

adesão bactéria-colágeno, enquanto que o papel da gelatinase ainda é incerto. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo deste estudo foi: 

- Avaliar se as bactérias Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e 

Porphyromonas gingivalis promovem uma alteração na secreção de colágeno tipo 

І por fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23 em cultura celular. 

- Verificar se essa alteração é dependente do contato direto entre 

bactérias/células, ou estimulada apenas pelos subprodutos produzidos por essas 

bactérias.    
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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% CO2.  

  

4.2. Cultura bacteriana 

 

- Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Streptococcus mutans (VA159) foram 

cultivados em placas de Brain Heart Infusion (BHI) ágar 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) ágar-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 confluência, as células foram tripsinizadas e 

redistribuídas 3.105 células em cada poço da placa de 6 poços, a contagem foi 

realizada em câmara de Neubauer. Após 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 contaminação foi realizado pela adição de 

200 µL de solução de DMEM suplementado com 10% FBS contendo 300.000 

bactérias em cada poço. A metodologia empregada para contagem de bactérias 

foi baseada no estudo de Tyrrel et al. (2002). 
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- Em uma quinta placa de 6 poços: 3 poços com fibroblastos e P. gingivalis por 

contato direto, os três poços restantes, com as mesmas células, mas por contato 

indireto através dos inserts; 

- Em uma sexta placa de 6 poços: 3 poços com fibroblastos e E. faecalis por 

contato direto, os três poços restantes, com as mesmas células, mas por contato 

indireto através dos inserts. 

 A distribuição acima foi realizada três vezes, pois foram avaliados três 

períodos de tempo: 2, 4 e 8 horas de infecção. O controle foi a linhagem celular 

sem a exposição às bactérias, e também foram realizados nos três períodos de 

tempo avaliados. Cada ensaio foi feito em triplicata, incluindo o controle. O ensaio 

de contaminação foi repetido duas vezes, uma para avaliação pela ELISA e outra 

para avaliação pela microscopia de polarização, para esta última, as células foram 

cultivadas em cima de lamínulas de vidro de 24x24 mm. 

 

4.4. Processamento histológico para microscopia de polarização 

 

 Após o período de contaminação, o meio de cultura foi removido e as 

células foram fixadas com Formol 10% por 24 horas.  As lamínulas foram lavadas 

em água destilada, e permaneceram no corante picrosirius por 1 hora. 

Posteriormente, foram realizadas três lavagens com álcool absoluto, seguidas por 

dois banhos de xilol. As lamínulas foram montadas em lâminas de vidro utilizando 

balsamo do Canadá.  

 

4.5. Microscopia de polarização 

 

 Cada lâmina corada com picrosirius foi analisada através do uso do 

Microscópio Óptico de Polarização Leica DMLP (Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar, Hesse, Germany). Para a realização da mensuração do retardo óptico de 

cada lâmina foi acoplado o condensador Brace-Köhler (Wild Leitz, Wetzlar, Hesse, 

Germany). Foram mensurados, aleatoriamente, 10 pontos para se obter a média 



19 

 

do retardo óptico de cada lâmina; como o experimento foi realizado em triplicata, 

foram avaliados 30 pontos para cada grupo. 

 Os valores indicados pelo condensador, dados em ângulos, foram 

posteriormente transformados em nanômetros (nm) por meio da fórmula: 

Y= 52 x sen (2 x RT) 

RT – valor do retardo óptico em ângulos 

Y – valor do retardo óptico em nanômetros 

  

4.6. Ensaio de Imunoabsorbância Ligado à Enzima (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA). 

 

 A quantificação de colágeno tipo І foi determinada pelo ELISA. Após o 

período de infecção, coletou-se o sobrenadante para análise pelo Mouse Type I 

Collagen Detection Kit (n° 6012, Chondrex), seguindo-se as recomendações do 

fabricante. A absorbância foi lida em 490 nm no microplate reader, e os valores 

expressos em µg/mL.  

 A análise estatística 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 condição de aerobiose e usadas como parâmetro no ensaio de 

contaminação com S. mutans e E. faecalis; num segundo, as células foram 

cultivadas em condição de anaerobiose e usadas como parâmetro no ensaio de 

contaminação com P. gingivalis. 

