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RESUMO

A carie é uma doencga infectocontagiosa de carater multifatorial que pode
acarretar danos severos a polpa dentaria. Lesdes profundas de carie podem resultar em
um aumento significativo na densidade dos vasos sanguineos, inflamagéao pulpar e
consequentemente, em uma pulpite irreversivel (PIl). Além disso, a dor de origem pulpar
é frequentemente relatado nestes casos, o cortisol € considerado um biomarcador preciso
em pesquisas para medir estas condigbes. Bactérias Gram-positivas sdo normalmente
encontradas nestas situacbes e apresentam um componente em sua parede celular
conhecido como acido lipoteicéico — LTA. No caso das Bactérias Gram-negativas, seu
principal componente celular é o lipopolissacarideo (LPS), conhecido como uma
endotoxina capaz de realizar destruicao tecidual indireta através de diferentes mediadores
quimicos. Leveduras do género Candida também estdo presentes no grupo de
microrganismos associados a formagao de biofilmes na cavidade oral. Este estudo teve
como objetivo: 1) Avaliar por métodos moleculares a presenca de espécies bacterianas e
fungicas, presentes na pulpite irreversivel sintomatica. 2) Monitorar os niveis de LPS, LTA
e cortisol. Foram coletadas 10 amostras de carie (C1), iniciais (C2), pos preparo quimico
mecanico (C3) e pos medicagao intracanal(C4) de pacientes com diagndstico de Pl e 10
amostras iniciais, pés preparo quimico mecéanico e pés medicagao intracanal do grupo
controle constituido de polpas normais(PN). A quantificagdo de acido lipoteicéico (LTA) e
endotoxinas (LPS) foi realizada respectivamente, pelos métodos do ensaio
imunoenzimatico (Enzyme-Linked immunosorbent Assay- ELISA) e método turbidimétrico
(LAL Pyrogent 5000). Além disso, também foram analisados os niveis de cortisol através
do teste de ELISA. Apds a realizagao e processamento dos dados, estes foram tabulados
e a analise estatistica relizada com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados,
em relagdo ao grupo PI, mostraram que bactérias e fungos foram detectados em 100%
nas coletas C1 e C2 através do Nested PCR. As espécies mais encontradas nas coletas
de carie foram, Candida glabrata, Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens,
Candida tropicalis e Candida dubliniensis. Nas coletas iniciais (C2), as espécies mais
prevalentes foram Enterococcus faecalis, Prevotella nigrescens, Candida tropicalis e
Candida dubliniensis. Associagdes estatisticamente significantes entre bactérias
especificas em conjunto no interior do canal radicular foram encontradas (p<0,05). Niveis
de cortisol nas amostras iniciais foram superiores (2,96+1,18 ug/dL) quando comparado
entre preparo quimico-mecanico e medicagdo intracanal que nao reveleram diferenga
estatistica entre os grupos. Em relagdo aos niveis de LPS e LTA,observou-se diferenca
significativa (p<0.05) entre C2 e C3. Concluiu-se dentes com Pl apresentam microbiota
diversificado com redugéo nos niveis de LPS e LTA pés-PQM. No caso de dentes com
Polpa Vital Normal (PN) ndo foi identificado bactérias e fungos especificos, porém
detectou-se niveis inferiores de LPS, LTA e cortisol quando comparado com a pulpite
irreversivel.

Palavras-chave: Bactérias. Endodontia. Inflamacéo. Pulpite



ABSTRACT

Caries is a multifactorial infectious disease that can cause severe damage to the
dental pulp. Deep carious lesions can result in a significant increase in the density of blood
vessels, pulpal inflammation and, consequently, irreversible pulpitis. In addition, pulpal pain is
often reported in these cases, cortisol is considered an accurate biomarker in research to
measure these conditions. Gram-positive bacteria are normally found in these situations and
have a component in their cell wall known as lipoteichoic acid — LTA. The Gram-negative
bacteria have the main cellular component denominated lipopolysaccharide (LPS), known as
an endotoxin capable of indirect tissue destruction through different chemical mediators.
Yeasts of the genus Candida are also present in the group of microorganisms associated with
the formation of biofilms in the oral cavity. This project aimed to 1) Analyze and quantify the
different microbial, bacterial and fungal types present in symptomatic irreversible pulpitis
through molecular methods; 2) Monitor LPS, LTA and cortisol levels. 10 caries samples were
collected (C1), initial (C2), after mechanical chemical preparation(C3) and after intracanal
medication (C4) from patients diagnosed with irreversible pulpitis (IP) and 10 initial samples,
after mechanical chemical preparation and after intracanal medication from the control group
consisting of normal pulps (NP). The quantification of lipoteichoic acid (LTA) and endotoxins
(LPS) was performed, respectively, by immunoenzymatic assay methods (Enzyme-Linked
immunosorbent Assay-ELISA) and the turbidimetric method (LAL Pyrogent 5000). In addition,
cortisol levels were also analyzed using the test of ELISA. After the realization and processing
of the data, these were tabulated, and the statistical analysis performed. The significance level
was set at 5% (P < 0.05). The results, in relation to the Pl group, showed that bacteria and
fungi were detected in 100% of the C1 and C2 collections through Nested PCR. The most
common species found in caries samples were Candida glabrata, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella nigrescens, Candida tropicalis and Candida dubliniensis. In the initial collections
(C2), the most prevalent species were Enterococcus faecalis, Prevotella nigrescens, Candida
tropicalis and Candida dubliniensis. Statistically significant associations between specific
bacteria together within the root canal were found (p<0.05). Cortisol levels in the initial samples
were higher (2.96+1.18 pg/dL) when compared between chemical-mechanical preparation and
intracanal medication, which did not reveal statistical difference between groups. Regarding
LPS and LTA levels, there was a significant difference (p<0.05) between C2 and C3. It was
concluded that teeth with Pl have a diversified microbiota with a reduction in post-PQM LPS
and LTA levels. In teeth with Normal Vital Pulp (NP), specific bacteria and fungi were not
identified, but lower levels of LPS, LTA and cortisol were detected when compared to
irreversible pulpitis.

Keywords: Bacteria. Endodontics. Inflammation. Pulpitis.
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1 INTRODUGAO

A polpa dentaria em condigbes de normalidade é um tecido conjuntivo
envolto por dois tecidos denominados esmalte e dentina, estes circundem, protegem
e previnem a camara pulpar e os canais radiculares de forgcas mecanicas da
mastigacao e contaminagao de microrganismos da cavidade oral (Yu & Abbott, 2007;
Cohenca et al., 2013; Kawashima & Okiji, 2016).

A comunidade microbiolégica é definida como fator primordial para o inicio
de uma lesao cariosa . Esta inicia-se através de uma desmineralizacdo do esmalte e
posteriormente, a jungcdo de um ambiente sacarolitico com microorganismos podera
evoluir para uma degradacdo dentinaria. Nesta etapa infecciosa, espécies
pertencentes aos géneros Streptococcus, Lactobacillus e Actinomyces estao
presentes, iniciando o processo inflamatorio, onde moléculas da matriz dentinaria sao
liberadas. No entanto, células hospedeiras na interface dentina-polpa reconhecem
estas espécies e visam proteger o hospedeiro através de respostas antibacterianas,

inflamatdrias e imunoldgicas (Farges et al., 2011).

A evolucdo da carie para uma alteracdo pulpar envolve mecanismos
imunologicos e inflamatérios, além da presenga de microrganismos. Quando ha
inflamacao pulpar, mediadores pro-inflamatérios sao difundidos na interface dentina-
polpa com objetivo de desencadear eventos protetores, antibacterianos e respostas
anti-inflamatdrias. Portanto, do ponto de vista clinico, torna-se essencial reconhecer o
mecanismo de acao e de citocinas envolvidas no processo de na defesa pulpar contra
microrganismos relacionados a carie visando o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas na Endodontia (Farges et al., 2015).

Um patdgeno que se adere facilmente em superficies dentarias e no
biofiime é o Streptococcus mutans. Seu mecanismo de adesao é explicado pela
grande producdo de acidos organicos e habilidade de permanéncia em ambientes
desfavoraveis, com pH baixo. A detecgao de S. mutans em casos de caries primarias
€ de grande interesse; mas ele também pode estar associado em casos de infec¢des
extra-orais como endocardite infecciosa (Lima et al., 2020). Este e outros grupos
bacterianos presentes sdo responsaveis pela produgao de acidos além da capacidade
de invasdo dos tubulos dentinarios através da ligagdo com o colageno tipo | da
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dentina, resultando em um avango da carie a nivel pulpar. Os subprodutos
metabdlicos e antigenos bacterianos podem se difundir através da dentina intratubular
onde inicia-se o0 processo de resposta imunolégica e enzimas proteoliticas

extracelulares agravam esta inflamagéo (Hahn et al. 2007).

Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Actynomyces israelli
tem sido considerados agentes primarios de caries de superficie radicular em
humanos (Shen et al., 2004; Leites et al. 2004; Lima et al., 2020, Zheng et. al. 2019).

Enterococcus faecalis € uma espécie frequentemente associada a
infeccbes pulpares e periapicais, sendo também encontrada em lesbes na mucosa
oral e no trato gastro intestinal dos individuos. Sendo reconhecida como uma bactéria
gram-positiva e resistente por permanecer no interior dos canais radiculares mesmo
com a descontaminagé&o quimica e mecanica do canal radicular (Gomes et al., 2006;
Endo et al., 2013).

Leveduras do género Candida também estdo presentes no grupo de
microrganismos associados a formagao de biofilmes na cavidade oral, sendo a mais
freqUente causadora de candidiase em pacientes imunodeprimidos (Zaremba et al.,
2006; Sakko et. al. 2016; Bernal-Trevino et. al. 2018). A morfogénese de fungos
compreende duas formas basicas; ovoide (leveduras) ou de aspecto filamentoso
(hifas). A espécie C. albicans se reproduz formando células de levedura, porém cresce
em forma de hifas quando macréfagos ingerem as leveduras. Outra morfologia
presente nesta espécie sdo os clamiddsporos, sendo estes esporos redondos e com

parede celular espessa (Siqueira e Sen, 2004; Kohler et al., 2017).

Para reconhecer e quantificar microrganismos presentes e as moléculas
sinalizadoras sao realizados diversos testes que auxiliam na conduta clinica a ser
executada. A técnica de cultura é considerada um método de identificagdo microbiana
padrao ouro bem embasado ao longo dos anos. Esta técnica possibilita quantificacao
de microrganismos viaveis em amostras e informagdes notérias sobre a etiologia
bacteriana e fungica, de maneira confidvel e assidua (Rajaram et al., 2016; Barbosa-
Ribeiro et al., 2020).

PCR e Next Generation Sequencing (NGS) sdo exemplos de métodos
moleculares (Arruda-Vasconcelos et al., 2021). O real time-PCR também oferece
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informacgdes da populagao microbiana de maneira geral, incluindo bactérias cultivaveis
e nao cultivaveis (Lima et al., 2020). Entretanto ndo ha nenhuma técnica
microbioldgica que identifique e quantifique todas as espécies bacterianas de maneira
abrangente presentes na polpa (Gomes et al.,, 2004). Métodos moleculares séo
alternativas viaveis aos métodos de cultura, no entanto a interpretacao da diversidade
bacteriana pode ser tendenciosa e limitada, uma vez que ha diferenca na eficacia de

lise celular na extracdo de DNA e, consequentemente, PCR. (Siqueira et al., 2009)

Dentes com lesdes profundas de carie podem resultar em um aumento
significativo na densidade dos vasos sanguineos, inflamacado pulpar e
consequentemente, em uma pulpite irreversivel. Bactérias Gram-positivas sao
normalmente encontradas nestas situag¢des, induzindo a expressao de mediadores
quimicos inflamatorios, além de apresentarem um componente em sua parede celular
conhecido como acido lipoteicdico — LTA. O conhecimento destes mecanismos e vias
de sinalizagdo s&do essenciais para que se descubra condutas terapéuticas para

pulpites e patologias perirradiculares (Soden et al., 2009).

O LTA é um polimero da parede celular de bactérias Gram-positivas de
extrema importancia podendo ser subclassificado baseado nas estruturas quimicas e
grupos hidroxila. Além disso, é frequentemente comparado ao LPS devido as enzimas
semelhantes e localizacdo dentro do periplasma em ambos os casos (Percy e
Grindling, 2014). O &cido lipoteicdico € encontrado em grandes proporgdes na
presencga de sacarose e bactérias cariogénicas, como por exemplo, Streptococcus e
sua ligacdo na membrana celular ocorre através de forgas hidrofébicas. Na presenca
destes microrganismos em baixo pH, este polimero € conduzido a matriz extracelular
induzindo a expressdo de diversos mediadores inflamatorios, além de atuar
diretamente na neovascularizacdo em locais infecciosos e ser potente indutor de

atividade celular (Telles et al., 2003).

