\/
%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

LETICIA GRILO DE SOUZA

RELACAO DA DIVERSIDADE BACTERIANA E
QUANTIDADE DE ENDOTOXINAS COM A
SINTOMATOLOGIA DOLOROSA DE PULPITE REVERSIVEL
EM LESOES CARIOSAS PROFUNDAS

2016



LETICIA GRILO DE SOUZA

RELACAO DA DIVERSIDADE BACTERIANA E QUANTIDADE DE
ENDOTOXINAS COM A SINTOMATOLOGIA DOLOROSA DE PULPITE
REVERSIVEL EM LESOES CARIOSAS PROFUNDAS

Dissertacdo apresentada ao curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista, Campus de S&o José dos
Campos, como parte dos requisitos para obtencédo do titulo de MESTRE,
pelo Programa de P6s-Graduacdo em ODONTOLOGIA RESTAURADORA,

Area dentistica.

Orientador: Prof. Dr Eduardo Bresciani

Coorientador: Prof. Dr. Frederico Canato Martinho

Sao José dos Campos
2016



BANCA EXAMINADORA

Prof Dr Eduardo Bresciani (Orientador)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

UNESP — Univ Estadual Paulista
Campus de Sao José dos Campos

Prof Dr Jodo Mauricio Ferraz da Silva
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP — Univ Estadual Paulista

Campus de Sao José dos Campos

Prof. Adj. César Rogério Pucci
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP - Univ Estadual Paulista
Campus de Sao José dos Campos

S&o José dos Campos, 19 de janeiro de 2016.



Dedicatérvia

Aoy meus pais Soniw Mawraw de Sougaw e
Anténio- Mawcio- Grilo- de Sougav e mew
wmdo- Luigy Otewio- Grilo- de Souza pelo-
apoio-  incondicional em todos oy
momentos. A vocés devo todas minhas
conquistas!!



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre me abencgoar e dar coragem e forca de

vontade para prosseguir mesmo diante dos obstaculos.

A minha familia por todo amor, apoio e compreensao.

Ao meu orientador Prof Dr Eduardo Bresciani, obrigada
pela confianca ¢ por toda atencao durate esses dois anos.
Obrigada ainda por dividir seus ensinamentos, aperfeicoando

meus estudos com sua grande experiéncia e competéncia.

Aos Professores da disciplina de Dentistica pela
contribuicdo na minha formacao académica e pelos ensinamentos

transmitidos.

A UNESP — Univ Estadual Paulista, na pessoa do diretor do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo Jos¢ dos Campos, antiga
Faculdade de Odontologia de Sdo Jos¢ dos Campos, Prof. Estevao

Tomomitsu Kimpara e da vice-diretora Prof®. Rebeca Di Nicolo.



Ao Programa de Pos-Graduacdo em  Odontologia
Restauradora, na pessoa da coordenador Prof. Adj Alexandre Luiz

Souto Borges.

A Universidade de Guarulhos, Prof? Luciene Figueiredo e a
técnica lIzilvania Barreto por toda ajuda e disposicao na realizacao

do teste microbiologico.

A Prof* Dra Luciane Dias de Oliveira e ao Aluno de
Doutorado Felipe por toda ajuda e paciéncia nos ensaios clinicos

de endotoxinas.

Aos amigos de Pos Graduacdo que se tornaram amigos para
a vida: Debora, Ingrid, Marina, Cassia, Lucas, Juliana, por todos
esses de anos de convivio e amizade, que tornaram essa dura

caminhada muito mais agradavel.

As técnicas Fernanda e Josiana, que se tornaram muito

especiais pelas quais terem sempre um carinho enorme.

Aos Professores Dr. Jodo Mauricio e Dr. César Pucci por

terem aceitado o convite para ser banca desse trabalho

A Capes pelo auxilio financeiro durante o periodo do

mestrado.



Aos pacientes que participaram da pesquisa, muito

obrigada!

Muito Obrigada a todos que de alguma forma colaboraram

para essa pesquisa ¢ para o meu aprendizado.



SUMARIO

e 1 11V 8
AB ST R A CT e e 9
L INTRODUGAOD.......ooiiieeeee ettt 10
2 REVISAO DE LITERATURA ....oooieeeeeeeeeeeeeee e 13
P2 I T Tt (=T A= Eo R0 b= W o L 13
2.2 Método molecular para identificacdo de microorganismos......... 27
2.3 Endotoxinas e sintomatologia doloroSa........ccc.uevveeeiiiiiiiiiiiiniinnnnns 32
3. PROPOSICAOD. ..ottt ettt 36
4 MATERIAL E METODOS .....coiiiiiieieecteee e 37
4.1 Criterios para SElIEGCAOD .....ccoeevii it 37
4.2 Coletas das amOSTIIAS ......uuuiiiieeeiieieiiiiiee e 38
4.3 Quantificacdo pelo teste Checkerboard..........cccccoeeeeveeieiiiiiiiiinnnnnn. 40
4.3.1 Extracdo do DNA bacteriano..............cceeeiiiieeeiieeiiiieie e, 41
4.3.2 Colocacao das amostras na membrana de nylon.............ccccc........ 41
4.3.3 Hibridizacdo da membrana com as sondas de DNA............cc......... 41
4.3.4 DeteCCAO0 das ESPECIES ....uuuiiieeeeeeeeeiiiee e 47
4.4 Quantificacdes de endotoXiNas ..........ceeeveeeeriiiiiiiiiiie e, 48
S5RESULTADOS ... et e e e eaas 50
5.1 CheCKerbOoard......ccoooe i 53
D2 = o o o o Dq] o - 3 71
B DISCUSSAD.....coimiiieiiiieeieieieie ettt 73
6.1 CheCKerbOoard. ... e 73
L2 = g Lo [0} (o D q ] o = 1= 0P 78
7 CONCLUSAOD ...ttt 81
8 REFERENCIAS ...t 82
APENDICE ..ottt sttt 87



Souza LG. Relacdo da diversidade bacteriana e quantidade de
endotoxinas com a sintomatologia dolorosa de pulpite reversivel em
lesbes cariosas profundas[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

A carie é uma doenca infectocontagiosa multifatorial. Em cavidades
profundas, as lesdes cariosas geralmente estdo associadas a quadros de
sintomatologia pulpar dolorosa. O objetivo deste estudo foi determinar a
diversidade bacteriana e a quantidade de endotoxinas e casos de céries
sintométicas e assintomaticas. Para este estudo foram selecionados 20
pacientes com lesGes cariosas profundas com sensibilidade dolorosa
compativel com pulpite reversivel (n=10) e sem sintomatologia dolorosa
(n=10). As amostras de dentina cariada foram obtidas com o auxilio de
colheres de dentina estéreis e apirogénicas e foram coletadas em dois
momentos: antes e apos a remocao convencional do tecido cariado. Estas
amostras foram divididas em duas aliquotas, que foram em seguida
submetidas ao teste Checkerboard (aliquotas contendo 150 ul de TE e
100 uL de NaOH a 0,5 M) e teste cinético cromogénico LAL (Aliquotas
com 1 ml de soro apirogénico) para determinagéo do perfil microbiano e
guantificacdo de endotoxina, respectivamente. O teste estatistico Mann
Whitney ndo mostrou diferenca entre a camada de dentina superficial e
profunda para as bactérias estudadas. Em relacdo ao fator sensibilidade
as bactérias Capnocytophaga sputigena, Leptotrichia buccalis e
Lactobacillus species foram as que apresentaram diferencas estatisticas
significantes, sendo mais presente em pacientes com sintomatologia.
Para as endotoxinas, 0s dentes sintomaticos resultaram em maiores
quantidades de endotoxinas (p = 0,047). Dentes sintomaticos
apresentaram 4,13 log 10 EU / mg dentina, enquanto o nivel de
endotoxinas para os dentes dentes assintométicos foi de 3,45 log 10 EU /
mg dentina. Dentinas coletadas em diferentes éareas apresentaram
guantidades similares de endotoxinas (p = 0,139). A quantidade de
bactérias ndo parece estar relacionada com a sintomatologia de lesGes
cariosas profunda, enquanto a quantidade de endotoxinas € maior em
caries sintomaticas.

Palavras chaves: Cérie dentaria. Bactérias. Endotoxinas. Dor. Pulpite



Souza LG. Relation of bacterial diversity and amount of endotoxins with
the painful symptoms of reversible pulpitis in deep carious
lesions[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016

ABSTRACT

Caries is a multifactorial infectious disease. In deep cavities, carious
lesions are usually associated with scenarios of pulp painful symptoms.
The objective is to determine bacterial diversity and endotoxin levels in
cases of sintomatic and assintomatic caries. Twenty patients with deep
carious lesions with soreness compatible with reversible pulpitis (n = 10)
and without pain symptoms (n = 10). Carious dentine samples were
obtained with the aid of sterile dentine and apyrogenic spoons and
harvested in two steps: before and after conventional caries removal.
These samples were divided into two aliquots, which were then subjected
to the checkerboard(aliquots contained in 150ul of TE and 100ul of 0.5 M
NaOH) and kinetic chromogenic LAL test(aliquots with 1 ml of apirogenic
serum) for determination of microbial profile and quantitation of endotoxin,
respectively. By Mann Whitney test showed no difference between the
superficial and deep dentin layer for the studied bacteria. In relation to
factor sensitivity bacteria Capnocytophaga sputigena, Leptotrichia buccalis
e Lactobacillus species were the ones that showed statistically significant
differences, being more present in patients with symptoms. For the
endotoxins, symptomatic teeth resulted in greater quantity of endotoxins
(p=0.047). Symptomatic teeth presented 4.13 log1l0 EU/mg dentin, while
endotoxin level for no symptomatic teeth was 3.45 log10 EU/mg dentin.
Dentin collected in different areas presented similar amount of endotoxins
(p=0.139). The amount of bacteria does not seem to be related to
symptomatology of deep carious lesions, while endotoxins quantity is
greater in symptomatic scenarios.

Keywords: Dental caries. Bacteria. Endotoxins. Pain. Pulpits.



1 INTRODUCAO

A carie é uma doenca infectocontagiosa multifatorial que
resulta em perda mineral localizada do tecido dental duro causada por
acidos organicos provenientes de uma microbiota (bactérias) especifica
(Loesche, Syed 1973).

A microflora da carie é altamente complexa e varia entre
cada lesdo. A composicdo dos grupos dominantes pode depender da
dieta, da saliva, e da cronicidade da lesdo. Estreptococos do grupo
mutans, tais como Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus sdo importantes na iniciacdo e progressdo da carie. A
medida que a lesdo progride mais profundamente na dentina, ocorre uma
transicdo das bactérias Gram-positivas predominantemente facultativas
por Lactobacilus e / ou bactérias anaerObias. Esta transicdo €
provavelmente influenciada por uma mudanga no ecossistema, isto é,
nutrientes, oxigénio e competicdo bacteriana (Hoshino 1985; Hahn,
Liewebr 2007).

Dois tipos de lesdes de céarie profunda foram identificados:
lesGes com alta contagem de Lactobacillus ou com baixa contagem de
Lactobacillus. Nas lesdes com baixa concentracéo de Lactobacillus, uma
grande variacdo dos microorganismos foi notada, sendo que bactérias
Gram-positivas de Lactobacillus, cocos Gram-positivos, ou Prevotella
intermedia foram dominantes em determinadas amostras (Hahn, Liewebr
2007; Callaway et al. 2013).

Existe geralmente uma grande incidéncia de quadros de
sintomatologia dolorosa compativel com pulpite reversivel associados
com lesdes cariosas profundas (Thompson et al. 2008; Hayashi et

al.2011; Callaway et al.2013). N&o se sabe se esta sintomatologia esta ou
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nao associada ao perfil bacteriano destas lesdes, uma vez que o0 mesmo
pode apresentar grande variagcdo. Quando a desmineralizagcédo da dentina
aproxima-se da polpa a uma distancia entre 0,5 e 1 milimetro, reacdes
inflamatdrias podem ser vistas na regidio subodontoblastica. E importante
notar que nao ha nenhuma infecgéo do tecido pulpar, e acredita-se que as
reacbes das células inflamatérias deste tecido sejam resultado dos
produtos bacterianos da lesdo cariosa (Reeves, Stanley 1966; Massler
1967; Fejerskov, Kidd 2008).

Dentre estes produtos bacterianos, destacam-se as
endotoxinas, umas vez que sao substancias neurotoxicas e inflamatorias.
Estas substancias estdo presentes na parede celular de bactérias Gram-
negativas e podem ser secretadas em vesiculas por organismos em
crescimento ou liberado para o ambiente apdés a morte da célula. As
endotoxinas sdo um importante fator de viruléncia capaz de iniciar varias
respostas biolégicas, como a ativacdo do complemento, inducéo da febre,
a ativacdo dos macrofagos, citotoxicidade e reabsorcdo 6ssea. Estudos
tem mostrado que os produtos microbianos podem produzir uma reacao
inflamatoria na polpa dentaria (Khabbaz et al. 2001; Jacinto et al. 2005,
Vianna et al 2007).

Acredita-se que as endotoxinas podem provocar dor
através da ativacdo do factor de Hageman, que leva a producdo de
bradicinina, um mediador de dor potente (Seltzer, Farber, 1994). Do
mesmo modo, estudos relataram que as endotoxinas possuem
propriedades neurotéxicas que atuam em terminaisS nervosos pré-
singpticos (Palmiero et al. 1962). Segundo Khabbaz et al 2000, a
concentragédo de endotoxina nas camadas superficiais da dentina cariada
€ significativamente maior do que e nas camadas profundas. Sabendo
gue as endotoxinas tém propriedades inflamatérias e neurotodxicas, o nivel
mais elevado de endotoxinas em lesdes de carie de dentes sintomaticos
constitui, talvez, um fator envolvido no mecanismo de dor pulpar,

possivelmente pela proximidade da lesdo em questdo com a polpa.
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Desta forma, a diversidade bacteriana pode estar
indiretamente relacionada com a dor pulpar pela presenga ou ndo de
endotoxinas em suas paredes celulares. A sintomatologia pulpar é de
extrema importancia, pois € uma das principais caracteristicas clinicas da
resposta inflamatoria, sendo por isso crucial no diagnostico da leséo
pulpar. A lesdo pulpar reversivel caracteriza-se por uma leve alteracao
inflamatoria da polpa em fase inicial, e muitas vezes a causa € uma lesao
cariosa profunda que ndo causou exposicao, em que a reparacao tecidual
ocorre com a remogao do agente desencadeador do processo. Se 0s
irritantes persistirem ou aumentarem, a inflamacao pulpar torna-se de
intensidade moderada a severa, 0 que caracteriza a lesdo pulpar
irreversivel, com posterior necrose pulpar (Reeves, Stanley 1966; Massler
1967; Fejerskov, Kidd 2008). Sendo assim, a pulpite reversivel representa
um parametro geralmente utilizado para definir procedimentos e adotar
protocolos clinicos restauradores.

Com base no acima apresentado, torna-se necessario
correlacionar a diversidade bacteriana e quantidade de endotoxinas com
a sintomatologia dolorosa de pulpite reversivel em lesdes cariosas
profundas.

