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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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



1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

clinicos em dentes com infeccao endodéntica primaria e periodontite apical.

17



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota da infeccdo endoddéntica primaria e sua relagdo com sinais e

sintomas

O estudo de Kakehashi et al. (1965) esclareceu a importancia dos
microrganismos na etiologia das alteracdes pulpares e periapicais. Nesse estudo em
modelo animal foram utilizados dois grupos, um com ratos germ-free e outro com
ratos apresentando microbiota normal. Em ambos os grupos foram confeccionadas
cavidades para exposicao pulpar e todos os animais receberam racéo esterilizada
durante o experimento. Ao final do experimento os pesquisadores observaram que
no grupo dos animais com microbiota normal o tecido pulpar apresentava-se
necrosado e com abscesso periapical, em contrapartida no grupo germ-free nao
havia necrose pulpar ou periodontite apical, o infiltrado inflamatorio foi pequeno e
havia reparo da regido lesionada por dentina reparadora.

Em 1981 outro estudo foi realizado para demonstrar o papel dos
microrganismos no desenvolvimento das lesdes inflamatorias pulpares e periapicais.
Moller et al. (1981) utilizaram nove macacos e provocaram necrose asseptica em 78
dentes desses animais, 26 dentes foram selados mantendo a cavidade pulpar
asséptica e 52 foram contaminados por bactérias. Apos 6 a 7 meses dos
procedimentos foram realizadas analises radiograficas, clinicas, microbiologicas e
histoldgicas que evidenciaram que nos casos de polpas necrosadas nao infectadas
os tecidos periapicais ndo apresentavam indicios de inflamacdo, entretanto nos
dentes com polpa infectada, houve desenvolvimento de periodontite apical.

O perfil microbiano das infeccbes endodénticas primarias é bastante
complexo, composto por bactérias Gram negativas e Gram positivas, com
predominio de microrganismos anaerobios (Siqueira et al., 2004; Siqueira, Ro6c¢as,
2009). Nesse sentido Gomes et al. (2004) investigaram os microrganismos de 60
canais radiculares com infec¢cbes endodonticas primérias e secundéarias e a
associacado das espécies com sinais e sintomas clinicos. Meios de cultura seletivos

foram utilizados para cultivo e identificagdo dos microrganismos. Um total de 224
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isolados cultivaveis, pertencentes a 56 espécies microbianas diferentes e 21
géneros diferentes, foram recuperados das amostras coletadas. Os canais
necréticos (41/60) renderam 188 isolados, 124 deles Gram-positivos e 137 bactérias
anaerodbias estritas. As espécies bacterianas mais frequentemente recuperados dos
canais radiculares com infeccdo endodéntica primaria foram P. micros, P. prevotii, F.
necrophorum, P. intermedia / nigrescens, Streptococcus constellatus, Streptococcus
anginosus, S. sanguis, F. nucleatum, Gemella morbillorum, Streptococcus mitis, P.
gingivalis, P loescheii e Lactobacillus acidophilus. Sintomas agudos de dor, historia
de dor prévia, sensibilidade a percussdo e edema foram associados a espécies
gram-negativas, especialmente Prevotella, Porphyromonas spp. e fusobactérias. P.
micros, um coco gram-positivo, foi estatisticamente associado a dor, dor prévia,
sensibilidade a percussdo e canais umidos. A microflora dos canais radiculares de
dentes com infeccdo endodébntica primaria e periodontite apical encontrada era
mista, compreendendo microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos e
principalmente anaerdbicos e geralmente contendo mais de 3 espécies por canal.
Por outro lado, bactérias anaerdbias facultativas e Gram-positivas predominaram em
canais com falha no tratamento endoddntico, esses canais geralmente
apresentavam 1-2 espécies.

Sassone et al. (2008) avaliaram o perfil microbiol6gico de 60 dentes de
pacientes com infec¢cdo endodbntica primaria sintomatica por método checkerboard
DNA-DNA hibridizacdo. Em casos sintomaticos, as espécies bacterianas mais
frequentes foram Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii, Veillonella parvula,
Treponema socranskii, E. faecalis, Campylobacter gracilis, Neisseria mucosa e
Eubacterium saburreum. J& nos casos assintométicos foram F. nucleatum ssp.
vincentii, F. nucleatum ssp. nucleatum, E. faecalis, E. saburreum, N. mucosa e
Peptostreptococcus micros. Individualmente, a maioria das espécies avaliadas foram
encontradas em niveis mais elevados nos casos sintomaticos assim como 0S
géneros Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Capnocytophaga,
Campylobacter e Actinomyces. Um nivel médio significativamente mais alto de T.
forsythia foi detectado nos casos sintomaticos. Portanto os dados coletados pelos
autores sugeriram uma associacao entre maiores contagens bacterianas totais e
niveis de T. forsythia e a presenca de sintomatologia dolorosa.

Roécas et al. (2011) analisaram a microbiota de infecgdes endoddnticas
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primarias em amostras de 43 pacientes noruegueses adultos utilizando o teste
checkerboard hibridizacdo DNA-DNA. Nos 21 dentes com periodontite apical
assintomatica as espécies mais frequentemente detectadas foram D. invisus, F.
nucleatum, e P. endodontalis. Nos 9 dentes com abscesso apical cronico as
espécies mais prevalentes foram P. endodontalis, D. invisus, Parvimonas micra e S.
moorei. Ja nos 13 dentes com periodontite apical sintomaticas as espécies mais
prevalentes foram D. Invisus, P. endodontalis, S. moorei, P. acnes, e espécies de
Streptococcus. A espécie Selenomonas sputigena foi significativamente mais
frequente em casos dolorosos. Segundo os autores os resultados demonstraram
que as espécies formaram diferentes parcerias e associacbes nas amostras
coletadas e que é possivel que algumas associa¢cfes bacterianas possam resultar
em uma comunidade multiespécie mais virulenta, dando origem a uma resposta
inflamatoria aguda nos tecidos perirradiculares. Contudo ndo se sabe se essas
comunidades mais virulentas se desenvolvem desde o inicio do processo de
infeccéo ou sdo o resultado de uma mudanca devido a alteragcbes ambientais.

Ferreira et al. (2015) avaliaram o perfil microbiologico resistente a diferentes
medicacfes intracanais em dentes com infeccdo endoddéntica primaria usando o
método por cultura microbiolégica e a técnica de hibridizacdo DNA-DNA
checkerboard. Para esse estudo os pesquisadores selecionaram 20 pacientes.
Bactérias foram encontradas em todas as amostras iniciais coletadas. O tratamento
endodontico realizado reduziu o niamero de bactérias cultivaveis, mas ndo foram
encontradas diferencas entre as coletas apds o preparo biomecéanico e apds 0 uso
de medicacao intracanal. A analise por checkerboard DNA-DNA revelou que todos
os canais radiculares investigados apresentaram DNA bacteriano para pelo menos 1
das 40 sondas testadas, na coleta inicial, com 5 a 36 (média = 11,75) espécies
bacterianas por amostra. As espécies mais frequentes foram Capnocytophaga
ochracea (70%) e Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii (70%). Ap0s o uso da
medicacdo intracanal de hidréxido de célcio associado a clorexidina, 8 canais
radiculares investigados mostraram sinais bacterianos para pelo menos 1 das 40
sondas bacterianas de DNA testadas, e 2 canais radiculares ndo mostraram sinais
bacterianos. A espécie mais frequentemente detectada foi E. faecium (40%).

Cavalli et al. (2017) correlacionaram o perfil microbiolégico e niveis de

endotoxina encontrados na infeccdo endodontica primaria com a presenca de sinais
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e sintomas clinicos e avaliaram a remocao de microrganismos e endotoxinas por
meio de 3 diferentes técnicas de preparo biomecanico, Mtwo, Reciproc e Genius.
ApOs analise por cultura microbiologica bactérias foram encontradas em 28
amostras iniciais dos 30 canais radiculares investigados. O preparo biomecanico foi
eficaz na reducdo do numero de bactérias cultivaveis, sendo observada diferenca
estatistica entre a coleta inicial e a coleta apés o preparo. Contudo, nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os sistemas utilizados.
presenca de DNA bacteriano foi detectada em todos os canais investigados, na
coleta inicial as espécies bacterianas mais prevalentes foram Capnocytophaga
ochracea (53,33%), Fusobacterium nucleatum ssp vicentii (53,33%), Porphyromonas
gingivalis (46,67%) e Leptotrichia buccalis (46,67%). Apds o preparo dos canais as
espécies bacterianas mais prevalentes foram F. nucleatum ssp vicentii (50%), L.
buccalis (50%) e P. gingivalis (46,70%). Na coleta apds o preparo biomecéanico uma
reducao significativa no numero de endotoxinas foi observada em todos os grupos.
Foi observada presenca de dor prévia relacionada a Prevotella nigrescens.
Sensibilidade a percussdo foi relacionada a P. gingivalis, Veillonella parvula,
Capnocytophaga sputigena, P. nigrescens e Eubacterium saburreum. A presenca de
um trato sinusal foi relacionada a Eikenella corrodens, Parvimonas micra,
Campylobacter showae e E. saburreum. Um trato sinusal também foi associado a
microrganismos gram-positivos e anaerobios facultativos.

Um estudo de 2018 avaliou a associacdo entre patdgenos endoddnticos
selecionados e a expressado de varios mediadores envolvidos na destruicdo éssea
em lesBes periapicais e as relacdes dessas espécies com achados clinicos,
radiograficos e histopatolégicos. Foram detectadas Actinobacteria em 9/17 casos
(53%), espécies de Streptococcus em 6/17 (35%), espécies de Fusobacterium e P.
micra em 3/17 (18%) e espécies de P. endodontalis e Dialister em 2/17 (12%). As
Actinobactérias foram associadas positivamente a granulomas, aumento da
expressdo de MMP-2, diminuicdo da expressdo de OPG e maior razdo RANKL:
OPG. Esses achados sugerem que as Actinobactérias podem desempenhar um
papel importante na indugdo de danos aos tecidos moles e duros relacionados a
patogénese da periodontite apical (Takahama et al., 2018).

Roécgas e Siqueira (2018) avaliaram a frequéncia e os niveis de 40 taxons

bacterianos orais, em 133 amostras retiradas de abscessos apicais agudos e dentes
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com periodontite apical assintomatica. As espécies mais frequentemente detectadas
nos dentes assintomaticos foram P. endodontalis (63%), D. Invisus (58%), O. uli
(56%), e F. nucleatum (51%). As espécies mais prevalentes em abscessos eram F.
nucleatum (60%), P. endodontalis (53%), P. micra (51%) e espécies de
Streptococcus (45%). Os dados de frequéncia revelaram que nenhuma das espécies
foram significativamente associados a casos sintomaticos. As espeécies Atopobium
sp. HOT416, Campylobacter gracilis, Eubacterium sulcos, Gemella morbillorum,
Prevotella nigrescens, Fretibacterium fastidiosum, T. parvum e espécies de
Veillonella foram significativamente mais detectados em dentes assintomaticos. Os
dados semiguantitativos demonstraram que apenas P. endodontalis, P. baroniae,
Streptococcus species e Treponema denticola foram significativamente mais
prevalentes em niveis >10° em casos sintomaticos do que em casos assintomaticos.

Zargar et al. (2020) identificaram diferentes espécies bacterianas, alguns
virus e um fungo em 20 casos de pulpite irreversivel e 21 casos de infeccao
endodontica priméria e correlacionaram esses microrganismos com achados clinicos
e radiograficos. A identificacdo bacteriana foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento do rDNA 16s de colbnias cultivaveis aerbbias e
anaerobias retiradas das placas de cultura dos pacientes. Um total de 16 cepas
bacterianas foram identificadas neste estudo considerando espécies nao cultivaveis,
5 das quais foram identificadas por métodos celulares moleculares, e o restante
eram espécies cultivaveis. Tannerella forsythia foi a espécie mais prevalente (75%)
no grupo com pulpite irreversivel com lesdo PA e Porphyromonas gingivalis (75%) e
Treponema denticola (75%) foram as espécies mais prevalentes nos dentes com
necrose pulpar sem lesao PA. Neste estudo 8 pacientes apresentaram sintomas de
periodontite apical sintomatica (PAS) e nesses casos as espécies mais prevalentes
foram Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mitis e Fusobacterium nucleatum
(75%, 62,5% e 62,5%, respectivamente). Treze pacientes apresentaram sintomas de
periodontite apical assintomatica (PAA) no diagndéstico clinico e nas imagens
radiograficas as espécies mais comuns nesses casos foram Dialister invisus e
Tannerella forsythia (69,2%). Além disso, dois pacientes apresentaram sintomas de
abscesso apical crbnico com trato sinusal, nesses casos Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Dialister invisus foram as

espécies mais prevalentes (100%). Os autores ressaltaram que as comunidades
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bacterianas eram diferentes em varias condi¢des clinicas e radiograficas.