No caso das Bactérias Gram-negativas, seu principal componente celular
€ o lipopolissacarideo (LPS), conhecido como endotoxina,que € capaz de realizar
destruicao tecidual indireta através de diferentes mediadores quimicos, a reabsorcao
Ossea periapical e reacao inflamatéria também é encontrada através de efeitos
biolégicos quando ha liberacdo do LPS (Mohammadi et al., 2012). A toxicidade

conferida ao LPS se deve a sua porcao de lipideo A, que é estruturalmente composto
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por um esqueleto de dissacarddeo de D-glucosamina e multicadeias de acidos graxos
em posi¢cdes especificas. Sua estrutura quimica € diferente em cada espécie
bacteriana em relagdo a composigao de cadeia por acido graxo (Wheize et al., 2020).
Os niveis de endotoxina estao diretamente relacionados com sintomatologia dolorosa
e sinais clinicos como sensibilidade ou dor a percussao e palpacgao. Sua quantificagéo
laboratorial pode ser realizada através do método LAL que detecta a endotoxina a
partir de um substrato sintético produtor de cor. A extrema sensibilidade para a
detecgdo de minimas quantidades de LPS € uma grande vantagem deste tipo de teste.
(Gomes et al., 2009)

Citocinas pré-inflamatérias séo produzidas através do sistema imunolégico
na presenga de uma microbiota complexa. A resposta inflamatoria acontece devido a
reagdes bioldgicas tais como trauma fisico, condigbes autoimunes, neoplasias e,
infeccdes microbianas. Os mediadores quimicos estdo diretamente relacionados com
o lipopolissacarideo, sendo que este promove desregulagdo de vasos sanguineos e

inflamacg&o aguda (Yamashiro et al., 2020).

Os tratamentos odontolégicos sdo comumente relacionados as situagdes
de ansiedade e estresse. O cortisol é responsavel pela resposta do corpo humano ao
estresse. Este glicocorticoide € responsavel pela regulagdo de carboidratos e
proteinas e manutencao de reatividade vascular. Sua produg¢ao é modulada pelo ritmo
diurno e estresse. Caso sua produgao seja diminuida, ocorrera graves mudangas na
homeostase do corpo (Miller et al.,1995). Cortisol pode também ser considerado como
um biomarcador preciso em pesquisas para medir o estresse gerados pela infecgao
odontoldgica. Kits de ensaio de quimioluminescéncia sao utilizados para analisar e
realizar a medigéo do cortisol (AIMaummar et al., 2019). Pacientes que apresentam
inflamacao pulpar e dor espontanea, podem ser comprometidos pelaa privacdo do
sono e da qualidade de vida que, desta maneira, ira interferir nos niveis de cortisol
devido a estas condi¢cdes desagradaveis.

Portanto, o tratamento endoddntico deve eliminar o maximo possivel da
carga microbiana e seus fatores de viruléncia, citocinas e marcadores. Além disso, 0
objetivo da terapia € a remissdo dos sinais e sintomas clinicos e regressido do

processo inflamatorio.
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O teste LAL ¢é utilizado para quantificagao de endotoxina bacteriana a partir
de métodos de alteracdo de cor através de espectrofotometria e revelagdo do
lipopolisacarideo. O reagente do teste € adicionado a um reagente cromogénico de
alta especidade com o LPS que na presenca de endotoxinas provenientes da coleta,

uma coloragcdo amarela é encontrada (Couto et al., 2020).

As condic¢des reais da polpa a partir de suas caracteristicas histoldgicas
sd0 mais precisas que as obtidas com os dados do exame subjetivo e exame clinico
do paciente. Portanto, a correlagao clinica, histoldgica e imunoloégica deve ser
realizadas para que haja uma classificagcdo assidua entre polpa normal, pulpite

reversivel e pulpite irreversivel (Ricucci et al., 2014).

Assim, o presente estudo clinico tem por objetivo principal estudar a
microbiota, os niveis de acido lipoteicoico, de endotoxina e dos niveis de cortiol
relacionados a dor neurogénica de origem pulpar de dentes com diagndstico de pulpite

irreversivel sintomatica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O mecanismo da doenga carie e inflamagao pulpar

O sistema de defesa imune inato e adaptativo sado constituidos por fatores
de crescimento, células-tronco mesenquimais, componentes humorais e celulares.
Células imunes podem secretar grandes quantidades de interleucina-6, interleucina-8
e citocinas MIF (fator inibidor de migragdo de macrofagos) em que recrutam e ativam
leucdcitos e macréfagos. Saoud, em 2006, enfatizou o conhecimento do mecanismo
imunoldgico e busca contribuir em relacdo a opgdes terapéuticas regenerativas do

complexo dentina-polpa.

Os linfécitos e macréfagos também sio ativados durante o processo
inflamatorio, liberando e produzindo quimiocinas, citocinas, prostaglandinas e

mediadores lipidicos (Hahn et al., 2007).

Chen, em 2007, projetou e avaliou diferentes primers espécie-especificos
de Streptococcus mutans, uma vez que este € um dos principais patdégenos
associados a carie dentaria em pacientes jovens. Além disso, a utilizagdo de
metodologias moleculares implementa o estudo epidemioldégico de alto rendimento

quando comparados ao meétodo de cultura tradicional.

Outras bactérias altamente presentes na carie e na sua progressao sao do
género Lactobacillus, Kneist S (2010) coletou dentina cariada de molares deciduos e

investigou as diversas espécies por suas caracteristicas bioquimicas-efisiologicas-

Ainda em relagdo a imunidade, outras moléculas protetoras contra
microrganismos sdo os peptideos antimicrobianos, frequentemente encontrados na
cavidade oral na forma de defensinas, catelicidinas e histatinas. Estes séao
responsaveis pela producido de citocinas pré-inflamatdrias, recrutamento de células
de defesa e respostas imuno-inflamatoérias. O enfoque de estudos imunoldgicos é
extremamente essencial para o surgimento de terapéuticas efetivas, tanto no

tratamento convencional como no ramo da endodontia regenerativa (Mai et al., 2016).

Zheng, em 2019, em um estudo envolvendo o sequenciamento de amplicon

analisou o microbioma presente em carie de dentina avancgada e correlacionou com o
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estado inflamatério da polpa. Sua amostra foi subdivida em quatro diferentes grupos
estabelecidos através do diagndstico pulpar: polpa normal com carie profuda, pulpite
com teste de sensibilidade responsivo ao frio, pulpite com teste responsivo ao frio e

ao calor e pulpite irreversivel sintomatica.

Bactérias como Streptococcus mutans séao frequentemente encontradas na
carie dentaria, porém também pode estar presente em infec¢gdes endoddnticas
primarias e secundarias. Lima et al., 2020, analisaram as diversas caracteristicas

patofisioldgicas deste microrganismo e seus fatores de viruléncia.

Os sintomas clinicos e sua correlagcdo com as espécies bacterianas da
carie na forma avancgada nao é totalmente clara. Sun, em 2020, associou a microbiota
e os sintomas clinicos como dor espontanea, dor a percussdo e auséncia de dor
através de amostras obtidas de pacientes diagnosticados com carie dentinaria
profunda sem alteracéo pulpar, pulpite reversivel e pulpite irreversivel. Estas foram

sequenciadas a partir do DNA ribossémico 16S.

Além do estudo microbioldgico continuo em alteragdes pulpares e de carie
dentinaria, € de extrema importancia a investigacdo dos outros mecanismos
envolvidos nas linhas de defesa contra a carie e seu avango aos tecidos pulpares.
Zhou, em 2021, realizou um modelo de pulpite in vitro com o objetivo de detectar
citocinas pro-inflamatérias. Neste estudo concluiu-se que a funcdo mitocondrial
(mtDNA) e a expresséo da via cGAS-STING presentes em células odontoblasticas
podem ser uma opcao terapéutica no caso de inflamagdes microbianas em casos de

pulpite.

Nireeksha, em 2021, revisou o papel das catelidinas visto que estas
estimulam a reposta imuno-inflamatéria na polpa e no periapice e apresentam uma
grande capacidade na producgao de citocinas, além de regular a formagao de dentina
reparadora através dos odontoblastos; todos esses mecanismos de agdo também
caracterizam opcéao terapéuticas relevantes contra agentes bacterianos, fungicos e
virais. Outro fator a ser explicado nesta revisao é o processo inflamatério da polpa que
€ caracterizado pelo patrulhamento de linfécitos T e citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-

a.

Outro importante mecanismo de defesa inato sdo os neutroéfilos, sendo que
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0s que se encontram na cavidade oral apresentam fungédo unica de vigilancia
imunoldgica. Zamperini, em 2021, avaliou os neutroéfilos presentes na progressao de

carie radicular em espécimes de dentina bovina e o efeito proteolitico das enzimas.

Demant, em 2022, também realizou uma investigacao in vitro de respostas
imunoldgicas em lesdes de caries avangadas e inflamagao pulpar. Neste estudo foram
utilizados quarenta e seis dentes com lesdes de carie avangada, e entao realizado a
cultura celular e expressdo dos genes de marcadores relacionados a osteogénese
e/ou condrogénese. Ou seja, esse estudo teve como intuito correlacionar a
estimulacao inflamatéria de células pulpares e a expressdo génica de marcadores

presentes nessa condigado e no tecido conjuntivo.

2.2 Dor de origem pulpar em relagao ao estresse e nivel de cortisol

Miller et al., 1995, coletaram saliva de cinquenta individuos saudaveis com
o intuito de avaliar o cortisol e estresse fisioldgico oriundo de varios procedimentos
odontolégicos e em diferentes periodos: antes, entre o atendimento, final do
procedimento e apdés uma hora da realizacédo. Tais procedimentos realizados foram
exame clinico, profilaxia, restauracao, tratamento endoddntico e exodontia. Para
analise, foi utilizado o kit de radioimunoensaio GammaCoat Cortisol (INCSTAR Corp.,
Stillwater, Minn.) e constatou-se um maior nivel de estresse em pacientes submetidos
a exodontia, quando comparado aos outros procedimentos de rotina. Além disso, os
niveis de cortisol diminuiram em 15% dos pacientes desde a coleta inicial até o final

quando submetidos a profilaxia, restauracédo ou tratamento endodéntico.

Kambalimath et al., 2010, estudaram o estresse psicoldgico de criangas
com e sem carie precoce da infancia quando submetidas a tratamentos odontolégicos.
Foram coletadas amostras de saliva durante os procedimentos de profilaxia e
aplicacao tdpica de fluor. A coleta foi analisada por radioimunoensaio € ndo encontrou-
se diferencga significativa entre os grupos estudados, isso pode ser explicado devido
ao tamanho da amostra (n=100) e pela capacidade de enfrentamento do publico-alvo

que sao criangas.

AlMaummar et al., 2019, avaliaram 151 criangas de 6 a 9 anos, em relacao
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aos niveis de cortisol salivar e alfa-amilase salivar, que foram submetidos a
tratamentos odontolégicos bem sucedidos devido a técnicas de controle de
comportamento n&o farmacolégico e farmacolégicos. Foram analisados trés
diferentes grupos nos quais foram pacientes denominados fobicos, ansiosos e um
grupo controle e constatou-se que a amilase salivar € um método de avaliar estresse
e diferenciar o estresse do medo. Em relagao ao cortisol, este seria um indicativo de

estresse ao longo prazo.

Haug et al.,, 2019, avaliaram a dor aguda associada a aspectos como
inflamacao pulpar ou de origem periapical e sua correlagdo com marcadores,
mediadores inflamatérios, fluxo salivar e o aumento da expressao de cortisol. Foram
preenchidas fichas relacionadas ao estresse pelos pacientes, onde questionava-se
fatores indutores do estresse, ansiedade no ambiente odontolégico e insoénia.
Detectou-se niveis mais elevados de cortisol em pacientes sintomaticos quando
comparados ao grupo controle, este ultimo era constituido por pacientes sem dor e

sem complicagbes odontoldgicas.

de Almeida et al., 2019, avaliaram a eficacia da acupuntura em relagao ao
uso de controle farmacoldgico em pacientes com dor dentaria e de origem pulpar. Para
tal estudo, foi coletado cortisol salivar, classificacdo de dor pela Escala Visual
Analégica (EVA) pelos pacientes e medicao do nivel de energia pelo método
Ryodoraku. Para analise do cortisol, o kit Salivary Cortisol (Salimetrics, State College,
PA, EUA) foi utilizado e entdo realizado o método de ELISA onde os niveis de cortisol

salivar foram determinados através das curvas padrao fornecidas pelo fabricante.