 Da mesma forma que na condição experimental, os controles foram 

realizados nos três períodos de tempo propostos: 2, 4 e 8 horas. Assim, nos 

resultados, as médias das percentagens foram obtidas dividindo a condição 

experimental pelo seu respectivo controle, sendo este considerado como 100%; 

acima de 100% representa o quanto se tem a mais de colágeno que o controle, 

abaixo desse, representa a quantidade de colágeno inferior ao seu respectivo 

controle.  

 

5.1. Resultado da produção de colágeno pelos fibroblastos através do ELISA 

 

 Para testar a influência das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre a 

produção de colágeno, foi aplicada a análise de variância, 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 produção de colágeno 

(Tabela 02). 

 Os resultados mostraram diferença significativa entre as médias no período 

de 8 e 2 horas. Houve um aumento de 23,15% de colágeno em 8 horas, e redução 

de 21,53% da secreção de colágeno em 2 horas.  

 É válido ressaltar que esta comparação das médias observadas nos 

diferentes níveis do fator tempo é válida para todas as bactérias e formas de 

contato estudadas já que não foram detectadas interações significativas. 
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Tabela 01- Tabela da análise de variância 

dos fatores que influenciam a produção de 

colágeno pelos fibroblastos. Avaliação 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 padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias da produção de colágeno pelos fibroblastos. Avaliação 

pelo ELISA.  

Tempo (h) Média (%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=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 não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 

5% 
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5.2. Resultado da avaliação do colágeno dos fibroblastos através da microscopia 

de polarização 

 

 Para testar a influência das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre o 

retardo óptico, foi aplicada a análise de variância, e observou-se que apenas a 

interação entre bactéria e tipo de contato não foi significativa (p>0,01) (Tabela 03).  

  

Tabela 03 - Tabela da análise de variância 

dos fatores que influenciam a produção de 

colágeno pelos fibroblastos. Retardo óptico 

mensurado através da Microscopia de 

Polarização. 

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 interações significativas foram desdobradas, inicialmente pela 

comparação dos efeitos do tempo dentro de cada nível dos fatores bactéria e tipo 

de contato (Tabela 04).  

 Para E. faecalis, tanto no contato direto quanto indireto, existe uma 

diferença significativa da média observada no tempo de 8h, sendo 

significativamente menor que nos períodos 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 período de 2h foi significativamente maior que no período de 4h. Não 
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foi possível mensurar o retardo óptico no período de 8h, pois a contaminação com 

essa bactéria por um período de tempo maior provocou morte celular, e 

consequentemente as lâminas ficaram parcial e/ou totalmente descoradas pelo 

picrosirius.   

 Para S. mutans, apenas no contato direto, o período de 2h apresentou 

média significativamente maior quando comparado aos períodos de 4h e 8h. 
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Tabela 04 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os fibroblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nos diferentes tempos estudados dentro dos níveis de tipo 

de contato e bactéria.  

Bactéria 

Tipo de 

contato 

Tempo 

(h) 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=0,05) 

E. faecalis 

 

direto 

2 127,672 2,602 134,135 121,209  A 

4 123,565 7,816 142,982 104,149  A B 

8 74,576 5,930 89,307 59,844      E 

indireto 

2 127,990 8,745 149,715 106,265  A 

4 132,884 4,694 144,545 121,224  A 

8 84,873 6,223 100,331 69,415     D E 

P. gingivalis 

direto 
2 125,038 8,090 145,135 104,941  A B 

4 92,512 4,215 102,982 82,041    C D 

indireto 
2 130,188 6,342 145,943 114,433  A 

4 99,103 5,472 112,698 85,509    C D 

S. mutans 

direto 

2 127,486 5,002 139,913 115,059  A 

4 108,000 4,552 119,307 96,692   B C 

8 95,578 2,810 102,558 88,597    C D 

indireto 

2 126,541 8,462 147,561 105,521  A 

4 133,878 3,706 143,085 124,672  A 

8 94,901 5,153 107,701 82,101    C D 

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 

  

 Foram fixados os níveis bactéria e tempo para avaliar as diferenças entre 

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

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

demais bactérias, o tipo de contato não parece ser relevante. 
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Tabela 05 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os fibroblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nos diferentes contatos estudados dentro dos níveis tempo 

e bactéria. 