Machado et al. (2020) compararam a carga e a composi¢cado microbiana
encontradas em 31 amostras de pacientes com periodontite apical primaria (PAP) e
29 amostras de pacientes com periodontite apical pds-tratamento (PAPT), avaliaram
os niveis de lipopolissacarideos (LPS) e acido lipoteicoico (LTA) e correlacionaram
esses achados com sinais e sintomas clinicos e com o volume da lesdo periapical.
As espécies bacterianas mais prevalentes detectadas em PAP foram S. intermedius
(45%), E. faecalis (42%), P. acnes (42%) e S constellatus (35%), P. gingivalis (45%),
C. sputigena (42%), P. melaninogenica (42%) e L. buccalis (39%). No PAPT, as
espécies bacterianas mais prevalentes detectadas foram E. nodatum (65%), S. mitis
(62%), E. faecalis, S. constellatus, E. faecium e E. saburreum (59%), P. gingivalis
(72%), C. rectus (69 %), C. sputigena e F. nucleatum. sp. vicentii (66%). No PAP, a
analise estatistica revelou uma correlacdo positiva entre bactérias gram-positivas
com dor espontanea e exsudato. Sensibilidade a percusséo e dor a palpacéo foram
correlacionadas a presenca de bactérias gram-positivas e negativas. Além disso, foi
observada correlagéo positiva entre niveis mais elevados de LPS presentes na PAP
e um maior volume de destruicdo 6ssea determinado pela andlise de TCFC. Ja na
PAPT, foi observada uma correlacdo positiva entre as bactérias gram-positivas e
gram-negativas com o exsudato e o volume da lesdo periapical e correlacao entre 0s
conteddos de LPS e LTA com a destruigdo 0ssea periapical.

Martinho et al. (2021) investigaram se os sinais e sintomas clinicos e a
expressado de citocinas (IL-10, TNF-a e IFN-y) e quimiocinas (CCL2) poderiam estar
relacionados aos padrbes de colonizacdo bacteriana em 21 dentes com infeccao
endoddntica primaria e periodontite apical. Uma relacao negativa foi detectada entre
IL-10 e CCL2, TNF-a e INF-y e uma associagao positiva foi observada entre CCL2 e
TNF-a. Além disso, foi encontrada uma relacdo positiva entre IL-10 e sintomas
clinicos, incluindo dor pré-operatoria, sensibilidade a percussdo e dor pré-
operatoria/sensibilidade a percussdo. As espécies mais frequentemente detectadas
foram Parvimonas micra (76%), Fusobacterium nucleatum spp. nucleatum (71%),
Porphyromonas endodontalis (66%), F. nucleatum spp. vicentii (61%), Prevotella
nigrescens (57%), Leptotrichia bucallis (57%) e F. nucleatumspp. polimorfo (57%).
Das 7 espécies mais detectadas, 6 delas eram Gram negativas, destacando sua

predominéancia em infec¢gdes endoddnticas primarias com PA. Os resultados da
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regressao linear para o fator 1 (grupo de espécies bacterianas) revelaram uma
associacdo com um tamanho da area radiotransparente =22 mm e dor pré-
operatoria/sensibilidade a percussdo aumentado. Niveis mais elevados de CCL2
foram associados a maiores escores de bactérias no fator 2.

2.2 Papel das citocinas e MMPs na PA

Pezelj-Ribaric et al. (2007) determinaram os niveis de TNF- a em 60
amostras de exsudatos periapicais e avaliaram possiveis relacdes entre esta citocina
e achados radiolégicos nos dentes avaliados. Os individuos avaliados foram
divididos em 3 grupos de acordo com o estado periapical em pericementite
(controle), lesbes menores do que 1cm e lesGes maiores do que 1 cm. Diferencas
nas concentracdes de TNF- a entre o grupo controle (média:28,15 pg / mL), o grupo
com grandes areas radioltcidas (média: 582,95 pg / mL), bem como entre o controle
e 0s canais associadas a pequenas areas radioltcidas (média: 278, 97 pg/mL) foram
estatisticamente  significativas. Também houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras com grandes areas radiollcidas e pequenas areas
radiolucidas. Assim, demonstraram que TNF- a pode ser um marcador objetivo em
lesGes periapicais confirmadas radiograficamente.

Carneiro et al. (2009) analisaram a expressdo de MMP-9 em 37 amostras de
dentes com lesdo periapical epitelizada ou ndo, em dentes indicados para cirurgia
parendodontica. Na andlise imuni-histiquimica Células semelhantes a macréfagos,
células semelhantes a fibroblastos, células semelhantes a neutréfilos PMN, células
endoteliais e plasmaticas apresentaram imunomarcacdo positiva para MMP-9 em
ambos os tipos de lesdes. Quando presentes, as células epiteliais, particularmente
no estrato germinativo, foram positivas para MMP-9. Houve uma correlacéo positiva
entre o numero e a proporcao de células MMP-9 + / total e CD68 +/ células totais em
lesGes néo epitelizadas. Nenhuma correlagéo significativa foi encontrada para lesées
epitelizadas. Os autores sugeriram que ha participacdo de varias células
inflamatorias durante a expressdo de MMP-9 na periodontite apical e essa MMP

pode estar ativamente envolvida na degradacdo da matriz extracelular em lesdes de



periodontite apical com ou sem epitélio contribuindo para o desenvolvimento da
leséo.

Corotti et al. (2009) avaliaram os niveis teciduais de MMP-2 e -9 e sua
distribuicdo nas lesbes periapicais, em modelo de doenga periapical em molar de
rato Wistar. Controles positivos e negativos foram realizados durante todos os
experimentos. A imunocoloracdo para MMP-2 e MMP-9 foi observada pelos autores
em quase todos os periodos experimentais, exceto no dia 3, quando a lesdo ainda
ndo havia se estabelecido devido a vitalidade parcial da polpa. A imunoexpresséo de
MMP-2 e MMP-9 néo diferiu significativamente entre 7-21 dias e 30-90 dias. No
entanto, a imunomarcacao de MMP-2 e MMP-9 em 7, 14 e 21 dias foi maior do que
em 30, 60 e 90 dias. Nos primeiros periodos, predominava infiltrado inflamatorio
agudo, com sugestiva presenca intensa de leucécitos, notadamente neutrofilos
infiltrantes e a imunocoloracdo foi intensa para MMP-2 e MMP-9. Nos periodos
subsequentes, a imunomarcacao nao foi intensa sugerindo que a MMP-2 e a MMP-9
desempenham um papel no desenvolvimento de lesdes periapicais inflamatérias,
provavelmente envolvidas no turnover da matriz extracelular durante a fase inicial de
desenvolvimento da leséo.

Martinho et al. (2010) investigaram o perfil microbiano e o0s niveis de
endotoxina encontrados em 21 amostras de pacientes com infeccdo endodontica
primaria e periodontite apical e determinaram sua antigenicidade contra macrofagos
através dos niveis de IL-1B e TNF-a, avaliando sua relagdo com achados clinicos e
radiograficos. Nesse estudo Prevotella nigrescens, Porphyromonas endodontalis e
Treponema socranskii foram as trés espécies bacterianas gram-negativas mais
frequentemente detectadas. Foi encontrada uma correlagdo entre 0 namero de
diferentes espécies de bactérias gram-negativas e os niveis de IL-13. O ensaio LAL
indicou que endotoxina estava presente em 100% das amostras de canais
radiculares (21/21). Foi encontrada correlacdo entre o contetdo de endotoxinas e os
niveis de TNF-a liberados no meio de cultura. Um nivel mediano mais alto de IL-1(3
foi detectado quando um dos seguintes sintomas clinicos / achados radiograficos
estava presente: dor a palpacgéo (25,528 pg / mL), sensibilidade a percusséo (25,528
pg / mL) ou tamanho da area radiolucida = 2 mm (25,291 pg / mL). Um maior nivel
de TNF-a foi encontrado nos dentes com exsudagéao (0,2870 pg / mL) do que na sua

auséncia (0,2340 pg / mL). Uma correlacdo entre os niveis de IL-1B liberados no
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meio de cultura e o tamanho da area radiotransparente foi encontrada neste estudo.
Este estudo concluiu que a antigenicidade do conteddo endodéntico contra
macroéfagos (liberacdo de IL-a e IL-1B3) ndo esta apenas associada a quantidade de
endotoxina, mas também ao numero de bactérias gram-negativas envolvidas na
infeccao.

Martinho et al. (2012) investigaram a correlacdo entre diferentes sinais e
sintomas clinicos e caracteristicas radiogréficas, de 21 pacientes, em relacdo aos
niveis de IL-13, TNF-q, IL-6, IL-10, prostaglandina E2 (PGE 2) e as redes produzidas
por macréfagos endodénticos estimulados por contetudo coletados de uma infecgéo
endodontica primaria com periodontite apical. Todas as amostras de canal radicular
foram positivas para DNA bacteriano (21/21) e endotoxina foi detectada em 100%
dos canais investigados (21/21), com valor médio de 7.490 pg / mL, variando de 27 /
pg / mL a 289.000 pg / mL. IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e PGE 2 foram detectados em
todos os meios de cultura apos estimulacdo com contetddo de canal radicular. Os
valores medianos registrados para cada citocina séo os seguintes: IL-10 (24.835 pg /
mL), IL-6 (270.151 pg / mL), IL-10 (39.997 pg / mL), TNF-a (0,2830 pg / mL) e PGE 2
(124.530 pg / mL). O tamanho da lesdo foi positivamente correlacionado com altos
niveis de IL-6, bem como exsudacdo com TNF-a. A IL-10 apresentou correlacéo
negativa com a presenca de sintomatologia clinica. IL-1B3 esteve presente e
positivamente relacionada ao aumento dos niveis de producdo de TNF-a. Os
achados dos autores sugeriram que existem papéis diferentes para cada citocina no
desenvolvimento da periodontite apical.

Ahmed et al. (2013) testaram a hipotese de que a expressao de MMP-9 esta
significativamente elevada em pacientes com periodontite apical sintomética e
correlacionaram isso a quantidade detectada de bactérias gram-negativas. Para isso
selecionaram 26 pacientes com necessidade de tratamento endodéntico. Esses
pacientes foram divididos em dois grupos, assintomaticos e sintomaticos. Em
relacdo as ceélulas gram-negativas, 0 grupo sintomatico apresentou um numero
médio estatisticamente significativamente maior do que o grupo assintomaticos.
Para a porcentagem da area imunopositiva para MMP-9, o grupo sintomético
apresentou uma porcentagem da area média estatisticamente significativamente
maior (37,6%) do que o grupo assintomatico (12,1%). Células Gram-negativas e
forte imunopositividade para MMP-9 nas células epiteliais, osteoclastos e
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osteoblastos, células semelhantes a macréfagos, células semelhantes a fibroblastos
e células endoteliais foram encontradas no grupo sintomatico. Ja no grupo no grupo
assintomatico, todas as secdes testadas mostraram imunopositividade leve a
moderada para MMP-9 nas células epiteliais, células inflamatorias subepiteliais e
células endoteliais e um numero reduzido de células Gram-negativas. Houve uma
correlacdo positiva estatisticamente significativa entre o niumero de células gram-
negativas e a porcentagem da area de MMP-9. Portanto os autores concluiram que
h& boas evidéncias de um papel significativo de bactérias gram-negativas e MMP-9
em lesbes periapicais sintomaticas. Assim, talvez as bactérias gram-negativas
desempenhem um papel importante na atividade da MMP-9 e nas lesdes periapicais
sintomaticas.