Jabali et al., 2019, analisaram biomarcadores salivares em casos de
periodontite cronica em que os pacientes eram submetidos ao tratamento periodontal
ndo cirurgico: raspagem e alisamento radicular. Os biomarcadores salivares
investigados no presente estudo foram a imunoglobulina A, L-6, interferon-y, molécula
de adesao intercelular soluvel-1 (sICAM), ALP e cortisol através do uso de um kit
ELISA. Como conclusao, os niveis de cortisol aumentaram significativamente apos os

procedimentos de raspagem, enquanto outros biomarcadores salivares diminuiram.

Nijakowski et al., 2022, realizaram um estudo com o objetivo de

correlacionar os parametros bioquimicos salivares em estudantes de odontologia
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durante o ano letivo. Amostras de saliva foram coletadas nos periodos diurnos,
noturnos e em épocas diferentes tais como meio do ano letivo e do ano consecutivo,
durante o periodo de provas e o inicio do ano. Concluiram que o cortisol coletado no
periodo diurno ou matinal apresenta melhores parametros e previsibilidades como

marcador de niveis de estresse.

Nalci et al., 2022, compararam o uso de um aplicativo movel para controle
de ansiedade durantes as diferentes etapas do tratamento endoddéntico no qual a
ansiedade foi avaliada através dos niveis de cortisol salivar. As amostras foram
coletadas nos periodos pré-operatorio, pds-anestesia e pé-operatorio e analiadas
através do ensaio de imunoabsorgao enzimatica. A queda dos niveis de cortisol entre
o periodo pré e pds operatdério foi maior no grupo experimental quando comparado ao

grupo controle que n&o utilizou o software como auxilio para controle da ansiedade.

Poucos relatos na literatura cientifica analisam o aumento ou diminuigao
dos niveis de cortisol em casos de pulpites sintomaticas uma vez que os pacientes
terdo sua vida laboral comprimetida, privacdo do sono devido aos sinais e sintomas
de dor e inflamagdo de origem endoddntica continua e intensa. Todas essas
condicbes irao gerar desconforto, estresse e ansiedade e, consequentemente,

aumento nos niveis do biomarcador relatado acima.

2.3. Espécies bacterianas associados com a inflamagao pulpar.

A capacidade de bactérias sobreviverem e se multiplicarem dentro do canal
radicular depende do ambiente e da pressao seletiva em que se encontram. Nos casos
de infeccdo endodéntica primaria ha predominancia de bactérias anaerébias estritas
enquanto na infecgdo secundaria ha uma maior presenca de bactérias anaerdbias
facultativas. Gomes et al., 2004, investigou e a microbiota presente nestes dois tipos
de infecgao associando os sinais e sintomas através de técnicas de cultura onde foram
recuperados através de diluigdo seriada, plagueamento, incubacao e identificacao.
Diversas espécies foram encontradas tais como Peptostreptococcus micros,
Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia/nigrescens, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis.

Além disso, concluiu-se uma maior presenga de anaerodbios facultativos e gram-
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positivos nos casos de infecgdo secundaria.

Rajaram et al., 2016, utilizaram o método do cultura convencional para
identificacdo de varias espécies produtoras de pigmento negro como Porphyromonas
e Prevotella em trinta e um pacientes com infeccdo endoddntica primaria e concluiu-
se que essas duas espécies desempenham um papel importante na patogénese

endodobntica.

Nelson-Filho et al., 2018, coletaram amostras de 123 canais radiculares de
dentes deciduos com pulpite inflamatoria irreversivel e/ou necrose pulpar e
periodontite apical com a finalidade de comparar os patégenos Gram-negativos
identificados nestas duas condigbes clinicas. As espécies encontradas foram
Prevotella nigrescens, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum polymorphum,
Fusobacterium nucleatum spp nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sorotipo a, Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo b, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella melaninogenica sendo que em maior

porcentagem nos casos de periodontite apical.

Bronzato et al. 2021, correlacionaram fatores de viruléncia associados aos
microrganismos e caracteristicas clinicas e radiograficas de lesbes periapicais em
dentes obturados e retratados endodonticamente. Foi detectado 17 espécies
bacterianas através do Nested-PCR sendo que Parvimonas micra foi a espécie mais
detectada dentre os grupos. Além disso, foi encontrado correlagéo entre os fatores de
viruléncia (LPS e LTA) e sinais/sintomas clinicos, ndo havendo diferenca significativa

entre os tipos de infecgao.

Singh et al., 2020, utilizaram a cadeia de reacdo em polimerase para
identificar microrganismos do complexo vermelho e E. faecalis além de sua
associagao com sinais e sintomas clinicos. Os grupos avaliados foram individuos com
infecgdo endodéntica em dentes deciduos e o outro com infec¢ao secundaria, sendo
que houve associacao estatisticamente significativa entre as bactérias estudas com a

infecgao sintomatica e doenca perirradicular.

Delikan et al., 2021, avaliaram dentes deciduos e permanentes e sua
diversidade microbiana a partir de sequenciamento genético (16sRNA) e Next
Generation Sequencing. Foram identificados 14 filos, 89 familias e 236 géneros. O filo
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mais detectado em ambas as situagdes foi Firmicutes, sendo que os Bacteriodetes e
Proteobacterias foram encontrados em dentes deciduos enquanto Actinobacteria e

Verrucomicrobia em dentes permanentes.
2.3.1 Fatores de viruléncia bacterianos associados com a inflamacgao pulpar

A associagao do acido lipoteicoisco (LTA) e a patogénese de pulpite é
frequentemente relatada, em que danos irreversiveis aos tecidos pulpares e aumento
da presséao intrapulpar através do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
quando expresso. Este induz permeabilidade vascular, edema e angiogénese. Na
presenca de pH baixo, as bactérias Gram-positivas sdo cultivadas com a exportagao
do LTA para matriz extracelular em uma proporgao significativa e com isso, ha a
expressao de varios mediadores inflamatorios. Telles et al., 2003, realizaram um
estudo in vitro em que avaliou o LTA como um indutor de expressdo de VEGF em
macrofagos, fibroblastos, células pulpares indiferenciadas e células semelhantes a
odontoblastos. Ao final, ndo observou expressao significativa de VEGF em
fibroblastos, e um aumento dose dependente no caso dos macrofagos e células
semelhantes a odontoblastos (MDPC-23); esta expresséo foi avaliada por ELISA e
RT-PCR.

Siqueira & Rocgas, 2009, revisaram a diversidade da microbiota em
diferentes situacdes clinicas baseado nos tipos de infeccdo endodoOntica. A
catalogagdo dos taxons microbianos identificados a partir da cultura e métodos
moleculares resultou em 468 taxons, uma arqueia e 9 fungos encontrados nas
infeccdes endodénticas. Em relagao aos filos, as bactérias pertencentes no sitio oral
encontradas foram Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobactérias, Proteobactérias,

Fusobactérias, Espiroquetas.

O acido lipoteicoico (LTA) € um componente presente na parede celular de
bactérias Gram-positivas que pode induzir varios mediadores inflamatorios e
quimiocinas. Soden et al., 2009, avaliaram se a expressao do fator de crescimento
endoteliar vascular (VEGF) em células de polpa dentaria € induzido pelo acido
lipoteicdico. Foram utilizadas células semelhantes a odontoblastos e células pulpares
indiferenciadas oriundas da cultura celular, citometria de fluxo para expressao de

TLR2 e expostas ao LTA a partir do teste imunoenzimatico ELISA. Concluiu-se que o
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LTA induziu a expressao de VEGF em ambas as células e que a inibicdo da
sinalizagcao de TLR2 inibiu significativamente a expressao deste mesmo fator de
crescimento. O conhecimento de vias de sinalizacdo desencadeada por bactérias &
de extrema relevancia para descoberta de novas medidas terapéuticas em casos de

pulpite.

Segundo Percy & Grunding, em 2014, ha diversas variagdes do acido
lipoteicdico em relagdo a suas estruturas quimicas e vias de sintese. O LTA mais
caracterizado e em grande diversidade € o poliglicerolfosfato (tipo 1), no qual é
encontrado em bactérias Gram-positivas do filo Firmicutes. LTA do tipo Il ao V
apresentam uma maior complexidade uma vez que suas estruturas quimicas nao
foram muito bem estabelecidas e poderiam passar por revisbes adicionais. O
conhecimento deste polimero resulta em informagao e possiveis condutas como a
utilizagdo dos mesmos para vacinas, probiodticos e alvos antimicrobianos a partir da

sintese proteica.

O lipopolissacarideo ou LPS, apresenta uma estrutura quimica composta
por polissacarideos, lipidios e proteinas e € encontrada em bactérias Gram-negativas.
Sua funcdo nao é dano tecidual direto, mas € denominada a grande responsavel por
liberar mediadores quimicos que causam patose celular e/ou tecidual diretamente.
Sua liberacdo ocorre durante a morte ou multiplicagdo das bactérias, causando

reabsorgéo 6ssea periapical e reagéo inflamatéria (Modammadi et al., 2012).

Couto et al., 2020, avaliaram o efeito da terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) e seus efeitos inibitérios nos lipopolisacarideos, utilizadndo
quatro diferentes fotossensibilizadores (PSs). Para a avaliagao destes fatores, foram
utilizadas diferentes abordagens e metodologias tais como ensaios funcionais usando
macrofagos de camundongos, modelo in vivo de injecao de LPS e o ensaio de LAL
(teste de lisado de amebdcitos de Limulus). Como resultado, houve diminuicdo da
secrecao de citocinas inflamatérias pelos macréfagos e que o potencial inflamat’ério

do LPS diminuiu apés o tratamento com os PSs.

Os lipopolisacarpideos (LPS) ou endotoxina é um fator de viruléncia oriundo
de bactérias Gram-negativas como o acido lipoteicdico (LTA) que se origina de
bactérias Gram-positivas, estes fatores sao liberados durante a multiplicagao
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bacteriana e sao responsaveis pela inflamagcado e dano pulpar, além disso estao
frequentemente associados aos sinais clinicos do paciente (Arruda-Vasconcelos et al.
2021).

A disbiose da microbiota oral em relacio a carie pode diferir de acordo com
o estagio apresentado, ou seja, uma superficie de esmalte higida apresenta bactérias
produzindo acido leve e incomum. No entanto, quando ha um processo de
remineralizagdo e desmineralizagdo ocorre um maior fornecimento de carboidratos e,
consequentemente, cepas acidogenicas também. Zhu et al., 2022, revisaram os
mecanismos microbiolégicos e sua evolugdo na cavidade oral, incluindo carie,

doencgas periodontais e doengas peri-implantares.
2.4 Presenga de multiplos géneros de Candida em infec¢6es endodonticas

Haynes et al., 1996, utilizaram 82 cepas de isolados clinicos de varias
espécies de Candida. A identificacao foi através da reacdo em Cadeia de polimerase
e foram utilizados primers para amplificacdo de C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei e a quantidade de cepas encontradas foi, respectivamente,
nove cepas, dezoito, treze e dezoito. Além disso foi identificado outras 17 cepas de

Candida e outros géneros de levedura.

Donnelly et al., 1999, elegeram o gene ACT1 a fim de confirmar a relagao
de C. dublinienses e outras espécies de leveduras. A analise das sequéncias

filogenéticas revelaram um nivel muito baixo de variagéo de sequéncia intraespécies.

Na presencga de fatores locais ou sistémicos que conduzem um individuo a
uma infecgao, os fungos podem ser encontrados sendo que a C. albicans € uma das
leveduras comensais e patologicas mais encontradas na cavidade oral. Baumgartner
et al., 2000, avaliaram o conteudo de 24 amostras retiradas de canais radiculares
infectados e 19 apresentando infecgbes perirradiculares de origem endoddntica
quanto a presenca de Candida albicans. Nos aspirados perirradiculares nao foi
encontrado nenhum fungo enquanto nos canais radiculares infectados foi encontrado

em 21% das amostras.

Tratamentos de insucesso endododntico e necessidade de retratamento

representam como principal fator etiolégico a persisténcia de microrganismos
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considerados resistentes. Pinheiro et al.,, 2003, identificaram diversas espécies
microbianas em sessenta dentes que apresentavam lesdes periapicais persistentes e
correlacionaram os fatores clinicos com os achados microbiolégicos. Em dentes que
nao apresentavam selamento coronario, houve uma correlacdo positiva entre

Streptococcus spp. ou Candida spp.

Trost et al., 2004, identificaram espécies-alvo de PCR de Candida para
caracterizagao dos produtos de PCR. Foi utilizado a amplificagéo intergénica de ITS1
e ITS2 para espécies clinicamente relevante, a partir de amostras clinicas isoladas.
Tais espécies investigadas foram: Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida guillermondii , Candida lusitaniae e Candida
dubliniensis. O objetivo do estudo foi fundamental para identificacdo rapida dos

produtos de amplificacao.

Kang et al., 2008, realizaram estudos comparativos entre bandas de DNA
de Candida tropicalis com outras espécies de Candida. Foi descoberto uma banda
especifica que foi extraida e sequenciada. O fragmento do gene Trf4 representou uma
sequéncia caracteristica de C. tropicalis e foi essencial para o crescimento dessas

linhagens.