Onde a hipotese deste trabalho € de que se o perfil
bacteriano das lesGes cariosas profundas for composto em sua maior
parte por bactérias gram negativas, isso acarretaria em uma maior
liberacdo de endotoxinas o que justificaria a presenca de lesdes cariosas

profundas sintomaéticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A doenca carie depende parcialmente de bactérias
especificas e, apesar de nao se ter claramente a composicédo bacteriana
das les@es cariosas, sabe-se que esta composicdo pode estar associada
com a presengca de sintomatologia dolorosa, principalmente pelas
endotoxinas derivadas destas colbnias bacterianas. Desta forma, esta
revisdo de literatura sera subdividida em tépicos para facilitar o
entendimento do leitor sobre estas caracteristicas e ainda trara topicos

sobre os testes utilizados neste estudo.
2.1 Bactérias da cérie
2.2. Método molecular para identificacdo de microorganismos

2.3. Endotoxinas e sintomatologia dolorosa

2.1 Bactérias da carie

Com o crescente estudo, nas ultimas décadas, a respeito
da doenca carie, hoje se tem maior conhecimento sobre a forma como se
inicia e sua evolucdo. Porém a flora bacteriana presente nas lesfes
cariosas é de alta complexidade ndo se conhecendo até hoje toda
microflora envolvida nesse processo. Loesche e Syed 1973 relacionaram
a presenca de Streptococcus mutans e Lactobacillus com a presenca da
doenca cérie, criando a teoria da especificidade, porém sabe-se que essa
microflora pode variar de acordo com a o estagio da doenca e a
profundidade da lesé&o.
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Essa microbiota pode variar de acordo com o estagio,
profundidade e atividade da lesdo cariosa (Hahn et al.1991, Bjorndal,
Larsen 2000; Hahn, Liewebr 2007; Ass et al. 2008; Lima et al.2011).

Hahn et al. 1991 realizaram um estudo microbiolégico da
dentina cariada de dentes humanos com pulpite irreversivel. Para isso, 29
dentes com diagndstico de pulpite irreversivel (dor prolongada aos
estimulos térmicos) foram extraidos. Os dentes foram entdo sulcados
longitudinalmente com brocas carbides em alta rotacdo, em seguida foi
feita a quebra do dente, separando-se as duas metades. O tecido pulpar
foi removido sob condi¢cdes assépticas, e uma sequéncia de amostras de
dentina do tecido cariado foram coletadas com uma colher de dentina
estéril, progredindo a partir da superficie pulpar em direcdo a regiao
externa da lesdo e a analise foi feita através de meios de cultura. As
amostras foram identificadas em varios Agar meios seletivos para
espécies Bacteroides, Fusobacterium nucleatum, Espécies Veillonella,
espécies de Lactobacillus, Neisseria espécies, Actinomyces espécies,
levedura, entéricos, espécies de Staphylococcus e Strep. Mutans. Bacilos
Gram positivos foram a flora predominante (64-72%) em todos os locais
de amostragem, seguido dos cocos Gram positivos e bactérias
anaerdbias e sugeriu, a partir do material coletado, a presenca de dois
tipos de lesbes: as com alta contagem de Lactobacillus e as com baixa
contagem de Lactobacillus. Sendo que a regido com maior concentragao
de Lactobacillus encontrava-se na dentina cariada na regido proxima a
polpa, portanto a persisténcia de Lactobacillus na dentina cariada
profunda sugere que eles tém um papel importante na morte pulpar. Na
regido onde havia alta concentracdo de Lactobacillus, encontrava-se
pequena quantidade de Streptococcus 0 que sugere que estes nao
podem sobreviver em ambientes extremamente acidos de lesdes de carie

profunda.
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Gomes et al., 1994 fizeram a associacdo de bactérias
especificas associada a alguns sinais e sintomas endododnticos. Foi
utilizada uma amostra de 30 pacientes, foi feita coleta do material intra
canal com cones de papel. As amostras foram imediatamente semeadas
em quatro placas de Agar diferentes (3 para avaliar o crescimento de
bactérias anaerébias e 1 para as bactérias aerdbias). Observaram que
bactérias anaerdbias estavam presentes em 93% dos canais com
sintomatologia dolorosa e em 53% dos canais sem sintomatologia. E
concluiu que existe um relagcédo entre a dor e a presenca de Prevotella e
Peptostreptococcus spp nos canais radiculares.

Brailsford et al. 1999 analisaram a predominancia de
Actonomyces spp na dentina infectada em lesdes cariosas radiculares
ativas. Foi utilizada uma amostra de 9 dentes, o material foi coletado com
escavadores de dentina estéreis e colocados em 1ml de meio de
transporte e uma série de diluicbes foram feitas e 100uL foram
plagueadas em meio seletivos e ndo seletivos. As bactérias foram
identificadas atrevés de meios de cultura. Candida spp. foram cultivadas
em Agar Sabouraud Dextrose, incubados aerobicamente durante 3 dias.
Agar Rogosa (Oxoid) foi utilizado para a cultura de Lactobacilos, e Agar
mitis salivarius (Oxoid) suplementado com bacitracina e sacarose, foi
usado para a enumeracdo de Streptococcus mutans. Estes meios foram
incubadas em anaerobiose durante 3 dias a 37 ° C. E a presenca de
Actinomyces spp. foi analisado através do PCR, utilizando sondas
especificas. Uma maior proporcédo de A. gerencseriae foi isolado a partir
das placas aerdbicas, enquanto que uma proporcdo de A. israelii foi
significativamente maior em placas anaerébias.

Bjorndal e Larsen 2000 avaliaram as mudancas na
microflora de lesdes cariosas profundas, analisando antes e depois da
escavacao. Foram utilizado 9 dentes permanentes com caries proximais
profundas, uma radiografia foi utilizada para classificar a lesdo como

profunda e descartar a presenca de lesdo periapical, o teste térmico foi
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realizado para descartar a possibilidade de pulpite irreversivel. Foram
realizadas duas coletas: uma inicial, antes do tratamento expectante e a
final apés um intervalo de 4-6 meses. As amostras de dentina foram
obtidas com uma broca estéril embebidas em solucdo salina. Foi
realizada uma coleta de dentina da camada mais externa e do centro da
lesdo, respectivamente, seguido pela aplicacdo de uma restauracéo
temporaria. Apos o intervalo de tratamento, a restauracdo temporaria era
removida, e uma nova coleta executada da regido central da dentina e
depois a escavacao final. As amostras foram transferidas para o fluido de
transporte, agitadas em vortex durante 30 s, e diluidas em série e
plagueadas em agar de soja triptica. Apds a incubacao anaerdbia a 37 ° C
durante 7 dias, o numero total de unidades formadoras de col6énia (UFC)
por mililitro foi contado. Concluiu que o tratamento expectante € um
método adequado para gerir lesdes de cérie profundas sem sintomas de
pulpite irreversivel. Houve uma predominancia de bacilos Gram positivos,
representando 70% do total de unidades formadoras de col6nias por
mililitro, sendo os Lactobacillus os mais isolados. Foi observado na
primeira coleta alta concentracdo de Lactobacillus, cocos Gram positivos
e negativos respectivamente. Apds o tratamento a nova coleta mostrou
reducdo significativa da quantidade de lactobacillus e cocos Gram
negativos e a microbiota era composta basicamente por A. naeslundii e
alguns tipos de Streptococcus.

Martin et al. 2002 realizaram um estudo microbiolégico da
carie humana e correlacionou a presenca de bactérias anaerdbias com
mudancas histopatoldgicas na polpa dental. Utilizou 65 dentes extraidos
com cérie avancada e pulpite. A dentina cariada de cada dente foi
pesada individualmente, e uma solugéo padrdo de 10 mg (peso umido) de
dentina por ml de fluido de transporte reduzida (RTF) foi preparado a 37 °
C numa camara anaerobia. Os fragmentos de dentina cariada foram
dispersas em RTF e agitadas num vortex 20 s. Diluicbes em série destas

suspensfes foram preparadas em RTF; e 100 pl amostras foram
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semeadas em duplicata e incubadas numa camara de anaerobiose
durante até 2 semanas ou, em condi¢cdes microaerofilicas, numa jarra de
anaerobiose com um pacote de gas CO2 a 37°C por 48 horas. A carga
microbiana total por miligrama (peso Umido) da dentina foi determinada
através da medicdo do numero de UFC em meios de cultura especificos
para determinadas bactérias. Apds a identificacdo, cada placa com as
amostras clinicas foram examinadas e foram registrados os nameros de
colénia do tipo principal presente. As amostras de dentina que nao foram
utilizadas foram congeladas a -80°C para posterior analise PCR. Foi feito
o isolamento do DNA das bactérias presentes nas amostras de dentina
cariada: as bactérias foram cultivadas até a fase exponencial maxima,
colhidas por centrifugacéo(14,000 x g a 18 até 20°C por 2 min), lavadas e
ressuspensas em 10mM tampéo de fosfato(pH 6,7) Depois da incubacgéo
a 60°C por 30min, o DNA foi extraido e purificado com o QlAamo DNA
mini Kit de acordo com as instru¢des do fabricante. Para extrair o DNA
das bactérias anerobicas presentes nas suspensdées homogeneizadas de
dentina as amostras foram descongeladas e 80uL foram combinadas com
100pL de tampéo de ATL e 400ug de proteinase K. As amostras foram
agitadas por 10s e incubadas a 56°C por 40 min, sendo agitadas em
vortex a cada 10 minutos para lisar as células. A seguir foi adicionado
200pg de RNase, as amostras foram incubadas durante mais 10 minutos
a 37°C, antes do DNA ser finalmente purificado com o QIAamp DNA mini
kit. Foi realizado o design das sondas e dos primers para a realizacdo do
PCR. A ultima etapa foi o processamento da polpa dentaria:
imediatamente ap6s a amostragem da dentina cariada, os dentes foram
retirados da camara anaerébia e o tecido pulpar foi recuperado,
processado, e seccionados, fixados durante 24 h a 4 ° C em
paraformaldeido a 4% em solucéo salina tamponada com fosfato. Todas
as secoes de tecido pulpar foram coradas com 1% de azul de toluidina,
codificado para evitar vies de avaliacdo subsequente, e, inicialmente,

examinadas em baixa ampliacdo (X 50) ,e depois areas selecionadas
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foram escolhidas para uma anélise mais aprofundada, em uma ampliagédo
maior(x312). As amostras foram classificadas em quatro categorias, de
acordo com a aparéncia tecido pulpar, tal como descrito anteriormente por
Massey et al.,1993. Estas categorias foram: (i) alteracdo inflamatoria
minima, que consistia de um padrdo de tecido essencialmente normal
com infiltracdo inflamatéria minima; (li) a degeneracdo do tecido mole,
gue consistia em uma arquitetura anormal do tecido conjuntivo com
alteracdes, inclusive com espessamento da membrana basal, através de
substituicdo de tecido por material de hialina, muitas vezes infiltrados com
uma calcificacédo difusa; (lii) ampla degeneragédo do tecido, que consistia
de alteracdes dos tecidos duros com evidéncia de calcificacado distrofica; e
(iv) alteracdo degenerativa inflamatoria, que consistiu de tecidos que
apresentavam infiltracdo inflamatdria generalizada de toxicidade aguda e /
ou cronica com formagcdo de abscesso e regides necréticas. O teste
molecular usado para essa avaliacdo revelou uma relacdo positiva entre
M.micros e P.endotalis na detec¢édo e degeneracéo inflamatdria do tecido
pulpar. Portanto, niveis elevados dessas bactérias, em lesdes de carie,
podem ser um indicativo de pulpite irreversivel. Concluiram também que
ha uma predominancia de bactérias Gram positiva nas lesGes cariosas,
particularmente o0s Lactobacillus, porem bactérias Gram negativas
estavam presentes em numero significativo, Prevotella spp foi o grupo
mais numeroso.

Ayna et al. 2003 realizaram uma avaliacdo clinica e
também através de recursos microbiolégicos de lesBes cariosas
profundas em primeiros molares. Avaliaram 72 lesGes de céarie profunda.
Foi constatado que o dente apresentava vitalidade através de teste de
vitalidade térmico e exame clinico, um exame radiografico confirmou que
a lesao era profunda e nao havia lesé@o periapical. Para determinar a cor e
consisténcia da dentina foram utilizados os critérios de Bjorndal e Larsen
2000: a)muito amolecida (penetracdo da sonda exploradora com extrema

facilidade); b)amolecida (Sonda exploradora penetrou no tecido sem
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resiténcia); c)média/dura: leve resisténcia da sonda exploradora ao
penetrar o tecido; d)dura: comparavel a dentina afetada. A cor da dentina
desmineralizada central, foi classificada como: amarelo claro, amarelo,
marrom claro, marrom escuro ou preto. As amostras de dentina foram
coletadas por uma broca estéril, estas foram entéo transferidas em agar
Rogosa SL para o crescimento de lactobacilos oral e em &gar mitis
salivarius para o crescimento de Streptococcus mutans. Concluiu que a
proporcdo de Streptococcus mutans Lactobacillus e de unidades
formadores de colbnias eram maiores quando a cor e a consisténcia da
dentina eram compativeis a dentina infectada quando comparada a
dentina afetada.

Munson et al. 2004, fizeram uma analise de cultura e
molecular da microflora associada a carie dental in vivo. Foram coletadas
amostras de 5 dentes com caries médias ou profundas. Primeiramente foi
feita a remocéo da cérie até a juncdo esmalte-dentina utilizando brocas
carbides em alta rotacdo, apos isso a dentina cariada foi coletada com
escavadores estéreis. Foram realizadas duas coletas: uma na regido da
dentina média e outra na dentina profunda, quando a cavidade ja estava
limpa, sem carie. As amostras de dentina cariada foram colocados em 1
ml de meio de transporte(RTM) e realizado diluicbes em série. O DNA foi
extraido diretamente das amostras e 0s genes 16 rRNA foram
amplificados por PCR com primers universais. Para a analise de cultura
as diluicbes da amostra foram plaqueadas em agar anaerébio, agar
sangue e placas de agar Rogosa. As 5 amostras utilizadas continham
apenas 3 bactérias em comum: S. mutans, Rothia dentocariosa,
Propionibacterium sp. E a flora predominante foi S. mutans, Lactobacilus
casei, Actinomyces spp, Veillonela spp e Propionobacterium.

Beighton 2005 fez uma reviséo de literatura avaliando a
complexa microbiota bucal de individuos com alto risco a carie e seu
papel no processo desenvolvimento desta. Estudos moleculares

demonstraram a grande diversidade e complexidade da flora associada
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com a cérie. Outras bactérias orais, como Actinomyces spp e
Bifidobacterium spp séo acidogénicos e aciduricos. Elas superam, em
namero, os Streptococcus mutans na placa dental, e ha dados que
suportam o papel dessas bactérias na iniciacdo e progressdo da carie.
Portanto, Streptococcus mutans sdo bons marcadores de doenca, mas
nao necessariamente, 0s agentes etioldgicos da mesma.