Araujo-Pires et al. (2014) investigaram simultaneamente os padrbes de
expressdo de citocinas / marcadores Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, Thf, Trl e Tregs
em granulomas periapicais crénicos humanos e suas possiveis correlagdes com o
padrdo de atividade das lesdes. Para isso os autores coletaram 110 granulomas
periapicais de pacientes encaminhados para cirurgia parendodontica. A analise das
amostras foi feita através do teste Real-time PCR. Quando as lesdes foram
comparadas com base no padrdo de expressao de RANKL/OPG, 40 amostras foram
consideradas ativas (RANKL> OPG), enquanto 70 apresentavam um perfil de lesdo
inativa (RANKL<OPG). Os niveis de mRNA de TNF-a, IFN-y, IL-17A e IL-21 foram
significativamente maiores nos granulomas ativos,ja nas lesdes inativas os niveis de
expressao de IL-4, IL-9, IL-10, IL-22 e FOXp3 foram maiores Os niveis de IL-23 e IL-
33 em lesdes ativas e inativas foram semelhantes do ponto de vista estatistico.
Quando o perfil global de expressdo de citocinas em lesdes periapicais foi
comparado com tecidos saudaveis de controle, a expressdo de todas as
citocinas/marcadores investigados foi significativamente aumentada nas lesdes.
Considerando o cenario de lesdes ativas, a expressao de TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-
21 prevalecem nessas lesfGes. Os autores concluiram que existe uma nitida
dicotomia no perfil de expresséo de citocinas em lesdes periapicais inativas e ativas.
Embora a expresséo disseminada de citocinas pare¢a ser uma caracteristica de tais
lesbBes crbnicas, a andlise de agrupamento hierarquico demonstra a associagédo de
TNF-qa, IL-21, IL-17 e IFN-y com a atividade das lesdes, e a associacao de FOXp3,
IL-10, IL-9, IL-4 e IL-22 com a inatividade das lesoes.
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Martinho et al. (2014) investigaram a presenca de diferentes espécies de
bactérias Gram-negativas e 0s niveis de endotoxinas em 21 amostras coletadas de
dentes com infeccdo endodéntica primaria e periodontite apical, determinando sua
capacidade de estimulacdo contra macréfagos através dos niveis de IL-1, IL-6, IL-10
e TNF-a e avaliaram sua relacdo com os achados clinicos e radiograficos. Uma
combinacédo de duas ou mais espécies de bactérias Gram-negativas foi encontrada
em 17/21 amostras de canais radiculares. A analise estatistica revelou que o
aumento do numero de espécies Gram-negativas foi considerado um fator de risco
para a presenca de uma area radiotransparente > 2 mm. As espécies bacterianas
mais frequentes foram P. nigrescens, Treponema spp., Treponema médioe e
Treponema amylovorum e foi encontrada associacdo positiva entre Treponema
lecithinolyticum e P. nigrescens com a presenca de exsudacdo em canais
radiculares. Endotoxina foi detectada em 100% dos canais investigados (21/21). A
presenca de dor pré-operatéria foi positivamente associada aos niveis de
endotoxina, IL-18 e IL-6 e negativamente associado a IL-10. Foram encontradas
correlagBes entre os teores de endotoxinas e os niveis de TNF-a e IL-1, enquanto
uma correlacdo negativa foi encontrada entre os niveis de endotoxinas e a
guantidade de IL-10 secretado. Os autores concluiram que o conteddo infeccioso
endodontico bacteriano € um estimulo potente para a producéo de IL-1B, TNF-a, IL-6
e IL-10 em macrofagos.

Pereira Faustino et al. (2016) avaliaram as possiveis associacfes entre 0
diagnéstico histopatoldgico, o perfil do infiltrado inflamatério, a presenca de dor e a
imunoexpressdao de MMP-2 e MMP-9 em 51 amostras de lesGes periapicais de
dentes com infeccdo endodntica primaria. A andlise microscopica revelou 28 casos
de granulomas periapicais (54,90%) e 23 casos de cistos periapicais (45,10%). O
infiltrado inflamatério mostrou predominio de inflamacdo mista em granulomas
periapicais (19 casos, 67,85%) e cistos (12 casos, 52,17%). Esse infiltrado
inflamatorio era composto principalmente de plasmaocitos nos granulomas periapicais
e linfocitos e plasmocitos nos cistos periapicais. A imunohistoquimica mostrou
células positivas em todos 0s casos com o uso de ambos o0s anticorpos. De acordo
com a contagem de células positivas, tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 foram
expressas mais em granulomas periapicais do que em cistos periapicais, mas essa

diferenca foi estatisticamente significativa apenas para MMP-2. O teste de
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correlacdo de Pearson mostrou uma correlacdo moderada positiva entre a
expressdo de MMP-2 e MMP-9. Pacientes com dor eram mais propensos a ter um
infiltrado inflamatorio misto. A porcentagem de células imunopositivas para MMP-2 e
MMP-9 foi maior nos pacientes com sintomas, mas apenas para MMP-2 essa
relacdo foi estatisticamente significativa. Todos os 3 pacientes com trato sinusal
também apresentavam dor e uma média elevada de expressédo de MMP.

Caires et al. (2019) compararam as respostas imunolégicas perirradiculares
em duas populacdes geneticamente diversas. Para isso coletaram amostras clinicas
do liquido intersticial adjacente ao canal radicular infectado em ambos 0s grupos
imediatamente apds a instrumentacdo do sistema de canais radiculares e sete dias
apos esses procedimentos. A expressao das citocinas TNF-a, IL-1-B, IL-9, IFN-y, IL-
17 e IL-10 e das quimiocinas CXCR4, CCL2 / MCP-1 e CCR6 foram avaliadas por
PCR real-time. A avaliacdo revelou aumentos significativos na expressao de TNF-q,
MCP-1, CXCR4 e CCR6 na coleta ap0s 7 dias do tratamento em comparagdo com a
coleta inicial, apés preparo dos canais apenas nos individuos do grupo urbano. Por
outro lado, o nivel de mRNA do gene IFN-y foi aumentado no dia 7 para a populacao
indigena. Os niveis de expressdo de IL-17A e de IL-10 aumentaram em ambas as
populacdes no dia 7. Com isso 0s autores concluiram que variantes regulatérias
menores que surgiram ao longo do tempo em resposta a fatores ambientais causam
variabilidade genética quantitativa significativa entre os hospedeiros na regulacao da
resposta imune periapical. Como a plasticidade funcional e a redundéancia do
sistema imunolégico complicam o estudo experimental de cada um de seus
componentes, os resultados deste estudo contribuem para a compreensao geral das
respostas imunoldgicas especificas que predominam na area periapical em cada
populacdo urbana e indigena individualizada apos a instituicdo terapia endodéntica
clinica.

Maia et al. (2020) avaliaram, através de RT-PCR, quantitativamente, a
expressdo de mRNA das citocinas IL-9, TNF-q, IL-1, INF-y, IL-17A e IL-10 e das
quimiocinas CCL-2 / MCP-1 e CCR -6 em amostras coletadas de fluido intersticial de
lesBes periapicais. As amostras foram coletadas imediatamente apds o término do
procedimento e 7 dias ap0s a terapia endodontica. A expressdo do mRNA foi
quantificada por comparacdo com o gene de controle interno GAPDH. A analise dos

resultados revelou um aumento significativo nos niveis de mRNA de IL-9, bem como
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TNF-a, IL-18, INF-y e IL-10 no dia 7 em comparacdo com o dia 0. A citocina IL-17A e
as quimiocinas CCL-2 / MCP-1 e CCR-6 nao apresentaram diferencas significativas
na expressdo de mRNA entre os dois periodos de andlise. Foi demonstrado que a
resposta pro-inflamatéria mediada por citocinas e quimiocinas parece ser modulada

de uma maneira dependente de IL-9 / IL-10.

2.3 Radiografia x Tomografia

Bornstein et al. (2011) avaliaram a capacidade de deteccdo de lesbes
periapicais (LP), suas dimensfes, sua relagdo com o canal mandibular, dados
anatdbmicos gerais e a espessura da cortical 6ssea vestibular, usando imagens de
TCFC em comparagcdo com radiografias periapicais (PA) convencionais para
avaliacdo de molares inferiores antes da cirurgia apical. Para isso os pesquisadores
selecionaram 38 pacientes com dentes indicados para realizagdo de microcirurgia
endodéntica. Ao todo 75 raizes foram avaliadas através de radiografias PA pela
técnica de paralelismo e imagens de TCFC. Os resultados gerais mostraram que 15
(25,86%) LP detectadas em cortes sagitais de TCFC foram perdidas na radiografia
PA. Em relacéo as dimensfes das LP detectadas, a avaliagdo dos cortes sagitais de
TCFC resultou em mais lesdes sendo classificadas com o maior diametro da lesao
medindo mais de 5 mm. A distancia entre os apices dos primeiros molares inferiores
e a borda superior do canal mandibular ndo foi mensuravel em 44 radiografias de 68
(64,7%). Além disso, deve-se esperar um 0sso cortical com espessura média de 1,7
mm e distancia média de acesso de 5,3 mm. Assim, os autores concluiram que, em
geral, a imagem limitada de TCFC pode ser considerada um método diagndstico
valioso para a avaliacdo de &reas anatomicamente complexas antes da cirurgia
apical.

Balasundaram et al. (2012) compararam o tamanho da leséo e a escolha do
tratamento em relacdo as informacdes radiograficas disponiveis da radiografia
periapical e da TCFC. Foram avaliados exames de 24 pacientes. Embora néo tenha
havido significancia estatistica entre as duas modalidades em termos de tamanho da

lesdo medido por observadores individuais, houve uma variabilidade apreciavel
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quando as medidas do tamanho da lesdo de todos os seis observadores foram
calculadas. Este estudo demonstrou que a escolha do tratamento em endodontia
nao muda significativamente, mesmo com a inclusdo de uma modalidade de imagem
avangada, como a TCFC. Embora a TCFC tenha apresentado resultados
semelhantes aos obtidos com a radiografia periapical, as vantagens potenciais da
TCFC em outras areas da endodontia, incluindo a avaliacdo da proximidade dos
dentes a estruturas anatomicas, como canal mandibular e seio maxilar, ndo podem
ser subestimadas. Este estudo também prova o potencial diagnéstico robusto das
modalidades de imagem bidimensionais tradicionais.

Abella et al. (2014) compararam a prevaléncia de radiolucéncias PA
associadas a raizes individuais de dentes ndo vitais ndo tratados endodonticamente
quando visualizados com radiografias PA e TCFC. De 161 dentes, 15 foram
diagnosticados com necrose pulpar com tecido apical normal, 50 com periodontite
apical sintomatica, 55 com periodontite apical assintomatica, 16 com abscesso
apical agudo e 25 com abscesso apical cronico. Cento e quarenta e uma (41,5%)
raizes ndo tinham radiolucéncias PA discerniveis quando avaliadas com radiografias
PA e TCFC. As duas modalidades detectaram 129 (37,9%) raizes com lesdes de PA
(fig. 3 ); A TCFC detectou 67 (19,7%) raizes com radiolucéncias PA que nao foram
detectadas pelas radiografias PA. Trés raizes (0,88%) com radiolucéncias PA foram
identificadas apenas nas radiografias PA. No geral, os resultados mostraram que a
TCFC detectou mais radiolucéncias PA do que radiografias PA. Um adicional de 15
(4,4%) raizes foram identificadas com varredura TCFC sozinho em comparacdo com
aguelas analisadas com radiografias PA. Destas 15 raizes adicionais, 4
corresponderam as raizes disto-linguais (2 primeiros e 2 segundos molares
inferiores), 5 as raizes linguais (3 incisivos centrais inferiores e 2 segundos pré-
molares inferiores) e 6 as terceiras raizes (3 primeiros e 3 segundos superiores pré-
molares). Quatro dessas 15 raizes tinham radiolucéncias de PA. No total, 200
(56,3%) raizes foram detectadas com radiolucéncias PA das 355 raizes identificadas
com varredura de TCFC. Nos dentes com diagnostico de necrose pulpar (com tecido
apical normal), periodontite apical sintomatica ou abscesso apical agudo, as
imagens de TCFC revelaram um numero significativamente maior de radiolucéncias
do que o revelado por radiografias PA. As radiografias PA e TCFC mostraram que
15,1% e 48,2%, respectivamente, das raizes de dentes com periodontite apical
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sintomatica tinham lesdes de PA. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre
as radiografias PA e a TCFC para dentes com periodontite apical assintomatica ou
abscesso apical cronico.