Silva et al., 2012, forneceram informacbdes sobre epidemiologia,
patogenicidade, identificacédo e resisténcia antifungica de C. glabrata, C. parapsilosis
e C. tropicalis em uma revisdo. Estas espécies sdo patdogenos frequentemente
encontrados uma vez que pouco se sabe sobre as mesmas quando comparadas com
a C. albicans. A diferenciagdo destas espécies pode ser explicada pela sua
morfologia, na qual a C. glabrata cresce apenas em levedura, ja a C. parapsilosis nao

produz hifas porém podem gerar pseudo-hifas.

Alnuaimi et al., 2014, examinaram regides transcritas no rDNA de oito
espécies de Candida clinicamente relevantes com o objetivo de viabilizar analises
realizadas pelo método molecular. A técnica utilizada neste estudo foi classificada
como uma boa alternativa para a analise genotipica de cepas clinicas, no qual foi
experimentado PCR em tempo real, analise de uma curva de fusdo de alta resolucéo

das regides transcritas e eletroforese em gel.

Segundo Staniszewska em 2020, os fungos apresentam fatores de
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viruléncia significativos tais como barreiras de membrana e parede celular, formagao
de biofilme, proteinas relacionadas a tolerancia ao estresse, toxinas, enzimas
hidroliticas e dimorfismo. O dimorfismo presente nas espécies de Candida é um fator
de viruléncia significativo devido sua capacidade de resisténcia em mudangas de pH,
além de causar lise em tecidos epiteliais orais e formacgédo de biofilme, sendo este
ultimo associado a um tipo de gene especifico denominado CNB1. Outro gene
presente neste processo é o gene ECE1, sua principal fungdo é formagao de poros
que causam invasdo das células epiteliais e representa papel importante no

crescimento morfolégico dos fungos em hifas.

Al-Sakati et al., 2020, identificaram microrganismos dominantes em dentes
obturados diagnosticados com periodontite apical atraves do Real-TimePan-PCR. No
caso dos fungos foi direcionado a regido ITS1-2 e entdo, detectado C. albicans em 5

dos 42 canais radiculares investigados.

Chen et al., 2020, revisaram mecanismos de formacdo em relagcao a sua
fase biolologica da C. albicans, para compreender o crescimento das leveduras e hifas
com o objetivo de identificar possiveis alvos terapéuticos e antifungicos. As trés fases
biolégicas podem ser definidas como levedura, pseudo-hifas e hifas, sendo que,
quando se apresentam no formato de hifa ha maior probabilidade de dano tecidual,

invasao celular e uma possivel infecgdo sanguinea.

A capacidade da C. albicans na sua transformagao morfoldégica de
blastofaro e hifa confere a este fungo um fator de viruléncia relevante. Além de ser um
microrganismo resistente em infec¢des secundarias, ele sobrevive em ambientes com
ampla faixa de pH e em condigdes ecologicamente adversas. Thienngern et al., 2022,
realizaram um estudo in vitro com raizes humanas extraidas submetidas a um biofilme
maduro de C. albicans e avaliaram diferentes medicag¢des intracanais em relacao a

sua eficacia antimicrobiana.

A investigagcao de espécies fungicas em alteragdes pulpares e periapicais
€ de extrema relevancia visto que sua presenca é frequente e seus fatores de
viruléncia irao conferir resisténcia no interior dos canais radiculares a este

microrganismo.
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2.5 Efeito do tratamento endoddntico nos niveis de microrganismos e fatores

de viruléncia

O principal objetivo da terapia endoddntica € a maxima remogao total ou
parcial dos microrganismos e seus subprodutos, além da remissdo dos sinais e

sintomas clinicos.

Gomes et al., 1996, examinaram a microbiota de setenta canais radiculares
associada a diversos sinais e sintomas clinicos como dor, sensibilidade a percussao,
exsudato, tratamento endodéntico prévio. O trabalho confirmou associag¢des entre
bactérias especificas e falhas clinicas no tratamento endoddntico elucidando a
importancia e complexidade do microbioma endoddntico e a busca pela sua redugao

e, consequentemente, os sinais clinicos associados.

Gomes et al., 2009, comparou a eficacia do preparo quimico-mecanico na
eliminacao do LPS em dentes com necrose e periodontite utilizando hipoclorito de
sodio e clorexidina. A quantificacao de endotoxinas foi realizado através do Ensaio de
Amebdcito de Limulus (LAL), e concluiu-se que a agado quimica e mecanica foram

eficazes na porcentagem de redugéo de endotoxina.

Rahimi et al., 2014, revisaram os agentes microbianos e suas propriedades
para serem utilizados na Endodontia e reforga a importancia da terapia endodéntica
na eliminagdo da microbiota e remocg¢ao bacteriana, uma vez que novas técnicas,
medicamentos e solugdes irrigadoras sejam implementadas e complementares a

instrumentagdo mecanica nos canais radiculares.

Os fungos desempenham um papel relevantes nas infecgdes primarias
endodoénticas e pos tratamento devido sua capacidade de adesao a dentina, além de
formar biofilmes persistentes. Ferreira et al., 2021, compararam dois tipos de
solventes seguido de uma irrigagdo com NaOCI quando submetidos a um biofilme de
C. albicans, a escolha desse fungo foi devido sua prevaléncia nas infeccbes
endodénticas. O efeito das substancias foi avaliado através do método de difusdo para
cultura plancténica, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e contagem de
unidades formadoras de col6nia (UFC). Concluiu-se que os solventes foram mais
eficazes na remocgao do biofilme fungico quando comparados com a irrigagao
convencional (NaOCl e EDTA).
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Arruda-Vasconcelos et al., 2021, investigou os niveis de LPS e LTA em dez
dentes com pulpite irreversivel sintomatica. Também foi investigado nesse estudo o
perfil microbiano através do Checkerboad DNA-DNA hybridization nas diferentes

etapas do tratamento endododéntico.

Portanto, ao longo do tempo vem se buscando otimizar técnicas e materiais
relacionados ao preparo quimico-mecanico, substancias quimicas auxiliares,
medicacgdes intracanal e materiais com selamento coronario efetivo visando uma

terapia endoddntica com progndsticos promissores.
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3 PROPOSICAO

O conhecimento dos mecanismos de viruléncia associado aos sinais
clinicos e microbiologicos €& essencial para um diagndstico acurado. Estas

associagoes irdo conduzir em tentativas terapéuticas mais precisas e eficazes.

Portanto, a hipotese deste estudo foi avaliar a correlagao e presenga de
microrganismos, fatores de viruléncia e nivel de cortisol em casos de pulpite

irreversivel sintomatica quando comparada a polpa normal.

Diante disto, foram objetivos desta pesquisa:

Objetivo Geral

Detectar microrganismos especificos em lesées cariosas e canal radicular

em dentes com pulpite irreversivel sintomatica e polpa normal.

Quantificar os niveis de fatores de viruléncia e cortisol presentes nos canais
radiculares e tecidos periapicais de dentes com diagndstico de pulpite irreversivel

sintomatica.

Correlacionar microrganismos, fatores de viruléncia e cortisol nos casos de

pulpite irreversivel sintomatica e polpa normal.

Objetivos Especificos

a) Detectar através do Nested - PCR bactéria Gram-positiva como
Enterococcus faecalis e bactérias Gram-negativas como Porphyromona
gingivallis, Prevotella nigrescens e fungos como Candida albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis.
Detectar atravées do PCR a bactéria Gram-positiva Streptococcus
mutans.

b) Quantificar os niveis de endotoxinas através do LAL Pyrogent 5000;

c) Quantificar os niveis de acido lipoteicoico e cortisol através do ensaio de

imunoabsorgao enzimatica;
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4 MATERIAL E METODOS

O fluxuograma abaixo descreve o material e métodos realizados para

execucao do presente estudo.

CEP Procedimentos
. TCLE clinicos
Delln::trzzlgto € l Procedimentos laboratoriais
. . Coleta e
Selegio dos sujeitos armazenamento das

amostras l l l

LAL Pyrogent Nested -

Tabulagio dos Elisa 5000 PCR

Anilise estatistica — dados

Parte dos métodos a serem utilizados neste estudo foi descrita previamente
em detalhe pela pesquisadora responsavel do projeto (Gomes et al. 1994, Gomes et
al. 1996, Gomes et al. 2004, Gomes et al. 2011, Gomes et al. 2015, Martinho & Gomes
2008, Barbosa-Ribeiro et al. 2019, Aveiro et al. 2020, Louzada et al. 2020, Arruda-

Vasconcelos et al. 2021)

Autorizacao para a realizagao da pesquisa

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP) e aprovado (CAAE:861402180.00005418). Os pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) previamente a realizagao dos

procedimentos clinicos.

Local da Pesquisa

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia aplicada a
Endodontia e na Clinica de Pés-Graduacgao e Extensédo da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas (FOP-UNICAMP).

Selegao dos sujeitos da pesquisa

O tamanho da amostra foi justificado com base nos artigos de Zheng et al.
(2019) e Zargar et al. (2020). O calculo amostral foi obtido através do programa G *
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Power v3.1 para Mac (Heinrich Heine, University Dusseldorf). Utilizou-se o teste de
comparagao com a diferenga entre 2 médias com grupos independentes (Teste t). A
partir dos dados obtidos e com base em 2 grupos da pesquisa, foi realizada uma
estimativa de desvio padréo de 0,32, uma minima diferenga a ser detectada no valor
de 0,98, erro do tipo alfa (o) de 0,05 e poder beta () de 0,80 para as variaveis. Dez
amostras (n = 10) por grupo foram indicados como o tamanho ideal necessario

requerido, com um total de 20 dentes para o estudo.

Foram selecionados 10 pacientes com diagnostico de pulpite irreversivel
sintomatica, baseados nos critérios clinicos e radiograficos e 10 pacientes do grupo
controle. O grupo controle foi constituido de dentes higidos com polpas vitais normais
indicados ao tratamento endodéntico devido a indicagao protética. O diagndstico de
pulpite irreversivel foi determinado de acordo com os critérios da American
Association of Endodontists Consensus Conference (Levin et al. 2009). Os pacientes
deveriam apresentar dor aguda, esponténea, e persistente (30 segundos ou mais

apo6s a remocgao do estimulo térmico).

Os critérios de inclusao para os casos de pulpite irreversivel incluiram
dentes permanentes, posteriores e anteriores, apices com rizogénese completa,
presencga de lesdes cariosas em polpas vitais, com sintomatologia dolorosa intensa e
prolongada aos testes de sensibilidade pulpar (teste térmico-frio). No momento do
atendimento deveria ser relatado presencga de dor espontanea e sem lesao periapical

aparente ao exame radiografico.

Para os casos de polpa vital normal, os critérios de inclusdo foram tanto
dentes posteriores como anteriores, permanentes e apices com rizogénese completa,
auséncia de lesdes cariosas, testes de sensibilidade pulpar (teste térmico-frio) com
resposta normal, sem sintomatologia dolorosa. Além disso, a realizagéo de tratamento

endodoéntico nestes casos era devido indicagao protética.

Nao foram includidos casos de pacientes, para ambos 0s grupos, em
antibidticoterapia prévia nos ultimos 3 meses, canais expostos a cavidade oral, casos
onde o isolamento absoluto ndo foi conseguido, casos com doenga periodontal
avangada; pacientes jovens com histérico de traumatismos dentais recentes, dentes

com rizogénese incompleta, dentes com presencga de curativos de demora na camara
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pulpar e de tratamentos endoddnticos anteriores, dentes com terapia previamente

iniciada.

Aspectos clinicos e radiograficos

No momento da anamnese e exame clinico do paciente, foi fornecido dados
como, por exemplo, idade, género, e histéria médica e odontologica. Além disso, a
situagao clinica do dente selecionado foi avaliada em relagdo a condi¢ao pulpar,
estado periodontal, presenca e qualidade da restauracdo, fraturas, infiltracdes
coronarias. Os aspectos radiograficos também foram levados em consideracao tais

como auséncia de lesao periapical aparente.

Procedimentos clinicos e coleta das amostras

Os procedimentos e a coleta das amostras ocorreram na clinica de Pos-
Graduacao da Instituicdo e o processamento destas foi realizado no Laboratoério de

Microbiologia aplicada a Endodontia.

As coletas realizadas foram : a) lesdes cariosas(C1) para o grupo PI; e dos
canais radiculares (Pl e PV) : b) antes do preparo quimico-mecéanico (PQM) (C2), c)

apo6s o PQM (C3), d) apds utilizagado da medicagao intracanal (MIC) por 30 dias (C4).

Alguns critérios para realizagdo dos procedimentos clinicos foram
seguidos: a) utilizagdo de técnicas assépticas e instrumentos esterilizados e

apirogénicos; b) isolamento absoluto.