Chhour et al. 2005, também avaliaram a diversidade
microbiana em caries avancadas. As amostras foram coletadas de 10
dentes (molares e pré molares) extraidos com caries avancadas. Apos a
remocao da placa superficial e detritos que se sobrepde a lesdo, a zona
da carie de dentina descalcificada e parcialmente descalcificados foi
escavada, pesada, e colocada em um fluido de transporte a uma
concentracdo de 10 mg (peso humido) de dentina por ml, antes do
processamento e extracdo do DNA bacteriano usando o reagente tampao
ATL (Qiagen, Clifton Hill, Victoria,Australia). Com os iniciadores
universais, cada uma das 10 amostras foram sujeitas a amplificacao
PCRtermociclador FTS-320 (Corbett Research, Sydney, Australia). O
PCR foi efetuado em triplicata num volume total de 100l usando o kit do
reagente AmpliTag Gold PCR (Applied Biosystems). Foi realizada uma
desnaturacao inicial de 95 ° C durante 10 min, seguido por 25 ciclos de 95
° C durante 15 s e 60 ° C durante 1 min, com uma temperatura final de
descanso de 4 ° C. As amostras triplicadas de PCR foram combinadas e
purificadas usando o sistema de purificacdo DNA Preps PCR Wizard
(Promega, Sydney, New South Wales, Australia), antes de serem
clonadas em plasmideos linearizados utilizando o GEM-T Easy vector
system (Promega). Entre 105 e 110 colbnias brancas foram selecionadas
aleatoriamente a partir de cada uma das 10 amostras e inoculadas em 5
ml de caldo de Luria-Bertani suplementado com 100 pg de ampicilina ml-1
e incubadas a 37 ° C com agitacdo durante 18 h. Para o isolamento do
plasmidio uma aliquota de 2 mL, de cada uma das culturas overnights, foi

utilizada para extrair DNA de plasmideo usando o sistema de purificacdo
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de DNA Wizard Plus Minipreps (Promega) apos isso foi procedido o
sequenciamento e andlise filogenética. O teste molecular detectou 75
espécies bacterianas sendo as mais prevalentes: Latobacillus spp e
prevotela. Mas encontraram também, em niveis significativos:
Selenomonas spp, Dialester spp, F. nucleatum, Eubacterium spp,
Lachnospiraceae family, Olsenella spp, Bifidobacterium spp,
Propionibacterium spp, Pseudoramibacter alactolyticus.

Hahn e Liweber 2007 fizeram uma revisdo de literatura
avaliando in vivo a relacdo entre bactérias da cérie, reposta do
hospedeiro, sinais clinicos e sintomas de pulpite em céaries profundas e
concluiu que existem basicamente dois tipos de lesbes: as com alta
contagem de Lactobacillus e as com baixa contagem de Lactobacillus. As
lesGes que possuem taxa de Lactobacillus mais baixa geralmente estéo
associadas a sinais clinicos de dor e sensibilidade, visto que nestes casos
ha uma maior concentracdo de bactérias do género prevotela e
Streptococus que por sua vez estimulam a producdo de citocinas pro
inflamatérias justificando tais sinais. Muitas vezes, clinicamente encontra-
se dentes com caries profundas porém sem sensibilidade. Este achado
clinico pode ser explicado, em parte, pelo efeito supressor direto dos
acidos organicos produzidos nas lesbes com alta contagem de
Lactobacillus, e em parte pela inducéo de citocinas pro-inflamatorias.

Ass et al. 2008, usaram métodos moleculares para
detectar todas as espécies bacterianas associadas a carie e associou
esse perfil aos diferentes estagios da doenca. Inicialmente foram divididos
2 grupos: a) 15 pacientes com carie em dentes deciduos e 14 controles e
b) 36 individuos com caries secundéarias e 25 controles e o material foi
coletado de 4 sitios diferentes: -esmalte intacto, -lesdo de mancha
branca,- lesdo em dentina,- lesdo em dentina profunda. A partir do
esmalte, lesbes de mancha branca, e lesdes escavadas, a placa foi obtida
passando a sonda exploradora na superficie do dente e depois transferida

para um cone de papel endoddntico. A dentina cariada foi escavada uma
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colher de dentina ou uma broca esférica em baixa velocidade. As
amostras foram colocadas em microtubos estéreis. O DNA foi isolado e
purificado e congelado a -20°C para analise posterior. As amostras
clinicas foram analisadas para 110 espécies bacterianas no ensaio de
hibridizacdo (checkerboard). As sondas de DNA foram sintetizados com
multiplos timidinas (T) na extremidade 5’ do oligonucleotideo. Concluiram
que o perfil bacteriano no inicio da carie € mais complexo do que em
caries estabelecidas. E em individuos com S. mutans espécies adicionais
como: Atopobium genomoespecies C1, Lactobacillus sp estavam
presentes em niveis elevados. Ja em individuos sem S.mutans, uma
predominédncia de Lactobacillus spp e Bifidobacterium dentium foi
detectada. Além disso, Actinomyces spp, esteve presente em altos niveis
na iniciacado da cérie.

Em 2010, Nadikarni et al. selecionaram molares com
lesBes de cérie profundas, associados com respostas dolorosas, mas que
apresentavam sinais clinicos de vitalidade. Os dentes foram extraidos e
cortes sagitais realizados. Os dentes preparados foram colocados no
paraformaldeido a 4% durante a noite a 4°C com as polpas in situ. Foram
entdo descalcificados em 10% de EDTA-PBS durante 4 semanas com
troca diaria do produto. Apoés isso, realizou-se a desidratacao através de
alcodis graduados e incluidos em capsulas de resina (dentes) e blocos
plasticos(polpas). Foram realizados cortes de dois micrometros usando o
Reichert-Jung SuperCut 2050 microtome. Foram submetidas a coloracao
e hibridizacéo fluorescente (FISH). As laminas foram analisadas através
de um microscopio de fluorescéncia e as imagens capturadas com a
camera Leica DFC500. As polpas incluidas em resina foram preparadas
usando o micrétomo e coradas com azul de toluidina(0,05%) para
determinar a morfologia e evidéncia de invasdo microbiana. Os estagios
de infeccédo foram arbitrariamente designados como limitada (menos de
um terco da area da superficie pulpar infectada), estabelecida (entre um

terco e dois tercos da area de superficie pulpar infectada), e avancada
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(mais de dois tercos da area de superficie pulpar infectada, mas algum
tecido remanescente intacto foi indicativo de polpa vital). DNA foi extraido
utilizando o QIAamp DNA minikit, de acordo com as instrucbes do
fabricante e sequenciamento feito utilizando o iniciador apropriado.
Concluiram em seu trabalho que a invasdo bacteriana da polpa dental
pode estar associada com as complexas populacdes bacterianas da
dentina cariada e concluiu também que os Lactobacillus sdo a espécie
predominante nos estagios iniciais da infec¢cdo polimicrobiana da polpa
dental.

Takahashi e Nyvad 2011 realizaram uma revisdo de
literatura analisando o papel das bactérias no processo de carie. A carie
pode ser dividida em 3 fases reversiveis: a microflora sobre superficies de
esmalte contém principalmente estreptococos ndo mutans e Actinomyces,
em que a acidificacdo € leve e pouco frequente (12 fase: estabilidade
dindmica). Quando o acucar € fornecido com frequéncia, a acidificacao
torna-se moderada e frequente. Isso pode aumentar a presenca de
bactérias acidogénicas, o que pode com o tempo, mudar o equilibrio
desmineralizacdo / remineralizacdo para a perda de mineral levando a
iniciacdo / progressao de caries dentarias (22 fase: estagio acidogénico).
Sob intenso e prolongados desafios acidos, as bactérias mais aciduricas
tornam-se dominantes (32 fase: acidurica),nesta fase, Streptococcus
mutans e Lactobacillus, bem como Actinomyces, bifidobactérias,e
leveduras podem tornar-se dominante.

Lima et al. 2011, avaliaram in vivo a microbiota cariada de
30 dentes nas diferentes camadas da dentina cariada(superficial, média e
profunda). A carie em esmalte foi removida até a juncdo esmalte-dentina
com uma ponta diamantada estéril, em alta rotacdo. As lesbes em dentina
foram escavadas a mao, utilizando colheres de dentina estéreis. Apos a
camada mais superficial de dentina amolecida e necrotica ter sido
removida e descartada, a primeira amostra foi colhida a um nivel que

representa a camada mais superficial da lesdo. Uma segunda amostra foi
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tomada da por¢cdo média da lesdo dentinaria. Finalmente, uma terceira
amostra foi coletada, quando a cavidade foi considerada clinicamente
como livre de carie, com base no critério de dureza a sondagem. As
amostras de dentina foram colocadas em tubos estéreis contendo 1 ml de
5 % de dimetilsulféxido em tripticase-caldo soja (Difco, Detroit, Mich.,
EUA) e imediatamente congeladas a -20 ° C. O DNA foi extraido das
amostras de dentina cariada, utilizando o QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia, Calif., EUA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Para maximizar a extragdo de DNA de bactérias Gram-positivas, uma
etapa de pré-incubacdo com lisozima durante 30 minutos foi adicionada,
de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram utilizadas sondas para
28 bactérias especificas, além das sondas foram adicionados dois
controles na concentracdo de 10° e 10° células. O checkerboard foi
realizado utilizando o sistema Minislot-30 e Miniblotter-45 (Immunetics,
Cambridge, Mass., EUA). Em primeiro lugar, 100 pmol de sonda em
tampéo TE (10 mm Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) foram introduzidos nos
pocos horizontais do aparelho Minislot, e fixadas na membrana de nylon
(AmershamPharmacia Biotech, Bucks., Reino Unido) por irradiacado
ultravioleta usando um Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, Calif.,
EUA). A membrana foi entdo pré-hibridizada a 55 ° C durante 1 h e depois
foi desnaturada a 95 ° C durante 5 min e colocada no aparelho Miniblotter.
A hibridacdo foi realizada a 54 ° C durante 2 h. ApGs a hibridacédo, a
membrana foi lavada e blogueada em um tamp&o com caseina. A
membrana foi incubada sequencialmente em anticorpo conjugado com
fosfatase alcalina (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemanha)
e substrato quimioluminescente ultrasensitive CDP Star (New England
Labs, Ipswich, Mass, EUA). Finalmente, a membrana foi colocada em
cassete de filme radiografico e exposta ao raio X a fim de detectar a
hibridizacdo. As contagens foram transformados em dados semi-
quantitativo e classificados da seguinte forma: um nivel abaixo de

deteccdo (ou auséncia); um nivel <10’bactérias; um nivel de
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aproximadamente 10°bactérias; um nivel > 10°< 10%bactérias; um nivel de
aproximadamente 10%bactérias, e um nivel < 10°bactérias. Uma grande
infeccdo foi considerada para os niveis < 10°. E concluiram que nao
houve diferenca significativa entre as 3 zonas sendo 0S grupos
bacterianos mais encontrados: Atopobium genomospecies C1, F.
nucleatum, S. mutans, S.species, Veilonella species.

Simon-Soro et al. 2014, utilizaram um método molecular
conhecido como metatranscriptase para avaliar a composicédo bacteriana
global de lesdes cariosas. Este método faz a amplificacdo do gene a partir
do RNA ao contrario dos PCRs e Checkerboard que fazem a partir do
DNA, isso parece ser uma vantagem visto que estes podem amplificar
DNA de microorganismos mortos ou inativos enquanto que a amplificacao
do gene a partir do RNA andlise microrganismos viaveis, dado que a
quantidade de rRNA em células bacterianas € conhecido por estar
relacionado com o seu grau de atividade metabdlica. Avaliou caries em
esmalte (n=15) e caries em dentina (n=6), as amostras foram coletadas
com escavadores de dentina estéreis. As amostras foram diluidas em 500
pl de tampédo PBS e imediatamente congeladas a -80°C. Concentragdes
de RNA obtidas variaram entre 12 a 120 pg / ul. Todas as amostras foram
diluidas a 12 pg / pl antes da realizacdo do PCR. O RNA foi extraido por
uma combinacado de lise fisica e quimica. As amostras das lesdes foram
suspensas em 500 pl de solucdo salina estéril e sujeitas a 50 Hz
‘beating’por 2 min em um Tissuelyzer Il (QIAGEN, Limburg, Paises
Baixos) seguido por 5 min em gelo trés vezes. A lise quimica, extracao do
RNA e o tratamento de ADNase, foram realizadas utilizando o ARN / ADN
kit Masterpure Extraccdo (Epicentro, Hamburgo, Alemanha), de acordo
com as instru¢cdes do fabricante com a adicdo de um tratamento com
lisozima a 37°C durante 30 min. As cadeias simples de DNA foram
construidas com o igh- Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Grand Island, NY). Concluiram que estas possuem

composicdes bacterianas diferentes, sendo que os Lactobacillus foram
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encontrados quase que exclusivamente nas lesdes de dentina. E da
comunidade total de Streptococcus, 40% estavam nas lesdes de esmalte
e 20% nas de dentina e concluiram por fim que os Streptococcus mutans
representaram apenas 0,02% a 0,73% da comunidade bacteriana total.

Dige et al. 2014 fizeram um estudo molecular de caries
oclusais. Avaliou a comunidade bacteriana em diferentes estagios da
carie oclusal. Foram utilizados 11 dentes extraidos e a analise foi feita
através de FISH. Foram classificados de acordo com o estagio das caries
oclusais como: ativo / inativo / cavitadas / ndo-cavitadas) utilizando os
critérios visuais de Nyvad (Nyvad et al., 1999). Foram examinados doze
sitios oclusais, dos quais cinco foram classificados como ativos e nao
cavitados, trés como ativos e cavitados, dois como inativos e néo
cavitados, e dois como clinicamente saudaveis. Imediatamente apds a
extragcdo, os dentes foram armazenas em frascos individuais a -20°C até
poderem ser fixados em paraformaldeido a 3% durante 16 horas a 4°C.
Os dentes foram cortados em fatias perpendiculares a superficie oclusal e
essas fatias foram descalcificadas por 14 a 25 dias. Apos isso foram
montadas em laminas para analise de FISH. Biofilme observado ao longo
da entrada de fissuras mostrou uma camada de microrganismos
organizados em palicadas muitas vezes identificados como Actinomyces,
cobertos por uma camada bacteriana de géneros diversos, semelhante ao
biofilme supragengival. A invasdo bacteriana (frequentemente por
Lactobacillus e Bifidobacterium spp.) no interior dos tubulos dentinarios foi
observada apenas em estagios avancados da doenca carie onde havia
formacao de cavidade.

Pode-se perceber que a medida que a lesdo cariosa
progride, o habitat bacteriano também se modifica, tornando-se cada vez
mais complexo e diversificado. E 0 aparecimento de bactérias anaerdbias,
pode estar associado aos casos de lesdo de carie com sintomatologia

dolorosa.
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2.2 Método molecular para identificacdo de microorganismos

Nyvad et al. 2013 avaliaram, através de uma revisdo de
literatura, as perspectivas da microbiologia molecular para andlise da
carie dentaria e concluiu que cada meétodo possui suas vantagens e
desvantagens e mais estudos sdo necessarios para determinar o método
ideal e escolha de cada método depende da questdo a ser tratada na
pesquisa.

