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Corazza BJM. Perfil inflamatdrio e microbiologico de pacientes com infeccao
endoddntica primaria e periodontite apical: estudo observacional [tese]. S&o José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2022.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil microbiologico e identificar padrées de
agregacdo bacteriana, avaliar a associacdo desses padres com 0s niveis de
mediadores inflamatérios, MMPs e sinais e sintomas clinicos e ainda correlacionar
os mediadores inflamatorios entre si e com os sinais e sintomas clinicos em dentes
com infeccdo endoddntica primaria e periodontite apical (PA). Para isso, 40 dentes
uniradiculares, de pacientes com infeccdo endodéntica primaria e PA, foram
submetidos a avaliacdo clinica, com registro de sinais e sintomas, e tomogréafica
através do calculo de volumetria das lesdes periapicais com o software ITK Snap.
Em seguida os dentes foram submetidos ao tratamento endoddntico. Logo apds a
abertura coronaria, amostras foram coletadas de cada canal radicular utilizando
cones de papel (S1) e submetidas ao método Checkerboard DNA-DNA hybridization
para investigacdo de espécies bacterianas presentes. Foi realizado o preparo
biomecanico (PBM) e em seguida o fluido intersticial da PA foi coletado (SF1) para a
quantificacdo dos mediadores inflamatérios (IL1-B, IL-6, TNF-a, IL-10, MMPs -2 e -9)
através do ensaio multiplex e a quantificacdo de RvD2 através de ensaio
imunoenzimético ELISA. Para a analise de correlacdo o teste de correlacdo de
Spearman foi utilizado. A andlise fatorial foi usada para identificar padrbes de
agregacdo bacteriana e regressao linear foi realizada para associar os escores
fatoriais, mediadores e caracteristicas clinicas dos pacientes (P=0,05). Correlagcédo
positiva foi encontrada entre MMP-2, -9, IL-10, IL-1B3, IL-6 e TNF-a, e entre RvD2,
MMP-9, IL-10, IL-1B, IL-6 e TNF-a (P<0,05), e correlagdo negativa foi encontrada
entre IL-1B e sensibilidade a percussao (P<0,05). A analise microbioldgica revelou
presenca de DNA bacteriano em 100% das amostras analisadas com presenca de
pelo menos 2 das 40 espécies bacterianas investigadas (média = 24,62) por canal.
As espécies mais frequentemente detectadas foram P. gingivalis, E. nodatum, F.
nucleatum spp. vicentii, S. mitis, L. bucallis e A. actinomycetemcomitans. Das 6
espécies mais detectadas, 4 delas eram gram negativas, destacando o predominio
de gram-negativos das infec¢cdes endoddnticas primarias com PA. A analise fatorial
determinou 2 padrdes de associacdo bacteriana e os resultados de regressao para o
fator 1 revelaram uma associacdo com aumento de dor a percussao (coeficiente
(coef) B=0,788) e reducédo de dor a palpacédo (coef3=-0,753) e exsudato (coeff=-
0,479). Niveis mais altos de exsudato e menores de dor a palpacdo foram
associados a bactérias do fator 2 (coeff=0,460 e -0,546, respectivamente).
Concluimos que os mediadores inflamatérios formam uma rede inter-relacionada e
que as periodontites apicais assintomaticas e sintomaticas tem uma etiologia
bacteriana heterogénea e com combinacdes de espécies diferentes.

Palavras-chave: Periodontite Apical. Bactérias. Citocinas. Metaloproteinases da
Matriz. Tomografia Computadorizada de Feixe Conico.



