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Machado FP. Infec¢cdes endoddnticas primaria x secundaria: perfil microbiano, niveis
de endotoxinas e acido lipoteicdico, sinais e sintomas [dissertacdo]. Sado José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2018.

RESUMO

Esta pesquisa clinica teve como objetivo comparar a carga e composicdo microbiana
bem como as concentracdes de LPS e LTA encontradas na infecgdo endodontica
primaria (IEP) e na infeccdo endoddntica secundaria (IES). Além disso, a correlacao
desses achados com caracteristicas clinicas e tomograficas também foram
investigadas. Sessenta dentes de pacientes com IEP (31) e IES (29) foram
submetidos a avaliacao clinica e tomografica, seguido do tratamento endodéntico ou
retratamento. Amostras foram coletadas de cada canal radicular utilizando cones de
papel. Logo apés a abertura coronaria (IEP) ou apds a desobturacdo dos canais
(IES) o conteudo coletado foi submetido a técnica de cultura microbiolégica para
determinar a carga microbiana de bactérias anaerdbias e ao método Checkerboard
DNA-DNA hybridization para investigacdo de espécies bacterianas presentes. O
teste de Lisado de Amebdcito de Limulus e o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica
foram utilizados para quantificar os niveis de LPS e LTA. Os dados obtidos foram
correlacionados com os achados clinicos e tomogréficos. Maiores quantidades de
bactérias cultivaveis e de LPS foram encontradas na IEP (p < 0,05). Nao houve
diferenga nos niveis de LTA entre IEP e IES (p > 0,05). A mediana de espécies por
canal radicular encontrada na IEP foi de 9 espécies e na IES foi de 22 (p < 0,05). As
espécies bacterianas mais prevalentes detectadas na IEP foram P. gingivalis (14/31)
e S. intermedius (14/31). Na IES, as espécies mais prevalentes foram P. gingivalis
(21/29) e C. rectus (20/29). LPS foi correlacionado positivamente com um maior
volume da lesao periapical (p < 0,05). Niveis de LTA né&o foram relacionados a sinais
e sintomas ou ao volume da leséo periapical (p > 0,05). Concluiu-se que dentes com
IEP tiveram maiores quantidades de carga microbiana e de LPS do que os dentes
com IES. Uma maior quantidade de LPS foi correlacionada positivamente com um
maior volume de destruicdo 6ssea periapical. Uma ampla interacdo de espécies
bacterianas especificas resultou em diferentes caracteristicas clinicas.

Palavras-chave: Periodontite periapical. Microbiota. Endotoxinas. Ensaio de
imunoadsorc¢ao enzimatica. Hibridizacdo de &cido nucleico.



Machado FP. Primary x secondary endodontic infections: microbial profile,
endotoxins and lipoteichoic acid levels, signs and symptoms [dissertation]. Sdo José
dos Campos (SP): Sédo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

This clinical research aimed to compare the microbial load and composition as well
as the LPS and LTA concentrations found in Primary Endodontic Infection (PEI) and
Secondary Endodontic Infection (SEI). In addition, the correlation of these findings
with clinical and tomographic features was also investigated. Sixty patients’ teeth with
PEI (31) and SEI (29) were submitted to clinical and tomographic assessment,
followed by endodontic treatment or retreatment. Samples were taken from each root
canal using paper points. After the coronary opening (PEI) or after the removal of
root filling material (SEI), the collected samples were submitted to the microbiological
culture technique to determine the microbial load of anaerobic bacteria and to the
Checkerboard DNA-DNA hybridization method for investigation of present bacterial
species. The Limulus amebocyte lysate assay and enzyme-linked immunosorbent
assay were used to quantify LPS and LTA levels. The data obtained were correlated
with clinical and tomographic findings. A higher number of cultivable bacteria and
LPS was found in PEI (p < 0.05). There was no difference in LTA levels between PEI
and SEI (p> 0.05).The median number of species per root canal found in PEI was 9
and 22 in SEI (p < 0.05). The most prevalent bacterial species detected in PEI were
P. gingivalis (14/31) and S. intermedius (14/31). In SEI, the most prevalent species
were P. gingivalis (21/29) and C. rectus (20/29). LPS was positively correlated with a
larger periapical lesion volume (P < 0.05). LTA levels were not related to signs and
symptoms or periapical lesion volume (p> 0.05). It was concluded teeth with PEI had
higher contents of microbial load and LPS than teeth with SEI. However, a more
diverse microbiota was found in SEI than that of PEI. Higher content of LPS was
positively correlated with larger periapical bone destruction. A widely interaction of
specific microbial species resulted in different clinical features.

Keywords: Periapical periodontitis. Microbiota. Endotoxins. Enzyme-linked
Immunosorbent assay. Nucleic acid hybridization.



