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INTRODUCAO:

A necrose pulpar, como consequéncia da falta de suprimento sanguineo na polpa, participa de uma cascata
de reagdo que comega com a carie dental e avanga até atingir a polpa, causando pulpite, necrose e doengas periapicais
(Lima et al., 2021). A necrose assintomatica, quando resulta de uma pulpite irreversivel ndo tratada, é caracterizada pela
auseéncia de nervos pulpares funcionais e vira um sitio de crescimento bacteriano, podendo se tornar sintomatica a partir
do momento em que ha o envolvimento dos tecidos periodontais e periradiculares (periodontite apical sintomatica ou
abcesso periapical agudo), respondendo positivamente aos testes de percussdo e/ou palpacéo (Hargreaves, 2007).

Canais radiculares infectados contém uma populagéo polimicrobiana composta em sua grande maioria por
bactérias Gram-positivas anaerdbicas facultativas (e.g. Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis) e estritas (e.g.
Parvimonas micra, Filifactor alocis, Pseudoramibacter alactolyticus), bactérias Gram-negativas anaerdbicas facultativas
(e.g. Neisseria spp., Escherichia coli) e estritas (e.g. Porphyromonas gingivalis, P. endodontalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Dialister pneumosintes, Treponema spp.). Todavia fungos, virus, e protozoarios também
podem fazer parte desta comunidade (Gomes et al., 2019).

O LPS (endotoxina), o LTA e os peptideoglicanos sédo componentes bacterianos presentes na infeccao
endododntica capazes de estimular a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias (Henderson et al.,, Archae 1996), que tém a
funcéo de sinalizagdo, mediando o recebimento de respostas a infeccéo, inflamagéo e trauma (Parolia et al., 2014),
sendo as mais relevantes: fator necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1a (IL-1a), interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6
(IL-6) entre outras (Elsalhy et al., 2013).

O padrdo de resposta imune/inflamatéria gerada frente aos microrganismos da infecgdo endododntica é
determinado pela rede de citocinas estabelecidas que, por sua vez, depende da complexidade das vias celulares ativadas
diante determinado estimulo externo. Neste sentido, o conhecimento do conteldo infeccioso presente nos canais
radiculares, incluindo seu conteddo proteico, pode favorecer estratégias para sua eliminagéo e contribuir para o sucesso
da terapia endodontica (Martinho et al., 2014).

OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivos quantificar os niveis de proteinas totais nas amostras iniciais e os
niveis de LPS, LTA e citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1a (IL-1a), interleucina-1B (IL-18 ), interleucina-6
(IL-6), o fator de necrose tumoral- a (TNF- a) nas amostras coletadas de canais radiculares e tecidos periapicais de
dentes necrosados sintomaticos e assintomaticos nas diferentes fases do tratamento endodéntico e verificar possiveis
associagdes entre esses moduladores inflamatorios.

METODOLOGIA:

Nesse estudo foram utilizadas amostras clinicas previamente coletadas e armazenados em freezer de -80°C,
por alunos do programa de Pds-graduagdo em Clinica Odontolégica, area de Endodontia, durante as diferentes fases do
tratamento endodontico (apds a abertura coronéria - inicial, apds o preparo quimico-mecanico - PQM, e apds a medicagao

intracanal - MIC) de pacientes com dentes necrosados sintomaticos (n=10) e assintomaticos (n=10).

1. Quantificacdo das proteinas totais



Esse estudo usou o “Micro BCA Protein Assay Kit” (Thermo, Rockford, IL, EUA), que contém 240ml do reagente
A (tampdo tartarato-carbonato), 240ml do reagente B (acido bicinchénico, vulgo BCA), 12ml do reagente C (sulfato de
cobre) e ampolas de albumina de soro bovino 2mg/ml.

1.1 Preparo do reagente
Os reagentes A, B e C foram misturados em um tubo de ensaio, nas propor¢des 25 para 24 para 1,
respectivamente, a fim de obter um reagente final Gnico, que foi misturado com as amostras.