Corazza BJM. Inflammatory and microbiological profile of patients with primary
endodontic infection and apical periodontitis: observational study [doctorate thesis].
Séao José dos Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2020.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the microbiological profile and identify patterns
of bacterial aggregation, evaluate the association of these patterns with the levels of
inflammatory mediators, MMPs and clinical signs and symptoms, and also correlate
the inflammatory mediators with each other and with the clinical signs and symptoms
in teeth with primary endodontic infection and apical periodontitis (AP). For this, 40
single-rooted teeth, from patients with primary endodontic infection and PA, were
submitted to clinical evaluation, with registration of signs and symptoms, and
tomography through the calculation of volumetry of periapical lesions with the ITK
Snap software. Then the teeth were submitted to endodontic treatment. Immediately
after the coronal opening, samples were collected from each root canal using paper
cones (S1) and submitted to the Checkerboard DNA-DNA hybridization method to
investigate bacterial species present. Biomechanical preparation (BMP) was
performed and then the AP interstitial fluid was collected (SF1) for the quantification
of inflammatory mediators (IL1-B, /IL-6, TNF-a, /L-10, MMPs -2 and -9) by the
multiplex assay and the quantification of RvD2 by enzyme immunoassay ELISA. For
correlation analysis, Spearman's correlation test was used. Factor analysis was used
to identify bacterial aggregation patterns and linear regression was performed to
associate factor scores, mediators and patients' clinical characteristics (P=0.05).
Positive correlation was found between MMP-2, -9, IL-10, IL-18, IL-6 and TNF-a, and
between RvD2, MMP-9, IL-10, IL-18, IL-6 and TNF- a (P<0.05), and a negative
correlation was found between IL-18 and sensitivity to percussion (P<0.05). The
microbiological analysis revealed the presence of bacterial DNA in 100% of the
samples analyzed with the presence of at least 2 of the 40 bacterial species
investigated (mean = 24.62) per root canal. The most frequently detected species
were P. gingivalis, E. nodatum, F. nucleatum spp. vicentii, S. mitis, L. buccallis and
A. actinomycetemcomitans. Of the 6 most detected species, 4 of them were gram
negative, highlighting the predominance of gram-negative primary endodontic
infections with AP. Factor analysis determined 2 patterns of bacterial association and
regression results for factor 1 revealed an association with increased pain on
percussion (coefficient (coef) 8=0.788) and reduced pain on palpation (coef3=-0.753)
and exudate (coef=-0.479). Higher levels of exudate and lower levels of pain on
palpation were associated with factor 2 bacteria (coef3=0.460 and -0.546,
respectively). We conclude that inflammatory mediators form an interrelated network
and that asymptomatic and symptomatic apical periodontitis has a heterogeneous
bacterial etiology and combinations of different species.

Keywords: Apical Periodontitis. Bacteria. Cytokines. Matrix metalloproteinases.
CBCT.



1 INTRODUCAO

A periodontite apical (PA) € uma das doencas inflamatérias orais com maior
prevaléncia (Tiburcio-Machado et al.,, 2021). Ela é causada por uma infeccao
microbiana do sistema de canais radiculares (Kakehashi et al., 1965; Mdller et al.,
1981; Ricucci, Siqueira, 2010) que ocorre pela invasdo de microrganismos através
de lesbes de cérie, trincas, periodonto ou vasos sanguineos apicais (Tennert et al.,
2014). Embora outros tipos de microrganismos, como fungos e virus, tenham sido
encontrados em associacdo com a periodontite apical (PA), as bactérias sdo os
principais agentes etioldgicos dessa doenca (Sundgqvist, 1976). Essa microbiota esta
organizada em comunidades complexas, conhecidas como biofilmes multiespécies,
gue estdo localizados principalmente no interior do canal radicular (Siqueira, Récas,
2022).

E conhecido que na infeccdo endodéntica primaria, a microbiota presente é
diversificada, com espécies Gram-positivas e Gram-negativas (Siqueira et al., 2004,
Siqueira, Récas, 2009). As espécies e filos encontrados em elevada prevaléncia
incluem Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Capnocytophaga
ochracea Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Veillonella parvula,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium espécies de Streptococcus, espécies
de Dialister, Filifactor alocis, Pseudoramibacter alactolyticus, espécies de
Treponema e membros do filo Actinobacteria (Cavalli et al., 2017; Ferreira et al.,
2015; Machado et al., 2020; Siqueira, R6¢as, 2009).

Essas informacdes ja estdo bem estabelecidas na literatura, contudo, para
muitas doencas infecciosas causadas por membros da microbiota residente
(patdégenos oportunistas), o foco dos estudos mudou de determinados membros da
comunidade microbiana, patégenos classicos, para a percepcdo de que a
comunidade € a unidade da patogenicidade (Amaral et al., 2022; Siqueira, Récas,
2009; Siqueira, Rocgas, 2022). Ou seja, as comunidades bacterianas como patégeno
é que definem a doenca, portanto, esse € o resultado da agéo coletiva dos grupos
de microrganismos, e suas manifestacées séo influenciadas pela composicédo e
abundéancia relativa das espécies e pela rede de interacdes entre elas (Ré6c¢as,
Siqueira, 2009). Assim, segundo Siqueira e Rocas (2022) o estudo isolado do papel
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de cada cepa na periodontite apical € inadequado.