Bactéria 

Tempo 

(h) 

Tipo de 

contato 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=0,05) 

E. faecalis 

2 
direto 127,672 2,602 134,135 121,209  A 

indireto 127,990 8,745 149,715 106,265  A 

4 
direto 123,565 7,816 142,982 104,149  A B 

indireto 132,884 4,694 144,545 121,224  A 

8 
direto 74,576 5,930 89,307 59,844      E 

indireto 84,873 6,223 100,331 69,415     D E 

P. gingivalis 

2 
direto 125,038 8,090 145,135 104,941  A B 

indireto 130,188 6,342 145,943 114,433  A 

4 
direto 92,512 4,215 102,982 82,041    C D 

indireto 99,103 5,472 112,698 85,509    C D 

S. mutans 

2 
direto 127,486 5,002 139,913 115,059  A 

indireto 126,541 8,462 147,561 105,521  A 

4 
direto 108,000 4,552 119,307 96,692   B C 

indireto 133,878 3,706 143,085 124,672  A 

8 
direto 95,578 2,810 102,558 88,597    C D 

indireto 94,901 5,153 107,701 82,101    C D 

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 

  

 Para avaliar o efeito do tipo de bactéria no retardo óptico do colágeno, 

foram fixados os níveis tempo e contato conforme Tabela 06. 
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 Notou-se que nos períodos de 2h e 8h (neste, apenas para o contato 

indireto), as médias do retardo óptico do colágeno para o tipo de bactéria não 

mostrou ser significativo. No entanto, em 4 h, no contato direto, observa-se que o 

retardo óptico é significativamente maior para E. faecalis que P. gingivalis; e 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 óptico na 

presença de S. mutans é significativamente maior que a de E. faecalis, apesar de 

ambos apresentarem retardos ópticos menores que os seus respectivos controles.  
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Tabela 06 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os fibroblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nas diferentes bactérias dentro dos níveis tempo e 

contato. 

Tempo 

(h) 

Tipo de 

contato Bactéria 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=0,05) 

2 

direto 

E. faecalis 127,672 2,602 134,135 121,209  A 

P. gingivalis 125,038 8,090 145,135 104,941  A B 

S. mutans 127,486 5,002 139,913 115,059  A 

indireto 

E. faecalis 127,990 8,745 149,715 106,265  A 

P. gingivalis 130,188 6,342 145,943 114,433  A 

S. mutans 126,541 8,462 147,561 105,521  A 

4 

direto 

E. faecalis 123,565 7,816 142,982 104,149  A B 

P. gingivalis 92,512 4,215 102,982 82,041    C D 

S. mutans 108,000 4,552 119,307 96,692   B C 

indireto 

E. faecalis 132,884 4,694 144,545 121,224  A 

P. gingivalis 99,103 5,472 112,698 85,509    C D 

S. mutans 133,878 3,706 143,085 124,672  A 

8 

direto 
E. faecalis 74,576 5,930 89,307 59,844      E 

S. mutans 95,578 2,810 102,558 88,597    C D 

indireto 
E. faecalis 84,873 6,223 100,331 69,415     D E 

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

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 

  

 As imagens representativas da cultura de fibroblastos 3T3 corados com 

picrosirius para avaliação em microscopia de polarização estão ilustradas nas 

figuras 02, 03 e 04. 
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5.3. Resultado da produção de colágeno pelos odontoblastos através do ELISA 

 

 Para testar a influência das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre a 

produção de colágeno, foi aplicada a análise de variância, e observou-se que 

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

 

Tabela 07 - Tabela da análise de variância 

dos fatores que influenciam a produção de 

colágeno pelos odontoblastos. Avaliação 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 produção de colágeno (Tabela 08). 
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Tabela 08 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias da produção de colágeno pelos odontoblastos. Avaliação 

pelo ELISA. 

Tempo (h) Média (%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=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 não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

  

 Pode ser observado que há um aumento de aproximadamente 290% da 

produção de colágeno em 4 horas quando comparado ao período de 8 horas, que 

é de apenas 13,61%.  