Weissman et al. (2015) correlacionaram a evidéncia de periodontite apical
avaliada com imagens radiograficas 2D PA e volumes 3D de TCFC com sinais e
sintomas clinicos. Quatrocentos e noventa e oito casos foram avaliados. Trinta e oito
de 67 dentes (57%) mostraram a presenca de radiolucéncias apicais tanto em
radiografias PA quanto em TCFC, enquanto 14 dentes (21%) n&o tinham evidéncia
de radiolucéncias apicais em qualquer modalidade de imagem. Quinze casos (22%)
mostraram a presenca de radiolucéncias apicais visiveis na imagem TCFC que nao
eram visiveis nas radiografias PA. Nao houve casos com lesfes visiveis nas
radiografias PA, mas ndo na imagem TCFC. A probabilidade de radiolucéncias
apicais foi de 57% para radiografias PA e 79% para volumes de TCFC, e a diferenca
entre essas probabilidades foi altamente significativa. Entre os pacientes que
relataram edema localizado, radiolucéncias apicais foram identificadas em todos os
casos (71% visiveis nas imagens PA e TCFC e 29% visiveis apenas na imagem
TCFC). Em contraste, entre os pacientes sem edema localizado, radiolucéncias
apicais ndo foram identificadas em 26% dos casos, mas eram visiveis em ambas as
modalidades em 53% dos casos e visiveis apenas na imagem de TCFC em 21% dos
casos. Para o exame clinico, a sensibilidade dos dentes foi significativamente
associada a presenca de periodontite apical confirmada em imagens radiogréficas.
Especificamente, a determinacdo de uma polpa vital foi associada a uma diminui¢ao
do risco para a presenca de periodontite apical. Pacientes com sensibilidade a
percussao tendem a apresentar risco aumentado de periodontite apical, no entanto,

essa associagdo nao foi estatisticamente significativa.

Ramis-Alario et al. (2019) compararam a sensibilidade para detectar lesdes
apicais em dentes programados para cirurgia periapical e o tamanho dessas lesdes,
utilizando trés diferentes técnicas de diagndstico radiogréfico: radiografia periapical,
panoramica e TCFC. Os pesquisadores selecionaram pacientes com dentes
programados para cirurgia periapical, que haviam feito os trés tipos de exame.
Imagens de tomografia computadorizada de feixe conico foram utilizadas para

calibracdo e avaliacdo da precisédo interexaminador, medindo a distancia do apice da
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raiz mesial do primeiro molar inferior a margem superior do canal mandibular. No
estudo global, cada medida foi realizada por dois examinadores, com calculo da
média de ambas as medidas. As técnicas convencionais bidimensionais (radiografia
periapical e radiografia panoramica) apresentaram sensibilidade de 82%, em termos
percentuais, as técnicas bidimensionais falharam em registrar 4,5% das lesdes
anteriores e 13,5% das lesfes posteriores. Em contraste, a TCFC registrou todas as
45 areas hipodensas. A medida vertical média da area apical encontrada foi de 5,48
mm com a radiografia periapical, 5,04 mm com a radiografia panoramica e os
resultados no caso de TCFC foram 6,36 mm nos cortes coronais e 6,38 mm nos
cortes sagitais. Nao houve diferencas significativas entre as técnicas bidimensionais
(radiografia periapical e radiografia panoramica), embora diferengas significativas
tenham sido observadas nas medidas verticais entre as técnicas bidimensionais e
TCFC. Em relacdo as medidas horizontais, os valores médios foram 4,80 mm no
caso das radiografias periapicais e 5,01 no caso das radiografias panoramicas. No
caso da TCFC, os valores foram 5,63 mm nos cortes coronais e 5,10 mm nos cortes
sagitais. Nado foram observadas diferencas significativas na comparagdo das
diferentes técnicas radiograficas. Assim, 0s autores concluiram que as técnicas
radiograficas bidimensionais mostraram sensibilidade significativamente menor para
detectar lesGes periapicais do que a TCFC. Em relacdo a dimensao vertical das
lesbes apicais, foram observadas diferencas significativas entre as técnicas

convencionais bidimensionais e a TCFC.

Sheth et al. (2020) compararam as radiografias de TCFC e PA para
determinar a proximidade da lesdo de AP as estruturas anatbmicas na area preé-
maxilar para tomada de deciséo antes da cirurgia de AP. Uma diferenca significativa
no plano de tratamento selecionado pelos observadores entre radiografias PA e
imagens TCFC foi revelada. As imagens de TCFC revelaram um aumento no
namero de dentes envolvidos com a lesdo e uma mudanca no plano de tratamento
foi observada apods a visualizacdo de informagfes adicionais com TCFC. Assim, a
TCFC ajudou no planejamento preciso do tratamento e forneceu um tratamento mais
seguro, apresentando ao clinico informacdes relevantes, como espessura do 0sso,

angulagdo da raiz e posicéo das estruturas anatdémicas.
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Toia et al. (2021) compararam o retratamento endodontico.de dentes com
periodontite apical pos-tratamento realizado em uma visita versus duas visitas na
reducdo da carga microbiana, niveis de endotoxinas (LPS) e &cido lipoteicoico (LTA)
e volume de lesdo periapical apés 18 meses de acompanhamento usando TCFC.
Quarenta pacientes foram incluidos nesta pesquisa. Bactérias foram encontradas
em trinta e nove amostras das 40 coletadas. Em ambos os grupos uma reducao
significativa de bactérias foi observada apos o protocolo de retratamento. Nenhuma
bactéria cultivavel foi recuperada de 14 dos 20 canais radiculares retratados em uma
visita e de 5 dos 20 canais radiculares tratados em duas visitas. Na coleta inicial,
LPS foi detectado em 100% dos canais radiculares com um valor médio de 27,65 EU
/ mL. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos. Em ambos os
grupos, os niveis de LPS foram significativamente mais baixos apds o protocolo de
retratamento. LTA foi detectado em 100% das amostras iniciais, com um valor médio
de 125,21 pg/mL (40 de 40), variando de 47,03 - 321,8 pg/mL. No grupo de 1 visita,
nenhuma diferenca significativa foi observada antes da intervencdo endodontica e
apos o protocolo de retratamento, contudo, no grupo de 2 visitas, uma reducao
significativa nos niveis de LTA foi observada apds o uso de medicacao intracanal por
14 dias. O volume médio inicial geral da lesdo periapical determinado por TCFC foi
de 60 mm?3 (10 - 470 mm?3) no exame pré-operatério. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os grupos quanto a distribuicdo do volume da lesdo periapical.
Trinta e quatro participantes compareceram a visita de acompanhamento. No grupo
l-visita 0 volume médio de lesdo periapical foi 54 milimetros no exame pré-
operatorio e 10 milimetros aos 18 meses de acompanhamento. No grupo 2-visita o
volume meédio de lesdo periapical foi 60 milimetros no exame pré-operatério e 5,5
milimetros apds 18 meses do retratamento. Ambos 0s grupos apresentaram reducao
estatisticamente significativa do volume da lesdo periapical entre o exame pré-

operatorio e a avaliacdo ap0s 18 meses, sem diferenca estatistica entre eles.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo sao:

a) Analisar o perfil microbiolégico em dentes com infecdo endoddntica
priméria e PA e os padrdes de colonizacao bacteriana nesse tipo de infec¢éo;

b)  Analisar o perfil inflamatorio, através da quantificacdo de TNF-a, IL-1p3,
IL-6, IL-10, MMP-2, MMP-9 e RvD2, em dentes com infe¢cdo endodontica primaria e
PA,;

c) Avaliar o volume inicial da lesdo periapical em dentes com infecéo
endoddntica primaria e PA,

d) Avaliar sinais e sintomas clinicos na infeccdo endodéntica primaria e
PA,

e) Einvestigar a correlacdo dos sinais e sintomas clinicos, a expresséo de
mediadores inflamatérios, o volume das lesGes entre si e com padrbes de

colonizacdo bacteriana na infeccdo endoddntica primaria e PA.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos local, sob o protocolo no. 2.651.035, e registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (REBEC) (RBR-3xbnnn). Os procedimentos foram conduzidos de
acordo com a declaracdo de Helsinque, e todos os voluntarios assinaram um termo

de consentimento livre e esclarecido.

4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Selecao de pacientes

Quarenta pacientes com idade adulta e necessidade de tratamento
endodontico foram selecionados e atendidos na Clinica de Endodontia do
Departamento de Odontologia Restauradora do Instituto de Ciéncias e Tecnologia
(UNESP) de Séo José dos Campos (SP), Brasil de outubro de 2019 a fevereiro de
2022.

Para maior padronizacdo da amostra todos os dentes selecionados eram
permanentes, com infeccdo endodbntica primaria, unirradiculares, com presenca de
um Unico canal e periodontite apical comprovados radiograficamente (Figura 1). Os
critérios de exclusédo foram: pacientes com presenca de bolsa periodontal maior do
gue 4 mm, dentes que ndo puderam ser isolados com o dique de borracha, dentes
com fratura radicular ou exposi¢cdo da camara pulpar, dentes com apice incompleto
ou com tratamento endoddntico prévio, pacientes que haviam feito uso de
antibioticos ou antifungicos até 3 meses antes do inicio do tratamento ou que
apresentavam doenca sistémica.

Para todos os pacientes foram realizadas anamneses com registro dos
sinais e sintomas clinicos; o diagnostico de necrose pulpar foi confirmado pela

resposta negativa ao teste de sensibilidade a frio. Foram feitos ainda, os testes de
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percussao vertical e palpacédo apical. Em seguida, os pacientes foram submetidos a
radiografia inicial e a TCFC Classic I-Cat (Imaging Science International, Hatchfield,
EUA) na regido dos dentes selecionados, antes da intervencdo odontoldgica,
confirmando a presenca de destruicdo 6ssea periapical.

Figura 1 - Radiografia inicial de dente com infeccdo endoddntica primaria e presenca

de lesé&o periapical

Legenda: Dente com infeccdo endodéntica primaria com presenca de lesdo periapical (*).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.2 Interveng¢des odontolégicas

Todos os procedimentos foram realizados por um Unico operador
especialista. Todas as limas endodonticas, instrumentos odontolégicos e outros
materiais utilizados nesse estudo foram esterilizados com radiacdo gama Co60 pelo
Ipen (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
dentes foram isolados com dique de borracha e lavados com soro fisiolégico, em
seguida foi feita uma barreira fisica de resina fotopolimerizavel (Top Dam — FGM
Produtos Odontoldgicos, Joinville, SC, Brasil) (Figura 2a). A coroa e estruturas
adjacentes foram submetidas a profilaxia com pasta profilatica (Vigodent S/A
IndUstria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson (Microdont —
Micro Usinagem de Precisao Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 2b) e desinfetadas



com swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu, China) estéreis (Figura 2c)
umedecidos em agua oxigenada (H202) 30% (Byoférmula, S&o José dos Campos,
SP, Brasil), seguido por NaOCI 5.25%. Para evitar contaminagdo quimica do canal
radicular com essa solucao e a interferéncia com a cultura microbioldgica, realizou-
se a neutralizacdo do NaOCI com o tiossulfato de sédio 5% (Byoformula, Sdo José
dos Campos, SP, Brasil). A esterilidade das superficies externas da coroa foi
confirmada com o auxilio de um swab que foi colocado em contato com o agar-
sangue presente em placas de cultura, que foram incubadas em ambiente aerdbio e
anaerobio(Machado et al., 2020).