Apos seu inicio, a infeccdo do canal radicular ira gradativamente avancar em
direcdo a regido apical até que bactérias e seus subprodutos atinjam os tecidos
perirradiculares via forames apicais, laterais e perfuracdes radiculares iatrogénicas,
desencadeando um processo inflamatdrio na regido (Siqueira, Rocas, 2022). Esses
subprodutos, liberados durante a morte e multiplicacdo das bactérias, sé&o
reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo, presentes nas células de
defesa do hospedeiro e células dos tecidos atingidos, (Akira et al., 2001) o que
desencadeia a liberagdo de mediadores inflamatorios, como as citocinas,
qguimiocinas (Aderem, Ulevitch, 2000) e mediadores lipidicos como as resolvinas
(Serhan et al., 2008).

As citocinas e quimiocinas séo proteinas secretadas por células presentes
nos tecidos lesados, que tem ac¢do na modulacdo da atividade celular durante o
processo inflamatdrio, alterando as funcfes celulares ou recrutando células de
defesa para a regido agredida (Borish, Steinke, 2003). Juntamente com as
prostaglandinas, as citocinas, como as interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral
(TNF), participam da iniciagdo e regulacdo da inflamacéo através da ativacédo e
diferenciacdo dos osteoclastos, que sdo responsaveis pela reabsorcdo 6ssea apical
(Nair et al., 1996).

A IL-1B, é uma interleucina produzida em lesGes periapicais por varios tipos
de células, incluindo macréfagos, osteoclastos, polimoronucleares (PMNs) e
fibroblastos (Fouad, 1997). Essa citocina demonstrou ser um mediador potente da
reabsorcdo O0ssea em doencas como osteoporose e exerce papel importante na
reabsorcéo de lesdes perirradiculares (He et al., 2020; Lim et al., 1994; Morsani et
al., 2011). Além disso, essa citocina esta correlacionada com presenca de sinais e
sintomas clinicos (Lim et al., 1994) e com uma grande destruicdo 6ssea periapical
(Tani-Ishii et al., 1995).

A IL-6 € uma citocina pleiotropica importante na remodelacdo 0ssea e na
ativacao e diferenciacdo de células imunes e osteoclastos (Jakovljevic et al., 2015).
Essa citocina foi identificada na PA e niveis elevados foram verificados em lesbes
sintométicas, epitelizadas e com maior destruicdo Ossea do que em lesdes
assintomaticas e pequenas. Portanto, IL-6 pode desempenhar um papel proé-

inflamatorio, aumentando seus niveis e reabsorvendo 0sso na presenca de
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infeccbes. Contudo, quando a IL-6 ndo esta presente, outras citocinas, como IL-1 e
TNF-a, induzem a reabsorgao 6ssea (Azuma et al., 2014).

TNF € uma citocina considerada um potente mediador inflamatério que
causa efeito inflamatoério e imunoregulatério (Gupta, 2002). Além disso, TNF-a atua
nas células estromais provocando o aumento da expressao de fatores relacionados
com a reabsorcdo 6ssea atraves do aumento da diferenciacdo de osteoclastos
mesmo na auséncia de niveis elevados de proteinas relacionadas a regulacéo e
diferenciacdo de osteoclastos como RANKL, porém ambos os agentes, TNF-a e
RANKL, individualmente e em combinacdo, causam grande impacto na
diferenciacéo dos osteoclastos (Lam et al., 2000).

Além desses mediadores, as metaloproteinases de matriz (MMPS)
apresentam papel fundamental na formacgéo da leséo periapical. Elas constituem
uma importante familia de enzimas que degradam componentes da matriz
extracelular (Tsuji et al., 2009). Essas enzimas também participam da iniciacdo do
processo de reabsorcdo 6ssea, ja que degradam a camada ostedide e a camada de
coldgeno da superficie, permitindo que os pré-osteoclastos se acoplem a matriz
O0ssea mineralizada e completem sua diferenciacdo (Delaissé et al., 2000; Lima et
al., 2021). MMP-2 e MMP-9 (colagenases A e B, respectivamente) sao altamente
expressas na periodontite apical e foi sugerido que desempenham um papel
importante durante a fase inicial de desenvolvimento dessa doenca (Corotti et al.,
2009). Ainda, ambas as MMPs também foram relacionadas a presenca de sintomas
de origem endoddntica (Ahmed et al., 2013; Pereira Faustino et al., 2016).