 É valido ressaltar que esta comparação das médias observadas nos 

diferentes níveis do fator tempo é válida para todas as bactérias e formas de 

contato estudadas já que não foram detectadas interações significativas. 

  

5.4. Resultado da avaliação do colágeno dos odontoblastos através da 

microscopia de polarização 

 

 Para testar a influência das bactérias, do tempo e do tipo de contato sobre o 

retardo óptico, foi aplicada a análise de variância, e observou-se que apenas a 

variável tipo de contato não mostrou ser relevante (Tabela 09). 
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Tabela 09 - Tabela da análise de variância 

dos fatores que influenciam a produção de 

colágeno pelos odontoblastos. Retardo óptico 

mensurado através da Microscopia de 

Polarização. 

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 

interações triplas para comparação das médias.  A avaliação do efeito do tempo 

dentro dos níveis contato e bactéria é apresentada na tabela 10. 
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Tabela 10 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os odontoblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nos diferentes tempos estudados dentro dos níveis de tipo de 

contato e bactéria. 

Bactéria 

Tipo de 

contato 

Tempo 

(h) 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de 

Tukey 

(α=0,05) 

E. faecalis 

 

direto 

2 122,970 3,370 131,342 114,597  B C D E 

4 183,277 22,597 239,411 127,143    A 

8 88,040 6,553 104,319 71,761      F G 

indireto 

2 128,988 2,409 134,974 123,003  B C 

4 116,941 15,515 155,481 78,400  B C D E F 

8 92,654 5,610 106,589 78,718      E F G 

P. gingivalis 

direto 
2 119,371 2,348 125,203 113,538  B C D E 

4 96,562 5,265 109,643 83,482     D E F G 

indireto 
2 116,815 1,071 119,476 114,154  B C D E F 

4 97,905 1,693 102,112 93,698    C D E F G 

S. mutans 

direto 

2 121,878 1,312 125,136 118,620  B C D E 

4 127,857 13,509 161,415 94,299  B C D  

8 81,264 4,770 93,113 69,415       G 

indireto 

2 127,670 2,683 134,335 121,005  B C D  

4 131,262 16,891 173,223 89,301  B   

8 92,762 9,478 116,306 69,217      E F G 

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 

 

 Em relação ao efeito do tempo para E. faecalis observa-se dois 

comportamentos distintos; no contato direto houve diferença significativa entre os 

três períodos estudados, sendo a maior média observada em 4 horas, seguida 

pelos tempos de 2 h e 8h, neste último, a média do retardo óptico foi inferior ao 
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seu respectivo controle. Já no contato indireto, verifica-se diferença estatística 

apenas entre os períodos de 2 horas, com maior média para o retardo óptico, 

quando comparado com 8 horas, média inferior ao controle. 

 O efeito do tempo não mostrou ser relevante para P. gingivalis. A análise 

dos dados para S. mutans mostrou que, independente dos contatos, a média do 

retardo óptico é significativamente menor no tempo 8h em relação às médias 

observadas nos tempos 2 e 4 horas, não havendo indícios de diferenças entre 

estes dois tempos.    

 O efeito do contato foi avaliado fixando-se os níveis tempo e bactéria 

(Tabela 11). Os dados evidenciaram apenas a existência de diferenças 

significativas entre as médias dos tipos de contato direto e indireto para E. 

faecalis, em 4 horas; a média do retardo óptico 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 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os odontoblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nos diferentes contatos dentro dos níveis tempo e bactéria. 

Bactéria 

Tempo 

(h) 

Tipo de 

contato 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de Tukey 

(α=0,05) 