1 INTRODUCAO

As infeccOes endodbnticas sdo0 compostas por micro-organismos que se
proliferam e se perpetuam nos sistemas de canais radiculares, como consequéncia
de necrose pulpar, decorrente de traumatismo do elemento dental, presenca de
lesbes cariosas ou restauracdes defeituosas (Kirkevang et al., 2007). Os micro-
organismos e seus produtos, a exemplo dos lipopolissacarideos e o acido
lipoteicdico, representam importante papel no estabelecimento e desenvolvimento
da leséo periapical (Kakehashi et al., 1965), sendo, portanto, de grande importancia
conhecer seus efeitos no organismo. Sendo assim, o tratamento endoddntico tem
como objetivo a eliminacdo dos micro-organismos e seus produtos causadores da
resposta inflamatdria periapical.

A periodontite apical € uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos
adjacentes ao apice radicular como consequéncia de uma infeccdo presente no
sistema de canais radiculares (Montagner et al.,, 2010; Martinho et al., 2014). A
infeccdo endodontica primaria tem carater polimicrobiano, com presenca de micro-
organismos aerobios e anaerébios Gram-positivos e Gram-negativos (Gomes et al.,
1996; Rocgas et al., 2003, 2010; Siqueira et al., 2003; Montagner et al., 2010). Esta
infeccdo é inicialmente causada por micro-organismos que colonizam o tecido pulpar
necrosado, sendo que a microbiota envolvida pode variar de acordo com o tempo de
infecgcao (Siqueira et al., 2010).

As bactérias Gram-negativas, durante sua morte ou multiplicacédo, liberam
produtos, os lipopolissacarideos (LPS), presentes na membrana externa das
mesmas, sendo que sua liberacdo causa efeitos bioldgicos como a secrecdo de
citocinas proé-inflamatérias (Hong et al., 2004; Tang et al., 2011), as quais levam a
reacao inflamatoria e reabsorcdo Ossea periapical (Yamasaki et al., 1992). Os altos
niveis de LPS estdo associados com o desenvolvimento de dor espontanea (Horiba
et al., 1991; Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005; Cardoso et al., 2015), dor a
palpacao (Jacinto et al., 2005) e dor a percussao (Gomes et al., 2009).

Com o intuito de eliminar os micro-organismos e seus produtos, o tratamento
endodoéntico € muito importante durante todas as suas etapas. Estas incluem desde

a remocéo de tecido cariado e restauracdes extensas, até a eliminacdo bacteriana
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pela irrigacdo e instrumentacdo dos canais radiculares e aplicacdo de medicacao
intracanal, seguida do preenchimento hermético do canal radicular por materiais
obturadores e da realizacdo do procedimento restaurador (Mohamed et al., 2017),
desempenhando papel fundamental.

Entretanto, as condi¢cdes patolégicas podem permanecer mesmo apos a
conclusao do tratamento endodéntico, havendo a necessidade da realizacdo de uma
reintervencéo (Carrote, 2005; Eliyas et al., 2014). Isso se deve a possiveis falhas na
desinfeccdo do sistema de canais radiculares durante o tratamento endodontico ou
falhas técnicas de instrumentacdo e obturacdo incompleta do canal radicular
deixando espacos na regido apical, favorecendo a permanéncia de restos necroticos
e bactérias no sistema de canais radiculares (Dahlén, Moller, 1992) ou ainda sua
recontaminacao pela auséncia de um correto selamento coronario (Peciuliene et al.,
2006; Estrela et al., 2008a).

Estudos mostram que a microbiota da infeccdo endodéntica secundaria
difere da encontrada na infeccdo endodontica primaria, apresentando reduzida
diversidade, dada a predominancia de espécies anaerdbias facultativas Gram-
positivas (Siqueira, 2001; Pinheiro et al., 2003; Adib et al., 2004; Gomes et al.,
2004), como Enterococcus faecalis, podendo inclusive ocorrer casos de
monoinfec¢do (Hancock et al., 2001; Rogas et al., 2004). E. faecalis é considerado
um dos micro-organismos mais prevalentes na infeccdo endodéntica secundaria,
atingindo frequéncias de até 90% dos casos (Molander et al., 1998; Pinheiro et al.,
2003; Récas et al., 2004). Além disso, € nove vezes mais comum em canais tratados
do que néo tratados (Rocgas et al., 2004), o que sugere que pode ser inibido por
outros membros da comunidade microbiana mista comumente encontrados em
infeccbes primarias, e que condicdes ambientais menos propicias em um canal
tratado ndo impedem sua sobrevivéncia (Sigueira et al., 2010).

Como produto de E. faecalis e de outras bactérias Gram-positivas, o acido
lipoteicoico (LTA) € um importante fator de viruléncia, participando do
desenvolvimento e permanéncia da patologia periapical (Ginsburg, 2002; Costa et
al., 2003). Estudos sobre o LTA (Knox, 1973; Hausmann et al., 1975; Hummell et al.,
1985; Keller et al., 1992) demonstraram alteracdes nos tecidos, como a reabsorcao
ossea (Hausmann et al., 1975), a ativacao das vias do sistema complemento (Loos

et al., 1986; Hummell et al., 1985) e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias;
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regulacdo de angiogénese; liberacdo de hidrolases, proteases e das espécies
reativas de oxigénio de neutréfilos e macréfagos; além da regulagéo, recrutamento e
ativacao de neutrdfilos (Ryu et al., 2009).