A grande maioria dos estudos que avaliou o perfil
bacteriano das lesdes cariosas o fez através do método molecular PCR,
do inglés polymerase chain reaction, que possibilita a amplificacdo de
pequenas amostras de DNA até um nivel grande o suficiente para permitir
a identificacdo (Massey et al. 1993; Alam et al. 2000; Martin et al. 2002;
Call et al. 2003; Martin 2003; Munson et al. 2004; Chhour et al. 2005; Ass
et al. 2008; Nadkarni 2010; Lima et al. 2011)

No entanto, com o surgimento de novas técnicas de
biologia molecular, avancos ocorreram na area da microbiologia, tornando
possivel a identificacdo de espécies bacterianas de maneira mais
confiavel, através de sondas de DNA. Um desses novos métodos é
conhecido como Checkerboard DNA-DNA hybridization, preconizada por
Sockransky et al. 1994. E um método mais preciso e rapido quando
comparado ao PCR, pois utiliza varias sondas de DNA de uma Unica vez,
podendo as amostras serem estocadas por longos periodos. Porém,
como sdo utilizadas sondas de genomas inteiros, ha possibilidade de
ocorrer uma hibridacdo cruzada. Uma desvantagem adicional da técnica
reside no fato de que apenas um numero limitado de espécies serem
estudadas simultaneamente.

Poucos estudos, até hoje, foram realizados utilizando esta
técnica. Filoche et al 2007 avaliaram os microorganismos presentes na

placa dental que estdo relacionados ao desenvolvimento da carie dental,
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e para isso utlizou o método Checkerboard. As placas com os
microorganismos foram iniciadas a partir da saliva estimulada (40 ml) de
dois doadores diferentes, que nao realizaram higiene oral por 24 horas
antes da coleta. Foram feitos dois experimentos: no primeiro foram
utilizados 3 meios de crescimento, todos com e sem 0.15 % de sacarose,
esses meios eram analogos de saliva(DMM-meio enriquecido com
mucina, BMM-meio basal de mucina e BM- meio sem mucina); no
segundo foi utilizado apenas o DMM com e sem suplementacdo de
sacarose 0,15 %, as trocas dos meios eram diarias. Ap6s 10 dias, foi feita
a remocao do sobrenadante (lamelas e biofilme aderente) usando pincas
estéreis, colocados em um tecido estéril para absorver qualquer excesso
de liguido e a biomassa do biofilme foi pesada e preparada para
Checkerboard (colocados em &gua estéril, agitados em vortéx e
congelados a -80 °C até a andlise). Foi monitorada a presenca de 40
espécies bacterianas associadas a saude oral e a carie dental usando
Checkerboard DNA-DNA. Cada amostra e mais dois controles (mistura de
todas as espécies estudadas numa concentracdo de 10° e 10° células)
foram fixadas na membrana de nylon e depois hibridizadas com as
sondas especificas. A avaliacdo do numero de células foi realizada
comparando 0s sinais com sinais de padrbes pré-definidos,
correspondendo a 10° e 10° células de cada uma das espécies. Os sinais
foram codificados numa escala de 0 a 5. Concluiram que as bactérias
presentes na placa que estavam associadas ao desenvolvimento da carie
eram: Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus and
Actinomyces gerensceriae.

Socransky et al. 2004 utilizaram o Checkerboard para
avaliar um complexo ecossistema microbiano de espécies subgengivais.
Foram analisados a composicdo da microbiota subgengival de individuos
em diferentes estagios de doenca periodontal (79 periodontalmente
saudaveis e 272 periodontite crénica). As amostras foram coletadas com

curetas gracey do mesmo sitio pré-determinado em cada visita de
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monitoramento. As amostras coletadas eram depositadas em microtubos
contendo 0,15 ml de TE, logo apéds a coleta foi adicionado ao tubo 0,15 ml
de NaOH e cada amostra era fervida em banho de &gua durante 5
minutos. As amostras eram,em seguida, fixadas na membrana de nylon e
depois hibridizadas com as sondas especificas. A avaliacdo do numero de
células foi realizada comparando os sinais com sinais de padrdes pré-
definidos, correspondendo a 10° e 10° células de cada uma das espécies.
Os sinais foram codificados numa escala de 0 a 5. Concluiram que as
sondas de DNA utilizadas foram uma ferramenta Util para a enumeracéo
das espécies bacterianas em sistemas microbiol6gicos complexos.

Ginazi et al. 2009, analisaram a distribuicdo de bactérias
cariogénicas em cinco diferentes habitats intra-orais selecionados, em
criangas pequenas. As amostras foram coletadas da saliva, placa
supragengival, placa subgengival, dorso da lingua e tecidos moles e
foram analisadas através do Checkerboard DNA-DNA hybridization. As
amostras de saliva foram coletadas através da saliva estimulada dos
pacientes, 0,2 ml da amostra foram colocadas em aliquotas e agitadas
com 0,15 ml de tampao de TE(Tris-Edta), foi colateada 0,2 ml dessa
mistura e 0,1 ml de NaOH adicionados. A amostra da placa subgengival
foi coletada usando curetas estéreis, de sitios pré-determinados, cada
amostra foi colocada em microtubos contento 0,15 ml de TE e depois
adicionado 01 ml de NaOH. As amostras do dorso da lingua foram
coletadas com escovas proprias, cada amostra foi colocada em
eppendorfs contento 0,15 ml de TE e depois adicionado 01 ml de NaOH.
A amostra da placa supragengival foi coletada com swabs e colocadas
em eppendorfs contento 0,15 ml de tampé&o de TE e depois adicionado
0,1 ml de NaOH. Cada amostra foi fixada na membrana de nylon e depois
hibridizada com as sondas especificas. A avaliacdo do numero de células
foi realizada comparando os sinais com sinais de padrbes pré-definidos,
correspondendo a 10° e 10° células de cada uma das espécies. Os sinais

foram codificados numa escala de 0 a 5. Concluiram que saliva e a lingua
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foram mais colonizadas por espécies cariogenicas do que o dente. As
bactérias que mais prevaleceram foram Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinise e Lactobacillus acidophilus.

Haffage et al. 2008, avaliaram o complexo microbiolégico
da placa supragengival através do checkerboard utilizando 40 sondas
espécificas. A amostra contou com 55 individuos que forneceram placa
supragengival apdés 7 dias de limpeza profissional e 93 individuos que
forneceram placa supragengival apos 3 a 24 meses de limpeza
profissional. A amostra da placa supragengival foi coletada usando
curetas Gracey esterelizadas de sitios pré-determinados. As amostras
foram colocados em tubos tipo eppendorf contendo 0,15 ml de tampé&o de
TE e 0,1 ml de NaOH foi adicionado imediatamente em cada tubo apés a
coleta. Cada amostra foi fixada na membrana de nylon e depois
hibridizada com as sondas especificas. A avaliacdo do numero de células
foi realizada comparando os sinais com sinais de padrdes pré-definidos,
correspondendo a 10° e 10° células de cada uma das espécies. Os sinais
foram codificados numa escala de 0 a 5. Concluiram que em curto prazo
(7 dias) a estrutura da comunidade bacteriana foi imperfeitamente
desenvolvida, o que sugere gque um maior tempo € necessario para
produzir um “tipico” biofilmo maduro, a longo prazo(3-24 meses) a
estrutura da comunidade bacteriana foi reconstruida, embora houvessem
um menor numero de espécies quando comparados a comunidade
bacteriana pré-terapia.

Dahlen et al. 2010 fizeram um estudo microbiolégico em
relacdo a presenca de calculos e caries, utilizando o Checkerboard. A
amostra contou com 100 criangas que foram orientadas a nédo realizar a
higiene no dia da coleta. Foi coletado 1 ml de saliva estimulada. As
amostras da placa bacteriana foram coletadas com curetas gracey de
sitios pré-determinados e transferidas para tubos tipo eppendorfs
contendo 150 pl de tampéo de TE e logo apods foi adicionado 0,1M de

NaOH. As amostras de saliva foram diluidas em VMG | em uma diluigdo
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de 10 vezes e, a partir de cada diluicdao, 0,1 ml foi espallhado
uniformemente sobre Agar mitis-salivarius seletivo para Estreptococos
mutans, Agar rogosa para a cultura seletiva de Lactobacilus. As placas
foram incubadas durante 5 dias a 37°C em 10% CO-2. Foi estudado a
presenca e o nivel de 12 bactérias especificas geralmente associadas
com periodontites através da técnica DNA-DNA hybridization. As
amostras foram fixadas na membrana de nylon através do aparelho
Minislot 30 e depois hibridizadas com as sondas especificas no aparelho
Minibloter 45. A avaliacdo do numero de células foi realizada comparando
0s sinais com sinais de padrdes pré-definidos, correspondendo a 10° e
10° células de cada uma das espécies. Os sinais foram codificados numa
escala de 0 a 5. Especial atencao foi dada ao score 3 que correspondeu
ao padrdo >10° e <10° indicando altos niveis de células bacterinas.
Foram selecionadas as 23 criancas com 0s maiores scores de calculo(e
livres de carie) e foram comparados ao grupo formado por 22 criancas
com o0s mais altos niveis de carie, e esses dois grupos foram comparados.
E concluiram que os pacientes do grupo carie possuiam altos niveis de
Prevotella nigrescens e Filifactor alocis em comparacdo com 0 grupo
calculo e concluiu por fim que a cérie esta associada a presenca de
bactérias glicoliticas, enquanto que nado existe um grupo de bactérias
especificas que esta relacionada a formacéo de célculos.

No trabalho de Lima et al. 2011, citado anteriormente,
também foi utilizado esse método para avaliar a comunidade bacteriana
das les@es cariosas, para isso usou sondas espécificas para 28 bactérias.

O teste Checkerboard é um método relativamente novo,
mas que esta sendo difundido para estudos que visam avaliar o perfil
bacteriano das amostras e ja mostrou que apresenta vantagens quando
comparados aos testes anteriormente realizados, como o PCR por

exemplo.
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2.3 Endotoxinas e sintomatologia dolorosa

Pode se perceber através dessa revisdo que a lesao
cariosa esta composta em sua maior parte por bactérias Gram positivas,
porém existem alguns géneros de bactérias Gram negativas, que quando
presentes podem estar associados aos casos com sintomatologia
dolorosa. Estas bactérias, além de possuirem diferentes fatores de
viruléncia e gerarem produtos e subprodutos téxicos aos tecidos apicais e
periapicais, contém endotoxina em sua parede celular. Esse
conhecimento é particularmente importante, uma vez que a endotoxina é
liberada durante a multiplicagcdo ou morte bacteriana, exercendo uma
série de efeitos bioldgicos relevantes, que conduzem a uma reacdo
inflamatoria e a reabsorcédo dos tecidos mineralizados e a sintomatologia
dolorosa (Seltzer, Farber, 1994; Martinho et al. 2014)

Nissan et al. 1995, avaliaram a habilidade das
endotoxinas bacterianas se difundirem através da dentina humana. Para
isso realizou um estudo in vitro em 5 terceiros molares extraidos, onde
cavidades foram preparadas de maneira com que restasse 0.5 mm de
dentina, e a endotoxina foi introduzida na caixa oclusal. A fonte de
endotoxina utilizada neste estudo foi Actinobacillus
actinomycetemcomitans, conhecido por ter uma endotoxina
extremamente potente. A endotoxina foi extraida usando fenol em agua
guente. A fim de maximizar a permeabilidade dentinaria, a superficie de
dentina foi condicionada com acido fosférico a 37% por 30 s a fim de
remover o esfregaco e a smear layer, depois foi lavada com agua isenta
de pirégenos. Ambas as camaras, oclusal e pulpar, foram preenchidas
com agua livre de pirégenos. Depois de 30 segundos foram coletados 0,1
ml para avaliar a presenca de endotoxinas através do teste LAL. Os
dentes que deram positivo a presenca da endotoxina foram excluidos do
estudo. A camara oclusal foi preenchida com 0,1 mL de uma endotoxina

solugcdo de concentracdo conhecida (100 pg/ml) e a camara pulpar foi
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preenchida com 0,1 ml de 4gua isenta de pirogéno. Depois da adicao de
endotoxina na camara oclusal, foramretirados 0,1 ml da camara pulpar
apos 15 e 30 minutos e de novo em intervalos de 30 minutos até 5 horas.
A amostra final foi coletada 24 h apds o inicio do experimento, resultando
num total de 13 amostras por espécime. Como foram retiradas amostras
de 0,1 ml foram retiradas da camara pulpar, um volume igual de agua
isenta de pirogénos foi adicionado a camara, mantendo-se assim um
volume constante. Os dentes que deram positivo a presenca da
endotoxina foram excluidos do estudo. As amostras foram submetidas ao
teste LAL. Concluiu que a endotoxina € capaz de se difundir através de
uma camada de 0,5 mm de dentina num periodo de tempo relativamente
curto. Porém mais pesquisas sd0 necessarias para determinar se estas
podem passar por camadas mais espessas de dentina.

Khabbaz et al. 2000, fizeram a determinacdo de
endotoxinas nas camadas superficais e profundas das lesdes cariosas e
fez associacdo com a dor pulpar. Para isso utilizou dois grupo: dentes
com pulpite reversivel (n=11) e dentes com pulpite irreversivel (n=9),
foram realizadas duas coletas, uma da dentina mais superficial e outra da
regido mais profunda. Os critérios utilizados para classificar como pulpite
irreversivel foram: dor espontanea ou dor severa para estimulos térmicos
que duvaram minutos ou horas; os critérios para classificar como pulpite
reversivel foram: nenhuma histéria de dor pulpar moderada ou grave e
sem dor no momento da amostragem e submetidas a estimulos térmicos
cessava logo. Foi utilizado um grupo controle (n=4) que contavam com
pré-molares intactos com indicacdo de exodontia por motivos
ortodonticos. O dente foi anestesiado e isolado e as duas coletas
procedidas com curetas estéreis e apirogénicas e colocadas em tubos
estéreis Foi feito um esforgo para coletar uma quantidade igual de tecido
cariado em todos os casos (cerca de 6 mg) para isso os tubos foram
pesados antes e apds cada coleta. A extracdo de endotoxinas foi

realizada utilizando o método Fenol + 4gua, as amostras eram agitadas a
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temperatura ambiente durante 1 minuto em um vortex. Apos a
centrifugacéo a 3500 r.p.m por 50 min o sobrenadante foi removido com
uma pipeta e colocado em um tubo estéril em agua por 10 min a 60°C
para desintegrar as proteinas que podem induzir um resultado falso
positivo. A quantificacdo da endotoxina foi feita através do teste
cromogénico LAL. Eles concluiram que a quantidade de endotoxina €&
maior na camada superficial da dentina cariada e que a quantidade era
maior também nos casos de carie sintomatica. Foi a mesma concluséo
chegada por Hoshino 1985, que justificou a maior presenca das
endotoxinas da camada superfical devido ao fato desta dentina estar
totalmente desnaturada, e, portanto as condicfes sdo apropriadas para a
multiplicacéo de bactérias.

