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RESUMO 
 
A presente pesquisa teve como objetivo realizar analise histobacteriológica da dentina 

remanescente de pré-molares humanos após a remoção do tecido cariado, quanto à 

presença, localização e distribuição dos microrganismos nos túbulos dentinários em 

diferentes graus de profundidade da lesão cariosa. Foram selecionadas lâminas histológicas 

representativas de cortes histológicos seriados de 20 dentes, obtidos durante a pesquisa de 

Biffi et al. (1982), extraídos de pacientes de ambos os gêneros e faixa etária entre 20 a 40 

anos. Estes dentes apresentaram cárie proximal e/ou oclusal e a remoção do tecido cariado 

foi realizada in vitro. As três faces do dente (mesial, distal e oclusal) foram clinicamente 

classificadas quanto à profundidade de cárie em graus 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 e 

microscopicamente avaliadas. As lâminas foram coradas pela técnica Hematoxilina e 

Eosina, Tricrômico de Masson e histobacteriológico de Gram, modificado por Brown e 

Brenn. A analise dos cortes histológicos foi realizada utilizando o microscópio de luz. Na 

análise histológica foi observada a presença bacteriana superficial e/ou profunda nos 

túbulos dentinários tanto no assoalho pulpar quanto na junção amelo-dentinária, bem como 

a presença de nichos bacterianos no preparo cavitário. Os túbulos contaminados 

apresentavam-se morfologicamente inalterados e na exposição pulpar, durante a remoção 

profunda da cárie, constatou-se a introdução de fragmento dentinário contaminado no 

tecido pulpar. Para análise estatística do número de microrganismos, foi aplicado o 

coeficiente de correlação de Pearson, respectivamente entre os diferentes graus de cárie e 

localização na junção amelo-dentinária e assoalho pulpar. Conclui-se que, em 56,7% das 

faces cariadas os microrganismos encontravam-se situados na dentina considerada 

clinicamente como sadia, os quais alojavam-se em túbulos dentinários morfologicamente 

inalterados; a localização e a distribuição dos microrganismos nos túbulos foi variável e 

independente da profundidade da cárie. 

 

Palavras - chave: cárie coronária, túbulos dentinários, microrganismos. 
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ABSTRACT 
 
The present research had the objective to analyze qualitatively though histobacteriology, 
the remaining dentine of upper human premolars after removal of clinically decayed tissue, 
according to presence, location and distribution of microorganisms in dental tubules in 
different degrees of depth of carious lesion. It was selected representative histological 
blades of histological cut in series, obtained during the research of Biffi et al (1982), 
extracted from patients of both genera and age from 20 to 40 years old. The teeth should 
present proximal caries and/ or occlusal caries and the removal of decayed tissue would be 
done in vitro. The three faces (dental, mesial and occusal) were clinically classified 
according to the depth of the caries in degrees 0, 1, 2, 3, 4 or 5 and microscopically 
assessed. The blades were tinged using the technique of Hematoxylin and Eosine, 
Trichrome of Masson and histobacteriological of Gram, modified by Brown and Brenn. 
The interpretation of histological cuts was realized with the use of a trinocular and 
photomicroscope. In the descriptive analysis it was possible to check the bacterial 
penetration in a superficial way and/ or in a deep way in the dentinal tubules both in the 
pulpal floor or in the amelodentinal junction, as well as the presence of bacterial niches in 
the cavity preparation. The contaminated tubules showed morphologically inaltered, and in 
pulp exposure during the removal of deep caries it was verified the introduction of a 
contaminated dentinal fragment in the pulp tissue. In order to have a statistical analysis of 
the number of microorganisms, it was applied the Pearson’s correlation coefficient, 
respectively among the different degrees of caries and localization in the amelodentinal 
junction and pulp floor. It was brought to a conclusion that, in 56,7% of the decayed faces 
the microorganisms were placed in dentine considered clinically healthy, in which they 
lodged in dentinal tubules morphologically inaltered; the localization and the distribution of 
microorganisms in the tubules  were variable and independent of the depth of the caries. 
 
Key words: coronary caries, dentinal tubules, microorganisms 
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1. INTRODUÇÃO  
   

 A presença do microrganismo é um dos fatores condicionantes para a instalação da 

lesão cariosa e patologia pulpar. Desta forma, a sua determinação, o seu conhecimento e a 

sua localização na dentina representam fatores importantes na escolha de um processo de 

controle microbiano, os quais constituem a problemática de estudo no presente trabalho. 

 Em 1881, Underwood e Millis relataram a existência das bactérias micrococos em 

formas ovais e de bastonetes, em corte de dentina cariada. Os autores mostraram que a 

população bacteriana diminuía em direção às camadas mais profundas da lesão cariosa, 

sobre cujo assunto muitas investigações têm sido feitas com a finalidade de esclarecerem a 

microbiota da cárie dentinária profunda e os possíveis efeitos destes microrganismos na 

dentina intacta ou descalcificada, bem como, na polpa dentária.  

Posteriormente à evolução das técnicas de identificação dos microrganismos, 

constatou-se que as infecções presentes nos túbulos dentinários eram mistas, com 

predominância de bactérias anaeróbicas, em especial as Gram-positivas. As bactérias 

encontradas nestas infecções polimicrobianas exercem função primordial na produção de 

enzimas e endotoxinas, sendo responsáveis por diferentes reações que podem potencializar 

a infecção, porquanto promovem a inibição da quimiotaxia dos neutrófilos e fagocitose, 

assim como garantem a migração de enzimas lisossômicas e ainda participam da resposta 

imunológica do sistema complemento (C 3 e C 5) além de induzir a produção de anticorpos 

(Baumgartner, 1992).  

 A polpa inflamada devido à cárie exibe aumento de imunoglobulinas, as quais 

sugerem que os produtos tóxicos dos microrganismos são imunogênicos (Speer, 1977), pois 

a reação antigênica e a liberação de mediadores da inflamação pulpar, causadores de 

distúrbios circulatórios (Van Hassel, 1977), podem acometer integralmente a polpa. 