E. faecalis 

2 
direto 122,970 3,370 131,342 114,597  B C D E 

indireto 128,988 2,409 134,974 123,003  B C  

4 
direto 183,277 22,597 239,411 127,143    A 

indireto 116,941 15,515 155,481 78,400  B C D E F 

8 
direto 88,040 6,553 104,319 71,761      F G 

indireto 92,654 5,610 106,589 78,718     E F G 

P. gingivalis 

2 
direto 119,371 2,348 125,203 113,538  B C D E 

indireto 116,815 1,071 119,476 114,154  B C D E F 

4 
direto 96,562 5,265 109,643 83,482    D E F G 

indireto 97,905 1,693 102,112 93,698   C D E F G 

S. mutans 

2 
direto 121,878 1,312 125,136 118,620  B C D E 

indireto 127,670 2,683 134,335 121,005  B C D  

4 
direto 127,857 13,509 161,415 94,299  B C D  

indireto 131,262 16,891 173,223 89,301  B 

8 
direto 81,264 4,770 93,113 69,415       G 

indireto 92,762 9,478 116,306 69,217     E F G 

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 
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 Para a análise do efeito da bactéria, foram fixados os níveis tempo e 

contato (Tabela 12).  

 

Tabela 12 - Média, desvio padrão, limites de confiança e teste de Tukey para a 

comparação das médias do retardo óptico para os odontoblastos, mensurado pela 

Microscopia de Polarização, nas diferentes bactérias dentro dos níveis tempo e contato. 

Tempo 

(h) 

Tipo de 

contato Bactéria 

Média 

(%) 

Desvio 

padrão 

Limite 

superior 

Limite 

inferior 

Teste de Tukey 

(α=0,05) 

2 

direto 

E. faecalis 122,970 3,370 131,342 114,597  B C D E 

P. gingivalis 119,371 2,348 125,203 113,538  B C D E 

S. mutans 121,878 1,312 125,136 118,620  B C D E 

indireto 

E. faecalis 128,988 2,409 134,974 123,003  B C  

P. gingivalis 116,815 1,071 119,476 114,154  B C D E F 

S. mutans 127,670 2,683 134,335 121,005  B C D  

4 

direto 

E. faecalis 183,277 22,597 239,411 127,143    A 

P. gingivalis 96,562 5,265 109,643 83,482    D E F G 

S. mutans 127,857 13,509 161,415 94,299  B C D  

indireto 

E. faecalis 116,941 15,515 155,481 78,400  B C D E F 

P. gingivalis 97,905 1,693 102,112 93,698   C D E F G 

S. mutans 131,262 16,891 173,223 89,301  B  

8 

direto 
E. faecalis 88,040 6,553 104,319 71,761      F G 

S. mutans 81,264 4,770 93,113 69,415       G 

indireto 
E. faecalis 92,654 5,610 106,589 78,718     E F G 

S. mutans 92,762 9,478 116,306 69,217     E F G 

*Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 

**Cores iguais mostram comportamentos semelhantes 

  

 Nos tempos 2 e 8 horas não foram observadas diferenças entre as médias 

do retardo óptico, mostrando que o efeito do tipo de bactéria não foi relevante. 
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 No entanto, em 4 horas, são observados comportamentos distintos a 

depender do tipo de contato. Para o contato direto, as amostras contaminadas 

com E. faecalis apresentaram a média do retardo óptico significativamente maior 

que seu controle quando comparada as média obtidas para S. mutans e P. 

gingivalis, respectivamente. Sendo esta última bactéria com valor inferior ao seu 

controle. No contato indireto, somente foram detectadas diferenças significativas 

entre S. mutans e P. gingivalis, a primeira com a média do retardo óptico 31,26% 

maior que o controle, e a segunda, com 2,10% menor que o seu respectivo 

controle.  

 As imagens representativas da cultura de odontoblastos MDPC-23 corados 

com picrosirius para avaliação em microscopia de polarização estão ilustradas nas 

figuras 05, 06 e 07. 
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6. DISCUSSÃO 

  

 Pashley (1996) descreve a dentina como um composto biológico constituído 

de partículas de cristais de apatita numa matriz de colágeno. Essa matriz é 

formada pelos odontoblastos e estão intimamente relacionados com os 

fibroblastos pulpares. Sendo estes as células mais numerosas na polpa cuja 

função é formar e manter a matriz pulpar, que consiste em colágeno e substância 

fundamental. A íntima relação dos fibroblastos pulpares com odontoblastos 

também é observada através de junções do tipo gap entre essas células (Sasaki 

et al., 1982) e o padrão de síntese de colágeno é semelhante para fibroblastos e 

odontoblastos (Ten Cate, 2008).  