1.2 Diluicdes da albumina (amostra controle)

A fim de obter um grupo controle, uma ampola de albumina foi diluida véarias vezes em agua destilada (diluente),
obtendo 8 amostras com concentragbes diferentes (0,2mg/ml, 0,04mg/ml, 0,02mg/ml, 0,01mg/ml, 0,005mg/ml,
0,0025mg/ml, 0,001mg/ml, 0,0005mg/ml).

1.3 Mistura dos reagentes com as amostras

Em um eppendorf separado, foi misturado 10uL do reagente final com 10uL de uma amostra, sendo ela
albumina ou do paciente em si, totalizando 20uL em cada recipiente, obtendo uma amostra final.

E nessa parte que se inicia a reagdo de Biureto, como citado anteriormente, em que, quando associado & uma
proteina, os Cu2+ na solugéo sdo reduzidos em Cu+, que se ligam ao complexo de reagente do BCA, gerando uma
tonalidade cada vez mais escura conforme maior quantidade de proteinas na amostra.

1.4 Incubacéao das amostras finais
Todas as amostras finais foram colocadas na incubadora por 60 minutos a uma temperatura de 60°C.

1.5 Uso do NanoDrop

Apo6s o término da incubacéo, foi utilizado o NanoDrop, um espectrofotdmetro que registra os valores de
absorbancia das amostras, lendo elas a 562nm.

Com isso, foram pipetados 2pL de cada amostra final no leitor da maquina, comecando pelas de albumina, a
fim de obter os valores do grupo controle. Apds isso, as amostras de todos os pacientes foram registradas no software
da maquina, obtendo a concentragdo de proteinas totais delas, em mg/ml, e depois transferidas para uma tabela.

2. Quantificacdo de Endotoxinas (LPS) (monitoramento infeccioso nas diferentes
etapas do tratamento endoddntico)

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

Todos os materiais estavam apirogénicos [calor seco (estufa) a 250°C por 30 minutos ou por energia ionizante
(EMBRARAD, Cotia, SP)]. Outros materiais ja se apresentavam apirogénicos e esterilizados oriundos de fabrica (Lonza,
Walkersville, MD, EUA). Foi estabelecida uma curva-padrdo com quantidades conhecidas de endotoxina (Escherichia
coli). Esta foi preparada utilizando solugdes com concentragées 0,01 EU/mL, 0,10 EU/mL, 1 EU/mL, 10 EU/mL, 100
EU/mL como descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Diluicdo da solugdo de endotoxina de E. coli para a determina¢éo da curva padréo.

Tubos Concentracdo de Endotoxina Volume de agua reagente LAL
apirogénicos (EU/mL)
1 10 0,9 mL
2 1 0,9 mL
3 0,1 0,9 mL
4 0,01 0,9 mL

Os valores da absorbancia das solu¢des de endotoxina foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no
leitor Biotek (ELX 808, Winooski, VT, EUA), sendo a absorbancia a 340 nm linear com os intervalos de concentragao
usados.

2.2 Procedimentos para execuc¢éo do teste

Foi impresso um esbogo com o posicionamento da agua apirogénica, da curva padrdo, das amostras e do
controle positivo do produto (PPC) na microplaca de 96 pogos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em
seguida, foi dispensado cuidadosamente no interior dos pocos da microplaca: 100 pl das amostras e 100 pl dos controles
positivos das mesmas, ambas em duplicata. Nas amostras controles foram dispensados 10 ul da endotoxina na
concentracdo de 10 EU/mL, evitando formacgé&o de bolha. Apds o preenchimento das amostras e dos respectivos controles
previamente contaminados com E. coli, foi dispensado cuidadosamente no interior dos pogos da microplaca: 100 pl de
agua apirogénica (branco), padrdes de endotoxina (100 pl da concentragdo de 0,01 EU/mL; 0,1 EU/mL; 1 EU/mL; 10
EU/mL e 100 EU/mL). A placa foi pré-incubada por = 10 minutos a 37°C+1 °C, no leitor Biotek. Préximo ao final do periodo
de pré-incubagéo, cada frasco de reagente Pyrogent- 5000 foi reconstituido com 5,2 mL de tamp&o de reconstituicao
Pyrogent- 5000. Apds isso, foi dispensado rapidamente 100 pL do reagente reconstituido de Pyrogent-5000 dentro de