 Biffi et al. (1982), ao avaliarem a presença de microrganismos na dentina, 

constataram que, paradoxalmente, a intensidade da inflamação não se correlacionava  à 

profundidade dos microrganismos, e sim a freqüência destes. 
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Das 134 faces cariadas avaliadas pelos autores, não foi verificada inflamação pulpar em 

cárie de esmalte, a qual ocorreu a partir do grau dois, e sua freqüência aumentou com a 

profundidade, apesar da intensidade ter variado independentemente da localização do 

microrganismo até à cárie de grau cinco, em que já ocorria exposição pulpar. 

  A dinâmica entre microrganismo, virulência e resposta orgânica representa 

incentivo para o desenvolvimento de pesquisas que proporcionem explicações e definições 

mais compreensíveis e convincentes da íntima relação entre microbiologia e patologia, 

(Estrela, 1997). 

 A literatura relata a persistência de microrganismo na dentina mesmo após a 

remoção clínica da cárie (King, 1965; Crone, 1968; Langeland & Langeland, 1968; 1981). 

A escavação como meio de remoção dos Gram-positivos acidogênicos e acidúricos viáveis 

mostrou-se ineficaz no estudo de Lichtengerg- Crone (1963), em que se utilizou os métodos 

bacteriológico e histológico na camada dentinária cariada . 

Parkh et al. (1965) demonstraram que os estreptococos que estão intimamente 

relacionados com cárie da dentina profunda, possuem a habilidade de produzir a 

hialuronidase. Mediante análise histoquímica, Toto (1967), Toto & Prendergast (1968) 

confirmaram a descoberta acima e concluíram que o processo destrutivo da dentina nos 

dentes cariados é caracterizado pela perda de ácidos e mucopolissacarídeos neutros 

liberados no interior dos túbulos mediado pela hialuronidase, produzida principalmente, 

pelos estreptococos, invasores da dentina.     

 Algumas avaliações registraram dentina clinicamente intacta sob a lesão cariosa, 

confirmadas pela ausência de qualquer microrganismo inerente à lesão (Miller, 1890; 

Stephan et al.  1943; Macgregor et al. 1956; Fusayama, 1966).  

 Dorfman et al. (1943); Jolly & Sullivan (1960) verificaram a ausência de 

microrganismos cultiváveis na dentina saudável, no entanto constataram o crescimento de 

bactérias em amostras de lesões moles descalcificadas, evidenciando na região 

parcialmente descalcificada, que o número de microrganismos cultiváveis é inferior que o 
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da totalidade da lesão (Burnett & Scherp, 1951a; 1951b).   

   Biffi et al. (1983), observaram que os microrganismos situados profundamente na 

dentina clinicamente sadia e perceptíveis apenas em exames laboratoriais poderiam 

dificultar o diagnóstico clínico da real profundidade da cárie. Tal fato acorda a Reeves & 

Stanley (1966) quando da mensuração entre a profundidade de microrganismos e a polpa, 

pela comprovação por exames histológicos de que o grau de comprometimento pulpar era 

proporcional à quantidade de dentina remanescente, apesar da presença de dentina reacional 

reduzir, mas não impedir a inflamação pulpar. Além do que, a mesma poderia estar 

contaminada por bactérias, o que sugere sua permeabilidade, evidência consonante ao 

estudo de Langeland (1963). 

 Kronfeld (1955) e Shovelton (1970) afirmaram que não é possível determinar por 

meio do exame clínico do assoalho pulpar, se os microrganismos foram totalmente 

eliminados, pois sob restaurações bem realizadas os mesmos podem desaparecer 

gradualmente. Entretanto, se ocorrer infiltração pela interface dente-restauração, Langeland 

(1976) afirma que os microrganismos latentes, em condições propícias, podem proliferar 

quando exibirem membrana plasmática íntegra.   

 Mediante os estudos efetuados, faz-se mister e justificável analisar a presença, 

distribuição e localização dos microrganismos na dentina remanescente de pré-molares 

humanos após a remoção do tecido cariado, com vista a subsidiar cientificamente novos 

esforços em prol da adequação do controle microbiano.  

Para tanto, importa a somatória do esmero clínico na remoção do tecido cariado, da 

efetuação de restaurações tecnicamente corretas, com identificação e incorporação de 

componentes inibitórios microbianos em materiais de saúde oral ampla e de uso específico 

do profissional em odontologia. 

 

 

 



 
 

 
 

17 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

 
2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 Para melhor desenvolvimento do tema, no capítulo revisão de literatura fez-se, 

inicialmente uma descrição da morfologia e constituição orgânica do tecido dentinário nas 

suas condições fisiológicas, com a descrição do microrganismo quanto às suas 

características morfoestruturais e seu potencial antigênico. Finalizando, foram abordados os 

efeitos dos agentes histológicos desmineralizantes e sua influência na capacidade de 

coloração das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.  

 

2.1. Morfologia dentinária 

 

 A dentina é um tecido mineralizado de natureza conjuntiva que constitui a maior 

parte da estrutura do dente, sendo recoberta pelo esmalte na porção coronária e pelo 

cemento na porção radicular. Aloja em seu interior um tecido conjuntivo não mineralizado, 

a polpa dentária, com o qual possui muitas características similares referentes à origem, 

relação topográfica e função. Por esta razão, estes dois tecidos são intimamente 

relacionados, constituindo-se o complexo dentina-polpa (Arana & Katchburian, 1999).  

 A dentina compõe-se de 70,0% de hidroxiapatita, 18,0 % de material orgânico e 

12,0% de água.   Sua estrutura tubular confere-lhe a propriedade de resiliência, importante 

na sustentação do esmalte. 

 Os túbulos dentinários são pequenos túbulos que se formam com resultado da 

mineralização da matriz dentinária ao redor dos prolongamentos odontoblásticos que 

podem atravessar toda a extensão da dentina, desde a polpa até a junção amelo-dentinária 

ou à junção amelo-cementária (Trowbridge & Kim, 2000). 

 A forma tubular, com ligeira conicidade, possui a abertura de maior diâmetro 

voltado para a superfície pulpar com cerca de 3 µm, enquanto os diâmetros dos túbulos 

dentinários na superfície externa da dentina possuem em média 1µm (Gulabivala, 1996). 