 Visto que o principal componente das matrizes dentinária e pulpar é o 

colágeno, o objetivo desse estudo foi avaliar a influência das bactérias e/ou seus 

subprodutos na secreção do colágeno.  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 avaliação da 

secreção de colágeno (Bohari et al., 2012; Man et al., 2012).  

 O teste do ELISA para os fibroblastos 3T3 mostrou que os níveis de 

colágeno 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 obliteração do lúmen dos túbulos 

dentinários, ou pela diminuição do diâmetro do túbulo para reduzir a 

permeabilidade das bactérias e seus produtos tóxicos para a polpa (Perdigão, 

2010). Assim sugere-se que esse aumento nos níveis de colágeno 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 característica do reparo pulpar é a formação da dentina terciária 

(Tziafas et al., 2000).  

 Os resultados encontrados pelo teste do ELISA não mostraram diferença 

nos níveis de colágeno tipo I em relação aos tipos de contatos estudados, 
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indicando, assim, que a presença da bactéria não foi relevante para estimular o 

aumento nos níveis de colágeno, diferentemente dos subprodutos bacterianos, 

que estavam presentes tanto no contato direto quanto indireto. Sugerindo assim, 

que o estímulo para o aumento na produção de colágeno se deva a ação dos 

subprodutos liberados pelas bactérias e não pelo contato célula/bactéria. 

 Coil et al. (2004) cita a participação ativa de fibroblastos durante o processo 

inflamatório provocado pela invasão bacteriana, produzindo, em contra-partida, 

citocinas pró-inflamatórias. Os odontoblastos, com seus processos celulares se 

estendendo dentro dos túbulos dentinários, são 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 período de 4 horas, observa-se que há uma redução significativa 

nos níveis de colágeno tipo I para odontoblastos MDPC-23. Sugere-se que seja 

devido ao aumento da secreção de enzimas degradativas, como 

metaloproteinases, liberadas pelas células após estimulação com subprodutos 

bacterianos (Chang et al., 2002), somando-se à ação colagenolítica das bactérias 

estudadas.  

 S. mutans invade a periferia das fibrilas de colágeno e provoca a sua 

ruptura, além de possuir atividade colagenolítica (Frank et al., 1989; Jackson et al., 

1997). P. gingivalis está relacionado com a liberação e ativação de 

metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos do periodonto, degradação 

de fibrilas de colágeno tipo I, e aumento da expressão e ativação 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 virulência, está relacionado com a produção de 

gelatinase (Kayaoglu & Ørstavik, 2004), que são metaloproteinases da matriz 

envolvidas na proteólise e rompimento de membranas basais, bem como na 

degradação de colágenos tipo IV, V, colágenos 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 redução da 

secreção de colágeno com o decorrer do tempo possa estar relacionada também 

com o efeito provocado pelo fator de transformação de crescimento (TGF-β) e 

fator de necrose tumoral (TNF-α). Em polpas saudáveis, TGF-β é secretado por 

odontoblastos e fibroblastos, e tem sua expressão aumentada na pulpite 

irreversível (Piattelli et al., 2004). Martelli-Junior et al. (2003) e Magloire et al. 

(2001) têm sugerido que TGF-β1 aumentam a síntese de colágeno tipo I e podem 

reduzir atividades proteolíticas, concordando com Chang et al. (2001) que 

observaram uma redução na produção de MMP-2 na presença de TGF-β. No 

entanto, foi observado diminuição da expressão gênica de TGF-β1 nos 

odontoblastos após estimulação com LPS, e  o colágeno tipo I foi desregulado 

pelo ácido lipoteicóico (LTA) (Farges et al., 2009). 

 Em paralelo, pulpite irreversível também está relacionada com o aumento 

do fator de necrose tumoral (TNF-α) (Pezelj-Ribaric et al., 2002; Kokkas et al., 

2007).  Acredita-se que TNF-α estimule, em conjunto com outras citocinas, as 

células humanas da polpa a sintetizar e secretar enzimas proteolíticas que 

destroem a matriz extracelular (Ueda & Matsushima, 2001). Pan & Halper (2003) 

relataram um aumento na expressão gênica de mRNA de procolágeno tipo I 

quando os fibroblastos foram estimulados com TGF-β1, e redução da expressão 

gênica de mRNA de procolágeno tipo I quando estimulados com TNF-α. TNF-α 

estimula o crescimento de fibroblastos e a produção de colagenase pelos próprios 

fibroblastos (Coil et al., 2004). 