todos os pogos da microplaca, iniciando pela primeira coluna (A1-H1) e procedendo em sequéncia até a Ultima coluna
utilizada. Com a tampa da microplaca removida foi iniciada a leitura.

3. Quantificacdo de &cido lipoteicoico (LTA) (monitoramento infeccioso nas

diferentes etapas do tratamento endoddntico)
3.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

As amostras da regido periapical foram eluidas em 600 pl de solugdo tampéao (PBS — phosphate buffered
saline) contendo 0,1% de solucdo Tween 20 e 1 pl de coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, USA). Os tubos foram agitados por 30 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos.

Os niveis de LTA foram avaliados através do uso de kits laboratoriais especificos (Human Quantikine,
R&amp;D Systems, Minneapolis, EUA). Todos os reagentes foram levados a temperatura ambiente e a solucéo diluente
foi adicionada em cada pogo contendo o anticorpo monoclonal especifico contra o LTA.

Os padrfes e as amostras foram adicionados aos pogos permitindo a ligag&do do LTA ao anticorpo imobilizado.

Ap6s um periodo de incubagdo especifico os pogos foram lavados com solugdo tampédo e um segundo
anticorpo policlonal especifico e conjugado a fosfatase alcalina foi adicionado. As placas foram novamente incubadas e
lavadas.

Foi adicionado em todos os pogos o substrato (NADPH), que inicia a reacéo colorimétrica catalisada pela
fosfatase alcalina, seguido de incubacéo e adi¢do da solugdo amplificadora da reagéo colorimétrica. Apos novo periodo
de incubacéo, a solugdo de parada foi adicionada.

O desenvolvimento e a intensidade da cor foram quantificados utilizando um leitor de placas para ELISA. A
curva padréo foi feita com os padrées fornecidos no kit pelo fabricante.

4. Quantificacdo de Citocinas (nas diferentes etapas do tratamento

endoddntico)

As amostras da regido periapical foram eluidas em 600 pl de solucdo tampédo (PBS — phosphate buffered
saline) contendo 0,1% de solucdo Tween 20 e 1 pl de coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, EUA). Os tubos foram agitados por 30 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos.

As citocinas avaliadas foram a IL-1a, IL-18, TNFa e IL-6, através do uso de kits laboratoriais especificos
(Human Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, EUA). Também foram avaliados os niveis de PGE2 e Substancia P.
Todos os reagentes foram levados a temperatura ambiente e a solu¢éo diluente foi adicionada em cada pogo contendo
o0 anticorpo monoclonal especifico contra a citocina a ser quantificada.

Os padrdes e as amostras foram adicionados aos pogos, permitindo a ligacdo da citocina ao anticorpo
imobilizado. Apés um periodo de incubagao especifico, os pogos foram lavados com solugcao tampao e um segundo
anticorpo policlonal especifico e conjugado a fosfatase alcalina foi adicionado. As placas foram novamente incubadas e
lavadas.

Foi adicionado em todos os pocos o substrato (NADPH), que iniciou a reacdo colorimétrica catalisada pela
fosfatase alcalina, seguido de incubagéo e adicao da solu¢do amplificadora da reagao colorimétrica. Apds novo periodo
de incubacao, a solugéo de parada foi adicionada.