Tais túbulos encontram-se interligados por ramificações laterais em toda a dentina, as quais 
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denominam-se de canalículos e possuem, cerca de 1µm de diâmetro e estão dispostas em 

ângulo reto com os túbulos dentinários (Ten Cate, 1988).  

Segundo Carrigan et al. (1984), o número e o diâmetro dos túbulos dentinários 

depende da região da dentina analisada, coronária ou radicular, como também da idade 

fisiológica do dente. Os dentes de pessoas na faixa etária entre 20 e 34 anos tinham, em 

média, 242.775 túbulos, enquanto os possuidores de mais de 80 anos apresentavam cerca de 

149.025. Quanto à região dentária, foram encontradas as seguintes médias de túbulos por 

milímetro quadrado: 8.190 túbulos por milímetro quadrado (túbulos/ mm2) na região apical; 

39.101 túbulos/ mm2 na região média radicular; 42.360 túbulos/ mm2 na região cervical e 

44.243 túbulos/ mm2 na região coronária. 

  Em relação aos túbulos dentinários coronários, Garberoglio & Brännström (1976) 

observaram variações dependentes da distância à polpa. Na parede pulpar, esses autores 

relataram existir entre 30.000 a 52.000 túbulos/mm2 e na dentina analisada a uma 

profundidade de 3,5 mm da polpa esse número de túbulos variou de 10.000 a 25.000. 

Quanto às médias de túbulos/ mm2, os autores encontraram 45.000 próximos à polpa e, 

19.000 do esmalte.  

Kennedy et al. (1986) encontraram diferenças entre pré-molares jovens e os 

fisiologicamente envelhecidos quanto à distribuição de túbulos por área e aos seus 

diâmetros, com análise as fotomicrografias com aumentos de 300 e 3000X.  

Quanto aos diferentes tipos de dentina constituintes da estrutura dentária, sabe-se 

que existem diferenças quanto à composição orgânica e inorgânica, entre aquela que 

reveste internamente o túbulo e a que se situa nas regiões entre um túbulo e outro 

(Gulabivala, 1996).  

 A dentina depositada ao longo da parede interna de cada túbulo dentinário 

denomina-se dentina peritubular (Trowbridge & Kim, 2000). Segundo Garberoglio & 

Brännström (1976), sua formação progressiva é responsável pela diminuição contínua do 
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diâmetro dos túbulos na direção do esmalte ou do cemento, caracterizando a forma cônica 

de cada túbulo dentinário.  

A dentina peritubular é mais mineralizada e possui menor quantidade de fibrilas 

colagénas do que a dentina intertubular (Trowbridge & Kim, 2000). Gulabivala (1996) 

afirmou que essa dentina hipermineralizada das paredes internas do túbulo é que garante 

rigidez e maior apoio estrutural à massa dentinária.  

Quanto à espessura peritubular, Ten Cate (1988) relatou ser, aproximadamente, de 

400 milimícrons próximo à polpa e por volta de 750 milimícrons junto ao limite amelo-

dentinário. 

A massa dentinária, que permeia o túbulo corresponde à dentina intertubular, sendo 

40,0% menos mineralizada que a peritubular e com conteúdo orgânico composto 

principalmente de fibrilas colágenas (Trowbridge & Kim, 1998). 

 A porção mais interna da dentina que se encontra em contato direto com a polpa é 

composta exclusivamente por matriz orgânica e denomina-se pré-dentina. Possui em torno 

de 25 a 30 µm de espessura e pode ser observada durante toda a vida do dente enquanto há 

polpa viva (Ten Cate, 1988). 

 

2.2. Formação da matriz orgânica da dentina 

 

 A matriz orgânica da dentina compõe-se de fibrilas colágenas e substância 

fundamental interfibrilar (Arana & Katchburian, 1999). 

Nos dentes humanos o colágeno intratubular revela-se como característica 

importante da dentina e ocorre em maior quantidade na dentina intertubular. O colágeno 

preenche quase integramente significativo número de túbulo o que pode fundamentar a 

idéia da variabilidade da extensão do processo odontoblástico (Ten Cate, 1999).  
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O padrão de deposição de colágeno é comum a todas as categorias dentárias, 

contudo não se relaciona com a idade do dente sendo o presente na dentina principalmente 

do tipo I que corresponde a 85% da matriz orgânica, enquanto os tipos V e III representam   

proporção em torno de 5,0%.  

Os 10% restantes da matriz orgânica são constituídos pelas chamadas proteínas não 

colágenas tais como: fosfoforinas, fosfoproteínas, sialoproteínas dentinárias, proteínas 

morfogenéticas dentinárias, Gla-proteínas (osteocalcina), proteoglicanas, glicoproteínas 

ácidas (osteonectina) e proteínas séricas (Arana & Katchburian, 1999). 

 Ten Cate (1999) considera, ainda que, além dos prolongamentos odontoblásticos, do 

colágeno e fibras nervosas, existe a presença de um hidrogel constituído de proteoglicanos, 

tenascina, fibronectina, albumina do soro, alfa 2 HS e transferrina (em proporções 

diferentes da encontrada no soro),  que se apresenta sob forma de uma rede densa e com 

pouca condutividade hidráulica, a qual é potencializada cerca de 3000X pela degradação 

enzimática do respectivo gel.  

Em condições normais, o tecido pulpar apresenta-se protegido de agressões externas 

pelo seu isolamento anatômico (Bammann & Estrela, 1999). Entretanto, sempre que a 

dentina é exposta por perda de esmalte ou cemento, a polpa é colocada em risco devido à 

alta permeabilidade desse tecido, conferida pela presença dos túbulos dentinários (Pashley 

et al. 2002). Essa permeabilidade aumenta com a proximidade do tecido pulpar, devido ao 

maior diâmetro e densidade tubular, facilitando a difusão de resíduos metabólicos, enzimas 

e toxinas bacterianas, provenientes do processo carioso (Bergenholtz, 1981) e de 

componentes tóxicos liberados pelos materiais restauradores (Costa et al.  2002). 

A resposta pulpar inicial resulta no aumento do fluido dentinário e macromoléculas 

(Maite et al. 1981) para o exterior, que reduz a difusão de estimuladores nocivos através 

dos túbulos dentinários e auxilia na limpeza da dentina. 
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A continuidade da agressão resulta na ativação de células imunocompetentes, 

processos inflamatórios na polpa e redução da  permeabilidade dentinária pela presença de 

dentina reparadora ou por deposição de proteínas do fluido dentinário (Hahn et al. 1997).  