A abertura coronaria foi realizada sob irrigacdo manual com solucdo salina
estéril e apirogénica usando uma broca diamantada em alta rotacdo (Figura 2d). A
primeira etapa foi realizada para promover a remogao de contaminantes, incluindo
lesBes cariosas e restauracfes. Na segunda fase, antes de entrar na camara pulpar,
a cavidade de acesso foi novamente desinfetada de acordo com o protocolo descrito
anteriormente (Cardoso et al., 2015). A esterilidade da superficie interna da cavidade
de acesso foi verificada como previamente descrito, e todos os procedimentos foram
realizados em condi¢cdes assépticas. Feito o acesso, uma primeira coleta (S1) do
conteudo do canal foi realizada através da introducdo de 3 cones de papel
estéreis/apirogénicos (#15; Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica), um de cada vez,
no comprimento aparente do dente, determinado radiograficamente, e mantidos em
posicao por 60 segundos. Imediatamente apds, os cones de papel foram colocados
em um microtubo estéril contendo 1 mL de meio de transporte VMGA II. Na
presenca de canais secos, eles foram umedecidos com solucdo salina estéril para

garantir a viabilidade da amostragem microbiana (Figura 2e).
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Figura 2 - Imagens ilustrativas da intervengcéo endodontica: a- realizagdo de barreira
de resina; b- profilaxia com pasta profilatica; c- desinfec¢cdo do campo operatoério e
coroa dental; d- abertura coronaria e e- coleta microbiologica
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.3 Preparo biomecéanico

Apbs a coleta das primeiras amostras para analise molecular (S1), os canais
foram preparados com limas Reciproc® R40 (VDW, Munique, Alemanha); as limas
foram adaptadas em motor elétrico (VDW, Munique- Alemanha) instrumentando-se
inicialmente os tercos cervical e médio (Figura 3a) e irrigando-se o canal com
seringa e agulha 30G (Navi-tips, Ultradent, Indaiatuba - SP, Brasil) contendo 8 ml de
NaOCI 2,5% a cada terco instrumentado. O comprimento do canal radicular foi
confirmado com o auxilio de um localizador foraminal (RomiApex A15- Romidan;
Qiryat Ono Israel) e o comprimento de trabalho foi definido em 1mm aquém do &pice



(Figura 3b). Em seguida foi realizado o preparo do terco apical (Figura 3c). Durante
0 preparo, a patencia do canal foi verificada apds cada irrigacdo, com lima manual
#15, ultrapassando 1 mm do comprimento real do dente. Ao final da instrumentacéo,
o canal foi irrigado com 8 mL de NaOCI 2,5%, seguido de irrigacdo com 5 mL de
tiossulfato de sodio 0,5% durante 1 minuto para inativacdo do NaOCI e este ultimo
foi removido do canal com irrigacdo com 10 mL de solucéo salina estéril (Figura 3d).

Em seguida um instrumento K#30 foi introduzido no canal, ultrapassando 1
mm além do comprimento real para desobstrucdo do forame apical, permitindo
assim a insercdo de cones de papel para coleta do fluido intersticial (SF1) da
periodontite apical (Figura 3e). Foi introduzido 1 cone de papel no canal,
ultrapassando o comprimento do dente, e estes permaneceram por 60 segundos em
posicdo (Figura 3f), sendo em seguida armazenados em microtubo contendo 2 mL
de solucao tampéao (PBS — tampéo fosfato salino), 0,1% de solu¢édo Tween 20 e 1 ul
de coquetel de inibidores de protease. Em seguida os microtubos foram
armazenados a -80°C para posterior quantificacdo de marcadores imunol6gicos
(RvD2, TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-10, MMP-2 e MMP-9) por ensaio multiplex e ensaio
imunoenzimatico (ELISA).

Ao final da coleta SF1 os canais foram inundados com EDTA 17% por 3
minutos, que foi agitado com uma lima K #30 ap0s esse periodo, seguido de uma
irrigacdo final com 10 mL de solugdo salina. Apds 14 dias os tratamentos do canal

radicular foram concluidos para todos os pacientes.
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Figura 3 - Imagens ilustrativas da intervencdo endodoéntica: a- inicio da
instrumentacédo; b- odontometria; c- finalizagdo da instrumentacéo; d- irrigacéo final;
e- desbridamento foraminal e f- coleta do fluido intersticial

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.4 Analise da volumetria da destruicdo 6ssea periapical (mm3)

As tomografias computadorizadas de feixe conico (TCFC) foram realizadas
no Departamento de Diagnéstico e Cirurgia do Instituto de Ciéncia de Tecnologia de
Sao José dos Campos (ICT- SJC). Para a aquisicao das imagens por TCFC, o plano
oclusal do paciente foi orientado paralelamente ao plano horizontal (correspondente
ao plano axial) conforme o protocolo recomendado pelo fabricante. Os exames
foram realizados usando o tomdgrafo Classic I-Cat (Imaging Science International,
Hatchfield, EUA) com 6x6 cm de campo de visdo ou FOV (field of view), voxel
isotropico de 0,25 mm, 120 kVp, 36,15 mAs e 12 bits de profundidade de escala de
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46 cinza. Todos os arquivos foram trabalhados em formato DICOM (Digital Image
and Comunication in Medicine) e lidos em software especifico. Os dados DICOM de
cada varredura foram salvos em arquivos separados, importados e avaliados com o
software ITK-SNAP v. 3.8.0 (Cognitica, Philadelphia, PA, USA). O processo de
segmentacdo e as medicOes volumétricas no software ITK-SNAP v. 3.8.0 foram
baseados no seguinte protocolo com orientagcdo no longo eixo do dente para a
referéncia dos cortes.

As coordenadas multiplanares (“X”, “Y” e “Z) foram posicionadas nos planos
axial, sagital e coronal, de acordo com a regido de interesse avaliada, de forma que
todos o0s cortes passassem pela maior dimensdo da lesdo periapical na
reconstrucdo. Em seguida, foi determinada a regido de interesse (ROI) a ser
segmentada, compreendendo o apice dos dentes avaliados, a lesdo periapical e o
osso adjacente. Para isso, foi utilizada a ferramenta Snake ROI (regido de
interesse). Um intervalo de limite (cerca de -200 a -50 para o limite inferior e 400 a
700 para o superior) foi estabelecido pelo examinador para fixar o topo e a base do
processo de segmentacdo, para construir um modelo tridimensional (3D) da lesao
periapical. A selecdo da area foi interativa, ou seja, baseada na distingdo visual do
examinador entre as lesBes periapicais, 0sso e terco apical dos dentes.
Posteriormente, bolhas foram adicionadas no interior da lesdo para posterior
preenchimento com base na faixa de limiar previamente selecionada. Ao final das
etapas de segmentacéo, o software disponibilizou o0 modelo 3D da leséo periapical

segmentada e seu volume em milimetros cubicos (mm3).

4.1.5 Anélise por checkerboard

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization, foi realizado no
Laboratorio de Pesquisa em Odontologia Il — Microbiologia, Imunologia e Biologia
Molecular da Universidade de Guarulhos (UnG), onde as amostras obtidas foram
submetidas ao teste, investigando 40 espécies bacterianas. Os tubos eppendorf
contendo os 3 cones de papel (amostra matriz) armazenados em 1 mL de meio de

transporte pré reduzido VMGA Il foram agitados até a dessor¢céo do conteudo para
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facilitar a dispersdo dos micro-organismos e 300 pL de cada amostra foram
transferidos para outro tubo eppendorf. Apds esse procedimento, os tubos foram
centrifugados a 8.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante neles contido foi
descartado e o pellet ressuspendido com 150 pL de solugédo TE (10 Mm Tris-HCL, 1
Mm EDTA pH 7.6). A cada tubo plastico contendo amostras e solu¢cdo tampéo TE
foram acrescentados 100 pL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA
bacteriano permanecesse viavel por um longo periodo. Em seguida, as amostras
foram armazenadas sob refrigeracdo a -20°C para posterior analise.

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas nesta pesquisa para o preparo
das sondas de DNA esta apresentada no quadro 1. As espécies avaliadas foram
selecionadas devido a sua associacao as infec¢cdes endodonticas ou a sua presenca
em outras infec¢des orais e saliva. Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da
ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth
Institute (Boston, MA, EUA).

As suspensdes contendo as amostras coletadas foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 mL de acetato
de amoénia (C2H7NO2) a 5 M. Com isto, as células bacterianas foram lisadas e o
DNA ficou suspenso na solucdo. Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga
positiva (Amersham Biosciences, Chicago, IL — EUA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — EUA). Suspensao de cada amostra contendo DNA
livre foi depositada nas fendas do Minislot 30® e o DNA permaneceu depositado na
membrana de nylon. As duas Ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas
para a colocacdo dos controles, contendo uma mistura das espécies dos micro-
organismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas concentragoes,
105 e 106 células bacterianas, ou seja, 0,001 ug e 0,01 pug de cada espécie,
respectivamente. 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. A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada a 42 °C, por
uma hora, em uma solucdo de 50% formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solucdo salina citrada (SSC) (1 x SSC =
150 mM NaCl) (Vetec), 15M de citrato de sédio (pH 7,0) (J.T.Baker, Edo. Fr Méx.,
México), 25 mM de fosfato de sédio (pH 6,5) (Labsynth) e 0,5 mg/mL de RNA de
levedura (Sigma). Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45®
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(Immunetics, Cambridge, MA — EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e
dos controles perpendiculares as canaletas do aparato. Cada sonda de DNA contida
numa solucéo de hibridizacéo [45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio
(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] foi colocada em uma canaleta do Miniblotter 45®, de
modo que cada canaleta foi preenchida com 135 puL de uma determinada sonda. As
sondas hibridizaram perpendicularmente as linhas contendo o DNA bacteriano
fixado, propiciando um formato xadrez, uma vez que as linhas de DNA horizontais se
cruzaram com as verticais correspondentes as canaletas contendo as sondas de
DNA. O aparato Miniblotter 45® e a membrana 41 com as sondas e o DNA das
amostras bacterianas fixadas, foram colocados dentro de um saco plastico
umedecido para evitar a desidratacdo das mesmas e incubado a 42 °C para que a
hibridizacdo ocorresse. A hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu
durante um periodo minimo de 12 horas (overnight). Apdés a hibridizacdo com as
sondas, as membranas foram removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40
minutos a 65 °C, numa solugéo adstringente composta por 1% de SDS, 1 mM de
EDTA e 20 mM de Na2HPO4, a fim de remover sondas que nao hibridizaram
completamente. Em seguida, as membranas foram imersas por 1 hora sob agitacéo,
em uma solucéo bloqueadora contendo 1% de acido maleico (Vetec), 3 M NaCl, 0,2
M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseina (pH 8,0) e, logo apos,
por 30 minutos na mesma solugdo contendo anticorpo anti-digoxigenina (Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments — Roche Diagnostics GmbH, Mannheim — Alemanha)
conjugado a fosfatase alcalina (Roche), em uma concentracdo de 1:10000. As
membranas foram, entéao, lavadas 2 vezes, por 20 minutos, em uma solucéo de 0,1
M &cido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, e uma vez, por 5
minutos, em uma solucdo de 0,1 M de Tris HCI, 0,1 M de NaCl (pH 9,5). Para
deteccdo dos sinais, as membranas foram incubadas por 45 minutos a 37 °C em
uma solucdo detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-Star
Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited, Buckinghamshire — Reino
Unido). Em seguida, as membranas foram colocadas em um cassete, Chassi
Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Séo Paulo, SP, Brasil) sob um filme radiogréafico
(Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP) e

foi radiografado por aproximadamente 40 minutos. Os filmes foram posteriormente
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revelados manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de acordo
com as orientacdes do fabricante. A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por
um unico examinador treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A
leitura foi realizada 2 vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados.
Cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra dos canais radiculares
foi comparado, em intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas
de controles contendo 10° e 10° células bacterianas. A intensidade de hibridizacdo
foi dividida em classes diferentes em relagéo aos niveis observados de contagem:
(0) ndo detectado; (1) <10° células; (2) cerca de 10° células; (3) entre 10° e 10°

células; (4) cerca de 10° células ou mais.