Obs: Para o grupo PI, primeiramente foram removidas as restauragoes e

caries (Cl) para depois realizar a coleta inicial dos canais radiculares (C2)

A antissepsia da face externa do paciente foi realizada com solugdo de
clorexidina a 0,2%, seguida de anestesia local (infiltratriva e troncular) do dente
selecionado para o estudo. Em seguida, foi realizado polimento coronario com pedra
pomes e agua, com o auxilio de taga de borracha acoplada em micromotor de baixa
rotagdo. Apds a profilaxia do elemento dental foi realizado isolamento absoluto e
selamento da interface coroa dental/lengol de borracha com cianocrilato (Super

Bonder, Loctite, Sdo Paulo, SP) com o objetivo de prevenir infiltragdo salivar. O
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protocolo de desinfeccdo do campo operatério consistiu em aplicar, com auxilio de
swabs estéreis, agua oxigenada 30% (v/v), seguida de hipoclorito de sodio 2,5% por
30 segundos cada, seguida da neutralizagdo com solugéo estéril de tiossulfato de
sodio 5%. A confirmacgao da desinfeccdo do campo operatério foi realizada por meio
de coleta de amostra com swab estéril e plaguemaneto em Fastidious Anaerobe Agar
(FAA, Lab M, Bury, UK) + 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubados em
camara de anaerobiose por 48 horas. Apos esse periodo, caso a desinfeccdo do
campo né&o fosse confirmada, a amostra era descartada do estudo.O procedimento de
abertura coronaria foi realizado por meio de brocas esféricas diamantadas (#1012 ou
#1014) sem irrigacdo proveniente do equipo, entretanto, com solugao fisiolégica
estéril, com o objetivo de minimizar quaisquer formas de contaminacéo e reduzir o

aquecimento produzido durante o procedimento.

No caso dos pacientes com pulpite irreversivel, a coleta das amostras
clinicas de dentina infectada (carie) foram realizadas através de curetas afiadas
estéreis e apiorgénicas, e por brocas esféricas diamantas para analise microbiolégica

e para os fatores de viruléncia (LPS e LTA).

As coletas das amostras clinicas do canal radicular para analise
microbiolégica, LTA, LPS, e cortisol foram realizadas com cones de papel absorvente
e limas endodénticas (ambos estéreis e apirogénicos), sendo introduzidos em toda a
extensao do conduto.Vale ressaltar que, para os fatores de viruléncia e cortisol, a
introdugéo dos cones foi 1 mm além do comprimento real do dente, ou seja, para ser
coletado o fluido periapical. Os cones de papel permaneceram em posi¢cao por 60

segundos.

Apods a finalizagdo da abertura coronaria, foi realizado uma coleta inicial
dos pacientes com cone de papel (C2) e apds este processo, uma lima K #15
(Dentsply Sirona), com movimentos de cateterismo, foi introduzida em toda a extenséo
do comprimento aparente do dente, determinado por meio de radiografia pré-
operatéria, além disso foi utilizado o localizador foraminal (Novapex, Forum
Technologies, Rishon le-zion, Israel) para confirmagao da paténcia e determinagao do
comprimento de real trabalho (CRT) no qual foi estabelecido na posi¢ao zero do

localizador.
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O PQM foi realizado com sistema reciprocante Reciproc (VDW, Munique,
Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. O movimento realizado pelo
instrumento foi de introducdo e remocdo com pincelamento contra as paredes do
canal radicular, ndo ultrapassando 3 mm de amplitude. A cada ciclo de instrumentacao
a lima Reciproc houve a remocgao e limpeza em gaze estéril e o canal radicular foi
irrigado com 5 mL de soro fisiologico estéril e entdo preenchido com o irrigante de
escolha (NaOCI 6%). O PQM foi finalizado com a utilizagdo de limas Reciproc
correspondentes ao didmetro de 3 limas subsequentes ao didametro inicial do forame
apical (LAF), podendo quando necessario, utilizar uma lima manual do tipo K para
complementar a instrumentagado. Durante todo o PQM, uma lima de pequeno calibre
foi utiizada para manter a paténcia do canal e realizada abundante
irrigacao/aspiragdo. Apos a instrumentagdo, a Paténcia foi confirmada e entédo
realizada uma segunda coleta pds o preparo quimico-mecéanico (C3), com posterior
irrigacdo dos canais radiculares com solugcdo especifica para promover a
neutralizagdo da SQA (NaOCI 6% = tiossulfato de sédio 5%). O protocolo de irrigagao
foi finalizado com 5 ml de solugéo fisioldégica. Foram inseridos 3 ml de EDTA 17%
(acido etilenodiamonotetraacético) no interior do canal radicular por 1 minuto (com
substituigdo a cada 30 s), sob agitagao ultrasénica com insterto ultrasénico E1 Irrisonic
(Helse Ultrasonic), com a finalidade de remover a camada residual de smear layer e
permitir a abertura dos tubulos dentinarios para melhor difusdo da MIC (medicagao
intracanal). A irrigagao final foi realizada com 10 ml de solugéo fisiologica estéril. A
medicacao intracanal utilizada foi hidroxido de calcio associado ao veiculo Clorexidina
gel 2% e introduzidos através do uso de limas endodénticas e Lentulo, permanecendo

no interior dos canais radiculares durante um periodo de 30 dias.

Apds o uso da meciagao intracanal, foi realizada uma terceira coleta (C4).
Apos a realizagao de todas as coletas de interesse para este trabalho, é relavante
ressaltar que o dente foi obturado através da técnica de cone unico com guta-percha
e cimento a base de Oxido de Zinco e Eugenol (Endomethasone N - Septodont,
Pomerode, SC, Brasil) . Apés a finalizagdo da obturagéo, foi selado com uma camada
de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na embocadura do canal
radicular. Em seguida, foi aplicado acido fosfoérico 37% por 15 segundos em dentina e
30 segundos em esmalte, adesivo Single Bond 3M (3M Dental Products, St Paul, EUA)

e restauragao em resina fotopolimerizavel Z 250 (3M Dental Products, St Paul, EUA).
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Quando necessario, o paciente foi encaminhado para tratamento em outras areas,

como dentistica restauradora, protese dental, periodontia e cirurgia.

As amostras coletadas foram imediatamente transportadas em meios
especificos (Tabela 1) para o Laboratério de Microbiologia aplicada a Endodontia e

armazenadas a - 80°C para posterior processamento.

Tabela 1 - Tipos de coleta e armazenamento das amostras de microrganismos e seus
fatores de viruléncia realizadas nas diferentes etapas do tratamento endoddntico.

Amostra Instrumento Comprimento Meio

Cone papel/ limas

. Limite apical VMGA lI
endodonticas

Bactérias/Fungos

Cone papel/ limas
LPS P pA /_ Limite apical Criotubo
endodonticas

LTA/Cortisol Cone papel +1 mm forame apical Criotubo

Procedimentos laboratoriais

Extracao de DNA e Nested — PCR (monitoramento qualitativo das bactérias de

interesse endodontico nas diversas fases do tratamento endodéntico)
Extracdo do DNA bacteriano

As extracdes de DNA dos dentes com pulpite e polpa vital foram realizadas
com o QIA amp DNA kit (QYAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apds extracdo, a leitura da concentracido de DNA presente nas
amostras coletadas das lesdes cariosas e canais radiculares foram realizadas a 260
nm através de espectrofotometria (Nanodrop 2000; Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA).

Inicialmente foi amplificada a regido que abrange o gene 16S e 23S rRNA

através dos Primers Universais:
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Univ Forward (785) 16S 5 GGATTAGATACCCTGGTAGTC 3’
Univ Forward (L422) 23S 5 GGAGTATTTAGCTT 3’

As reacdes de PCR foram processadas na quantidade total de 50 pL para
cada amostra contendo 5 uL de tampao para reagdo de PCR (10x Reaction Buffer,
Invitrogen, S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil); 5uyL de wuma mistura de
deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM) (dNTPs, Invitrogen, S&o Paulo, Sdo Paulo,
Brasil); 6 yL de solu¢do de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCI2, Invitrogen, Séo
Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugao 100 uM de Primer Forward (20 mM)
(Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil); 1,25 uL de uma solugéo 100 uM de Primer
Reverse (20 mM) (Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 29,3 pL de agua ultrapura
livre de DNAase e RNAase; 0,25 uL da enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum,
Invitrogen, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil) e 2 yL de DNA extraido da amostra coletada

das lesdes cariosas e canal radicular.

O Nested PCR consiste em duas etapas. As etapas iniciais (FILE 11) do
ciclo de PCR compreenderam a desnaturagao inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (42°C, 2min) e extensao (72°C, 3 min);

seguidos de uma extensao final (72°C, 10 minutos).

Produtos da reacdao da PCR foram analisados pelo gel eletroforético de
agarose 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampé&o de Tris-borato EDTA
(pH 8,0) (TBE) corado com brometo de etidio (5ug/mL-Invitrogen®, Sao Paulo, SP,
Brasil). Foi incluido em cada gel, um padrao de peso molecular de 100 bp (DNA
ladder, Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Apés o término de cada corrida (60
volts por 40 min), as bandas foram observadas com transiluminador de luz ultravioleta.
Uma identificagcao positiva ou negativa foi baseada na presenga de bandas limpas do

esperado tamanho da molécula na altura do fragmento.

Verificado o sucesso da reacéo universal, uma aliquota do produto desta
reacao foi utilizada para realizagdo de outra reacdo PCR, agora usando um primer
espécie-especifico juntamente com o L189R. As espécies investigadas foram:

Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella nigrescens (Quadro 1).
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As etapas finais (FILE 12) do ciclo de PCR de bactérias compreenderam
27 ciclos de desnaturagao (94 °C, 1 min), anelamento (52 °C, 2min) e extensao (72
°C, 3 min. Para essa etapa final foram utilizados os reagentes nas mesmas
concentragbes da primeira reagdo FILE 11 e os produtos analisados pelo gel

eletroforético de agarose 1%.

Quadro 1 - Sequéncias dos primers bacterianos espécie-especifico que foram

utilizados nas reacdes de PCR.

Bactéria Primer

Enterococcus faecalis 5 GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA 3’

Porphyromonas gingivalis 5 CATCGGTAGTTGCTAACAGTTTTC 3’

Prevotella nigrescens 5 CGTTGGCCCTGCCTGCGG 3’

PCR (monitoramento qualitativo de Streptococcus mutans)

Para a identificacdo microbiana de Streptococcus mutans (Primer F- 5-
TCGCGAAAAAGATAAACAAACA-3’; Primer R - 5-GCCCCTTCACAGTTGGTTAG-3') foi
realizado a Reacdo em Cadeia de Polimerase (Chen et al, 2007).

As reacoes de PCR foram processadas na quantidade total de 25 uL para cada
amostra contendo 1X PCR buffer (10x Reaction Buffer, Invitrogen, Sdo Paulo, Sao
Paulo, Brasil); 1,5 yL de uma mistura de deoxiribonucleotideos fosfatados (2mM)
(dNTPs, Invitrogen, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); 1 yL de solugdo de cloreto de
magnésio (25 mM) (MgCI2, Invitrogen, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil); 0,25 uL de uma
solugao 100 uM de Primer Forward (20 mM) (Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);
0,25 yL de uma solucdo 100 uM de Primer Reverse (20 mM) (Invitrogen, S&o Paulo,
Séao Paulo, Brasil); 16,3 yL de agua ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,3 uL da
enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil)
e 1 uL de DNA extraido da amostra coletada do canal radicular.

O ciclo de PCR compreendeu uma desnaturagao inicial (95°C, 2 min); 40 ciclos
de desnaturagao (95°C, 30 seg), anelamento (65°C, 30 seg) e extensao (72°C, 1 min);

seguidos de uma extensao final (72°C, 5 minutos).
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Nested — PCR (monitoramento qualitativo das espécies fungicas de interesse

endoddntico nas diversas fases do tratamento endodéntico)

Seleg¢éo e padronizagdo dos primers para as espécies fungicas

Para realizagao do Nested — PCR das espécies de Candida, primeiramente
foi necessario realizar uma selegdo e padronizagdo dos primers . O fluxuograma
abaixo descreve as etapas realizadas para realizagcdo do monitoramento qualitativo
das espécies de Candida.

e
1 Desenho de Primers por meio

de ferramentas de l'
Bioinformdtica

Vdlidacdo das condicoes de

Revisdo de literatura L__._._oonformalica ___ ! amplificag@o nos controles
para selegdo de :_ positivos (isolados ATCC). 1
6ligos (Primers) ! Selegdo de Oligos !