 Conseqüentemente fatores de crescimento (TGF-â - transforming growth factor-â) 

presentes na matriz dentinária poderiam ser liberados e estimulariam as células 

odontoblásticas a sintetizarem dentina reacional, o que facilitaria a obliteração dos túbulos 

e redução da permeabilidade dentinária (Smith et al. 2003). 

 A presença do fluido que percorre os túbulos dentinários é fundamental para a 

manutenção da sensibilidade e propriedades mecânicas da dentina, porém,  sua composição 

não é totalmente conhecida, sendo considerado um ultrafiltrado do sangue, portador de 

albumina e imunoglobulina G (IgG). É provável que a composição do fluido supracitado se 

altere mediante certas condições clínicas, particularmente quando a polpa apresentar-se 

danificada ou inflamada (Love et al. 1997).  

O fibrinogênio, molécula importante na hemostasia está presente no fluido 

dentinário após preparo cavitário. Assim, a deposição de albumina, fibrinogênio ou IgG nos 

túbulos reduz a presença de fluidos através da dentina (Hahn et al. 1997). 

Os mecanismos bacterianos envolvidos na invasão da dentina não são bem 

conhecidos (Love et al. 1997). Os túbulos dentinários contêm apreciáveis quantidades de 

colágeno não mineralizado (Dahlén et al. 2000). 

No entanto existem estudos sugestivos de que o colágeno, tipo I, seja reconhecido 

pelos estreptococos orais e quando acoplado a uma superfície de hidroxiapatita pode servir 

como um substrato de adesão (Liu et al. 1990). As interações envolvem a adesão celular e 

respostas de crescimento são mediadas por proteínas da superfície celular bacteriana 

específica.  

Love et al. (2002), os autores propuseram que o entendimento do mecanismo de 

invasão bacteriana no túbulo contribuísse para a obtenção de novas estratégias de controle. 
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Necessita-se, no entanto, identificar as substâncias que mediam as interações 

iniciais da bactéria com a dentina e valer-se, por exemplo, de agentes bloqueadores do 

antígeno polipeptídeo tipo I/II - o qual reconhece o colágeno – ou, por meio do bloqueio 

das propriedades co-adesivas do referido antígeno. 

 

2.3. Características da citologia bacteriana e seu potencial antigênico 

 

 A invasão bacteriana nos túbulos dentinários é um fator preponderante na 

patogênese da cárie dentária e doença pulpar. O papel biológico das bactérias, 

particularmente relacionado aos mecanismos de agressão e à reação do hospedeiro pode ser 

mais bem entendido a partir do conhecimento da estrutura e ultra-estrutura celular 

(Bammann & Estrela, 1999). 

A bactéria constitui-se estruturalmente por: envelope celular (parede celular e 

membrana citoplasmática), estruturas internas ao envelope celular (citoplasma, material 

genético e endósporo) e estruturas externas ao envelope (glicocálice, flagelo, pilus - 

fímbrias - e estruturas fibrilares). 

 As formas das bactérias podem ser observadas através da coloração de Gram que as 

dividem em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. A técnica de Gram expressa 

diferentes características bacteriológicas especialmente referente à composição química, 

estrutura, permeabilidade da parede celular, fisiologia, metabolismo e patogenicidade 

(Burnett & Schuster, 1982; Nisengard & Newman, 1994). 

A parede da bactéria Gram-negativa é constituída por estruturas de múltiplas 

camadas complexas não retentoras do corante quando submetida a solventes solúvel que a 

torna descolorada, ao passo que, ao ser submetida a outro corante adquire nova coloração.  

Contrariamente, a parede da célula Gram-positiva consiste de uma única camada 

que retém o corante aplicado, mas não se sujeita a nova coloração pelo segundo corante.  
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Esta parede constitui-se por um polímero denominado peptidioglicano, composto de 

unidades de natureza glícidica e peptídica de espessura que varia entre 20 a 50 nm. 

Além do peptidioglicano, integram esta estrutura os ácidos teicóicos, compostos por 

ribitol ou glicerolfosfato. Os ácidos teicóicos relacionados à membrana são de natureza do 

glicerolfosfato e denominados ácidos lipoteicóicos.  

O glicolipídeo e o ácido lipoteicóico se ligam às membranas celulares, 

particularmente de linfócitos e macrófagos, resultando em ativação celular. São capazes, 

também, de ativar a cascata do complemento, o que resulta na indução inflamatória pulpar e 

periapical (Dahlén & Bergenholtz, 1980).  

A parede celular da bactéria Gram-negativa consideravelmente mais complexa 

apresenta uma camada de peptidioglicano com espessura de 3 a 8 nm. O espaço 

periplásmico consiste de duas membranas, a externa e a citoplasmática, e nele estão 

concentradas enzimas hidrolíticas e proteínas de ligação que participam do mecanismo 

nutritivo da célula.  

A membrana externa é semelhante à citoplasmática, contudo  a externa apresenta 

menor quantidade de fosfolipídios e proteínas. Por envolver o corpo bacteriano 

conjuntamente ao peptidioglicano, ao qual ligam-se  moléculas lipoprotéicas, determina 

integridade à célula. 

Outro constituinte da parede, a endotoxina lipopolissacárideo (LPS), localiza-se na 

camada externa da membrana externa das Gram-negativas e compõe-se de três segmentos 

covalententemente ligados: Lipídio A, Core e  Antígeno O, cuja virulência, determina 

efeitos biológicos que resultam na amplificação das reações inflamatórias. Também induz 

os macrofágos a secretarem as interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator alfa de necrose 

tumoral (TNF), oxigênio reativo, nitrogênio intermediário (óxido nítrico), interferon, 

fatores ativadores de plaquetas e prostaglandinas.  
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Mesmo quantidades pequenas de LPS são capazes de induzir a resposta inflamatória 

periapical. Uma possível explicação para a multiplicidade de achados com a mesma é a 

variabilidade genética do LPS entre diferentes microrganismos (Estrela & Pécora, 1997).  