Quadro 1 - Sondas de DNA utilizadas na avaliacdo microbiolégica utilizando o teste
molecular checkerboard DNA-DNA hybridization para dentes com infeccao

endoddntica primaria e periodontite apical

(continua)

Espécie Cepa
Actinomyces israelii 12102*
Actinomyces oris 43146*
Actinomyces odontolyticus 17929*
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (a+b) 43718* + 29523*
Campylobacter gracilis 33236*
Campylobacter rectus 33238*
Campylobacter showae 51146*
Capnocytophaga gingivalis 33624*
Capnocytophaga ochracea 33596*
Capnocytophaga sputigena 33612*
Eikenella corrodens 23834*
Enterococcus faecalis 29212*
Enterococcus faecium 6569*
Eubacterium nodatum 33099*
Eubacterium saburreum 33271*
Fusobacterium nucleatum sp. Polymorphum 10953*
Fusobacterium nucleatum sp. Nucleatum 25586*
Fusobacterium nucleatum sp. Vicentii 49256*
Fusobacterium periodonticum 33693*
Gemella morbillorum 27824*
Leptotrichia bucallis 14201*
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(concluséo)

Neisseria mucosa 19696*
Parvimonas micra 33270*
Porphyromonas endodontalis 35406*
Porphyromonas gingivalis 33277*
Prevotella intermedia 25611*
Prevotella melaninogenica 25845*
Prevotella nigrescens 33563*
Propionibacterium acnes (a+b) 11827* + 11828*
Selenomonas noxia 43541*
Streptococcus anginosus 33397*
Streptococcus constellatus 27823*
Streptococcus gordonii 10558*
Streptococcus intermedius 27335*
Streptococcus mitis 49456*
Streptococcus sanguinis 10556*
Tanerella forsythia 43037*
Treponema denticola B1*
Treponema socransckii S1*
Veillonella parvula 10790*

* American Type Culture Collection (ATCC)
*Forsyth Institute, Boston, MA
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.6 Quantificacdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) e
MMPs (MMP-2, MMP-9)

A quantificacdo dos niveis das citocinas IL-1f3, IL-6, IL-10 e TNFa e das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 foi realizada através de um imunoensaio com
microesferas do tipo multiplex (Merck - Sado Paulo) através de kits especificos para
esses mediadores (kits). Todo o procedimento seguiu as recomendagbes do
fabricante. Foram utilizadas placas de 96 pocgos nas quais foram plagueadas
microesferas com anticorpos monoclonais contra os alvos analisados. Em seguida
foram pipetados 50 microlitros da curva padréo (fornecida pelo fabricante) e das
amostras obtidas, as placas foram entéo incubadas e permaneceram sob agitacao
durante 1 hora & 37°C. Apos esse periodo os pogos foram lavados e aspirados para

colocacdo dos anticorpos secundarios, permanecendo incubadas durante 1 hora
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novamente. Na sequéncia a streptavidina foi adicionada aos pocos e apés 30
minutos de incubacdo foi realizada a quantificacdo em um analisador multiplex
Luminex® xMAP®, das citocinas e metaloproteinases a partir da curva padréo. Os
dados obtidos foram expressos em pg/mL.

4.1.7 Quantificacdo de mediador lipidico (RvD2)

Apos a coleta do fluido intersticial (SF), as amostras foram agitadas por 30
segundos, centrifugadas a 3.000 rpm por 15 min, e divididas em aliquotas para a
quantificacdo do mediador lipidico por meio de ensaio imunoenzimético (ELISA-
enzyme linked immunisorbent assay). O mediador avaliado foi a RvD2
(MyBioSource, San Diego, CA, USA). Antes do inicio da analise todos os reagentes
fornecidos pelo kit foram levados a temperatura ambiente e a solucdo diluente foi
acionada em cada poco contendo o anticorpo monoclonal especifico para cada
marcador a ser quantificado. A curva padréo foi feita com os padrbes fornecidos no
kit pelo fabricante. A quantificacdo foi feita em duplicata, e revelada com solucéo
contendo substrato cromogénico e peroxido de hidrogénio, e as densidades Opticas
(DO) foram lidas em leitor de placas para ELISA, com comprimento de onda de 450
nm.

Durante o teste ELISA, o anticorpo de um antigeno particular € adsorvido no
poco da placa. Depois, o antigeno € adicionado e se liga ao anticorpo. Um segundo
e diferente anticorpo ligado a biotina € adicionado. Na sequéncia, é adicionada a
estreptavidina conjugada a peroxidase, que ird se ligar na biotina do anticorpo
secundario e a porcao peroxidase ficard exposta para reagir com o substrato
cromogénico. E entdo adicionado o substrato cromogénico [(solu¢do A (H202) +
Solucdo B (Tetrametilbenzodina — TMB)], no qual, o H202 €& quebrado pela
peroxidase em H20+Y%2 O2. Por sua vez, o Oz age sobre o TMB, mudando de incolor
para cor azul. Finalmente é adicionada uma solucdo de parada (2 N H2SOu),
tornando a reacdo amarela, e permitindo a mensuracdo da quantidade de antigeno
presente na amostra, de acordo com a intensidade da cor amarela lida em

espectofotdbmetro, numa densidade optica (DO) de 450 nm.



4.2 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados no Stata 14.2 (StataCorp, College
Station, TX). A correlacdo entre volumetria, DP, SP, EX, F, MMP-2, MMP-9, IL-1,
IL-6, IL-10, TNF-a, RvD2 e sinais e sintomas clinicos foi analisada usando o teste de
correlacdo de Spearman. Foi realizado o célculo de diversidade alfa, para avaliar a
diverside de espécies nas amostras coletadas. A analise fatorial foi usada para
identificar automaticamente padrfes de agregacdo de bactérias de acordo com
Martinho et al., 2021. A andlise fatorial foi escolhida para reduzir a quantidade de
dados devido aos graus de liberdade limitados. Mdltiplas variaveis foram
combinadas no menor numero de fatores possivel, modelando as variaveis como um
arranjo linear de fatores. A sugestdo do numero final de fatores foi decidida
considerando autovalores e scree plots. Para rotacao fatorial, aplicou-se o método
varimax para facilitar a interpretacdo dos resultados. Variaveis carregadas em
ambos os fatores foram desconsideradas da andlise porque ndo puderam ser
usadas para diferenciar uma varidvel de fator em particular. Para cada fator
previamente identificado, o escore do fator foi determinado pela soma dos valores
padronizados das variaveis por individuo e para cada fator. Os escores dos fatores
foram entdo padronizados para levar em conta o nUmero de variaveis combinadas
em cada fator. Modelos de regressdo linear foram realizados para estimar a
associacdo entre os escores fatoriais que representam as espécies bacterianas,
niveis de mediadores e caracteristicas clinicas. Varidveis com valor de p<0,05 foram

assumidas significativamente associadas ao desfecho.
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5 RESULTADO

Quarenta pacientes voluntarios, 15 do sexo feminino e 25 do sexo masculino
contribuiram com 1 dente cada. A média de idade dos pacientes foi de 39,8 anos
(desvio padréo= 13,62). As amostras foram coletadas de 31 incisivos, 16 superiores
e 15 inferiores, 4 caninos, 1 superior e 3 inferiores e 5 pré-molares inferiores. As
caracteristicas clinicas observadas foram, dor a palpacédo (DP) (3/40), sensibilidade
a percussao (SP) (2/40), exsudacao (EX) (5/40), presenca de fistula (F) (6/40) e

volume da leséo periapical.

5.1 Correlacédo entre os mediadores inflamatérios e sinais e sintomas clinicos

MMP-2, MMP-9, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e RvD2 foram detectados em
todas as coletas do fluido intersticial (40/40). Os valores de mediana e intervalo
estdo apresentados na Tabela 1. Correlacdo positiva foi encontrada entre MMP-2,
MMP-9, IL-10, IL-1B, IL-6 e TNF-qa, e entre RvD2, MMP-9, IL-10, IL-1pB, IL-6 e TNF-a
(todos P<0,05). Além disso, uma correlacdo negativa foi encontrada entre IL-18 e SP
e correlacdo positiva foi encontrada entre presenca de F e volume da lesdo PA.
Correlacao positiva foi encontrada entre SP e DP, SP e F e entre F e EX. A Tabela 2

mostra a correlacdo entre os mediadores inflamatorios e sinais e sintomas.
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Tabela 1 - Valores medianos e de intervalo dos mediadores inflamatorios(pg/mL) e
da volumetria das lesdes

Mediadores

inflamatorios Mediana (pg/mL) Intervalo (pg/mL)

IL- 10 1,040 0,8100 - 4,700
IL-18 0,5800 0,3500 - 277,8
IL-6 0,8300 0,5200 - 20,84
TNF-a 0,4800 0,3700 - 3,390

MMP-2 45,05 18,20 — 17567

MMP-9 1864 4,600 — 30651
RvD2 67,54 18,18 — 1071

Volumetria Mediana (mm?) Intervalo (mm?3)
82,29 6,470 — 3044

IL- Interleucina, TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa, MMP -Metaloproteinase, Rv - Resolvina
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 2 - Correlagcdo de Spearman entre os niveis de expressdo de mediadores

inflamatorios e sinais e sintomas clinicos

(r:1/r?1|3) MMP-2 MMP-9 IL-10 IL-1B IL-6 TNF-a RvD2 SP DP F EX
Vol (mm? - 0,117 0,104 -0,022 0,029 -0,060 0,050 0,187 - - - -
MMP-2 - - 0,580t 0,500t 0,420* 0,562* 0,628* 0,279 - - - -
MMP-9 - - - 0,440t  0,738* 0,731* 0,757 0,704* - - - -
IL-10 - - - - 0,666* 0,688* 0,730* 0,499* - - - -
IL-1B - - - - - 0,774* 0,868* 0,716* - - - -
IL-6 - - - - - - 0,874* 0,481* - - - ,
TNF-a - - - - - - - 0,604* - - - -
RvD2 - - - - - - - - - - - -
SP 0,305 0,157 -0,075 -0,176 -0,319* -0,129 -0,150 -0,258 - - - -
DP 0,175 0,260 0,049 -0,004 -0,169 -0,029 -0,004 -0,095 0,806t - - -
F 0,359* 0,163 0,074 -0,030 0,082 -0,124 -0,050 0,156 0,370* 0,279 - -
EX 0,273 0,013 -0,216 0,119 -0,046  -0,069 -0,030 -0,246 0,260 0,179 0,466" -

*P <0,05 SP — sensibilidade a percusséo; DP — dor a palpacéo; F-fistula; EX- exsudato

TP <0,01

Fonte: Elaborado pelo autor.



5.2 Avaliacdo microbioldgica

Os resultados da analise pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization
revelaram presenca de DNA bacteriano em 100% das amostras analisadas e
mostraram presenca de pelo menos 2 espécies bacterianas testadas, variando de 2
a 40 (média = 24,42) espécies por canal radicular (Quadro 1). As bactérias mais
frequentemente detectadas foram Porphyromonas gingivalis (75%), Eubacterium
nodatum (73%), Fusobacterium nucleatum spp. vicentii (73%), Streptococcus mitis
(70%), Leptotrichia bucallis (70%) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (70%).
A Figura 1 mostra a frequéncia e concentracdo de DNA das espécies bacterianas
investigadas. Das 6 espécies mais detectadas, 4 delas foram gram negativas, e 2
gram positivas destacando a caracteristica polimicrobiana com predominio de gram
negativos das infeccbes endodoénticas primarias com periodontite apical.
Adicionalmente, a concentracdo de DNA para F. nucleatum spp. Vicentii, E.
nodatum, L. bucallis, S. mitis, F. periodonticum, E. faecium, P. melaninogenica, N.
mucosa, S. gordonii, T. forsythia, P. nigrescens e T. socranskii foi maior do que

todas as outras espécies bacterianas alvo (10°).

51



Figura 4 - Frequéncia e concentracdo de DNA (<10° células, 10° células, 10° -10°
células, e 10° células) de espécies de bactérias detectadas nos canais radiculares
de dentes com infeccdo endoddntica priméaria com periodontite apical (PEIAP)

P. gingivalis (G - Est)

F. nucl sp vicentii (G- Est)
E. nodatum (G+ Est)

L. buccalis (G- Est)

S. mitis (G+ Fac)

A. actinomycetemcomitans (G- Fac)
S.gordonii (G+ Fac)

C. gingivalis (G - Est)

F. nucl sp polymorphum (G - Est)
S. constellatus (G+ Fac)

E. faecalis (G+ Fac)

C. gracilis (G- Est)

S. noxia (G- Est)

N. mucosa (G- Fac)

F. periodonticum (G- Est)
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T. forsythia (G- Est)

P. nigrescens (G- Est)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Numero de casos

A figura 2 apresenta a abundancia relativa de espécies bacterianas para

cada uma das 40 amostras coletadas dos canais radiculares, que variou de 2 a 40

(média = 24,42) espécies.
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Figura 5 — Abundancia relativa das espécies bacterianas para cada amostra
coletada de dentes com infeccdo endododntica primaria e periodontite apical
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5.3 Anéalise Fatorial

A andlise fatorial permitiu agregar as espécies bacterianas em 2 fatores, que
foram nomeados como “Menor viruléncia” (fator 1) e “Maior viruléncia” (fator 2)
conforme mostrado na Tabela 3. Os resultados da regressao linear para o fator 1
baseado em espécies bacterianas, revelaram associacdo com casos de dor a
percussao (coeficiente f=0,788) e casos sem dor a palpacédo (coeficiente f=-0,753)
e exsudato (coeficiente f=-0,479). Casos com exsudato e auséncia de sensibilidade
a percussao foram associados ao fator 2 (coeficiente p=0,460 e -0,546,
respectivamente). O conjunto completo de resultados e valores de P sdo mostrados
na tabela 4.