O desenvolvimento e a intensidade da cor foram quantificados utilizando um leitor de placas para ELISA. A
curva padréo foi feita com os padrées fornecidos no kit pelo fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1. Quantificacdo das proteinas totais

A avaliagdo das amostras no espectrofotdmetro mostrou que os dentes com necrose sintomatica possuiam
maior quantidade de proteinas totais (tabela 2) em relacéo aos dentes com necrose assintomatica (tabela 3).

Tabela 2. Média e Desvio Padrédo das amostras na andlise proteinas totais de dentes com necrose sintomatica

Média entre amostras (mg/ml) Desvio padréo
58,39 84,69

Tabela 3. Média e Desvio Padrdo das amostras na analise proteinas totais de dentes com necrose assintomatica

Média entre amostras (mg/ml) Desvio padréao
34,01 25,52
Devido ao fato de que nas proteinas totais podem estar incluidas citocinas pro-inflamatérias, interleucinas, LPS e
LTA, nosso estudo sugere que dentes com necrose sintomatica possuem mais resquicios de componentes bacterianos
e, consequentemente, de células pré-inflamatérias quando comparados aos dentes com necrose assintomatica, obtendo

uma diferenca entre a média das amostras.



2. Quantificacdo de Endotoxinas (LPS) (monitoramento infeccioso nas diferentes
etapas do tratamento endoddntico)

Tabela 4: Concentracé@o (EU/mI) de LPS nas diferentes etapas do tratamento endoddntico.

Grupo Colecgéo Purulenta Inicial Apds o PQM Apoés o MIC
Sintomatico 120.00 (73.5-393.00)a 59.5(25.60-78.2)Aa  0.10 (0.10-0.80) Ba 0.01 (0.01-0.01) Ca
Assintomatico 120.00 (73.5-393.00)a 24.15(15.34-47.10)Ab  0.12 (0.04-0.50) Ba 0.01 (0.01-0.10) Ca

Os niveis de LPS observados na colecéo purulenta no AAA foram 120,00 (73,5-393,00) EU/mL, n&o diferindo
significativamente dos observados no grupo sintoméatico antes do PQM (P > 0,05).

No grupo sintomatico, os niveis iniciais de LPS foram 59,5 (25,60-78,2) EU/mL e apresentaram correlacdo
positiva com a presenga de dor espontanea e sensibilidade a percusséao (P < 0,05).

No grupo assintomatico, os niveis de LPS foram 24,15 (15,34-47,10) EU/mL. Ap6s PQM, houve reducéo
significativa (99,0%) em ambos os grupos. No entanto, apds o uso da MIC a base de hidréxido de célcio por 30 dias,
niveis ainda mais baixos de LPS foram detectados nos canais radiculares de ambos 0s grupos.

Antes do PQM, LPS foi detectado em niveis mais elevados nos canais radiculares de dentes sintomaticos em
comparagdo com os assintomaticos (P < 0,05). Uma reducéo significativa de LPS foi detectada em dentes sintomaticos
ou assintomaticos ap6s PQM e MIC (P < 0,05).

3. Quantificagcdo de &cido lipoteicéico (LTA) (monitoramento infeccioso nas
diferentes etapas do tratamento endodéntico)

Tabela 5: Concentragao (pg/ml) de LTA nas diferentes etapas do tratamento endodéntico.

Grupo Colegéo Purulenta Inicial Ap6s o PQM Apds o MIC
Sintomatico 554.0 (447.0-655.0)a  459.5 (335.0-566.0) AbB  386.0 (226.0-633.0) Aa 228.0 (112.0-351.0) Ba
Assintomatico 554.0 (447.0-655.0) a 569.5 (469.0-609.0) Aa 438.0 (395.0-529.0) Ba 267.0 (180.0-460.0) Ca

Os niveis de LTA observados na colecdo purulenta no AAA foram [554,0 (447,0-655,0) pg/mL], diferindo
significativamente daqueles encontrados nos canais radiculares dos grupos sintomaticos antes do PQM (P &gt; 0,05).