Warfvinge et al. (1985) realizaram um estudo histológico em que correlacionaram a 

resposta pulpar frente  à aplicação de LPS liofilizado, em cavidades classe V realizadas em 

20 dentes de macacos. Na análise histológica dos cortes dos túbulos dentinários subjacentes 

à aplicação do antígeno bacteriano, verificou-se indução de infiltrado linfocitário no tecido 

pulpar da maioria dos dentes testados. A verificação dos dados indica que a presença de 

endotoxina de alto peso molecular atua como antígeno e pode afetar negativamente a polpa, 

quando presente nos túbulos dentinários.  

Outra observação relatada pelos autores foi que as bactérias Gram-negativas 

predominavam sob restaurações dentinárias quando apresentavam microinfiltração. Estas 

bactérias ocasionam múltiplos efeitos patogênicos através da endotoxina LPS. Não 

obstante, o tamanho das moléculas permeantes pudesse ser fator decisivo na invasão. 

Pashley et al. (1977; 1983) também verificaram que o alto peso e a dimensão da 

molécula são determinantes na permeabilidade dentinária. As moléculas testadas por estes 

autores foram relativamente menores em comparação com os complexos de alto peso 

molecular do estudo de  Warfvinge et al. (1985).  

Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos são microrganismos oportunistas 

comuns na cavidade bucal e patogênicos em condições ambientais favoráveis,  freqüentes 

na dentina cariada e facilmente detectados por meio de métodos microbiológicos. 

Indubitavelmente ocorre a presença de microrganismos nos túbulos dentinários durante o 

avanço das cáries com possibilidade de injuria pulpar. Contudo, a viabilidade dos 

microrganismos faz-se controversa, devido à relação entre a desmineralização da dentina, a 

localização da bactéria e a resposta pulpar (Jubach &  Langekand, 1981). 

 

 



 
 

 
 

25 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Jubach &  Langekand, 1981, em estudo para determinação da viabilidade dos 

microrganismos por avaliação morfológica em microscopia eletrônica encontraram 

bactérias após a remoção clínica da cárie com membrana de três unidades e glicoprotéinas 

espalhadas, indicativo de organismos vitais. Ainda na determinação do efeito do 

capeamento pulpar indireto foram constatadas em cortes histológicos corados pelo método 

de Brown e Brenn bactérias na dentina dura, após a remoção de toda a dentina amolecida.  

 Na literatura parece não haver um consenso sobre a correlação entre coloração, 

textura da dentina e número de microrganismos detectados na lesão (Duque, 2006). 

Enquanto alguns investigadores relacionaram o escurecimento ou a dureza da dentina com 

a menor proporção de bactérias (Bjordnal et al. 1997; Bjordnal & Larsen, 2000; Maltz et al. 

2002) outros não constataram essa associação (Kidd et al. 1993 Ricketts et al. 1995; 

Bonecker et al. 2003).  

A reação de Maillard que ocorre entre carboidratos e proteínas tem sido proposta 

como a causa do escurecimento das lesões de cárie dentinária, uma vez que nas mesmas 

foram detectados pigmentos marrons quimicamente semelhantes aos produzidos nesse tipo 

de reação.  

O escurecimento da dentina remanescente pode estar associado à oxidação dos 

produtos iniciais da reação de Maillard ou à reação de pequenos aldeídos derivados de 

bactérias com proteínas formando polímeros com coloração mais acastanhada (Kleter et al. 

1998).  Essas alterações na coloração, textura e umidade da dentina sejam mais nítidas 

clinicamente para os dentes com cárie ativa e não devem ser consideradas isoladamente na 

determinação do sucesso do tratamento.  

Além disso, a avaliação clínica da dentina  varia conforme critérios táteis e visuais 

inerentes a cada investigador. Quando os clínicos removem a dentina cariada normalmente 

guiam-se pelas próprias respostas sensoriais e experiência clínica. 
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Shimizu et al. (1982) desenvolveram um estudo com o objetivo de avaliar a 

confiabilidade da escavação guiada por um explorador especial, designado tug back, 

através do exame da dureza da dentina remanescente após escavação. A tug back 

(puxão/arranco) os autores definiram como força requerida para desalojar a ponta do 

explorador inserido na dentina amolecida, a qual foi medida com a  utilização de um 

aparelho composto por um explorador especial, uma peça de mão, um amplificador de 

força e um oscilatório. 

O tug back reduziu-se progressivamente à medida que a escavação era realizada e 

quase desapareceu ao deparar-se com uma de dureza dentina de 23.3 KHN. Ao escavar-se 

utilizando apenas a resposta sensorial a dureza média da dentina remanescente fora de 22.8 

KHN com desvio padrão de 9.8 KHN, enquanto na utilização tug back o mesmo foi 5.7 

KHN.  Este resultado mostrou que a escavação guiada por tug back foi superior na remoção 

confiável da dentina amolecida.  

Shimizu et al. (1982) ainda acrescentaram que a dentina amolecida pode ser 

dividida em camada de superfície e camada profunda ambas separadas pela dureza crítica e 

que deve ocorrer a conservação da camada profunda, visto que esta é leve ou 

moderadamente descalcificada, contém pouco ou nenhum microrganismo e endurecer-se-á 

culminando com esterilização por tratamento adequado de capeamento pulpar.  

Entretanto, estudos têm verificado que, embora a dentina infectada seja conhecida 

por sua elevada concentração de microrganismos, grande número de bactérias ainda 

persistem na dentina mais interna (Bjorndal et al. 1997; Bjorndal & Larsen, 2000). 

Duque (2006) ao avaliar a efetividade clínica e microbiológica do tratamento pulpar 

indireto utilizando-se dois cimentos de ionômero de vidro modificados por resina e um 

cimento de hidróxido de cálcio observou, para todos os grupos de materiais, que não houve 

redução na quantidade de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos viáveis. 
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Apesar disso, alterações significantes na textura da dentina foram observadas, 

ratificando o exposto anteriormente de que possa não existir correlação entre esse aspecto 

clínico e a redução da microbiota (Bonecker et al. 2003). 