Tabela 3 - Os resultados da analise fatorial das bactérias analisadas

(continua)
Parede  Tolerancia
Espécies bacterianas Fatorl Fator2 celular ao 0,
E. saburreum - - G+ Estrito
C. sputigena - - G- Estrito
C. gracilis - - G- Estrito
L. buccalis 0,529 - G- Estrito
C. gingivalis 0,533 = G- Estrito
S. mitis 0,557 = G+ Facultativo
T. socranskii 0,581 - G- Estrito
P. acnes 0,584 - G+ Aerotolerante
F. nucl sp vicentii 0,600 - G- Estrito
C. ochracea 0,642 - G- Estrito
A. oralis 0,643 - G+ Facultativo
G. morbillorum 0,650 - G+ Estrito
E. faecium 0,660 = G+ Facultativo
C. rectus 0,669 - G- Estrito
P. micra 0,671 - G+ Estrito
A. israelli 0,674 - G+ Facultativo
P. melaninogenica 0,684 - G- Estrito
V. parvula 0,689 - G- Estrito
C. showae 0,694 = G- Estrito
E. corrodens 0,705 - G- Facultativo
S. noxia 0,707 - G- Estrito
S.gordonii 0,730 = G+ Facultativo

T. denticola 0,735 - G- Estrito
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(concluséo)

S. sanguinis 0,738 - G+ Facultativo
S. intermedius 0,745 - G+ Facultativo
F.nucleatum sp nucleatum 0,778 - G- Estrito
N. mucosa 0,792 - G- Facultativo
P. nigrescens 0,794 - G- Estrito
A.odontolyticus 0,807 - G+ Facultativo
F. periodonticum 0,814 - G- Estrito

F. nucl sp polymorphum 0,846 G- Estrito

Tabela 4 - Resultados da modelagem dos escores fatoriais 1 e 2 (variaveis de
resultado) em funcéo de varidveis independentes

Bactérias Coeficiente (B) IC 95% P
Menor viruléncia
Sensibilidade a Percussao 0,788 0,390 - 1,185 0,0004
Dor a Palpacao -0,753 -1,069 - -0,4372 <0,0001
Exsudato -0,479 -0,6463 - -0,3111 <0,0001
Maior viruléncia
Sensibilidade a Percusséo -0,546 -1,003 - -0,08988 0,0208

Exsudato 0,460 0,2675 - 0,6524 <0,0001




6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como foco avaliar o perfil microbiologico, inflamatorio
e sinais e sintomas clinicos da infeccdo endodontica primaria com periodontite apical
e refinar o conhecimento sobre como as comunidades bacterianas se organizam e
influenciam na expressédo de citocinas, mediadores lipidicos e sinais e sintomas
clinicos, através da correlagdo dessas informacdes.

Quando as bactérias e seus subprodutos, presentes na infeccao
endodontica, alcangcam os tecidos periapicais, ha inicio da sintese de diferentes
mediadores capazes de modular a acdo das células de defesa locais e de atrai-las
para a regiao (Aderem, Ulevitch, 2000; Siqueira, R6¢as, 2022), assim, cada grupo
celular ira desempenhar um papel importante na resposta imune, como O
reconhecimento de patdgenos e a liberacdo das citocinas pro-inflamatorias e
imunorreguladoras (Gomes, Herrera, 2018).

A quantificacdo dos mediadores inflamatérios demonstrou que MMP-2,
MMP-9, IL-10, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e RvD2 foram detectados em todas as
coletas. Foi observamos correlacdo positiva entre MMP-2, MMP-9, IL-10, IL-1B, IL-6
e TNF-a, e entre RvD2, MMP-9, IL-10, IL-18, IL-6 e TNF-a, demonstrando que ha
um trabalho em conjunto dessas proteinas e lipidios. Esses mediadores
estabelecem diferentes inter-relacbes em rede que estdo relacionadas com
diferentes padrdes de caracteristicas clinicas e radiograficas para doencas
endodénticas (Martinho et al., 2012). Correlacdo positiva foi encontrada entre o
volume das lesdes e a presenca de fistula, o que esta de acordo com estudo anterior
de Huang et al. (1990).

Embora IL-1B tenha sido positivamente correlacionado com sinais e
sintomas clinicos em estudos prévios (Gomes et al., 2022; Martinho et al., 2012), em
nosso estudo ela se correlacionou negativamente com sensibilidade a percusséao.
Caires et al. (2019) demonstraram que a resposta inflamatoria e os tipos de citocinas
liberados durante esse processo podem variar em populagbes diferentes. Além
disso, Loureiro et al. (2021) evidenciaram através de analise protedmica quantitativa
que a resposta imunologia do hospedeiro na periodontite apical sintomatica é
diferente daquela avaliada em pacientes com periodontite apical ndo sintomatica,
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portanto, as caracteristicas individuais do hospedeiro irdo determinar o
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria aguda ou uma resposta cronica. O
que nos observamos foi uma alta variabilidade na liberacdo de mediadores
inflamatdrios para os pacientes avaliados, o que corrobora com esses estudos
anteriores. Assim, a reabsorcdo 0ssea ocorre principalmente através de estimulos
derivados do hospedeiro, e ndo pelos efeitos diretos das bactérias no osso (Gomes,
Herrera, 2018).

As MMPs -2 e 9 foram altamente expressas nas lesdes periapicais incluidas
neste estudo, o que esta de acordo com estudos anteriores (Ahmed et al., 2013;
Corotti et al., 2009; Pereira Faustino et al., 2016). Essas MMPs constituem uma
importante familia de enzimas que degradam componentes da matriz extracelular
(Tsuji et al., 2009) e participam da iniciagdo do processo de reabsorcdo 0ssea,
através da degradacdo da camada ostedide e da camada de colageno da superficie
O0ssea, permitindo que pré-osteoclastos se acoplem a matriz mineralizada e
completem sua diferenciacdo (Delaissé et al., 2000; Lima et al., 2021). A expressao
das MMPs pode ocorrer pela presenca de bactérias ou entdo por acdo de citocinas
na regido periapical (Panagakos et al., 1996). Ainda, foi relatado anteriormente que a
MMP-9 apresenta correlacdo com bactérias gram-negativas, e embora iSso nao
tenha sido avaliado em nosso estudo, sabe-se que as infec¢cdes endodonticas
primarias tem predominio dessas bactérias, o que pode explicar a expressado
elevada desta enzima (Ahmed et al., 2013).

Para a coleta do fluido periapical foram utilizados cones de papel
absorventes. Esse método tem sido amplamente utilizado em Endodontia para a
investigacdo de mediadores inflamatérios (Corazza et al.,, 2020; Martinho et al.,
2015; Safavi, Rossomando, 1991). Recentemente, Virdee et al. (2019), em reviséo
sistematica, pontuaram que outros métodos ja foram utilizados, como aspiracao por
agulha fina ou até mesmo através de acessos cirurgicos, contudo, a utilizagdo de
cones de papel € a metodologia mais utilizada. O acesso cirargico direto € um
método invasivo e sensiveis a técnica (Ajuz et al., 2014; Torabinejad et al., 1992). As
seringas nao tém capacidade para coleta de volumes tdo pequenos de amostras e
as pontas de papel séo eficientes na absor¢cdo de pequenas quantidades de fluido
(Hartroth et al., 1999).

Em relacdo a analise microbiolégica, a identificacdo das espécies
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bacterianas em nosso estudo foi realizada, através do método Checkerboard DNA-
DNA hybridization. Esse método é um ensaio multiplex que permite a investigacao
de multiplas espécies de bactérias simultaneamente. Neste estudo identificamos 40
espécies bacterianas diferentes. Estudos anteriores utilizaram a mesma metodologia
para identificacdo do perfil microbiologico de diversos tipos de infeccdo endodontica
(Arruda-Vasconcelos et al., 2021; Cavalli et al., 2017; Ferreira et al., 2015; Machado
et al., 2020; Régas, Siqueira, 2008). Uma das desvantagens dessa técnica € a
possibilidade de reacdes cruzadas entre espécies microbianas devido as regides
comuns do DNA compartilhadas por espécies intimamente relacionadas, contudo, a
prevaléncia de reacdes cruzadas € muito baixa (Socransky et al., 2004).

Os resultados obtidos revelaram uma alta variabilidade interindividual na
diversidade bacteriana do canal radicular, e demonstraram que ndo h& duas
comunidades iguais. Isso esta de acordo com estudos anteriores que avaliaram
infeccbes endodonticas (Amaral et al., 2022; Li et al., 2010; Machado de Oliveira et
al., 2007). Segundo Amaral et al. (2022) devido a homogeneidade do ambiente do
canal radicular, em termos de umidade, temperatura e fontes de nutrientes para as
bactérias, espera-se que haja padronizacdo na colonizagcdo microbiana desse
ambiente. Contudo, essa alta variabilidade entre os individuos em relacdo ao
microbioma oral, relacionadas a genética, dieta, habitos e condi¢des sistémicas leva
a variabilidade interindividual encontrada nos canais radiculares (Siqueira, Roécas,
2022).

A realizacdo da andlise fatorial permitiu a agregacdo das bactérias em 2
fatores. Esse tipo de analise permite investigar as relacdes entre muitas variaveis e
organiza-las em um conjunto menor de fatores (Hair JF et al., 2005). Os fatores
podem ser nomeados de maneira que seja possivel representar as variaveis
presentes nele. ApOs a extracdo dos fatores e o célculo dos escores fatoriais, €
possivel identificar o quanto uma variavel se identifica com o fator ao qual ela
pertence e quanto maior for a carga, mais a variavel se identifica com o que quer
que o fator represente. Estes valores, que geralmente sdo menores do que 1 e
podem ser negativos ou positivos, podem ser utilizados como substitutos das
variaveis originais em analises posteriores. Através da analise de regressao, 0s 2
fatores identificados foram distintamente associados a caracteristicas clinicas, ao

BN

perfil inflamatério e a volumetria das lesdes nos casos de infeccdo endodontica
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primaria e PA.

Estdo presentes, no fator 1, 28 bactérias das 40 investigadas, sendo 17
gram-negativas e 11 gram-positivas, estas bactérias foram associadas positivamente
com casos de sensibilidade a percussdo e negativamente com casos de dor a
palpacdo e presenca de exsudato. A partir desses resultados, confirma-se a
associacdo de varios microrganismos na  periodontite apical crdnica, como
verificado em estudos anteriores que demonstraram que esse tipo de infeccdo esta
relacionado com alta diversidade bacteriana (Hsiao et al., 2012; Santos et al., 2011).

No estudo de Martinho et al. (2021) um maior numero de bactérias também
estava presente no fator 1, contudo nosso estudo apresentou diferencas nas
espécies presentes nesse fator, o que pode estar relacionado a diferencas na
localidade das populacdes estudadas, bem como com a alta variabilidade entre os
participantes das pesquisas (Amaral et al., 2022; Machado de Oliveira et al., 2007;
Siqueira et al., 2008).