L (Primers) na literatura |
____________________________ o — — ———————— i ——
:- Detecgdo da presenca das espécies nos canais : | Extragcdo de DNA total :
| radiculares por meio de analise qualitativa j— (metagendémico) das amostras |
:_ (gel de agarose). 1 :_ clinicas coletadas. I

Para selecao de primers (oligos) foi realizada uma busca sistémica na
literatura nas plataformas PubMed, Biblioteca Virtual de saude (BVS), e Medline.
Como critérios de inclusao os trabalhos deveriam citar a sequéncia dos primers de
detecgdo, tamanho de amplicon bem como as condi¢gdes de amplificagdo do gene por
PCR, descritas de forma completa e detalhada. Ja como critérios de exclusao foram
os estudos que apresentavam informacgdes parciais, ou que se tratasse de outras
técnicas de biologia molecular como PCR em tempo real.

Para a realizagao dos ensaios de PCR foram utilizadas amostras de DNA
gendmico de Candida spp. incluindo C. albicans (ATCC 63242), C. dubliniensis (ATCC
MYA 646), C. glabrata (BG-2), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 22019),
C. tropicalis (ATCC MYA-3404) e Streptococcus mutans (UA 159). O DNA gendmico
destes microrganismos foi utilizado para as avaliagdes de especificidade dos primers
selecionados e desenhados para essa pesquisa.

Os iniciadores foram desenhados propondo sua utilizagdo em duas PCRs.
Na1? PCR utiliza-se os primers Yeast universal (Haynes & Westerneng, 1996a) que
amplificam um fragmento de 600-640 pares de base. O fragmento resultante desta

etapa é submetido a 22PCR, uma Semi-Nested, onde mantém-se o primerR (637-654
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bp), e acrescenta-se o primer F correspondente a espécie de Candida. O uso de
primers sense distintos para cada variante, permite a diferenciagcdo por meio de
diferentes tamanhos de fragmentos, possibilitando assim a genotipagem de fungos

em dados metagenémicos.

Nested-PCR das espécies fungicas

Ap0ss a padronizagao dos primers, foi realizado as reacdes de Nested-PCR
para as espécies fungicas descritas abaixo:

As reacoes de Nested- PCR para espécies fungicas foram processadas na
quantidade total de 50 pL para cada amostra contendo 5 uL de tampao; 0,5uL dNTPs;
1,5 UL de solugéo de cloreto de magnésio (25 mM) 0,5 uL de uma solugdo 100 uM de
Primer Forward (20 mM) (Invitrogen, Sao Paulo, Sado Paulo, Brasil); 0,5 yL de uma
solugdo 100 uyM de Primer Reverse (20 mM) (Invitrogen, Sao Paulo, Sao Paulo,
Brasil); 40,8 puL de agua ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0,2 uL da enzima Taq
e 1 uL de DNA extraido da amostra coletada do canal radicular.

As etapas iniciais para as espécies fungicas compreenderam uma
desnaturacao inicial (94°C, 4 min); 30 ciclos de desnaturagcao (94°C, 30 seg),
anelamento (66°C, 1min 30seg) e extensao (72°C, 15seg); seguidos de uma extensao
final (72°C, 5 minutos).

As etapas finais compreenderam 30 ciclos de desnaturagao (94°C, 30 seg),
anelamento (66°C, 1min e 30seg) e extensao (72°C, 15 seg). Para essa etapa final
foram utilizados os reagentes nas mesmas concentragdes da primeira reacao

produtos analisados pelo gel eletroforético de agarose 1%.
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Primers Nested -PCR (regido 18S rRNA)

Primer Sequéncia IAmplicon Referéncia
Primer F 5'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3" | 64 (Haynes &

Yeast Universal Primer R | 5 GGTCCGTGTTTCAAGACG 3’ e00-640 64 \Westernen
C. albicans Primer F 5 TTGGAGCGGCAGGATAATGG 3’ 156 64 g, 1996)
C. glabrata Primer F 5 GTTTTGCGCCCCTTGCCTCT 3’ 217 64
C. parapsilosis Primer F | 5 GCGGTAGGATAAGTGCAC 3’ 139 64
C. krusei Primer F 5" GACATGGGAATCGCGCACCG 3’ 226 64

Primers Nested -PCR (regido ITs rRNA)
Universal ITs1 Primer F 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ 165 60 (White et
Universal ITS 4 Primer R 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ 159 60 al., 1990)
C. dubliniensis Primer F 112 60 (Than et al.,,
(Cdub18) 5" CTAAGCCATTGTCAAGCATCTC 3’ 2012)
C. tropicalis (Ct3) | Primer F 5 TTTTTGGATAAACCTAAGTCGCT 3’ 370 60

Quantificagao de endotoxinas

Teste Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Lonza, Walkersville,
MD, EUA)

Para a realizagao do teste LAL Pyrogent-5000, todos os materiais foram
apirogéinizados [calor seco (estufa) a 250°C por 30 minutos ou por energia ionizante
(EMBRARAD, Cotia, SP)]. Outros materiais ja se apresentavam apirogénicos e

esterilizados oriundos de fabrica (Lonza, Walkersville, MD, EUA).

Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para deteccdo de
endotoxina de bactéria Gram-negativa. Esse teste utiliza uma preparagao de Lisado
do Amebdcito Limulus (LAL), em combinagdo com um incubador fotométrico e um
software apropriado, para deteccao fotométrica da endotoxina. Uma amostra é
misturada com o reagente LAL reconstituido, colocada em um fotdbmetro e monitorada
automaticamente até o desenvolvimento de uma aparéncia de turvacédo (densidade
otica). O tempo necessario antes da aparicdo da turvagdo (tempo de reagdo) é
inversamente proporcional a quantidade de endotoxina presente. A concentragéo de
endotoxina em amostras desconhecidas pode ser calculada a partir de uma curva-

padrao.
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Para o calculo da concentracdo de endotoxina em amostras desconhecidas
foi estabelecida uma curva-padrdao com quantidades conhecidas de endotoxina
(Escherichia coli). Esta foi preparada utilizando solu¢des com concentragées 0,01
UE/mL, 0,10 UE/mL, 1 UE/mL, 10 UE/mL, 100 UE/mL como descrito na tabela 2.

Tabela 2 - Diluicdo da solugado de endotoxina de E. coli para a determinacdo da curva
padrao.

Concentragao Volume de Volume de solugao de
Tubos : i ! uc
apirogénicos de endotoxina agua reagente en‘dgtoxma adchlonado
(UE/mL) LAL a agua apirogénica
1 10 0.9 mL 0,1 mL de 1q0 EU/mL
solucéo
2 1 0.9 mL 0,1 mL de 19 EU/mL
solugéo
3 0,10 0.9 mL 0,1 mL de 1 EU/mL
solucéo
4 0,01 0.9 mL 0,1 mL de 0,10 EU/mL
solugcao

Os valores da absorbancia das solugbes de endotoxina previamente
preparadas foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX
808, Winooski, VT, EUA). A absorbancia a 340 nm foi linear com os intervalos de
concentracdo usados. A linearidade da curva padrdo dentro do intervalo de
concentracao foi usada para determinar os valores de endotoxina. A reprodutibilidade

foi verificada pela comparacao das diferentes curvas.

Procedimentos para execugédo do teste

Foi impresso um esbogo com o posicionamento da agua apirogénica, da
curva padrao, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na microplaca de
96 pocgos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi
dispensado cuidadosamente no interior dos pocos da microplaca: 100 pyl das amostras
e 100 ul dos controles positivos das mesmas, ambas em duplicata. Nas amostras
controles foram dispensados 10 ul da endotoxina na concentracdo de 10 UE/mL,
evitando formacgao de bolha. Apds o preenchimento das amostras e dos respectivos

controles previamente contaminados com E. coli, foi dispensado cuidadosamente no
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interior dos pogos da microplaca: 100 ul de agua apirogénica (branco), padrdes de
endotoxina (100 pl da concentragéo de 0,01 UE/mL; 0,1 UE/mL; 1 UE/mL; 10 UE/mL
e 100 UE/mL). A placa foi pré-incubada por = 10 minutos a 37°C+1 °C, no leitor Biotek.
Préximo ao final do periodo de pré-incubagao, cada frasco de reagente Pyrogent-5000
foi reconstituido com 5,2 mL de tamp&o de reconstituicdo Pyrogent-5000. Apés isso,
foi dispensado rapidamente 100 pL do reagente reconstituido de Pyrogent-5000
dentro de todos os pogos da microplaca, iniciando pela primeira coluna (A1-H1) e
procedendo em sequéncia até a ultima coluna utilizada. Com a tampa da microplaca

removida foi iniciada a leitura.

Calculo da concentragdo de endotoxinas

De forma continua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas foi
monitorado na absorbancia de 340 nm de cada pog¢o da microplaca. Usando a leitura
de absorbancia inicial de cada orificio como seu préprio branco, o leitor determina o
tempo necessario para que a absorbancia aumente a 0,03 unidades. Este tempo é
denominado tempo de reacao. O software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA)
executa automaticamente uma correlagao linear log/log do tempo de reagao de cada
padrdao com a concentragao de endotoxina correspondente. Os parametros da curva
padrao foram impressos no relatério. Se o valor absoluto do coeficiente de correlagao
(r) for 0 0,980, um modelo polinomial pode ser usado para construir uma curva padrao

e, assim, predizer as concentracdes de endotoxina das amostras de teste.

Quantificagao dos niveis de acido lipoteicéico e de cortisol

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

As amostras da regido periapical foram eluidas em 600 ul de solugao
tampao (PBS — phosphate buffered saline) contendo 0,1% de solugdo Tween 20 e 1
Ml de coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA). Os
tubos foram agitados por 30 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. A
amostra foi dividida em aliquotas para a quantificagdo de LTA e cortisol por meio de

ensaio imunoenzimatico (ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

O &cido lipoteicdico e biomarcador (CORTISOL) foram avaliados através

do uso de kits laboratoriais especificos (Human Quantikine, R&D Systems,
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Minneapolis, EUA). Todos os reagentes foram levados a temperatura ambiente e a
solugado diluente foi adicionada em cada pogo contendo o anticorpo monoclonal
especifico contra o biomarcador a ser quantificado. Os padrdées e amostras foram
adicionados aos pogos, permitindo a ligagdo do LTA ou cortisol ao anticorpo
imobilizado. Apds um periodo de incubagao especifico para cada biomarcador os
pocos foram lavados com solugdo tampdo e um segundo anticorpo policlonal
especifico e conjugado a fosfatase alcalina foi adicionado. As placas foram novamente
incubadas e lavadas. A seguir, foi adicionado em todos os pogos o substrato (NADPH),
que inicia a reagao colorimétrica catalisada pela fosfatase alcalina, seguido de
incubacado e adigao da solugdo amplificadora da reagao colorimétrica. Apdés novo
periodo de incubagdo, a solugdo de parada foi adicionada. O desenvolvimento e a
intensidade da cor foram quantificados utilizando um leitor de placas para ELISA. A

curva padrao foi feita com os padrdes fornecidos no kit pelo fabricante.

Analise Estatistica

A tabulacdo dos dados coletados foi realizada em uma planilha de calculo
e, posteriormente, a analise estatistica foi através do SPSS for Windows (SPSS Inc.,

Chicago, lllinois, EUA) pelos testes apropriados.

A comparagao da idade entre os grupos foi realizada através do teste T de
Student. Correlacdes entre sinais e sintomas foram avaliados através do Teste exato
de Fischer. O mesmo teste também foi utilizado para se avaliar a presenca de
correlagao entre a presenca de espécies bacterianas especificas no interior do canal
radicular e a presencga de sinais e sintomas clinicos e radiograficos, a presenca de
correlacdo na existéncia simultdnea de duas espécies bacterianas e a presenca de
correlagdo entre pares de bactérias e sinais e sintomas clinicos e radiograficos
encontrados nos pacientes e o Teste de McNemar foi utilizado para comparagao entre
as frequéncias dos microrganismos detectados durante os quatro tempos de coleta

realizados.

Para analise estatistica dos niveis de LPS, LTA e Cortisol foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk para averiguar a normalidade dos resultados e sendo atestado
a normalidade, optou-se pela estatistica paramétrica: Teste t dependente para analise

intra-grupo e Teste t independente para analise entre os grupos estudados.



48

5 RESULTADOS

5.1 Perfil dos casos clinicos

Foram selecionados para a pesquisa 20 pacientes de faixa etaria
compreendida entre 23 e 67 anos, com uma média de 43 anos. Em relagao ao género,
13 pacientes (65% dos casos) eram pertencentes ao sexo feminino e 7 pacientes

(35%) pertencentes ao sexo masculino.

Destes 20 pacientes, 10 foram diagnosticados com pulpite irreversivel
devido a relato de dor esponténea, teste de sensibilidade com resultado positivo
exacerbado e prolongado e sem lesao periapical aparente pela analise radiografica
(10/10).