 Para evitar irritação ou até danos irreversíveis ao tecido pulpar causados pela 

difusão de agentes tóxicos, materiais denominados protetores pulpares são indicados para 

forramento de cavidades profundas com reduzida espessura de dentina remanescente, os 

quais devem ser biocompatíveis quando aplicados em dentina e capazes de permitirem e/ou 

estimularem a reparação tecidual (Costa et al. 2002), além de promoverem um bom 

selamento da interface dente-restauração, diminuindo a possibilidade de microinfiltração 

bacteriana. 

Uma importante propriedade do material protetor pulpar é apresentar atividade 

antibacteriana, principalmente quando utilizado sobre a dentina contaminada em dentes 

com indicação de tratamento pulpar indireto. Neste procedimento é preconizada a 

reabertura do dente alguns meses após o procedimento para remoção da dentina cariada 

remanescente devido à possibilidade de desenvolvimento de infecção pulpar pela presença 

de bactérias residuais (Bjorndal et al. 1997). 

Alguns autores, contudo, têm sugerido a realização do tratamento em uma única 

sessão, pois relataram alta prevalência de sucesso clínico e radiográfico (Falster et al. 2002; 

Maltz et al. 2002), além da redução significativa no número de colônias bacterianas 

presentes na dentina residual (Bjorndal & Larsen 2000), após meses de acompanhamento 

do tratamento.  

Segundo Maltz et al. (2002), os resultados microbiológicos indicaram que a 

remoção superficial da cárie, o forramento com um material antibacteriano e o selamento 

da cavidade reduziram o metabolismo e o crescimento bacteriano ao desacelerar a 

progressão da lesão e favorecer a resposta do complexo dentino-pulpar.  
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Entretanto, existem estudos que demonstraram a sobrevivência de estreptococos 

bucais, mesmo após meses ou anos da remoção parcial da dentina contaminada e selamento 

dentário (Bjorndal et al. 1997; Bjorndal & Larsen 2000), daí a inferência da existência de 

cepas resistentes ao tratamento (Bjorndal et al. 1997; Bjorndal & Larsen 2000; Kreulen et 

al. 1997; Weerheijm et al. 1999).  

A distribuição e persistência de Streptococcus mutans em diferentes sítios dentários 

na mesma cavidade bucal foram verificadas por Redmo Emanuelsson et al. (2003). A 

capacidade das bactérias sobreviverem e persistirem em um determinado ambiente 

depende, em parte, de sua plasticidade genética inerente, que determina sua habilidade em 

responder a flutuações nas condições do ambiente e ao estresse (Dobrint & Hacker, 2001). 

Uma rápida resposta adaptativa foi exibida por S. mutans, em um processo de 

síntese de proteínas específicas (Hamilton & Svensäter, 1998), a qual poderia ser induzida 

pelos ácidos produzidos nas reações químicas dos materiais ou pelo próprio metabolismo 

das bactérias que interagentes no ambiente de estudo.  

Na ocorrência da acidificação do ambiente, as bactérias produzem uma variedade de 

medidas protetoras, incluindo sistemas que alteram a composição da membrana celular, a 

extrusão de prótons e as vias metabólicas (Cotter & Hill, 2003). 

 A sobrevivência das bactérias ácido-resistentes, como S. mutans, sob restaurações 

também pode relacionar-se à capacidade de metabolização de carboidratos, provindos de 

glicoproteínas do soro, presentes no fluido dentinário, como ácido siálico, galactose e N-

acetilglicosamina (Paddick et al. 2005). 

Embora o selamento favoreça a redução do teor de oxigênio do ambiente, S.mutans, 

por serem considerados microrganismos anaeróbicos facultativos (aerotolerantes), não são 

influenciados por essa mudança, pois podem crescer na presença ou ausência de oxigênio. 

De modo contrário, o ambiente anaeróbio exclui os microrganismos dependentes do 

oxigênio e reduz os que crescem melhor na sua presença, facilitando a proliferação de 

espécies como S. mutans (Thomas & Pera, 1983).  
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S. mutans apresenta a habilidade de resistir às alterações nos níveis de ácidos 

produzidos no ambiente bucal, protegendo assim seus constituintes orgânicos, em especial 

o DNA, dos efeitos agressivos da acidificação (Quivey, et al. 2001). 

 Paddick et al. (2005) detectaram distintas linhagens de Streptococcus oralis e 

Actinomyces naeslundii, após cinco meses da remoção parcial da cárie dentária, embora 

com reduzida diversidade genotípica/fenotípica em comparação às linhagens isoladas 

previamente ao tratamento. 

Wambier (1998) avaliou a viabilidade bacteriana e a existência de possíveis 

inibições seletivas sobre as principais bactérias, após selamento com ionômero de vidro 

resinoso por meio de estudo microbiológico e as alterações da dentina com a utilização da 

microscopia eletrônica de varredura (MEV).  

Na análise microbiológica ao comparar-se as amostras controle às experimentais, 

observou-se redução no número de bactérias. O selamento proporcionou uma redução 

numérica da população bacteriana com variável intensidade, sendo que a maior inibição 

ocorreu sobre S. mutans.  

 Embora os lactobacilos sejam considerados os microrganismos predominantes em 

lesões de cárie profunda (Kidd et al. 1993; Bjordnal et al. 1997; Maltz et al. 2002), no 

estudo de Duque (2006), detectou-se a prevalência de estreptococos do grupo mutans sobre 

os lactobacilos, cujo achado acorda com outros recentes estudos ( Ayna et al. 2003).  

Na literatura existe uma carência de estudos que objetivam localizar os 

microrganismos posteriormente à remoção da lesão cariosa. Ozaki et al. 1994 avaliaram a 

prevalência e localização de bactérias específicas, incluindo microrganismos cariogênicos e 

alguns anaeróbicos obrigatórios, em cárie de fissura, superfície lisa coronal e radicular por 

meio da contagem de túbulos dentinários infectados identificados imunohistoquimicamente 

em cortes de dentina cariada. 
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Na observação morfológica da penetração bacteriana, os microrganismos seguiram a 

curvatura dos túbulos dentinários, como um cone nos cortes de cárie de fossa e fissura, e 

estendendo-se em forma de S nos cortes da cárie interproximal e radicular. Na zona 

superficial de penetração os microrganismos seguiram os túbulos dentinários em direção à 

cavidade pulpar e se espalharam lateralmente na dentina intertubular. Na zona profunda de 

penetração bacteriana alguns microrganismos espalharam-se apenas junto aos túbulos 

dentinários. 