Khabbaz et al. 2001, -correlacionaram endotoxinas
presentes em dentes humanos cariados e associou com dor pulpar.
Contou com uma amostra de 28 dentes e os dividiu em 2 grupos: o grupo
com sintomatologia(n=15) e o grupo sem sintomatologia(n=13), além do
grupo controle composto por 5 dentes saudaveis. Os critérios utilizados
para classificar como pulpite irreversivel foram: dor espontdnea ou dor
severa para estimulos térmicos que duraram minutos ou horas e para
classificar como pulpite reversivel foram: nenhuma histoéria de dor pulpar
moderada ou grave e sem dor no momento da amostragem e submetidas
a estimulos térmicos cessava logo. O dente foi anestesiado e isolado.
Toda dentina cariada foi removida com uma broca esterelizada em baixa
rotacdo, seguida da penetracdo a camara pulpar com uma nova broca
estéril. A amostra coletada com essa broca foi transferido para um tubo
estéril pré-pesado e uma nova pesagem foi realizado apés a coleta (cerca
de 8mg). Todas as amostras foram armazenadas a -30°C. A extracao da
endotoxina foi realizado pelo método fenol e agua, as amostras foram
agitadas a temperatura ambiente durante 1 minuto e centrifugadas a 3500
rpm durante 50 minutos. Formaram-se entéo duas fases dessa solugao: a

fase superior (sobrenadante) que foi removida com uma pipeta
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apirogénica e colocada em tubo com agua por 10 min a 60°C para
desintegrar as proteinas que podem induzir um resultado falso positivo. A
guantificacdo da endotoxina foi feita através do teste cromogénico LAL. A
guantidade de endotoxinas encontrada foi maior nos dentes que
apresentavam sintomatologia compativel a pulpite irreversivel.

Jacinto et al. 2005, realizaram a quantificagcdo de
endotoxinas de canais com necrose pulpar de dentes sintomaticos e
assintomaticos e estudou a possivel relacdo entre a concentracdo de
endotoxina e sinais e sintomas endodonticos. . As amostras foram
coletadas dos canais de 50 pacientes e a quantificacéo foi feita através
do teste cromogenico LAL. Nos dentes que possuiam mais de um canal
o material foi coletado apenas do maior canal. Os cones de papel foram
introduzidos no canal e guardados em posicdo por 60 segundos para a
amostragem. Os cones foram armezanados em epeendorfs contendo
1ml solucdo salina apirogénica, e aliquotas de 100ul foram utilizadas
para a cultura microbiana e o resto da amostragem foi congelada a -
30°C. Para a cultura microbiana os 100 pl sofreram diluicdes em série e
50ul da ultima diluicdo foi plaqueada em Agar Fastidious Anaerobe. As
placas foram incubadas a 37°C numa camara de anaerobiose por 14
dias. Apos esse periodo foi feita a contagem de c.f.u. Para o teste LAL,
antes foi realizado a curva padrdo e as amostras foram lidas através do
leitor de ELISA. Concluiu que a concentracdo de endotoxinas foi maior

nos casos em gue havia sinais e sintomas de dor pulpar.
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3. PROPOSICAO

Considerando a literatura revisada sobre bactérias, teste

molecular Checkerboard e quantificacdo de endotoxinas a proposta deste
estudo é:

a) investigar e quantificar endotoxinas de lesdes
cariosas profundas, na camada superficial e
profunda;

b) analisar o perfil bacteriano de lesdes cariosas

profundas, na camada superficial e profunda;

c) analisar a diferenca entre perfil bacteriano e
guantidade de endotoxinas das lesbes cariosas
profundas sintométicas e assintomaticas, bem como

as diferencas da camada superficial e profunda.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
(CEP) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia- UNESP.(ANEXO A)

4.1 Critérios para selecéo

Foram selecionados 20 pacientes com idade entre 18 a
35 anos, que apresentassem pelo menos uma leséo cariosa profunda em
dentina em dentes posteriores permanentes, de acordo com 0s critérios

de inclusado e exclusado a seguir:

a) critérios de inclusdo: presenca de lesdo cariosa
profunda em dentina em dentes posteriores
permanentes, determinada por meio de radiografias
interproximais (lesdes que atingiam 2/3 do tecido
dentinario), com ou sem sensibilidade dolorosa
compativel com pulpite reversivel (Dor provocada-
aguda, rapida, fugaz em resposta a estimulos,
localizada / cede logo apés a remocao do estimulo,
nao hé relato de dor a percussao);

b) critérios de exclusdo: presenca de fistula; dente com
diagndéstico de necrose pulpar ou pulpite irreversivel,
antibioticoterapia recente, quinzena anterior ao

estudo.



Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido para que estes fossem ser incluidos no estudo (APENDICE
A).

Anteriormente aos procedimentos clinicos propriamente
ditos, foram preenchidas fichas de anamnese dos pacientes (APENDICES
B).

4.2 Coletas das amostras

Os pacientes receberam inicialmente uma profilaxia
profissional, com excec¢éo do dente a ser incluido no estudo. Em seguida,
0 paciente recebeu anestesia do dente em questdo e este foi isolado com
auxilio de isolamento absoluto (Figura 1A). A seguir, foi realizado o
vedamento da interface coroa/lencol com barreira gengival para evitar
infiltracdo de saliva. O dente foi novamente limpo com auxilio de escovas
de Robinson e agua, para se remover biofilme dentario — pelicula
adquirida, ou qualquer tipo de contaminacao que nao tenha sido removida
durante a profilaxia inicial, tomando cuidado para néo englobar a leséo
que foi estudada. O dique de borracha e o grampo ao redor do dente
envolvido foram limpos com bolinha de algoddo embebida em clorexidina
a 0,12%, para se ter uma antissepsia do campo, tomando o cuidado de
nado englobar a superficie oclusal do dente e a lesdo nesta assepsia, uma
vez que a determinacéo da microbiota bacteriana foi estudada.

A abertura cavitaria, se necessaria, compreendendo
remocado do esmalte sem suporte e/ou restauracdes remanescentes foi
realizada com o auxilio de pontas diamantadas estéreis e apirogénicas
(radiacdo gama com cobalto 60, dose 20 KGy por 6 horas, esterilizagéo

realizada pela EMBRARAD-Empresa Brasileira de Radiacdo, Cotia, Sao
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Paulo) em alta velocidade e com refrigeracéo (solucao salina apirogénica)
Apéds acesso a lesdo, a dentina foi qualificada (Figura 1B) de acordo com
suas caracteristicas clinicas (cor e dureza), seguindo os critérios descritos
por Kidd et al., em 1993, e os dados foram anotados em fichas
apropriadas (APENDICE C). A dentina foi classificada de acordo com a
dureza em: mole (facil penetracdo da sonda), de consisténcia média
(penetracdo da sonda apoOs presséao firme) e dura (semelhante ao tecido
sadio adjacente); e em relacdo a cor, esta poderia ser amarela, marrom
clara e marrom escura, de acordo com escala de cor desenvolvida para
este fim. Caso o dente apresentasse leséo cariosa inativa ou paralisada,
este foi desconsiderado da pesquisa. Em seguida, a dentina mais
superficial foi coletada para analise de bactérias e endotoxinas.

A seguir, a remogao de dentina cariada foi realizada com
colheres de dentina estéreis e apirogénicas(Figura 1B). Nova
determinacdo das caracteristicas clinicas da dentina foi realizada e nova
coleta para verificacdo de bactérias e endotoxinas apdés remocao do
tecido cariado também foi feita (FiguralD).

A amostragem para realizacdo do teste de Checkerboard
e teste cromogénico LAL foi obtida com a utilizacdo de colheres de
dentina estéreis e apirogenicas, os microtubos foram pesados antes e
apos a coleta, sabendo-se assim o0 peso de dentina coletada. Apés
realizacdo da coleta, a amostra utilizada para a quantificagcdo de
endotoxinas foi colacada em microtubos contendo solucdo salina estéril e
apirogénica e as amostras do teste Checkerboard em tubos contendo
150uL de TE e apoOs a coleta foram inseridos 100uL de NaOH para
preservacao do DNA bacteriano (Figura 1C, D).

O dente em questdo recebeu tratamento odontolégico
restaurador convencional, seja tratamento definitivo realizado com resina
composta ou expectante com cimento de ionébmero de vidro, dependendo

da situagao clinica de cada caso. (Figura 1 F).
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Figura 1- A a F. Sequéncia para realizacéo da coleta dentina cariada.

Os microtubos, contendo a amostra coletada, a agua
apirogénica e a dentina coletada, foram agitados por vortex por 60
segundos.

Foram obtidos 4 microtubos ao final de cada coleta. Duas
aliquotas foram utilizadas para determinacdo do conteudo endotéxico, por
meio do teste cinético cromogénico LAL, e as duas outras aliquotas foram
submetidas ao teste Checkerboard, para determinagcdo do perfil
bacteriano.

O processamento das amostras para o0 teste

Checkerboard seguiu 0 seguinte protocolo:

4.3 Quantificacéo pelo teste Checkerboard

O teste foi realizado na Universidade de
Guarulhos(UnG)

40



4.3.1 Extragdo do DNA bacteriano

O Checkerboard DNA-DNA hybridization foi utilizado
para estudar a diversidade microbiologica da dentina cariada investigando
40 espécies bacterianas encontradas nas leses cariosas profundas.

A extracdo de DNA foi realizada com o Qlamp DNA kit
(QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) de acordo com as instrugcbes do
fabricante.

4.3.2 Colocagao das amostras na membrana de nylon

Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga
positiva (Amersham Biosciences, Chicago, IL- USA) foi montada em
Minislot 30® (Immunetics, Cambridge, MA — USA). Cada suspensédo de
amostra contendo DNA livre foi depositada nas fendas do Minislot 30® e o
DNA permaneceu depositado na membrana de nylon. A membrana foi
removida do aparato e o DNA, previamente depositado na mesma, foi
fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120 °C, por 20 minutos.
As duas Ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas para a
colocacdo dos controles, contendo uma mistura das espécies dos
microrganismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas

concentracdes, 10° e 10° células bacterianas.

4.3.3 Hibridizacdo da membrana com as sondas de DNA

Apés a fixacdo do DNA na membrana, esta foi pré-
hibridizada a 42°C, por uma hora, numa solucao de 50 % formamida, 1 %
caseina, 5 X SSC (Solucéo Salina Citrada), 25 nM de fosfato de sodio (pH
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6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. A membrana foi entdo colocada
sob a placa acrilica do Miniblotter 45® (Immunetics, Cambridge, MA —
USA), rotacionada 90° de sua posicao original, com as linhas contendo o
DNA fixado, perpendiculares as canaletas do Miniblotter 45®. O
Miniblotter 45® contém 45 canaletas que servem cada uma, para a
colocacao de uma sonda de DNA.

As sondas de DNA especificas para as 40 espécies que
foram usadas neste estudo (Quadro 1) foram confeccionadas usando
random primer digoxigenin labeling kit (Boehringer Mannheim,
Indiandpolis, IN — USA), Essas espécies foram selecionadas devido a sua
associacdo com as lesdes cariosas e endoddnticas (Gomes et al., 1994;
Siqueira Jr. et al., 2001; Siqueira Jr & Roéc¢as, 2004; Gomes et al., 2004;
Lima et al., 2011).

Quadro 1- Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das

sondas de DNA bacteriano

(continua)
. CEPA
ESPECIE GRAM | METABOLISMO
(ATCC)
) ) Anaerdbio
Actinomyces gerencseriae 23860 | Gram+ .
facultativo
. . B Anaerobio
Actinomyces israelii 12102 | Gram+ _
facultativo
. . Anaerobio
Actinomyces odontolyticus 17929 | Gram+ _
facultativo
Anaerobio
Capnocytophaga ochracea 33596 | Gram- _
estrito
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Quadro 1- Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das
sondas de DNA bacteriano

(continua)
. CEPA
ESPECIE GRAM | METABOLISMO
(ATCC)
Anaerobio
Campylobacter showae 51146 | Gram- .
estrito
- Anaerdbio
Campylobacter gracilis 33236 | Gram- _
estrito
o Anaerobio
Capnocytophaga gingivalis 33624 | Gram- _
estrito
. Anaerobio
Capnocytophaga sputigena 33612 | Gram- .
estrito
) _ Anaerdbio
Actinomyces oris 43146 | Gram+ .
facultativo
_ Anaerdbio
Eikenella corrodens 23834 | Gram- _
facultativo
_ Anaerbbio
Enterococcus faecalis 29212 | Gram+ _
facultativo
. Anaerodbio
Eubacterium nodatum 33099 | Gram+ .
estrito
_ Anaerdbio
Eubacterium saburreum 33271 | Gram+ _
estrito




Quadro 1- Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das
sondas de DNA bacteriano

(continua)
. CEPA
ESPECIE GRAM | METABOLISMO
(ATCC)
Fusobacterium nucleatum spp. Anaerdébio
25586 | Gram- .
nucleatum estrito
Fusobacterium nucleatum spp. Anaerdbio
10953 | Gram- _
polymorphum estrito
Fusobacterium nucleatum spp. Anaerobio
. . 49256 | Gram- _
vincentii estrito
. _ . Anaerobio
Fusobacterium periodonticum 33693 | Gram- .
estrito
_ Anaerdbio
Gemella morbillorum 27824 | Gram+ .
estrito
_ _ ) Anaerdbio
Lactobacillus acidophilus 4356 | Gram+ _
facultativo
_ Anaerodbio
Lactobacillus fermentum 14931 | Gram+ _
facultativo
o . Anaerobio
Leptotrichia buccalis 14201 | Gram- .
estrito
_ _ Anaerdbio
Parvimonas micra 33270 | Gram _
estrito
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Quadro 1- Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das

sondas de DNA bacteriano

(continua)
. CEPA
ESPECIE GRAM | METABOLISMO
(ATCC)
Leptotrichia buccalis 14201 | Gram- | Anaerébio estrito
Parvimonas micra 33270 | Gram | Anaerobio estrito
Porphyromonas endodontalis 35406 | Gram- | Anaerobio estrito
Porphyromonas gingivalis 33277 | Gram- | Anaerobio estrito
Prevotella intermedia 25611 | Gram- | Anaerobio estrito
Prevotella melaninogenica 25845 | Gram- | Anaerobio estrito
Prevotella nigrescens 33563 | Gram- | Anaerobio estrito
o _ 11827 e Anaerobio
Propionibacterium acnes | e Il Gram+
11828 terotolerante
Selenomonas noxia 43541 | Gram- | Anaerobio estrito
Anaerobio
Streptococcus constellatus 27823 | Gram+ _
facultativo
i Anaerdbio
Streptococcus gordonii 10558 | Gram _
facultativo
_ _ Anaerobio
Streptococcus intermedius 27335 | Gram+

facultativo
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Quadro 1- Relacdo das cepas empregadas para o desenvolvimento das

sondas de DNA bacteriano

(concluséo)

. CEPA
ESPECIE GRAM | METABOLISMO
(ATCC)
N Anaerdbio
Streptococcus mitis 49456 | Gram+ .
facultativo
Anaerobio
Streptococcus mutans 25175 | Gram+ _
facultativo
_ Anaerdbiofacultat
Streptococcus oralis 35037 | Gram+ |
ivo
_ Anaerobio
Streptococcus anginosus 33397 | Gram+ .
facultativo
. Anaerdbio
Streptococcus sanguinis 10556 | Gram+ .
facultativo
Tanerella forsythia 43037 | Gram- | Anaerdbio estrito
Treponema denticola Bl Gram- | Anaerobio estrito
Veillonella parvula 10790 | Gram- | Anaerébio estrito

Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com

uma mistura controle contendo as espécies

investigadas, numa

concentracdo de 10 células bacterianas. Suas concentracbes foram

ajustadas de tal modo que a intensidade dos sinais de todas as sondas

seja semelhante.
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Cada sonda de DNA contida numa solucdo de
hibridizacdo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sodio (pH
6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% de
caseina e 20 mg/mL de sonda de DNA). Cada canaleta do Miniblotter 45®
foi preenchida com 135 pL de uma determinada sonda. As sondas foram
hibridizadas perpendicularmente as linhas contendo o DNA bacteriano
fixadas, propiciando um formato xadrez com as linhas de DNA
horizontais, e as sondas verticais. O aparato Miniblotter 45® e a
membrana com as sondas e o DNA das amostras bacteriana fixado, foi
colocado dentro de um saco plastico umedecido para evitar a
desidratacdo das mesmas e incubado a 42 °C para que a hibridizac&o
ocorra. A hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu durante

um periodo minimo de 12 horas (overnight).