Em relagdo ao grupo de pulpite irreversivel, 20% dos dentes eram
birradiculares e 80% multirradiculares. A idade dos pacientes estava compreendida
entra 23 e 49 anos (média: 35,9), sendo 90% do género feminino € 10% do género
masculino. 30% dos casos apresentavam leséo cariosa e 70% possuiam restauragao

em resina. Sintomatologia espontanea e prévia foi relatada em 100% dos casos.

Os outros 10 pacientes necessitavam realizar tratamento endodéntico
devido a indicagdo protética, portanto nenhum paciente relatou sintomatologia
dolorosa prévia ou espontanea. Além disso, todos os pacientes apresentavam
resposta normal de sensibilidade ao teste térmico ou nenhum desconforto aos testes
de percusséo no dente em questéo (00/10). Todos os dentes se encontravam higidos

sem presenca de carie ou restauracéo.

No grupo de polpa vital, 70% dos dentes eram unirradicular, 20%
birradiculares e 10% multirradiculares. A idade dos pacientes estava compreendida
entre 29 e 67 anos (média: 51,2), sendo 40% do género feminino e 60% do género

masculino. 100% dos casos n&o apresentavam lesdo cariosa e eram higidos.



Tabela 3 - Descricdo das caracteristicas clinicas detectadas nos pacientes pertencentes ao grupo de pulpite
irreversivel sintomatica

Paciente Idade (anos) Sexo Dente Sintomatologia MED HIG CAR REST
DE DA PERC PALP
1 49 Feminino 47 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
2 38 Feminino 27 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
3 23 Feminino 14 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Presente Ausente
4 41 Masculino 36 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
5 49 Feminino 46 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
6 31 Feminino 24 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
7 33 Feminino 46 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Presente Ausente
8 31 Feminino 26 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente
9 33 Feminino 26 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Presente Ausente
10 31 Feminino 16 Positivo Positivo Negativo Negativo Presente Ausente Ausente Presente

Legenda: DE (dor espontanea); DA (dor anterior); PERC (percussao); PALP (palpacéo); MED (medicacdo prévia); HIG (higido); CAR
(cariado); REST (restaurado)



Tabela 4 - Descricdo das caracteristicas clinicas detectadas nos pacientes pertencentes ao grupo de polpa normal.

Sintomatologia

Paciente Idade (anos) Sexo Dente MED HIG CAR REST
DE DA PERC PALP
1 63 Feminino 33 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
2 63 Feminino 34 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
3 67 Feminino 22 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
4 29 Masculino 22 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
5 52 Feminino 14 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
6 30 Masculino 47 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
7 52 Masculino 13 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
8 52 Masculino 15 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
9 52 Masculino 43 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente
10 52 Masculino 41 Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente Presente Ausente Ausente

Legenda: DE (dor espontanea); DA (dor anterior); PERC (percusséo); PALP (palpagao); MED (medicagdo prévia); HIG (higido); CAR
(cariado); REST (restaurado)



Tabela 5 - Perfil geral e dados clinicos de pacientes diagnosticados com pulpite
irreversivel e polpa vital.

Grupo
Variavel Categoria Total Pulpite Irreversivel Polpa vital
Feminino 13(65%) 9(45%) 4(20%)
Género Masculino 7(35%) 1(5%) 6(30%)
<30 anos 2(10%) 1(5%) 1(5%)
Idade 230 anos 18(90%) 9(45%) 9(45%)
Unirradicular 7(35%) 0(0%) 7(35%)
Numero de  Birradicular 4(20%) 2(10%) 2(10%)
raizes dentais Multirradicular 9(45% 8(40%) 1(5%)
Superior 13(65%) 6(30%) 7(35%)
Arcada
Inferior 7(35%) 4(20%) 3(15%)
Incisivo central 1(5%) 0(0%) 1(5%)
Incisivo lateral 2(10%) 0(0%) 2(10%)
Grupo dental Canino 3(15%) 0(0%) 3(15%)
Pré-molar 5(25%) 2(10%) 3(15%)
Molar 9(45%) 8(40%) 1(5%)
Dor Sim 10(50%) 10(50%) 0(0%)
espontanea  Nao 10(50%) 0(0%) 10(50%)
Sim 10(50%) 10(50%) 0(0%)
Dor prévia
N3o 10(50%) 0(0%) 10(50%)
Uso de Sim 10(50%) 10(50%) 0(0%)
analgésicos  Nao 10(50%) 0(0%) 10(50%)
Normal 10(50%) 0(0%) 10(50%)
Teste de
Positivo e Exacerbado  10(50%) 10(50%) 0(0%)
sensibilidade
Negativo 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Condicdodo  Higido 10(50%) 0(0%) 10(50%)
elemento Cariado 3(15%) 3(15%) 0(0%)
dental Restaurado 7(35%) 7(35%) 0(0%)
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5.2 Perfil microbiolégico de pulpite reversivel sintomatica

Bactérias e fungos foram detectadas em todas as amostras de carie e
amostras iniciais. Dos 10 primers testados, 9 foram detectados através do Nested-

PCR. O unico primer nao detectado foi Candida parapsilosis.

Uma média de 5,5 espécies por caso foram detectadas em amostras de
carie nos casos de pulpite, sendo o0 minimo de 1 e o maximo de 6 microrganismos

detectados por caso (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicao de frequéncia e porcentagem dos casos de pulpite irreversivel em
funcdo do numero de microrganismos detectados em lesbes cariosas

conjuntamente no mesmo paciente através do Nested-PCR

Nidmero de Microrganismos detectados na dentina infectada

1 2a3 4a5 6
Frequéncia (n) 0 1 3 6
Porcentagem (%) 0% 10% 30% 60%

Uma média de 3,2 espécies por caso foram detectadas em amostras iniciais
nos casos de pulpite, sendo o0 minimo de 1 e 0 maximo de 6 microrganismos

detectados por caso (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicao de frequéncia e porcentagem dos casos de pulpite irreversivel em
funcdo do numero de microrganismos detectados em amostras iniciais

conjuntamente no mesmo paciente através do Nested-PCR

Numero de Microrganismos detectados na coleta inicial

1 2a3 4a5 6

Frequéncia (n) 1 2 5 1
Porcentagem (%) 10% 20% 50% 10%
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Um total de 24 de 40 cepas bacterianas foram detectadas nas coletas de
carie, representando 60% do total de cepas identificadas. Dessas, 8 eram bactérias

Gram-positivas e 16 Gram-negativas (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo de frequéncia e porcentagem de bactérias detecadas em lesodes

cariosas dos casos de pulpite irreversivel em fungao da coloragdo de Gram.

Numero de Microrganismos detectados na dentina infectada

Gram-positivos Gram negativos
Frequéncia (n) 8 17
Porcentagem (%) 40% 85%

Um total de 22 cepas bacterianas foram detectadas nas amostras iniciais,
representando 55% do total de cepas identificadas. Dessas, 7 eram bactérias Gram-

positivas e 15 Gram-negativas (Tabela 9).

Tabela 9 - Distribui¢cdo de frequéncia e porcentagem de bactérias detecadas em amostras

iniciais dos casos de pulpite irreversivel em fungao da coloracdo de Gram.

Numero de Microrganismos detectados na coleta inicial

Gram-positivos Gram negativos
Frequéncia (n) 7 15
Porcentagem (%) 35% 75%

Os microrganismos identificados com maior frequéncia em dentina
infectada dos casos associados a pulpite irreversivel foram Candida glabrata (10/10);
Porphyromonas gingivalis (8/10); Prevotella nigrescens (8/10); Candida tropicalis (6/10)
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e Candida dubliniensis (6/10).

Os microrganismos identificados com maior frequéncia no interior do canal
radiculares dos casos associados a pulpite irreversivel sintomatica foram
Enterococcus faecalis (7/10); Prevotella nigrescens (7/10) ); Candida tropicalis (7/10)
e Candida dubliniensis (5/10).

Apos a realizagdo do preparo quimico-mecanico, as bactérias mais
prevalentes foram Candida tropicalis (5/10); Candida dubliniensis (5/10) e Candida
albicans(5/10). Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Pomphyromona gingivalis,
Prevotella nigrescens e Candida glabrata deixaram de ser detectadas nessa etapa do

tratamento endodéntico.

Nas amostras obtidas apds o uso de medicagao intracanal, Candida
dubliniensis foi o fungo detectado com maior frequéncia (4/10), seguido por Candida
albicans (2/10); Candida tropicalis (2/10); e Candida glabrata (2/10). Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Pomphyromona gingivalis, Prevotella nigrescens e Candida krusei

deixaram de ser detectadas nessa etapa do tratamento endodéntico.

Streptococcus mutans
|

Porphyromona gingivallis _

Espécies bacterianas

Prevotella niegres e e —
I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Frequéncia de deteccdo
Pés- MIC Pés- PQM M Inicial M Carie

Figura 1 - Frequéncia de detecgao dos primers (espécies bacterianas) testados no grupo pulpite
irreversivel durante as diferentes etapas do tratamento endodéntico
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Candida krusei
Candida parapsilosis

Candida dubliniensis

I
candida ropicos |
—

Espécies fungicas

Candida glabrata

Candida albicans

Frequéncia de detecgdo
Pés- MIC ®Pdés-PQM M Inicial ® Carie

Figura 2 - Frequéncia de deteccdo dos primers (espécies fungicas) testados no grupo pulpite
irreversivel durante as diferentes etapas do tratamento endodéntico



Tabela 10 - Frequéncia e porcentagem dos resultados positivos obtidos no grupo de pulpite irreversivel detectados

através do Nested-PCR nos diferentes tempos de coleta.

Frequéncia e porcentagem de detecgao

Microrganismo Carie (C1) Inicial (C2) Pés - PQM (C3) Pés - MIC (C4)
Enterococcus faecalis 5 (50%) 7 (70%) 0 (0%) 0 (0%)
Streptococcus mutans 3(30%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Porphyromonas gingivallis 8(80%) 2(20%) 0 (0%) 0 (0%)
Prevotella nigrescens 8(80%) 7 (70%) 0 (0%) 0 (0%)
Candida albicans 3(30%) 2(20%) 5(50%) 2(20%)
Candida dubliniensis 6(60%) 5(50%) 5(50%) 4 (40%)
Candida tropicalis 6(60%) 7 (70%) 5(50%) 2(20%)
Candida glabrata 10(100%) 1(10%) 0 (0%) 2(20%)
Candida krusei 1(10%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Candida parapsilosis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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5.2.1 Associacao entre bactérias especificas no interior dos canais radiculares em

dentes com pulpite

A investigacédo de correlagbes entre a presenga de espécies bacterianas
especificas entre si presentes nos casos incluidos no presente estudo revelou
associagao positiva. A presenca de Prevotella nigrescens mostrou correlagao
estatisticamente significante com a presenca de Enterococcus faecalis detectados em

amostras da coleta inicial (p<0,05 ).

Nos 10 casos estudados, 70% (7/10) dos canais radiculares apresentavam
ambas cepas bacterianas em conjunto e 30% (3/10) das amostras nao foi detectada

a associagao e presenca de Prevotella nigrescens e Enterococcus faecalis.

Tabela 11 - Correlagdes positivas entre a presenca de bactérias nas amostras iniciais.

Prevotella nigrescens (C2)

Presenga Auséncia p-valor

E. faecalis (C2) 7 (70%) 3 (30%) 0,008

5.3 Perfil microbiolégico de polpa vital normal

Em nenhuma das amostras foram detectadas bactérias e fungos durante
os diferentes procedimentos: coleta inicial, pds preparo quimico-mecanico e poés-
medicacdo. Dos 10 primers testados, ndo houve nenhuma banda especifica através
do Nested-PCR.

A constatacao de auséncia foi através da utilizacdo de controles positivos,
compostos por DNA extraidos de isolado bacteriano ou fungico. E controles negativos

(produto da reagao com os determinados reagentes).
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5.4 Quantificagao dos niveis de cortisol

Os niveis de cortisol do grupo da pulpite irreversivel sintomatica nos seus
diferentes tempos de coleta e procedimentos estao elucidados na Tabela 13. Apds a
realizacdo da analise estatistica, constatou-se que houve diferenca significativa entre
a coleta inicial e pos preparo quimico — mecanico (p<0,05). No entanto, quando foi
analisado a diferenga dos niveis de cortisol entre preparo quimico-mecanico e

medicagédo intracanal, a analise n&o revelou diferenca entre os grupos (p valor:0,342).

Tabela 12 — Média e desvio padrao dos niveis de cortisol nos diferentes tempos de coleta no
grupo da pulpite irreversivel.

Coletas
Inicial Po6s- PQM Pés - MIC
Cortisol 2,96 (x1,18)2 1,07 (£0,628)° 0,80 (+0,583)°

Os niveis de cortisol do grupo da polpa vital normal nos seus diferentes

tempos de coleta e procedimentos estao elucidados na Tabela 13.

Tabela 13 — Média e desvio padrao dos niveis de cortisol nos diferentes tempos de
coleta no grupo da polpa vital normal.