Berkiten et al. (2000) investigaram a penetração de Streptococcus sanguis e 

Prevotella intermedia nos túbulos dentinários humanos das superfícies pulpares à dentina 

externa pelo uso de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia de luz. 

O S. sanguis penetrou nos túbulos dentinários proximamente à superfície do 

cemento e a profundidade variou entre 50 a 880 µm, em um valor médio de 382,3 µm. A 

profundidade de penetração da P. intermedia variou entre 0.1 e 275 µm com valor médio de 

25.9µm. 

 Perez et al. (1998) sugeriram em razão do tamanho da P. intermédia (0.7 a 2) e 

diâmetro do túbulo que a profundidade de penetração deveria ser maior, porém 

consideraram que as fibrilas existentes na parede celular desta bactéria e a sua tendência em 

formar colônias constituiram-se em uma barreira física à penetração desta no túbulo 

dentinário.  

Somado às barreiras físicas inerentes à bactéria Berkiten et al. (2000) propuseram 

que os prolongamentos odontoblásticos também seriam fator de impedimento à penetração 

das bactérias nos túbulos dentinários. Entretanto em suas analises ao MEV não detectaram 

nenhuma extensão do processo odontoblástico como barreira física e acrescido a este fato 

qualquer estrutura física que impedisse a penetração de bactérias seria efetiva também com 

S. sanguis. 
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Jeronimus et al. (1975) realizaram um estudo em molares permanentes com 

aplicação de selante em cárie incipiente, moderada e profunda. Observaram a ocorrência de 

microrganismos viáveis na cárie média e profunda selada. A presença destes na junção 

amelo-dentinária e nas camadas profundas, poderiam sugerir uma habilidade na obtenção 

de nutrientes via túbulos dentinários e alguns dos microrganismos presentes nas camadas 

profundas de dentina não seriam afetados ao ficarem isolados do meio bucal. 

Independentemente do tipo de selante utilizado permaneceram vivos e possivelmente com 

potencial para continuar o processo carioso.  

Handelman et al. (1976), verificaram após dois anos de selamento dentário a 

redução na contagem total de microrganismos viáveis na dentina contaminada e que a 

mesma aumentou com o tempo. A redução na contagem de bactérias viáveis ocorreu de 

modo mais expressivo nas primeiras duas semanas. Este resultado está de acordo com 

outros estudos (Falster et al. 2002; Maltz et al. 2002) e os autores relataram que embora 

ocorressem em algumas lesões a persistência de bactérias seu número se expressava 

extremamente reduzido e as mesmas não pareciam capazes de continuar o processo carioso 

provavelmente devido ao inadequado suprimento de nutrientes. 

 

2.4. Análise dos agentes histológicos desmineralizantes e sua influência na coloração 

da bactéria 

As bactérias ou suas toxinas podem ter um importante papel no início e na 

manutenção de uma reação inflamatória na polpa dentária.  

A detecção das bactérias nas paredes e no assoalho da cavidade pulpar pode ser 

determinada de duas maneiras: pelo método bacteriológico e pela análise de cortes 

histológicos corados pelo método de Gram modificado por Brown e Brenn (Brown-Brenn, 

1931; Luna, 1960).  

 Nos cortes histológicos são observadas bactérias coradas em azul, as Gram-positivas 

e em vermelho, as Gram-negativas de difícil distinção dos componentes teciduais.  
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Este método da coloração supracitado inviabiliza aferições a respeito da viabilidade e 

patogenicidade (Mjör, 1974). Contudo, exames histológicos de cortes descalcificados são 

satisfatórios quanto à presença ou ausência de microrganismos na parede pulpar (Browne et 

al. 1983). Ainda, técnicas histológicas apresentam eficácia na detecção de bactérias devido 

à facilidade da mesma (Qvist & Qvist, 1980).    

O efeito cumulativo da desinfecção, armazenamento, fixação histológica e 

desmineralização sobre o número e a capacidade de coloração de bactérias Gram – 

positivas tem sido alvo de estudos e análises quanto aos resultados obtidos mediante o 

processamento utilizado (Wijnbergen & Van Muller, 1991). 

 Após a fixação, o primeiro passo no processamento histológico antes do mergulho 

em parafina, é a desmineralização, realizada com ácido fórmico, ácido nítrico, EDTA e 

outros. Pesquisas demonstraram que o ácido fórmico e o EDTA promoveram redução 

severa do número e da capacidade de coloração  das Gram-positivas. Wijnbergen & Van 

Muller 1991, verificaram que ao utilizarem o EDTA ou ácido nítrico em substituição ao 

ácido fórmico, observaram uma bactéria corada para cada três, ao invés de uma, para cada 

quinze respectivamente em relação à Gram-positiva.  

 Apenas as bactérias coradas de azul podem ser claramente detectadas nos cortes 

teciduais. Assim, os resultados dos experimentos, indicam que com um número limitado de 

organismos, existe o risco de escores falso-negativos para cortes de tecidos duros 

descalcificados (Wijnbergen & Van Muller, 1987). 

  Ozaki et al. (1994) em seu estudo utilizaram para processamento histológico ácido 

fórmico de sódio 10,0% por 4 dias a 4ºC, para descalcificação. Dez cortes seriados de 6µm 

espessura foram obtidos a partir das metades de todos os dentes, e estes foram submetidos 

ao método de Brown e Brenn e ao método imunohistoquímico, usando biotina com 

estreptavidina (LSBA) a temperatura ambiente. Os autores ressaltaram que a antigenicidade 

das bactérias pudesse desaparecer durante o processo de descalcificação. Contudo, o estudo 

mostrou que os microrganismos após imersão em solução descalcificante ainda eram  
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capazes de reagir com seu anti-soro correspondente. As bactérias coradas de Gram-positivo 

podem aparecer como Gram - negativas e outras reações de falso-negativo nos cortes 

podem ocorrer ocasionalmente devido a procedimentos de descalcificação. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

Analise histobacteriológica, qualitativa da dentina remanescente de pré-molares 

humanos após a remoção do tecido cariado. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para o presente estudo, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Uberlândia – UFU (Anexo1), foram selecionadas lâminas histológicas 

representativas de cortes histológicos seriados de 20 dentes, obtidos durante a pesquisa de 

Biffi et al.  (1982). Estes cortes representavam a porção mais profunda da cárie em pré-

molares superiores humanos permanentes,  extraídos de pacientes de ambos os gêneros e 

faixa etária de 20 a 40 anos.  O critério de inclusão dos dentes no estudo foi que os mesmos 

deveriam apresentar cárie proximal e/ou oclusal e que a remoção do tecido cariado tenha 

sido realizada in vitro. Após exodontia os dentes foram mantidos em formol a 10,0% 

tamponado em pH=7,0. 