Casos com presenca de exsudato e auséncia de dor a palpagdo foram
associados as bactérias do fator 2. Esse fator apresentou um menor nimero de
espécies bacterianas, 9 das 40 avaliadas, sendo 5 gram-negativas e 4 gram-
positivas e foi nomeado como “Maior viruléncia” devido a presenca de 2 espécies do
complexo vermelho T. forsithya e P. gingivalis. Estudos in vivo em modelos animais
demonstraram que a combinagdo de P. gingivalis com Actinobacillus
actinomycetemcomitans, espécie também presente no fator 2, e T. forsythia, por
exemplo, estdo associadas a processos inflamatérios agudos (Chen et al., 1996;
Yoneda et al.,, 2001). Um estudo de Siqueira et al. (2001) demonstrou que
bacteroides forsythus, P. gingivalis e S. constellatus, estavam presentes na maioria
de casos de pacientes com abscessos perirradiculares agudos A carga fatorial para
a bactéria P. gingivales e S. constellatus foi extremamente alta (0,822 e 0,872,
respectivamente) demonstrando sua forte relagdo com o fator 2. Assim, pudemos
relacionar o fator 2 com manifestagcdes agudas da periodontite apical, em que ha a
presenca de exsudato.

Tanto no fator 1 quanto no fator 2 houve predominio de bactérias gram-
negativas, o que esta de acordo com estudos anteriores que mostram que este tipo
de bactéria & predominante nas infecgdes endodonticas primarias (Martinho et al.,
2010a; Récas, Siqueira, 2010).
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Em relacdo ao perfil inflamatério e ao tamanho da lesdo periapical, néo
encontramos associacdo com os fatores determinados neste estudo. As citocinas
estdo presentes na regido periapical modulando o processo inflamatorio
desencadeado pela infeccdo intracanal. Esse processo € controlado por diferentes
mediadores como MMP-2, MMP-9, IL-10, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a que
desempenham um importante papel na formacdo da lesdo e no reparo tecidual
(Ahmed et al., 2013; Azuma et al., 2014; Fouad, 1997; Gupta, 2002; He et al., 2020;
Lim et al., 1994; Maynard, Weaver, 2008; Sasaki et al., 2000; Tsuji et al., 2009).
Associado a isso, verificou-se a presenca de RvD2, mediador sintetizado a partir do
acido graxo poli-insaturado 6mega 3 que possui efeito protetor e reparador (Cianci et
al., 2016; Croasdell et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Diferentemente do estudo de Martinho et al. (2021), ndo observamos
nenhuma associacdo dos fatores com os mediadores pro- e anti-inflamatérios
avaliados. Acreditamos que isso tenha ocorrido devido a diferencas nas populacdes
estudadas, bem como as diferentes espécies bacterianas carregadas para cada
fator. Além disso, a metodologia de quantificacdo dos mediadores nédo foi a mesma.
Ainda, de acordo com Siqueira e Rdécas (2022), a ndo associacdo com o perfil
inflamatorio pode indicar que diferentes combinacfes de espécies podem levar a
desfechos semelhantes da doenca.

E importante ressaltar também que embora os pacientes incluidos neste
estudo nao tenham relatado doencas sistémicas prévias, dados mais aprofundados
referentes a estresse (Khoury et al., 2020) e alimentacdo (Azuma et al., 2021)
podem ser preditores de diferencas na resposta inflamatéria do hospedeiro ao
estimulo agressor.

Até a finalizagdo do presente estudo, somente mais um estudo na literatura
identificou os grupamentos bacterianos e suas relacdes com sinais e sintomas
clinicos observados, mais estudos sdo necessarios para corroborar os dados

encntrados em nosso trabalho.
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7 CONCLUSAO

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

espécies diferentes.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

AVAVAY | NIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n es p VAV <0LI0 DE MESQUITAFILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntéario(a) a participar da pesquisa:
“INFECCAO ENDODONTICA PRIMARIA VERSUS SECUNDARIA:
PERFIL INFLAMATORIO E LIPIDICO, PERFIL MICROBIANO,
NiVEIS DE ENDOTOXINAS E DE LTA ANTES E DURANTE A
TERAPIA ENDODONTICA E SUCESSO APOS 18 MESES DE
TRATAMENTO”.

O objetivo deste estudo é avaliar diferentes métodos de tratamento que
serdo utilizados durante o tratamento de canal. Para esta avalia¢do, sera coletado
material do interior do canal dos dentes e, em seguida, o material sera submetido a
analise laboratorial. O tratamento de canal sera realizado de forma convencional,
utilizando equipamentos de tltima geracdo, buscando um resultado adequado e
satisfatorio.

O paciente como beneficiario, recebera tratamento endodontico
gratuitamente, com técnicas avangadas, seguindo protocolos consagrados que
contribuirdo para o sucesso do caso. Além disso, os medicamentos a serem
utilizados possuem comprovagao cientifica de auséncia de efeitos toxicos para o
organismo, sendo que todo o tratamento de canal sera realizado dentro das normas
de biosseguranca e serdo realizados por profissionais altamente capacitados; os
resultados obtidos trardo beneficios para outras pessoas uma vez que a pesquisa
ira gerar avangos cientificos com melhoras no tratamento de canal realizado na
atualidade.

O projeto proposto tem riscos minimos ao paciente por se tratar de um
procedimento invasivo; podendo ocorrer imprevistos durante o atendimento em
fungdo do proprio tratamento. Os riscos podem ser proprios as condigdes do dente
a ser tratado, como: a) fratura do mesmo durante o procedimento caso o elemento
se encontre enfraquecido ou com presenga de trincas; b) fratura do instrumento
(ndo ha complicagdes diretas em decorréncia a este risco, uma vez que o material
¢ inerte e estéril); ¢) dor pos-operatoria (ocorre devido a um processo inflamatério
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superficial dos tecidos periapicais decorrentes da instrumenta¢ao do canal). No
caso de algum imprevisto, o paciente sera amparado e recebera todos os cuidados
necessarios para controlar quaisquer eventualidades.

Os pacientes serdo chamados para acompanhamento radiografico e
tomografico.

INFORMACOES E CONTATOS

Informacdes do pesquisador responsavel:

Marcia Carneiro Valera, professora Titular da Disciplina de Endodontia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP, portadora do
CPF 039.137.548-22, estabelecido a Avenida Eng. Francisco José Longo, 777, na
cidade de Sao José dos Campos-SP, telefone para contato (12) 3947 9048.

Contato Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do ICT-UNESP:

Av. Francisco José Longo, 777 — Sdo Dimas — CEP: 12.245-000 — Sao
Jos¢ dos Campos — SP ou pelo telefone: (12) 3947-9028, e-mail:
ceph@fosjc.unesp.br. Informo que serd garantida a liberdade da retirada do
consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do estudo.
Também ndo havera custo nem pagamento pela colaboragao.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)
portador da cédula de identidade , ap6s leitura
minuciosa das informagdes constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos profissionais em seus
minimos detalhes, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera submetido,
ndo restando quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da
pesquisa proposta. Fica claro que o participante da pesquisa, pode a qualquer
momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de
participar desta pesquisa e ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-
ao confidenciais e guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 90 do Cddigo
de Etica Odontolégica, ou inserir aqui o Codigo de Etica do sigilo profissional de
sua profissdao). Por fim, como pesquisador(a) responsavel pela pesquisa,
comprometo-me a cumprir todas as exigéncias contidas no item IV.3 e IV.4 (se
pertinente) da resolugdo do CNS/MS n. 466 de dezembro de 2012, publicada em
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13 de junho de 2013. Por estarmos de acordo com o presente termo o firmamos
em duas vias. A primeira via ficara de posse do participante da pesquisa e a outra
do pesquisador (caso o participante seja paciente, serdo trés vias, sendo que a
terceira via fara parte do prontuario). Todas as vias serdo rubricadas em todas as
suas paginas e assinadas ao seu término

Assinatura Paciente

Assinatura Pesquisador
Professora Titular da Disciplina de Endodontia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE

Devido a sinais e sintomas identificados pelo Cirurgido Dentista e
confirmados com radiografia, ha a necessidade de realizar um tratamento de canal
no dente envolvido. Esse tratamento € realizado em isolamento absoluto (uso de
um lengol de borracha que evita que materiais e liquidos utilizados no dente caiam
na boca), e o dente sera aberto e limpo, colocado um medicamento no interior do
dente, e em outra sessdo, o dente sera obturado e restaurado, impedindo que mais
microrganismos entrem no dente envolvido, restaurando a satde do paciente.

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informagdes que leram para
mim, descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em receber atendimento em
consultério odontoldgico. Declaro conhecer os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes, e que minha participagdo ndo implicard em

nenhuma despesa.

NOME DO PACIENTE

RESPONSAVEL
RG CPF

ENDERECO COMPLETO

Assinatura responsavel

Assinatura Pesquisador
Professora Titular da Disciplina de Endodontia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP
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ANEXO A -Certificado do Comité de Etica

UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - { 2,"'&#““@
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFECCAO ENDODONTICA PRIMARIA VERSUS SECUNDARIA: PERFIL
INFLAMATORIO E LIPIDICO, PERFIL MICROBIANO, NIVEIS DE ENDOTOXINAS E
DE LTA ANTES E DURANTE A TERAPIA ENDODONTICA E SUCESSO APOS 18
MESES DE TRATAMENTO

Pesquisador: Marcia Carneiro Valera

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 83576618.0.0000.0077

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.651.035

Apresentacéo do Projeto:

O projeto foi reformulado e se apresenta adequado.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar e monitorar niveis de endotoxinas e acido lipoteicoico e carga e perfil microbiano nas infecgdes
endoddnticas primarias e secundarias antes do tratamento, apés o preparo biomecénico e apés o uso das
medicagdes intracanais, em sessdo (nica ou multipla.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

O projeto proposto podera acarretar em riscos minimos ao paciente por se tratar de um procedimento
invasivo; podem ocorrer imprevistos durante o

atendimento em fungéo do préprio tratamento.

O paciente como beneficirio, recebera tratamento endodéntico gratuitamente, com técnicas avangadas,
seguindo protocolos consagrados que contribuirdo para o sucesso do caso.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
a pesquisa é viavel

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
O termo foi adequado, porem ha um termo de assentimento em anexo tambem, mas a pesquisa

Enderego: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - Wﬂp
CAMPUS DE SAO JOSE DOS.

Continuagdo do Parecer: 2.651.035

ndo ira abranger menores de idade.

Recomendagdes:

- Nao utilizar o termo de assentimento, retird-lo do projeto

- O beneficio ndo é especifico para o paciente e sim para a pesquisa que podera beneficiar diversos
individuos. Portanto modificar o beneficio, deixando claro que este protocolo contribuira para o sucesso do
tratamento endodontico como um todo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do(a) Relator(a).

O (a) pesquisador(a) ira receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SICAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para nao incorrer na penalidade de ndo o fazendo, em né&o ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatdrio, na forma de
notificagéo através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site do www.ict.unesp.br — Comite de Etica
Envolvendo Seres Humanos, encontrara o formulério para envio do Relatério parcial/final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor’ Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 11/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1077637 pdf 12:05:32
Outros formularioresppend.pdf 11/04/2018 |Marcia Carneiro Aceito

12:04:56 | Valera
Projeto Detalhado / | projetoreformulado.pdf 11/04/2018 |Marcia Carneiro Aceito
Brochura 12:03:38 |Valera
Investigador
TCLE / Termos de | TCLEreformulado.pdf 11/04/2018 |Marcia Carneiro Aceito
Assentimento / 11:59:43 |Valera
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhaDeRostoMarcia.pdf 21/02/2018 |Marcia Carneiro Aceito
09:45:31__|Valera
TCLE / Termos de | TCLEprojetao.pdf 20/02/2018 |Marcia Carneiro Aceito
Assentimento / 10:33:17 |Valera
Justificativa de

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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CIENCIA E TECNOLOGIA -
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

Continuagao do Parecer: 2.651,035

Auséncia TCLEprojetao.pdf 20/02/2018 |Marcia Carneiro Aceito
10:33:17 | Valera

Projeto Detalhado / | projeto_atual.pdf 20/02/2018 |Marcia Carneiro Aceito

Brochura 10:07:03 |Valera

Investigador

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

SAO JOSE DOS

4

MPQOS, 11 de Maio de 2018

> S— .

Assinado por:

Denise Nicodemo

(Coordenador)

Enderego: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas
Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

UF: SP
Telefone:

(12)3947-9078

Fax:

CEP:

(12)3947-9010

12.245-000

E-mail:

ceph@fosjc.unesp.br
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