4.3.4 Deteccéao das espécies

Apbs a hibridizacdo com as sonda, as membranas foram
removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65 °C, numa
solucéo adstringente de PO, Buffer (Tampéao de fosfato), a fim de remover
sondas que nao hibridizarem completamente. Em seguida, as membranas
foram imersas por 1 hora, sob agitacdo, numa solucdo bloqueadora
contendo 0,1 M acido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3 % Tween 20,
0,5% caseina, pH 8,0 e por 30 minutos na mesma solucdo contendo
anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim — Germany) conjugado a fosfatase alcalina
(Boehringer, Mannheim — Germany), numa diluigdo 1/25.000. As
membranas foram, entdo, lavadas com uma solucdo de 0,1 M acido
maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, duas vezes por
20 minutos, e uma vez por 5 minutos em 0,1 M Tris HCI, 0,1 NaCl, 50 mM

MgCl,, pH 9,5. Em seguidas as membranas foram incubadas em solucéo
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detectora, CDP-Star Detection Reagent ®(Amershan Biosciences UK
Limited, Buckinghamshire — UK), por 60 minutos a 37 °C. Finalmente, as
membranas foram colocadas em cassete sob um filme radiografico
(Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, Sdo José dos
Campos, SP) por aproximadamente 40 minutos, e os filmes foram
revelados logo em seguida.

Cada sinal produzido por uma determinada sonda na
amostra da dentina cariada foi comparado ao sinal produzido pela mesma
sonda nos dois controles contendo 10°> e 10°. Sendo classificada em 5
escores: 0-nivel inferior de deteccdo, 1- nivel < 10° bactérias, 2- nivel de
cerca de 10°bactérias,3- nivel >10° e <10° bactérias, 4-um nivel de

aproximadamente 10°. bactérias, 5- um nivel <10°. bactérias.

4.4 Quantificacdes de endotoxinas

As quantificagbes das endotoxinas presentes nas lesdes
cariosas foram feitas através do teste cinético cromogénico LAL.

Os microtubos contendo as amostras foram armazenados
em 1 mL de agua apirogénica e agitados durante 1 minuto. Em seguida,
foram realizadas diluicdes seriadas transferindo 50 yL da amostra matriz
para a diluicdo 10-1 e apods transferido 50 pL da diluicdo 10-1 para diluicdo
10-2em microtubos (1,5 mL) contendo 450 pL de agua apirogénica.

Vale ressaltar que anteriormente a realizacdo do
experimento, foi realizado um estudo piloto para determinar quais seriam
as amostras utilizadas durante o teste de endotoxinas.

Para verificar a neutralizagdo da endotoxina, as amostras
coletadas foram submetidas a analise quantitativa pelo teste cinético
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (cinético QCL - LAL)
(Lonza, Walkersville, MD, EUA).
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Inicialmente foi realizada uma curva-padréo. O controle
padrao de endotoxina de Escherichia coli foi reconstituido com um volume
especificado, no certificado de qualidade, da agua apirogénica. Esta
suspensao contém 50 EU/mL. Foram realizadas diluicbes a partir deste
padrdao de endotoxina em diferentes concentracdes (50; 5; 0,5; 0,05;
0,005 EU/mL). Para cada amostra, foi realizado um controle positivo
.(APENDICE D).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos, foram adicionados 100 pL
de &gua apirogénica (branco da reacdo), os padrées de endotoxina, as
amostras coletadas e os controles positivos. A placa foi incubada no leitor
cinético QCL a 37+1 °C por 10 minutos, o qual estava acoplado a um
microcomputador com  software  WinkQCL™  especifico para
gerenciamento, execucdo e emissdo de relatorios. Apods, foram
adicionados em cada poco da placa 100 pL do reagente cinético
cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e ponteiras
apirogénicas . Apos o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorava, de forma continua durante todo o ensaio, a
absorvancia a 405 nm em cada poco da microplaca. O software
WinkQCL™ automaticamente calculou uma correlacdo linear log/log do
tempo de reacdo de cada padrdo com a concentracdo de endotoxina
correspondente. Os parametros da curva-padrdo foram impressos no

relatorio de impressao.
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5 RESULTADOS

A média de idade dos 20 pacientes atendidos neste estudo foi de
29,2+1,5. Dos 20 pacientes, 15 receberam tratamento definitivo apoés
remogao de tecido cariado e 5 receberam tratamento com cimento de
ionbmero de vidro, de acordo com a indicacdo de cada caso.

As lesbes cariosas foram caracterizadas radiograficamente e foram
selecionadas apenas lesdes profundas (>2/3 da extensdo da dentina) e
ainda clinicamente de acordo com a atividade (ativa/paralisada),
consisténcia (mole/média/dura) e coloracdo (amarela, marrom clara,

marrom escura).

Coloragdo

o

M ativa

W paralisada
E mole
consisténcia .
E média
M dura

D amarela

0 3 = = 3 0 O

atividade ™ marrom claro

B marrom escuro

v a0 =0 == 0 ~+0 0 = 9 O

5 10 15

Numero de pacientes

o

Figura 2- Atividade, consisténcia e coloracao das lesdes cariosas da camada superficial

dos pacientes com sintomatologia.
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Figura 3- Consisténcia e coloracdo das lesdes cariosas da camada profunda dos

pacientes com sintomatologia
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Figura 4- Atividade, consisténcia e coloracé@o das lesBes cariosas da camada superficial

dos pacientes sem sintomatologia.
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Figura 5- Consisténcia e coloracdo das lesBes cariosas da camada profunda dos

pacientes sem sintomatologia.

No caso dos pacientes com sintomatologia, na camada superficial
todas as lesdes foram caracterizadas clinicamente como ativas, de acordo
com a consisténcia 50 % encontrava-se amolecida e os outros 50 %
média. A coloracdo de 50 % era amarela, 40 % marrom claro e 10 %
marrom escuro. Na camada profunda a consisténcia de 60 % das lesdes
foram médias e 40 % duras e a coloracdo de 40 % era amarela, 40 %
marrom claro e 20 % marrom escuro.

No caso dos pacientes sem sintomatologia, na camada superficial
todas as lesdes foram caracterizadas clinicamente como ativas, de acordo
com a consisténcia 90 % encontrava-se amolecida e os outros 10 % dura.
A coloragcdo de 80 % era amarela, 20 % marrom claro. Na camada
profunda a consisténcia de 90% das les6es foram médias e 10 % duras e
a coloracdo de 60 % era amarela, 30 % marrom claro e 10 % marrom

escuro.
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5.1 Checkerboard

A predominadncia das seguintes espécies foram
observadas em todas as amostras: Lactobacillus fermetum, Actinomyces
gerencsarie, Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium nucleatum (sp.
Nucleatum), Lactobacillus acidophilus, Fusobacterium nucleatum(sp.

Polymorphum), Capnocytophaga ochracea e Veillonela parvula (Figura 6).
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Porphyromonas endodontalis 35406
Streptococcus constellatus 27823"
Eubacterium nodatum 33099*
Porphyromonas gingivalis 33277*
Streptococcus mutans 25175

F.n. (sp. vincentii) 49256*
Lactobacillus fermetum 14931
Enterococcus faecallis 29212
Eubacterium saburreum 33271*
*Parvimonas micra 33270*
Veillonella parvula 10790*
Actinomyces oris 43146*
Streptococcus anginosus 33397
Streptococcus sanguinis 10556
Actinomyces gerencseriae 23860
Streptococcus oralis 35037*
Capnocytophaga ochracea 33596*
Actinomyces israelli 12102*
Streptococcus intermedius 27335*
Treponema denticola B1

Prevotella nigrescens 33563*
Actinomyces odontolyticus | 17929*
F.n. (sp. polymorphum) 10953*

Campylobacter showae 51146*
Fusobacterium periodonticum 33693*
Lactobacillus acidophilus 4356

Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum)...

Capnocytophaga gingivalis 33624*
Streptococcus gordonii 10558*
Tannerella forsythia 43037*
Selenomonas noxia 43541*
Propionybacterium acnes( | +l1') 11827*+ 11828*
Prevotella melaninogenica 25845*
Streptococcus mitis 49456*
Eikenella corrodens 23834*
Gemella morbillorum 27824 *
Capnocytophaga sputigena 33612*
Leptotrichia buccalis 14201*
Campylobacter gracilis 33236*
Prevotella intermedia 25611*
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Figura 6 -Relacéo das bactérias estudadas e suas concentragées.
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Houve uma predominéncia, na camada superficial da
lesdo cariosa, das seguintes espécies: Lactobacillus fermetum,
Actinomyces gerencseriae, Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium
nucleatum(sp. Polymorphum), Capnocytophaga ochracea Lactobacillus
acidophilus, Veilonella parvula, Streptococcus oralis, Streptococcus

intermedius, Fusobacterium nucleatum(sp nucleatum) (Figura 7).
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Porphyromonas endodontalis 35406
Streptococcus constellatus 27823"
Eubacterium nodatum 33099* 4
Porphyromonas gingivalis 33277* %
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Lactobacillus fermetum 14931 4
Enterococcus faecallis 29212
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Treponema denticola B1
Prevotella nigrescens 33563*
Actinomyces odontolyticus | 17929*
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Figura 7- Relacdo das bactérias estudadas presentes na camada superficial e suas

concentragoes.



Na camada profunda da lesdo cariosa as seguintes
espécies foram predominantes: Lactobacillus fermetum, Actinomyces
gerencseriae, Actinomyces odontolyticus, Veilonella parvula,
Capnocytophaga ochracea, Eubacterium sabureum, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum(sp. nucleatum), Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus gordoni, Fusobacterium nucleatum(sp polymorphum)
(Figura 8)
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Capnocytophaga gingivalis 33624*
Streptococcus gordonii 10558*
Tannerella forsythia 43037*
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Prevotella intermedia 25611*
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Figura 8- Relacéo das bactérias presentes na camada profunda e suas concentracoes.



Pode- se perceber uma predominéncia, na camada
superficial da lesdo cariosa, dos pacientes sem sintomatologia, das
seguintes espécies: Actinomyces odontolyticus |, Leptotrichia buccalis,
Veillonella parvula, Actinomyces gerencseriae, Eubacterium notadum,
Enterococcus faecallis, Actinomyces oris, Capnocytophaga ochracea,
Streptococcus gordonii. (Figura 9)

Na camada profunda da leséo cariosa, dos pacientes sem
sintomatologia, asseguintes foram as mais prevalentes: Lactobacillus
fermetum, Actinomyces gerencseriae, Actinomyces odontolyticus | (Figura
10).
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Porphyromonas endodontalis 35406
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Eubacterium nodatum 33099*
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Figura 9- Relacdo das bactérias presentes na camada superficial e suas concentracdes

nos pacientes sem sintomatologia.
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Figura 10- Relagcdo das bactérias presentes na camada profundas e suas concentragfes

nos pacientes sem sintomatologia.
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Na camada superficial da lesdo cariosa, dos pacientes
com sintomatologia, as seguintes espécies foram as mais encontras:
Lactobacillus fermentum, Actinomyces gerencseriae, Capnocytophaga
ochracea, Actinomyces odontolyticus |, Lactobacillus acidophilus,
Prevotella nigrescens, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium
nucleatum(sp. nucleatum)(Figura 11).

Pode- se perceber uma predominédncia, na camada
profunda da lesdo cariosa, dos pacientes com sintomatologia, das
seguintes espécies: Veillonella parvula, Actinomyces gerencseriae,

Actinomyces odontolyticus | (Figura 12).
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Figura 11- Relacdo das bactérias presentes na camada superficial e suas concentracdes

nos pacientes com sintomatologia.
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Figura 12- Relacdo das bactérias presentes na camada profunda e suas concentracdes

nos pacientes com sintomatologia.
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Por meio do teste Mainn Withney ndo observamos

diferencas entre a camada de dentina superficial e profunda para as

bactérias estudadas. Ja com relacdo ao fator sensibilidade as bactérias

Capnocytophaga sputigena e Leptotrichia buccalis e Lactobacillus foram

as unicas que apresentaram diferenca estatistica, sendo mais presentes

nos pacientes com sintomatologia.

A carga bacteriana dos microrganismos estudados esta

apresentada nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes com

sintomatologia

(continua)
ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda
Actinomyces gerencseriae 1,2 1,4
Actinomyces israelii 0,3 0
Actinomyces odontolyticus 1,6 1,2
Capnocytophaga ochracea 0,8 0,8
Campylobacter showae 0,3 0,4
Campylobacter gracilis 0,3 0,2
Capnocytophaga gingivalis 0,2 0,2
Capnocytophaga sputigena 0,3 0,1
Actinomyces oris 1,6 0,5
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Tabela 1- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes com
sintomatologia

(continua)
ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda
Eikenella corrodens 0,4 0,4
Enterococcus faecalis 0,8 0,4
Eubacterium nodatum 11 0,4
Eubacterium saburreum 1,4 1,6
Fusobacterium nucleatum spp. nucleatum 0,8 0,9
Fusobacterium nucleatum spp. polymorphum 0,7 0,7
Fusobacterium nucleatum spp. vincentii 0,3 0
Fusobacterium periodonticum 0,3 0,3
Gemella morbillorum 0,4 0,6
Lactobacillus acidophilus 0,6 0,7
Lactobacillus fermentum 1,4 1,3
Leptotrichia buccalis 0,8 0,3
Parvimonas micra 0,3 1,1
Porphyromonas endodontalis 0,2 0,1
Porphyromonas gingivalis 0,2 0,1
Prevotella intermedia 0,8 0,6




Tabela 1- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes com

sintomatologia

(continua)
ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda

Prevotella melaninogenica 0,1 0,4
Prevotella nigrescens 0,5 0,2

Propionibacterium acnes | e Il 0 0
Selenomonas noxia 0,1 0,1
Streptococcus constellatus 0,2 0,3
Streptococcus gordonii 0,7 0,1
Streptococcus intermedius 0,6 0,5
Streptococcus mitis 0,2 0,6
Streptococcus mutans 0,8 0,3
Streptococcus oralis 1,1 0,2
Streptococcus anginosus 0,6 0,4
Streptococcus sanguinis 0,1 0,4
Tanerella forsythia 0,2 0,4
Treponema denticola 0,4 0,3
Veillonella parvula 19 0,9
Actinomyces gerencseriae 1.1 0,8




Tabela 1- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes com

sintomatologia

(concluséo)

ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda
Actinomyces israelii 0,2 0
Actinomyces odontolyticus 1,2 0,8
Capnocytophaga ochracea 1 0,4
Campylobacter showae 0,3 0,4
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Tabela 2- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes sem

sintomatologia

(continua)
ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda
Campylobacter gracilis 0 0
Capnocytophaga gingivalis 0,1 0,2
Capnocytophaga sputigena 0 0
Actinomyces oris 0,8 0,6
Eikenella corrodens 0,3 0,1
Enterococcus faecalis 0,5 0,2
Eubacterium nodatum 0,6 0,6
Eubacterium saburreum 0,7 0,4
Fusobacterium nucleatum spp. nucleatum 1 0,5
Fusobacterium nucleatum spp. polymorphum 0,9 0,6
Fusobacterium nucleatum spp. vincentii 0,4 0,4
Fusobacterium periodonticum 0,5 0,2
Gemella morbillorum 0,1 0,1
Lactobacillus acidophilus 1 0,7
Lactobacillus fermentum 1,2 0,7
Leptotrichia buccalis 0,1 0




Tabela 2- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes sem

sintomatologia

(continua)
ESPECIE Média carga bacteriana
Superficial Profunda
Parvimonas micra 0,3 0,4
Porphyromonas endodontalis 0,2 0,1
Porphyromonas gingivalis 0,4 0,3
Prevotella intermedia 0,6 0,4
Prevotella melaninogenica 0,7 0,2
Prevotella nigrescens 0,9 0,4
Propionibacterium acnes | e Il 0 0
Selenomonas noxia 0,1 0,1
Streptococcus constellatus 0,4 0,2
Streptococcus gordonii 0,3 0,4
Streptococcus intermedius 0,5 0,2
Streptococcus mitis 0,4 0,2
Streptococcus mutans 0,5 0,2
Streptococcus oralis 1 0,5
Streptococcus anginosus 0,3 0,2
0,4 0,2

Streptococcus sanguinis




Tabela 2- Média das cargas bacterianas nos casos de pacientes sem
sintomatologia

(concluséo)

ESPECIE Média carga bacteriana

Superficial Profunda

Tanerella forsythia 0,2 0,1
Treponema denticola 0,3 0,2
Veillonella parvula 1 1,1

5.2 Endotoxinas

As médias das endotoxinas da dentina superficial e
profunda e seus respectivos desvios padrdo estdo apresentados na tabela
3

Tabela 3- Quantificacdo de endotoxinas(EU/mI)

Superficial dp Profunda dp2
Com dor 78,05 86,17 36,12 73,08
Sem dor 10,56 11,29 37,22 10,07

Pelo teste Kolmogorov-Smirnov, os dados obtidos nao
apresentaram distribuicdo normal (p < 0,001) e foram transformados em
log 10(Tabela 4).
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O teste ANOVA dois fatores foi utilizado e somente o

fator sensibilidade apresentou influéncia (Tabela 5). Foi realizado o teste

de Tukey para o fator sensibilidade, os niveis de endotoxinas foram

maiores nos pacientes com sintomatologia(Tabela 6)

Tabela 4- Quantificacdo de endotoxinas em log 10

Superficial dp Profunda dp2
Com dor 4,40 0,873 3,86 0,929
Sem dor 3,70 0,590 3,38 1,118
Tabela 5- ANOVA dois fatores
Efeito SS Degr. Of MS F p
Freedom
Intercept 589,8947 1 122157,4 88,8479 0,000000
Sensibilidade 3,4112 1 3,42112 4,2280 0,047067
Tipo de dentina  1,8509 1 1,8509 0,2042 0,138598
Erro 29,0449 36 0,8068

Tabela 6- Teste de Tukey para o fator sensibilidade

Média log10

Com dor 413

Sem dor 3,45

*kkk

*kkk
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6 DISCUSSAO

Na literatura revisada n&o ocorreram relatos da
correlacdo entre sintomatologia dolorosa com o perfil bacteriano e niveis
de endotoxinas de lesbes cariosas profundas como foi feito por este
trabalho. Este estudo foi realizado com o objetivo de entender as
caracteristicas citadas acima e se pensar em futuras possibilidades para
a abordagem clinica dos pacientes com lesdes cariosas profundas e com
sintomas de pulpite reversivel, visto que existem medicacdes que podem
neutralizar as endotoxinas, que sao as principais causadoras da dor. Um
dos materiais que podem exercer tal funcéo é o Hidréxido de Célcio, que
estd altamente presente na rotina clinica do profissional. Talvez a
simples limpeza da cavidade com uma solugdo de hidroxido de calcio
possa auxiliar na reducdo da sensibilidade, porém ainda ndo existe
nenhum trabalho que mostre o efeito dessa terapia em lesdes cariosas, 0

que é uma sugestao para estudos futuros.

6.1 Checkerboard

Poucos estudos foram realizados utilizando a
metodologia do Checkerboard para avaliar lesbes cariosas (Lima et al.
2011; Ass et al. 2008; Ginazi et al. 2009)

Historicamente a quantidade de bactérias na dentina
afetada € menor que na dentina infectada (Massler 1967; Fusayama
1979), porém o conceito de dentina afetada considerava a remocéo total
do tecido cariado, inclusive da regido cariada passivel de
remineralizagdo. Os resultados do presente estudo trazem dados

conflitantes com estes trabalhos de referéncia, uma vez que néao
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encontramos diferencas entre a quantidade de bactérias entre a dentina
infectada e afetada. Esta observacdo pode estar relacionada com a
metodologia utilizada, a qual resulta em dados de biologia molecular
semi-quantitativos, os quais também podem detectar bactérias mortas e
inativas. Por outro lado, estes dados estdo de acordo com Lima et al.
2011 e Munson et. al. 2004. Possivelmente essa semelhanca se da pela
semelhanca na area de dentina coletada e analisada nos 3 estudos: na
zona superficial da dentina cariada (dentina infectada) e na regido mais
profunda correspondendo a dentina afetada.

O padréo clinico para se definir dentina afetada e
infectada ndo é tdo claro e pode variar de acordo com o profissional e o
conceito que este tem de cada uma das areas da dentina. Pois como ja
foi dito, trabalhos mais antigos preconizavam a remocao de toda dentina
apos a utilizacdo da fuccina e a dentina remanescente era considerada
afetada. Hoje sabe-se que com a utilizacdo da fuccina toda dentina
afetada era removida, permanecendo a dentina sadia.

Em relac@o as bactérias das lesfes cariosas, Simon-
Soro et al. 2014 concluiram que os Lactobacillus sdo encontrados quase
que exclusivamente nas lesbes de dentina e também que os
Streptococcus mutans representam apenas 0,02% a 0,73% da
comunidade bacteriana total. A metodologia usada no referido estudo foi
a metatrancriptase, a qual faz a amplificacdo do gene a partir do RNA e
nao detecta bactérias mortas, ao contrario do PCR e Checkerboard que
fazem amplificacdo a partir do DNA e detectam bactérias vivas e mortas.
Além disso, as coletas foram realizadas em locais diferentes do presente
estudo: foram coletadas carie de esmalte e carie de dentina sem
distinguir a profundidade, se dentina superficial ou profunda. Apesar das
diferencas metodoldgicas, entre os estudos, Lactobacillus também foram
as bactérias predominantemente encontradas em todas as lesdes
independente da profundidade e da sintomatologia, em diferentes niveis

de concentragéo.
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Aas et al. 2008 em seu trabalho concluiram que
existem dois tipos de lesfes: as com altas taxas de Streptococcus
mutans e as com baixas taxas de Streptococcus mutans. Apesar de ter
usado a mesma metodologia, o fato de ter coletado de locais diferentes
(Esmalte, lesdo de mancha branca, lesdo em dentina, lesdo em dentina
profunda) dos coletados por este trabalho, onde os Streptococcus
mutans apareceram em 12 de 20 amostras, fazem com que o0s
resultados sejam distintos, além disso, as lesdes analisadas nesse
estudo eram predominantemente em esmalte.

Chhour et al 2005, concluiram em seu trabalho que
as espécies Lactobacillus spp e Prevotela foram as predominantes em
lesBes cariosas profundas, o que foi confirmado por nosso trabalho, os
Lactobacillus spp apareceram em 14 de 20 amostras e a Prevotela em 9
de 20 amostras. Nao foram localizados na literatura relato sobre o nivel
de outras bactérias especificas das lesdes cariosas.

Nadikarni 2010 et al concluiram que Lactobacillus
sdo a espécie predominante nos casos de pacientes com sintomatologia
em lesbes cariosas profundas e estas sdo a espécie predominante
também nos estagios iniciais da infeccdo polimicrobiana da polpa dental.
Existe uma limitacdo de estudos que mostram o potencial patogénico dos
lactobacilos, embora se sabe que eles sdo capazes de fazer agregacgao
plaguetéaria e ativacdo de plasminogénio. No presente estudo também foi
verificada uma maior prevaléncia de altas concentracfes da espécie
Lactobacillus nos pacientes que apresentavam sintomatologia.

Martin et al 2002 verficaram em seu trabalho uma
associacao positiva entre M. micros e P endotalis, presentes nas les6es
cariosas profundas com pulpite irreversivel. Concluiram também que
existe uma predominédncia de bactérias Gram positivas nas lesbes
cariosas, particularmente Lactobacillus, bem como bactérias Gram
negativas estavam presentes em numero significativo. Essas

constatacdes também foram observadas no presente estudo, onde a
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espécie Lactobacillus foi a de maior incidéncia quando todas as amostras
foram analisadas, e as Gram negativas com maiores taxas foram:
Capnocytophaga ochracea e Prevotella nigrescens. Porém em nosso
estudo nos casos de pacientes com sintomatologia houve uma maior
prevaléncia das espécies Lactobacillus fermentum, Actinomyces
gerencseriae, Capnocytophaga ochracea, Actinomyces odontolyticus |,
Lactobacillus acidophilus, Prevotella nigrescens, Prevotella
melaninogenica, Fusobacterium nucleatum(sp. nucleatum), visto que
analisamos apenas pacientes com pulpite reversivel, possivelmente
justificando as diferentes bactérias encontradas.

Hahn et al. 1991, correlacionaram a presenca de
Lactobacillus nas lesGes cariosas profundas com morte pulpar e pulpite
irreversivel. Segundo eles o grupo de Lactobacillus foi a espécie
predominante das lesdes cariosas avancadas o que também foi
confirmado por este estudo. Isso pode ser explicado pelo fato de o
ambiente ser extremamente acido em lesbes cariosas profundas,
selecionando bactérias que consigam sobreviver neste meio, o que faz
com que a contagem dos Lactobacillus nesta regido seja alta. A
persisténcia desta espécie em regides profundas da dentina cariada e
dentro de canais infectados sugere que esta tém um papel importante na
dor pulpar. Além disso, a baixa prevaléncia de Streptococcus em lesées
avancadas evidencia que estes ndo conseguem sobreviver em locais
com acidez elevada.

Neste estudo esperava-se encontrar uma maior
prevaléncia de bactérias Gram negativas nos casos de pacientes com
sintomatologia. ~Apesar de espécies Gram negativas, como
Capnocytophaga  ochracea, Prevotella  nigrescens, Prevotella
melaninogenica e Veillonella parvula, terem sido encontradas nos
pacientes com sintomatologia, as espécies predominantes ( Lactobacillus

e Actinomyces) foram Gram positivas assim como foi confirmado por
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Hoshino 1985, Hahn et al. 1991, Bjorndal e Larsen 2000, Munson et al.
2004.

Deve-se levar em conta que a sintomatologia do paciente
€ subjetiva e que pode ser influenciada por inUmeros fatores (ansiedade,
medo). Neste estudo a sensibilidade dolorosa ndo foi estimulada e o
relato de sensibilidade durante a anamnese foi considerada para distinguir
0S casos de pacientes sintomaticos ou ndo. Além disso, sabe-se que as
bactérias Gram positivas produzem LTA (acido lipoteicoico), que é um
correspondente do LPS das bactérias Gram negativas. A presenca do
LTA pode estar relacionado a sintomatologia dolorosa, o qual apesar de
possuir um fator de viruléncia menor que o LPS, também é capaz de
causar dor devido sua potente acao citotoxica (Jin et al., 2007; Baik et al
2008).

Pode-se observar que existe uma grande
variabilidade de opinides em relacdo a microbiota das lesdes cariosas
profundas e ndo existe na literatura ainda um consenso. Isso pode ser
explicado, pois ja foi relatado que podem inclusive existir diferentes
microbiotas em lesdes cariosas distintas (Chour et al. 2005; Aas et al.
2008), existem diferentes metodologias para se fazer a avaliacdo e
também diferentes parametros do que é considerado uma dentina
infectada e uma dentina afetada. Por tudo isso, torna-se dificil chegar a
uma concordancia em relacdo a microbiota das lesbes cariosas
profundas.

Esperava-se encontrar com este trabalho, uma maior
taxa de bactérias Gram negativas nos pacientes sintomaticos e também
diferenga na microbiota da carie infectada e afetada. Porém, isso néo foi
constatado, talvez pelo fato da limitagdo do teste Checkerboard, no qual
apenas 40 sondas de DNA bacteriano podem ser utilizadas e nesse
presente estudo selecionamos as bactérias Gram negativas mais
encontradas em lesGes cariosas e pode ser que bactérias Gram

negativas que ndo estavam entre as bactérias selecionadas pra este
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estudo estivessem presentes nas lesbes cariosas dos pacientes
sintométicos. Outra limitacdo é de que o teste Checkerboard analisa
bactérias vivas e mortas e as endotoxinas sdo liberadas em sua maior
parte por bactérias Gram negativas mortas. A nao diferenca entre as
microbiotas da dentina dos pacientes sintomaticos e assintomaticos pode
ser justificada pelo fato de que nos trabalhos que acharam diferenca a
coleta ter sido realizada em locais diferentes dos coletados pelo presente

estudo.

6.2 Endotoxinas

Quanto as endotoxinas, pode-se perceber que existe
uma relacdo entre quantidade de endotoxinas e sintomatologia dolorosa,
visto que o0s pacientes sintomaticos apresentaram maiores niveis de
endotoxinas. Esse resultado corrobora com estudos anteriores de
Khabbaz, el al. 2000 e 2001

Sabe-se que a microbiota das lesbes de carie em seu
inicio sdo predominadas por bactérias Gram Positivas, principalmente
pelos Streptococcus. Conforme a lesdo vai progredindo, o ambiente
acido seleciona bactérias que consigam sobreviver a esse meio, como 0s
Lactobacillus e Actinomyces. Em cavidades muito profundas, o
suprimento de oxigénio comeca a ficar escasso o0 que acaba
selecionando as bactérias Gram negativas anaerébias, que possuem um
maior potencial de viruléncia devido a liberacdo de endotoxinas, a partir
da parede celular apds sua morte.

Jacinto et al. 2005 quando realizaram a quantificacdo de
endotoxinas de canais com necrose pulpar de dentes sintomaticos e
assintomaticos também concluiu que a concentracdo de endotoxinas foi

maior nos casos em que havia sinais e sintomas de dor pulpar.
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Nissan et al. 1995 mostraram em seu trabalho que
endotoxinas sdo capazes de se difundir através de uma camada de 0,5
mm de dentina num periodo de tempo relativamente curto, e neste
trabalho foram utilizadas lesbes cariosas profundas onde a espessura de
dentina remanescente era ligeiramente maior que 0,5 mm, portanto,
possivelmente, as endotoxinas podem ultrapassar camadas até mais
espessas de dentina.