No grupo sintomético, os niveis iniciais de LTA foram [459,5 (335,0-566,0) pg/mL] e diminuiram
significativamente apés MIC (P < 0,05).

No grupo assintomatico, os niveis iniciais de LTA foram [569,5 (469,0-609,0) pg/mL] e também diminuiram
significativamente apés PQM (P < 0,05).

4. Quantificacdo de Citocinas (nas diferentes etapas do tratamento
endodoéntico)

Tabela 6. Concentragdo de diferentes citocinas em pacientes sintomaticos nas diferentes etapas do tratamento

endoddntico.
Grupo Sintomético IL-1b TNF-alpha IL-1 alpha IL-6
Inicial 1,43 0.20 2.89 0.99
Ap6s o PQM 1.43 0.20 2.89 0.99
Apés o MIC 7.57 0.20 6,42 2,33

Tabela 7. Concentracdo de diferentes citocinas em pacientes assintomaticos nas diferentes etapas do tratamento

endoddntico.
Grupo Assintomético IL-1b TNF-alpha IL-1 alpha IL-6
Inicial 0.01 0.20 0.40 0.33
Ap6s o PQM 0.01 0.20 0.40 0.33
Ap6s o MIC 0.01 0.20 0.40 0.99

Os niveis de IL-1b, IL-1a e IL-6 foram menores no grupo assintomatico em relagdo ao grupo sintomatico, os
niveis de TNF- a se mantiveram.

No grupo sintomatico, os niveis de IL-1b, IL-1a e IL-6 se mantiveram ap6s 0 PQM e aumentaram apds a MIC,
os niveis de TNF- a se mantiveram.

No grupo assintomatico, todos os niveis de citocinas se mantiveram apés o PQM, sendo a IL-6 a Unica que
aumentou apds a MIC.



5. Discussao

O fato de que o PQM foi capaz de reduzir os niveis de LPS, mas ndo de LTA no grupo sintomatico, pode ser
explicado devido a interacdo das bactérias Gram-positivas com a matriz extracelular, dificultando a remogéo das
bactérias Gram-positivas e seus residuos (Hammerschmidt et al., 2019).

Devido a maior presenca de LPS no grupo sintomatico, h& niveis mais elevados de citocinas pré-inflamatorias,
pois as citocinas tém sua producao estimulada pela presenca de endotoxinas (Henderson et al., 1996).

Além disso, o aumento dos niveis de IL-1b, IL-1a e IL-6 apds a MIC no grupo sintomatico pode indicar uma
resposta inflamatéria desencadeada pelo tratamento, que pode ser explicado pelo fato de que a medicagé&o intracanal
néo é 100% biocompativel (Hauman 2003), estimulando ainda mais a liberagdo de células imunolégicas. Além de tudo,
alguns agentes medicamentosos utilizados na medicacao intracanal podem levar a um aumento temporéario do estresse
oxidativo no tecido pulpar e periapical desencadeando uma maior resposta inflamatéria como parte do processo de
reparo e remoc¢dao de detritos celulares danificados (Tepel el al., 1994).

O fato dos niveis especificamente de IL-6 aumentar apés a MIC pode ser explicada devida a sua fungédo
especifica de modulacéo da resposta inflamatdéria, em que ela modula a resposta inflamatéria de outras citocinas e regula
o equilibrio entre a resposta pro6 e anti-inflamatéria do organismo (Tanaka and Kishimoto 2014), tentando conter um
agravamento da inflamacgé&o possivelmente provocada, por exemplo, pelo estresse oxidativo devido a MIC.

CONCLUSOES:

Dentes com necrose sintomatica possuem maior quantidade de proteinas totais, LPS, LTA e citocinas do que
os dentes com necrose assintomatica.

PQM foi capaz de reduzir os niveis de LPS, mas nédo de LTA no grupo sintomatico.

A MIC pode estimular mais a resposta inflamatéria como parte do processo de reparo e remogao de detritos
celulares danificados.
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