Coletas
Inicial Pés- PQM Pés - MIC
Cortisol 0,77 (x0,30)2 0,44 (+0,14)" 0,37 (£0,21)"

5.5 Quantificagao dos niveis de lipopolisacarideos

Os niveis de endotoxinas (lipopolisacarideos) no grupo pulpite irreversivel
sintomatica nos diferentes tempos de coleta estdo fornecidos na Tabela 14.

Os niveis de endotoxinas em amostras de lesbes cariosas foram

significantemente maiores quando comparado as coletas de amostra inicial dos canais
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radiculares. Quando ha comparagéo entre o periodo inicial e p6s-PQM também
observa-se diferenga significante (p<0.05). No entanto, entre as coletas de preparo

quimico-mecanico e medicacgao intracanal ndo houve diferenca estatistica.

Tabela 14 - Média e desvio padrao dos niveis de endotoxinas(Eu/mL) nos
diferentes tempos de coleta no grupo da pulpite irreversivel.

Coletas
Carie Inicial Pos-PQM Po6s- MIC

LPS
43,37 (+7,6)° 0,38 (+0,06)° 0,06 (+0,01)°  0,05(+0,009)°

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os diferentes tempos de coleta (p<0,05).

Em relagdo ao grupo de polpa vital normal, seus valores foram
significantemente infereriores quando comparados ao grupo de pulpite apresentando
um valor de mediana de 0,0100 EU/mL.

Tabela 15 — Mediana, minimo e maximo dos niveis de endotoxinas nos diferentes tempos de coleta no
grupo de polpa vital normal.

Coletas
Inicial Pos-PQM Pos- MIC
LPS 0,0100( 0,0100 - 0,0112)"@ 0,0100( 0,0100 - 0,0100)** 0,0100( 0,0100 - 0,0100)"a

5.6 Quantificagao dos niveis de acido lipoteicéico

Os niveis de LTA no grupo da pulpite irreversivel em seus diferentes
tempos de coleta estao fornecidos na Tabela 15. Os niveis de acido lipoteicéico em
amostras de carie foram significantemente maiores quando comparado as coletas de
amostra inicial. Quando ha comparacao entre o periodo inicial e P6s-PQM também
observa-se diferenga significante (p<0.05). No entanto, entre as coletas de preparo

quimico-mecanico e medicacao intracanal ndo houve diferenca estatistica.
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Tabela 16 - Média e desvio padrao dos niveis de acido lipoteicdico nos diferentes tempos de
coleta no grupo da pulpite irreversivel.

Coletas
Carie Inicial Pos-PQM Pés- MIC
LTA 521,78 (x43,5)2 423,51 (£36,8)° 211,21(x40,01)¢ 195,43 (£45,04)°

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os diferentes tempos de coleta (p<0,05).

Os dados do LTA encontrados nas amostras coletadas foram: amostras
iniciais com média de 18,6 pg/mL, pés-PQM de 3,97 pg/mL no p6s-MIC de 4,3 pg/mL
com reducado de 4,34% (Tabela 16). Nao houve correlagdo estatisticamente

significante entre as concentragdes do LTA entre o pés-PQM e pés-MIC.

Tabela 17 - Média e desvio padrao dos niveis de acido lipoteicdico nos
diferentes tempos de coleta no grupo da polpa vital normal.

Coletas
Inicial Poés-PQM Pés- MIC
LTA 18,6 (+34,5) @ 3,97 (+5,02)P 4,30 (+6,7)°

Letras diferentes indicam diferencga significante entre os diferentes tempos de coleta (p<0,05).

A figura 2 ilustra a diferenca dos niveis de LTA entre os grupos de pulpite

irreversivel e polpa vital normal.



500
450

i 1
0 I | |
Inicial Pos-POM Pos - MIC Inicial Pos-POM Pos - MIC

Pulpite Irreversivel Polpa Vital Normal

Figura 3 — Média e desvio-padréo dos niveis de LTA nos diferentes tempos de coleta nos dois
grupos estudados.
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6 DISCUSSAO

Nenhum trabalho até o presente momento buscou investigar a presenca de
diferentes espécies de leveduras e niveis de cortisol em dentes com pulpite
irreversivel sintomatica e polpa vital normal, tornando este estudo inédito na area.
Portanto, o estudo teve como objetivo avaliar e correlacionar a microbiota especifica
de fungos e bactéricas presente em casos de pulpite irreversivel e polpa vital normal.
Também buscou correlacionar os fatores de viruléncia e niveis de cortisol dos dois

grupos.

A coleta de dentina infectada ou lesdo de carie permite um maior
conhecimento do perfil microbiolégico em evolugdo para alteracbes pulpares e
periapicais, e futuros estudos devem ser implementados para auxilio em diagndstico
do estado pulpar em pacientes que apresentam lesdes de carie profunda. A coleta de
amostras de tecido cariado foi relatado na literatura endoddéntica porém com pouca

frequéncia (Munson et al., 2004; Rogas et al., 2016; Arruda-Vasconcelos et al.,2021).

Todos os casos de pulpite irreversivel sintomatica apresentaram 100% de
dor espontanea, sendo que o diagnéstico foi determinado pelos critérios da American
Association of Endodontists Consensus Conference. Além disso, a resposta aos
testes térmicos deveriam ser de caracteristica aguda e prolongada, com trinta
segundos ou mais apos remogao do estimulo (Levin et al., 2009; Sarmiento et al.,
2016; Zheng et al., 2019; Sun et al., 2020).

Na literatura endoddéntica ha poucas evidéncias e relatos sobre o
microbioma da pulpite irreversivel sintomatica, portanto torna-se essencial analisar os
diversos tipos microbianos e fungicos nesta situagao clinica e avaliar durante as

diferentes etapas do tratamento endodéntico.

Um estudo clinico, realizado através de exames histopatologicos,
evidenciou a presenga de microrganismos em dentes com lesdes cariosas e
diagnosticados com pulpite irreversivel quando comparado com dentes higidos que
caracterizaram-se pela auséncia de microrganismos (Ricucci et al.,, 2021). Desta
maneira, o vigente estudo clinico confirma a presenga de microrganismos em casos
de pulpite através de técnica molecular, diferentemente dos casos de polpa normal
este fator e corrobora a partir dos resultados encontrados pelo método histopatologio
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do trabalho acima.

O método molecular utilizado no presente estudo foi através do Nested-
PCR. Para identificacdo da microbiota em casos de pulpite irreversivel sintomatica
também pode ser realizado outros métodos moleculares atuais como Next Generation
Sequecing que permitem um sequenciamento massivo de DNA e Checkerboard DNA-
DNA hybridization (Rogas et al., 2016; Arruda-Vasconcelos et al.,2021).

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € um exame extremamente
sensiveis que permitem uma idenfificagcado de cepas e espécies microbianas que séo
dificeis ou impossiveis para o cultivo. Outra vantagem é sua protecao contra fatores
ambientais externos como, por exemplo, contaminagao de amostras que impegam o
crescimento microbiano. A eleicdo por este tipo de método deve-se pela analise de
presenga dos microrganismos em quantidades suficientes que expliqguem ou

justifiguem o processo infeccioso.

Outros métodos a serem utilizados para identificagdo microbiana sao os
testes bioquimicos como o teste de catalase. Rajaram et al., 2016, encontraram
espécies produtoras de pigmento negro como Prevotella e Porphyromonas em dentes
com infeccdo endodéntica primaria, sendo que Porphyromonas gingivalis foi
encontrado em uma maior prevaléncia corroborando com os resultados encontrados

no vigente estudo.

A correlagao positiva entre Enterococcus faecalis e Prevotella nigrescenses
pode ser explicada através da interagédo por coagregagao, ou seja, uma adesao celular
em que diferentes espécies se aderem em maiores quantidades ou menores devido
sua especificidade. Johnson et al., 2006, buscaram investigar a coagregacgao de E.
faecalis com diferentes espécies bacterianas como Ptostreptococcus anaerobius,

Prevotella oralis, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus anginosus.

Cortisol € um hormdnio esteroidal liberado pelas glandulas adrenais e pela
saliva em resposta ao estresse e pela modulagao da inflamagao. Haug, em 2019,
evidenciou dor aguda de origem periapical ou inflamagao em regido periapical em
pacientes que apresentaram maiores niveis salivares de cortisol. Além disso, houve
um maior nivel de cortisol nos pacientes do género masculino quando comparado ao

género feminino no grupo controle composto por individuos sem experiéncia dolorosa
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ou tratamento endoddntico prévio. No vigente estudo é investigado as amostras da
regido periapical com o objetivo de analisar o biomarcador na regiao especifica do
dente que apresenta alteracao inflamatéria pulpar. Além disso, o enfoque do trabalho
€ investigar se pacientes diagnosticados com pulpite e com dor intensa, pulsatil e
espontanea apresentam maiores niveis de cortisol devido sua qualidade de vida

afetada.

Nossos resultados mostraram que pacientes diagnosticados com pulpite
irreversivel sintomatica apresentam um maior nivel de cortisol, possivelemente devido
ao estresse e a dor. Poucos estudos evidenciam e investigam a presenca de cortisol
em infecgdes pulpares e periapicais através de amostras de saliva (Haug et al., 2019;
Nalci et al., 2022).

Em relacdo aos niveis de lipopolissacarideo e acido lipoteicdico nas
amostras de lesdo cariosa, encontrou-se um maior nivel destes fatores de viruléncia
quando comparado com as amostras inicial dos canais radiculares e apés a terapia
endodéntica. A associagao do preparo quimico-mecanico e irrigagdo promovem uma
reducao significativa nos niveis de endotoxinas e acido lipoteicéico em dentes com
alteracdes pulpares e periapicais quando comparado aos seus niveis iniciais (Gomes
et al, 2009).

Houve uma diminuicdo de acido lipoteicdico, ou LTA, através do preparo
quimico mecanico em niveis significativos. Quando utilizado uma medicagéo
intracanal, também observamos uma queda nos niveis deste fator de viruléncia que
pode ser explicado atraves da inativagao do LTA a partir do uso do hidroxido de calcio.
Esta associagdo do fator de viruléncia com a medicagao pode ser explicada pelo
estimulo e inducdo de citocinas pré-inflamatérias de macrofagos, e comprometer a

atividade imunoestimulante do LTA (Baik et al., 2011)

Porém, a prevaléncia das espécies de Candida em diversas fases do
tratamento demonstra sua alta capacidade de resisténcia e viruléncia indicando sua
permanéncia no interior dos canais radiculares apesar de um preparo quimico-
mecanico eficiente e medicacdo intracanal apresentados neste estudo. Diversos
estudos comprovam a presencga deste fungo em infec¢des secundarias e de insucesso
endodoéntico (Silva et al., 2012, Bernal-Trevifio et al., 2018; Al-Sakati et al., 2020).
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Portanto, torna-se essencial o estudo do perfil microbioldgico, dos fatores
de viruléncia e do cortisol em casos de pulpite irreversivel sintomatica como de polpa
vital normal visando compreender e entender aspectos microbianos e mecanismos de
resisténcia com o objetivo de buscar alternativas terapéuticas e condutas clinicas

adequadas.

Como perspectivas futuras, € de extrema importdncia a manutengao e
aprimoramento de técnicas de identificacdo microbiana, de fatores de viruléncia e
marcadores de estresse presente em casos de polpa vital normal e pulpite irreversivel
sintomatica. E interessante associar diferentes estagios de lesdes cariosas para que
se possa investigar a evolugao da doenca carie para alteragdes pulpares, e possiveis

prognosticos preventivos ou terapéuticos.



7 CONCLUSAO
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Ap0s realizagao do presente estudo com os diversos métodos e resultados

obtidos pode-se concluir que:

O microbioma de dentes com lesdes de carie profunda e pulpite
irreversivel sintomatica € misto e diversificado, incluindo bactérias
Gram-negativas, Gram-positivas e fungos da espécie Candida.

O Nested -PCR nao identificou espécies bacterianas e fungicas
pesquisadas em dentes com polpa vital normal.

Foram encontrados niveis superiores de cortisol na pulpite
irreversivel quando comparado aos dentes com polpa vital normal,
indicando um maior nivel de estresse nos pacientes que apresentam
dor de origem pulpar.

O preparo quimico-mecanico mostrou-se eficaz na reducdo dos
niveis de LPS, LTA e cortisol em pacientes com pulpite.

Niveis de LPS, LTA e Cortisol de pacientes com polpa vital normal

sao inferiores aos dentes com pulpite irreversivel sintomatica.

A busca por identificacdo de bactérias e fungos em casos sintomaticos de

pulpite irreversivel como em lesdes cariosas deve ser continua com o objetivo de

conhecer os mecanismos de viruléncia e sua correlagao clinica.

Estes achados irdo influenciar diretamente no diagndstico, conduta clinica

e terapéutica, sempre em busca de um melhor progndstico para o paciente.
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