 Sabendo-se que valores elevados do retardo óptico implicam em uma 

estrutura de forte birrefringência, ou seja, elevada organização estrutural do 

colágeno; e baixos valores do retardo óptico significam fraca birrefringência, ou 

seja, baixa organização estrutural do colágeno (Wolman & Kasten, 1986, Vidal & 

Mello, 1987), as imagens obtidas pela microscopia de polarização mostram que a 

monocamada de células é uma estrutura de fraca birrefringência, pois existem 

moléculas de colágeno em várias direções. Pode-se, entretanto, observar uma 
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alteração no brilho emitido pelo corpo birrefringente após o estímulo bacteriano, 

verificado pela variação dos valores obtidos com o retardo óptico.  

 Os resultados encontrados com a análise da birrefringência do colágeno 

através da microscopia de polarização, em relação à influência do tempo, tanto 

para fibroblastos 3T3 e odontoblastos MDPC-23, mostraram uma tendência à 

redução do valor do retardo óptico com o decorrer do tempo, ou seja, uma 

redução da birrefringência, significando uma desorganização estrutural. Em alguns 

casos, foi observado um aumento dos valores do retardo óptico em 4 horas, mas 

posteriormente, seguiu-se com uma significativa diminuição.  

 Os resultados obtidos pela microscopia de polarização, em relação à 

influência do tipo de contato sobre o retardo óptico para os fibroblastos (Tabela 

05), mostram que apenas para S. mutans o contato indireto foi significativamente 

maior que o contato direto no período de 4 horas. Isso significa que apenas os 

subprodutos foram suficientes para estimularem um aumento no brilho exibido 

pela estrutura birrefringente. Em relação à influência do tipo de contato sobre o 

retardo óptico para os odontoblastos (Tabela 11), apenas para E. faecalis o 

contato direto foi significativamente maior que o contato indireto no período de 4 

horas. Indicando que a presença 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 período de 4 horas. Em ordem 

decrescente, é seguido pelo S. mutans e P. gingivalis; essa sequência se repetiu 

para fibroblastos (Tabela 06) e odontoblastos (Tabela 12). E. faecalis está 

relacionado com a síntese de gelatinase (Kayaoglu & Ørstavik, 2004), por isso 

sugere-se que não esteja diretamente envolvido com a degradação de colágeno 

tipo I, justificando os maiores valores encontrados para o retardo óptico; no 

entanto, o LTA, um dos fatores de virulência das bactérias Gram-positivas, é 

capaz de desregular o colágeno tipo I (Farges et al., 2009), situação observada no 

período de 8 horas. 
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 Com os resultados obtidos nesse estudo, observa-se a necessidade de 

avaliar outros componentes que também são liberados pelas células estudas e 

que podem interferir na produção do colágeno como as metaloproteinases, e 

citocinas tipo TNF-α e TGF-β1. Outro fator importante de se avaliar é a morfologia 

celular a fim de compreender os eventos que interferem na secreção do colágeno 

quando uma célula é estimulada pelas bactérias e/ou seus subprodutos. Como 

certeza, essas novas informações irão contribuir para compreender o processo 

que acontece in vivo quando o complexo dentina-polpa é exposto à ação de 

bactérias patogênicas da cárie dental e da infecção do sistema de canais 

radiculares. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Com esse estudo, pode-se concluir que: 

 

- A infecção com as bactérias S. mutans, E. faecalis e P. gingivalis estimularam 

um aumento nos níveis de colágeno tipo I nos períodos de 2 e 4 horas em cultura 

de odontoblastos MDCP-23, e um aumento nos progressivo de colágeno tipo I 

entre 2 e 8 horas em cultura de fibroblastos 3T3.  

- O estímulo para o aumento na produção de colágeno se deve a ação dos 

subprodutos liberados pelas bactérias e não pelo contato célula/bactéria.  
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