A diminuicdo da densidade 6ssea causada pelos produtos bacterianos
decorrentes da infeccdo endodontica € identificada no exame radiografico como uma
area radioltcida ao redor do apice radicular (Bender, 1997). Entretanto, estudos
confirmaram que a radiografia periapical € limitada ao se detectar a radiolucéncia
periapical (Bender, 1997; Paula-Silva et al., 2009), uma vez que ha sobreposicdo de
tecidos e baixa eficacia do método ao se avaliar a profundidade de uma leséo
periapical (Stavropoulos, Wenzel, 2007; Low et al., 2008; Bornstein et al., 2011; Tsai
et al., 2012). Desta forma, a reconstrucado da imagem em trés dimensdes se tornou
possivel e atualmente tem sido utilizada na endodontia, através do advento da
tomografia computadorizada de feixe cénico (TCFC).

A TCFC ¢é capaz de fornecer representacdes tridimensionais de alta
qualidade e precisdo dos elementos 6sseos do esqueleto maxilofacial. Os sistemas
de TCFC disponiveis fornecem pequenas imagens de campo de visdo em baixa
dose com resolucéo espacial suficiente para aplicagcdes em diagndéstico endodéntico,
orientacdo de tratamento e avaliagcdo pds-tratamento. A TCFC beneficia a
endodontia, tornando possivel demonstrar caracteristicas anatbmicas que as
imagens intraorais, panoramicas e cefalométricas ndo sdo capazes de fornecer,
sendo capaz de avaliar no sentido vestibulo-lingual a real destruicdo 6ssea. Além
disso, devido a reconstrucdo dos dados da TCFC ser realizada utilizando um
computador, os dados podem ser reorientados em suas verdadeiras relagbes
espaciais (Scarfe et al., 2009), sendo que estudos, como de Cardoso et al. (2015), ja
tém utilizado a TCFC para avaliar a presenca e o volume da lesdo periapical,
correlacionando este volume com presenca de micro-organismos e seus produtos.

Levando em consideragcdo o tema abordado, h& na literatura maior niumero
de trabalhos que avaliam a infec¢cdo endododntica em relagdo a carga microbiana, a
quantificacdo de LPS e sinais e sintomas (Gomes et al., 2004; Blome et al., 2008;
Gomes et al., 2012; Tennert et al., 2013; Leite et al., 2015; Lysakowska et al., 2016;
Pandey et al., 2016; Keskin et al., 2017). Porém, pouco se tem avaliado os niveis de
LTA, importante fator de viruléncia de bactérias Gram-positivas. Sabe-se ainda que

as infeccdes endoddnticas primaria e secundaria diferem entre si quanto a
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microbiota predominante, podendo levar a variagdes nos niveis dos subprodutos dos
micro-organismos presentes.

Entretanto, até o presente momento, tais analises ndo foram relacionadas
em conjunto com os niveis de LTA e o volume inicial das lesdes periapicais a fim de
criar uma comparacdo de todos estes fatores (carga microbiana, identificacédo
microbiolégica de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, niveis de endotoxinas
e LTA, sinais e sintomas e volume da leséo periapical) em um Unico estudo clinico
para um conhecimento mais abrangente e correlacionado. Sendo assim, faz-se
necessario um estudo mais aprofundado sobre o tema, trazendo uma significante
contribuicdo para a area de endodontia, uma vez que para melhorar e/ou buscar
melhores estratégias de tratamento, € necessario compreender plenamente o perfil
microbiolégico dos diferentes tipos de infeccdo endodéntica, bem como sua

patogenicidade.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir em relacéo as infec¢cbes endoddnticas

primaria e secundaria que:

a)

b)

9)

h)

As infeccbes apresentaram natureza polimicrobiana, com predominio de
bactérias Gram-negativas;

A IEP apresentou maior quantidade de bactérias anaerdbias cultivaveis
comparada a IES;

A IES apresentou maior diversidade bacteriana, com maior quantidade
de espécies por canal,

As espécies bacterianas mais prevalentes detectadas na IEP foram P.
gingivalis (14/31) e S. intermedius (14/31). Na IES, as espécies mais
prevalentes foram P. gingivalis (21/29) e C. rectus (20/29);

Quanto aos fatores de viruléncia, maiores quantidades de LPS foram
encontradas na IEP e ndo houve diferenca estatistica nos niveis de LTA
entre IEP e IES;

N&o houve diferenca no volume da lesédo periapical entre IEP e IES,
porém maior nivel de LPS foi correlacionado com maior volume de
destruicdo 6ssea periapical e sinais e sintomas na IEP;

Niveis de LTA n&o foram relacionados a sinais e sintomas ou ao volume
da lesé&o periapical;

Uma ampla interacdo de espécies bacterianas especificas resultou em

diferentes caracteristicas clinicas.
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