Ao contrario do encontrado por Khabbaz et al. 2000, ndo
houve influencia da profundidade da dentina cariada com a quantidade
de endotoxinas. Os autores do mesmo trabalho relataram que a
guantidade de endotoxinas sdo maiores na camada superficial da lesédo
cariosa. Esses resultados diferentes encontrados podem estar
relacionados ao fato de, nesses trabalhos as coletas terem sido feitas
seguindo os paramentros de Massler 1967 e Fusayama 1979, que como
ja falado anteriormente, preconizavam a remocdo total da dentina
afetada. J4 no presente estudo foi feita a remocdo apenas da dentina
infectada que ndo era passivel de remineralizagdo, assim os niveis de
endotoxinas da camada superficial e profunda da dentina cariada sao
relativamente semelhantes. Ndo existem outros trabalhos que estudam
esta condicdo para que pudéssemos tirar conclusdes mais relevantes
frente ao tema.

Sabe-se que a dor pulpar é multifatorial, mas este
estudo assim como o de Khabbaz et al. 2000 e 2001 e Jacinto et al 2005,
mostrou que existe relagcdo da dor com a concentracdo de endotoxinas.
Um certo nivel de endotoxinas deve ser alcancado para ter um efeito
sobre a inflamacgéo da polpa dental de tal forma que a dor clinica possa
ser observada. Apesar desta informacdo ndo existe um valor numérico
para que se possa estabelecer esse nivel. No presente estudo, o nivel de
endotoxina de 114,62 EU/ml foi observado nos pacientes com
sintomatologia e suficiente para estar relacionado com esta condicao.

Sabe-se que a liberacdo das endotoxinas ocorre
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apos a lise bacteriana, portanto isso sugere que ha maiores quantidade
de bactérias Gram negativas mortas nos casos de pacientes
sintomaticos. O teste utilizado para analisar as bactérias avaliou
bactérias vivas e mortas ndo se conseguindo fazer distincdo entre elas,
justificando a diferenca de niveis de endotoxinas e a semelhanca de

bactérias nos pacientes sintométicos e assintoméaticos deste estudo.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e de acordo com as

metodologias propostas neste estudo concluimos que:

a)

b)

d)

nao houve diferenca entre perfil bacteriano entre a

camada superficial e profunda das lesbes cariosas;

ndo houve diferenca na quantidade de endotoxinas
entre a camada superficial e profunda das lesdes

cariosas;

0s dentes sintoméaticos apresentaram maiores niveis
de endotoxinas quando comparados  aos

assintomaticos;

o perfil bacteriano de lesdes sintomaticas e
assintomaticas foi semelhante, com exce¢do da
espécie Capnocytophaga sputigena, Leptotrichia
buccalis e Lactobacillus que foi mais prevalente nos

casos sintomaticos.
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APENDICE A - Carta de informacdo e termo de consentimento livre e
esclarecido

Carta de Informacgéo ao Paciente

Titulo do Projeto de Pesguisa: Correlagdo entre pulpite reversivel e quantidade

de endotoxinas e perfil bacteriano em lesdes cariosas profundas

Pesquisadores Responsaveis: Leticia Grilo de Souza e Eduardo Bresciani

Ojetivo: O objetivo deste estudo sera verificar a relagdo existente entre a
sintomatologia dolorosa de pulpite reversivel (dor apresentada pelo paciente em
dente com leséo de cérie frente principalmente a estimulos de frio), quantidade
de endotoxinas (proteinas toxicas produzidas por certas bactérias) e quantidade
de bactérias de lesdes cariosas profundas, para posterior estabelecimento do
tratamento restaurador odontolégico adequado.

Métodos e duracdo do projeto: Serdo selecionados trinta pacientes, entre 18 e

35 anos, que apresentem pelo menos uma lesédo cariosa profunda em dentes
posteriores permanentes de acordo com o0s critérios de inclusdo e exclusao.
Critérios de incluséo: presenca de leséo cariosa profunda em dentes posteriores
permanentes, determinada por meio de radiografias, sem ou com sensibilidade
dolorosa compativel com pulpite reversivel (Dor provocada-aguda, rapida, fugaz
em resposta a estimulos, localizada / cede logo apds a remocédo do estimulo)
Critérios de exclusdo: presenca de fistula (colecédo de pus localizada na gengiva
acima do dente); dente com diagndstico de necrose pulpar ou pulpite irreversivel
(casos que requerem tratamento de canal); uso de antibidtico recente (quinzena
anterior ao estudo).Os pacientes assinardo o termo de consentimento livre e
esclarecido para que estes possam ser incluidos no estudo. Anteriormente aos
procedimentos clinicos propriamente ditos, serdo preenchidas fichas de
anamnese dos pacientes . A coleta do material utilizado no estudo seré realizada
em dois momentos: antes da remocdo do tecido cariado e ap0s a remogao
deste. Apés isso, todos 0s pacientes receberdo o tratamento restaurador mais

adequado do dente em questéo.
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Riscos: Os mesmos riscos que um tratamento odontolégico convencional

oferece.

Beneficios: Os beneficios deste estudo sdo a obtencdo de dados reais sobre
perfil bacteriano encontrado nas lesbes cariosas, bem como a quantidade de
endotoxinas para que seja selecionado o tratamento mais adequado para estes

casos.

Compensacdao por doenca ou dano: N&o se aplica.

Documentacdo: Uma coOpia deste formulario serd guardada com a

documentacado do estudo e vocé recebera outra copia. Se tiver alguma pergunta
sobre o estudo, sobre seus direitos ou sobre qualquer dano possivelmente
causado pelo estudo, vocé podera entrar em contato com o Prof. Dr. Eduardo
Bresciani ou C.D. Leticia Grilo de Souza (telefone: 12 3947-9048).

Confidencialidade: Seu nome ndo sera publicado em nenhum momento do

estudo. Seus registros serdo confidenciais.

7

Participacdo: A participacdo neste estudo € completamente de sua escolha.
Vocé poderé desistir a qualquer momento e por qualquer motivo. Isto ndo afetara
possiveis atendimentos que possam vir a ser realizados na Faculdade de

Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP.

Consentimento: Eu li e entendi todas as informacdes citadas acima. O dentista

presente se ofereceu para responder qualquer pergunta em relacdo ao estudo.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais contidas nos

itens IV 3 e IV 4 da RESOLUCAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012, o(a)
senhor(a) , portador do RG n°
SSP/___, ap6s leitura minuciosa da CARTA DE INFORMACAO

AO PACIENTE, devidamente explicada pelo(s) profissionais em seus minimos

detalhes, e ciente das etapas do estudo, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, dd& o seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO em concordancia para que o menor acima citado participe da
pesquisa “Correlagao entre pulpite reversivel, quantidade de endotoxinas e perfil

bacteriano em lesdes cariosas profundas”.

O paciente e/ou representante legal estdo cientes que podem a qualquer
momento retirar o0 seu CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de
participar do estudo e ainda que todos os dados coletados s&o informagdes
confidenciais que serdo guardadas por forca do sigilo profissional (Art. 9° do

Cédigo de Etica em Odontologia).

Por estar de acordo, assino o presente termo.

Sao José dos Campos, de de 2014.

Nome por extenso/ assinatura do responsavel pelo paciente

Nome por extenso/ assinatura do paciente
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Prof Dr Eduardo Bresciani / Mestranda Leticia Grilo de Souza
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APENDICE B -Ficha de anamnese

FICHA DE ANAMNESE
Nome:

Endereco: Fone:

Data de nascimento:

1- Esté atualmente em tratamento médico? Sim N&o N&o sei
2- Teve ou tem problemas cardiacos? Sim N&o N&o sei
3- Esta tomando algum medicamento? Sim
Qual?

N&o N&o sei
4- Foi submetido a cirurgia nos ultimos dez anos? Sim N&ao Nao sei
5- Tem tido desmaios ou tonturas? Sim N&o N&o sei
6- Ja teve hemorragia apds extracdo dentéaria? Sim Nao N&o sei
7- E alérgico ou teve reacao alérgica a anestesia dentaria? Sim N&ao Nao sei
8- Ja teve reacao alérgica com algum medicamento? Sim N&o N&ao sei
9- Ja teve febre reumética? Sim Nao Nao sei
10- Teve ou tem Tuberculose ou outro problema pulmonar? Sim N&ao Nao sei
11- E diabético? Sim N&o N&o sei
12- J& foi alguma vez tratado de anemia? Sim N&o Nao sei
13- Vocé tem problemas com pressao? Sim N&o Nao sei
14- J& fez tratamento quimioterapico? Sim Nao Nao sei

15- Apresenta algum outro problema? Especifique. Sim N&ao Nao sei



Declaracao do paciente

Eu entendo que estou sendo aceito para exame dentario e minha
aceitacdo para tratamento depende exclusivamente do interesse didatico e das
viabilidades de tratamento por parte dos estudantes.

Se for aceito para o tratamento, eu autorizo o aluno e o professor a
ministrar anestesia local e realizar todo o tratamento dentario planejado.

E de meu entendimento que deverei comparecer aos horarios
estabelecidos. Também permito que sejam fotografados os casos de interesse e
que as fotografias possam ser usadas em publicacdes técnicas odontoldgicas.

Assinatura do paciente ou responsavel

S&o José dos Campos, de de 201 .
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APENDICE C- Ficha de caracterizacdo da dentina cariada

FICHA DE CARACTERIZACAO DA DENTINA CARIADA

# Paciente — N° Dente: Iniciais do Paciente: DATA:

Caracteristicas Clinicas do dente

Relato do Paciente
Dor espontdnea [_] Dor Provocada | ] Sem dor [ ]
Teste de sensibilidade com endofrost

Sensivel [_] Sem sensibilidade [ ] Sensivel apés a remogéo do estimulo [_]

Radiografia Data do Raio-X
DD / MM / AAAA
Carie: Grupo Caries: [ ]1 []2 []3

1 = rasa (terco superficial da dentina coronaria envolvida)
2 = moderada (ter¢co meédio da dentina corondria envolvida)
3 = profunda (terco profundo da dentina coronéria envolvida)

Caracteristicas da Lesao

Apds remocgdo (se presente) de conteudo amolecido (sem instrumentos cortantes)

Atividade —lesdo: [ ] Ativa [ ] Paralisada
consisténcia: [ ] mole [ ] média [ ] bura
coloragdo: [ ]Amarela [ ] Marrom claro [ ] Marrom escuro

(realizar biépsia com broca em baixa e com dgua apirogénica)

Remocéao de carie e biopsia => Caracteristicas da lesao

a. . Descricdo da dentina: POS-BIOPSIA

consisténcia: [ ] mole [ ] média [ ] bura
coloragdo: [ ]Amarela [ ] Marrom claro [ ] Marrom escuro

(realizar biépsia com broca em baixa e com dgua apirogénica)



APENDICE D - Detalhamento dos procedimentos para realizacéo da

curva padrao

a) ver certificado para conferéncia do nimero do lote e quantidade de
volume para endotoxina.

b) colocar a quantidade de agua apirogénica (Lonza, Walkersville,
MD, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante na

endotoxina de E. coli, encontrado no kit fornecido pela empresa
(Figura 9);

Figura 9 — Esquema para suspender endotoxina de E. coli utilizando agua

apirogénica.

C) agitar a suspenséo durante 15 minutos.

d) separar 4 tubos de vidro apirogénicos, tamanho 13 mm x 100 mm
(Lonza, Walkersville, MD, EUA), identifica-los de acordo com as
diluicbes (10-1, 10-2, 10-3, 10-4) e pipetar 900 uL de agua
apirogénica em cada tubo de vidro (Figura 10);
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Figura 10 — Tubos de vidro apirogénicos necessarios para diluicdo da

endotoxina.

e) decorridos os 15 minutos, transferir 100 yL da suspensao de
endotoxina para o tubo “5” (referente a diluicdo 10-1). Agitar 1
minuto, transferir 100 pyL para o proximo tubo “0,5” (referente a

diluicdo 10-2) e assim sucessivamente (Figura 11).

Figura 11 — Esquema de dilui¢des da endotoxina para realizagéo da curva

padrao.
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ANEXO A -Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO %’"“l"
JOSE DOS CAMPOS - UNESP
PPARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: CORRELAGAO ENTRE PULPITE REVERSIVEL E QUANTIDADE DE ENDOTOXINAS
E PERFIL BACTERIANO EM LESOES CARIOSAS PROFUNDAS
Pesquisador: Leticia Grilo de Souza
Area Tematica:
Verséo: 3
CAAE: 30710714.7.0000.0077

Instituigdo Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3o José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 831.159
Data da Relatorla: 14/10/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional para se detectar o grau de correlacio de endotoxinas e bactérias com
a sensibilidade pulpar do paclente com lesdes canosas. Serdo selecionados 30 pacentes com Idade entre
18 a 35 an apresentando dente permanente com les&o cariosa profunda determinada por radiografia
Interproximal, sendo quinze com sintomatologia dolorosa compativel com o quadro de pupite reversivel e o
restante sem

sintomatologia. Os paclentes assinar@o TCLE. A coleta das amostras seré realizada sob Isolamento
absoluto, com brocas carbide apirogénica em

balxa rotagdo, em dols estaglos, antes e apés a remogao da dentina carlada. Nestes tempos operatorios,

também sera verificada a caracteristica
clinica da dentina em questao segundo a cor e consisténcia. As amostras de dentina coletada serd3o
analisadas para a quantidade de endotoxinas,

pelo método cromogénico LAL, e para determinagdo do perfil bacteriano, por melo do teste checkerboard.

Serao estudadas 40 espécies bacterlanas, relacionadas com & carie profunda, com problemas
endoddnticos, penodontals e da cavidade oral. Os dados serdo obtidos e analisados estatisticamente por

testes apropriados, dependendo do resultados.

Endorego: Av.Eng® Francisco Jose Longo 777

Balrro: Jardm S30 Dimas CEP: 12.245.000

UF: &2 Municiplo:  SAD JOSE DOS CAMFOS

Telefone:  (12)3547.9078 Fax: (12)3947-50%0 E-mall: cephiBfosic.unesp.be
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INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO %"‘ﬁm
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

Cantinuaide S0 Pansser: £31.150

Objetive da Pesquisa:

Determinar 8 corelagio entre o8 nivels de endotexinas e o perfil bacterano em lestes cariosas profundas
com & sem simomatodogia dolorosa compativel com quadros de pulpite reversivel.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Riscos: M2o ha nenhum risco com o tratamento reallzedo neste estuda além dagueles envalvidos em um
tratamento dentano de rotina.

Beneficios: O paciente se beneficiars pelo tratamento restaurador recebido. Se comprovada a cormelagso
entre & simtomatologls dodorosa e os nivels de endotaxings, ratamentas especificos para & sintomatodogia
do paciente podem ser protocolados, exercendo um beneficio para & edontologia.

Comentarios e Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Conslderagbes sobre o Termos de apresentagdo obrigatbria:
Apresentados cormetaments.

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
B0 ha pendéncias.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacho da CONER:

MAD

Consideracdes Finals a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer da relstora.

Emdorogn: fvEng® Francisco José Lomga 777

Bairre:  Jardim 530 Dimas CEP: {2.245.000

UF: 5F Munmicipio: 540 JOSE DOS CAMFOE

Telafeng: [12)3647-5078 Fax: [12)3047-5040 Esmall: cephiffosjc.unesp.br