Por outro lado, a IL-10, produzida por células imunes inatas e adaptativas,
controla e suprime a inflamacao a fim de regular negativamente a reacdo imune
adaptativa e minimizar a destruicdo do tecido em resposta ao desafio microbiano;
ela € um importante supressor endégeno da reabsorcdo éssea estimulada por
infeccbes (Maynard, Weaver, 2008; Sasaki et al., 2000). Além disso, essa citocina
também pode inibir a expressao de varias citocinas pro-inflamatorias como a IL-1 e a
IL-6 (Leon et al., 1998; Sasaki et al., 2000).

Outros mediadores que conduzem ativamente o término da inflamacéo
também sdo secretados durante o processo inflamatorio (Freire, Van Dyke, 2013).
Esses mediadores de origem lipidica iniciam as vias que sinalizam o fim fisiologico

da etapa inflamatodria aguda (Levy et al., 2001) e ativam o processo de cicatrizacao
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de feridas com regeneracéo tecidual em vez de fibrose ou cicatrizacdo (Levy et al.,
2012; Ortega-Gémez et al., 2013). Entre os conhecidos estdo as resolvinas (Rv)
produzidas endogenamente durante a fase de resolucdo do processo inflamatorio.
Especificamente a RvD2, entre outras funcdes, tem acdo no controle de
polimorfonucleares PMN e da funcdo de osteoclastos e osteoblastos na cicatrizagao
de feridas e regeneracéo 0ssea (Van Dyke et al., 2015; Herrera et al., 2008; EIl Kholy
et al., 2018; Mizraji et al., 2018; Zhu et al., 2013). Ela € capaz de modular o eixo
RANKL/OPG reduzindo a expressado de RANKL, enquanto regula positivamente os
niveis de OPG (Mizraji et al., 2018). Estudos anteriores demonstraram que as Rv da
série D, derivadas do acido docosaexaenoico (DHA) sao capazes de reduzir a
inflamacéo, diminuindo a adeséo de leucdécitos-plaquetas (Serhan, Chiang, 2009).

Embora o papel da infec¢cdo microbiana e dos mediadores inflamatorios seja
conhecido, a resposta imunologica do hospedeiro assim como as manifestacdes
clinicas das doencas inflamatérias causadas por microrganismos, podem variar de
acordo com as caracteristicas da populacao estudada (Caires et al., 2019; Fouad et
al., 2020; Nascimento et al., 2019). Diversas manifesta¢cfes clinicas e radiograficas
da periodontite apical sao influenciadas pelo tipo e nUmero de espécies bacterianas
gue ocorrem nos canais infectados (Gomes et al., 2004; Régas, Siqueira, 2008) e
Martinho et al., 2021 demonstraram que perfis bacterianos diferentes podem estar
relacionados de forma diferente a expressdo de proteinas inflamatorias e a
manifestacdo de caracteristicas clinicas.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil microbiolégico e identificar
padrées de agregacao bacteriana, avaliar a associacdo desses padrdes com 0S
niveis de mediadores inflamatérios, MMPs e sinais e sintomas clinicos e ainda
correlacionar os mediadores inflamatorios entre si e com 0s sinais e sintomas

clinicos em dentes com infeccao endodéntica primaria e periodontite apical.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que os mediadores inflamatérios formam uma rede inter-
relacionada que aparentemente ndo esta correlacionada com sinais e sintomas
clinicos. Comprovou-se que existe uma alta variabilidade de espécies bacterianas
entre os individuos incluidos neste estudo. Além disso, nossas descobertas séo o
inicio para uma maior elucidagcdo de como ocorre a agregacdo de comunidades
bacterianas e como essas comunidades interferem nos sinais e sintomas clinicos
dos pacientes. Por fim, constatou-se que as periodontites apicais assintomaticas e
sintométicas tem uma etiologia bacteriana heterogénea e com combinacdes de

espécies diferentes.
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