 

4.1. Remoção do tecido cariado e documentação macroscópica 

 

Antes da remoção do tecido cariado foram feitas fotografias das lesões e 

radiografias in vitro simulando o método interproximal. Para tal colocou-se o filme e o 

dente em uma superfície plana de tal modo que o feixe central de raios-X incidisse 

perpendicularmente ao longo eixo do dente, com o intuito de evitar distorções na imagem.  

 Todos os dentes foram classificados de acordo com a profundidade de cárie, 

segundo critérios definidos por Biffi et al. (1982), em: 

Grau 0 – ausência de cárie; 

Grau 1 – cárie de esmalte; 

Grau 2 – cárie rasa com 1/3 de dentina comprometida; 

Grau 3 – cárie média com até 2/3 de dentina comprometida; 

Grau 4 – cárie profunda com ate 3/3 de dentina comprometida, sem exposição pulpar; 

Grau 5 – exposição pulpar. 
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A remoção do tecido cariado foi realizada por um único operador. Os dentes foram 

manualmente seguros com as raízes protegidas por gaze. Foi utilizada inicialmente colher 

de dentina seguida por brocas esféricas de aço, em baixa rotação, de números 2, 3 ou 4, 

dependendo da extensão da cárie. Durante todo o procedimento clínico de remoção, a 

cavidade era irrigada com soro fisiológico. Quando a sonda exploradora, pressionada no 

assoalho da cavidade, não se prendia mais na dentina considerava-se concluída a remoção 

do tecido dentinário.  

Após constatação clínica da remoção do tecido cariado, seccionou-se 

longitudinalmente o dente no sentido mesio-distal, com disco de diamante sob jato de água, 

tendo-se o cuidado de atingir a cárie e a polpa em um único corte, de maneira a obter-se 

duas metades. Os dentes hemi-seccionados foram fotografados e reavaliados, levando-se 

em consideração a cárie de esmalte (Fig. 1 B, caso 1). 

 

4.2. Processamento histológico 

 

 Os dentes mantidos em recipiente contendo formol a 10,0% tamponado (pH=7,0) 

durante 24 a 48 horas, foram desmineralizados em solução citratada de ácido fórmico a 

25,0% (Rodrigues & Langeland, 1976) sob agitação constante (Rodrigues & Horta, 1977) 

durante 15 a 20 dias, desidratados em quatro banhos de álcool etílico por quatro horas, 

diafanizados em três banhos de benzol por duas horas e incluídos em parafina a 56º C por 

cinco horas. 

 Cortes seriados de 5µm de espessura foram obtidos utilizando micrótomo (Leica–

RM2155). Procurou-se obter cortes longitudinais seriados, das duas metades em separado 

(seção vestibular e lingual) a partir do corte central da polpa dentária.  

 Para a montagem das lâminas utilizou-se PERMOUNT e lamínulas 24x60. 
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As lâminas foram coradas no Laboratório de Histologia da Área de Ciências 

Morfológicas da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade Federal de 

São Paulo, pelas técnicas de coloração para Hematoxilina e Eosina – HE (Anexo 2), 

Tricrômico de Masson (Anexo 3) e histobacteriológico de Gram, método modificado por 

Brown e Brenn (Anexo 4, LUNA, 1960).  

 

4.3. Análise microscópica das amostras 

 

Os cortes histológicos foram analisados ao microscópio (AXIOSTAR PLUS-CARL 

ZEISS) e  as fotomicrografias obtidas no fotomicroscópio (REICHERT-JUNG). 

Os cortes corados em HE possibilitaram o estudo das alterações morfológicas e 

processo inflamatório relacionado ao tecido pulpar dos dentes cariados. O Tricromico de 

Masson permitiu a visualização de fibras intercelulares, fibras colagénas e muco.  Para 

identificação de colônias de microrganismos foram utilizados os cortes corados pelo 

histobacteriológico de Gram. 

 Para a avaliação histológica escolheu-se preferencialmente a lâmina que continha o 

corte em que a cavidade de cárie mais se aproximava da polpa, ou seja, existia uma menor 

espessura de dentina separando o assoalho da cavidade produzida pela cárie.  

As três faces do dente (mesial, oclusal e distal) foram clinicamente classificadas 

quanto à profundidade da cárie em graus 0,1, 2, 3, 4 ou 5 e microscopicamente avaliadas.  

Das 60 faces avaliadas, segundo o diagnóstico clínico de cárie e visualização 

microscópica, foi determinada a presença ou ausência de microrganismos alojados nos 

túbulos dentinários, a forma de penetração dos mesmos (superficial ou profunda) e a 

localização de nichos bacterianos utilizando objetivas de 10, 40 e 100X. 
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4.4. Análise estatística 

O coeficiente de correlação de Pearson (-1 δ r ε +1) foi utilizado nas variáveis 

qualitativas (presença do microrganismo, graus de cárie e localização na junção amelo- 

dentinária e assoalho pulpar) a fim de averiguar uma possível correlação. 
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5. RESULTADOS 

 
De modo geral, observou-se nas lâminas selecionadas a presença de bactérias 

dispostas em um padrão de invasão característico, ou seja, uma penetração de forma 

superficial ou/e profunda, tanto no assoalho quanto na junção amelo-dentinária (Tabela 1). 

 Quanto à localização notou-se a presença de nichos bacterianos no preparo 

cavitário na junção amelo-dentinária e no assoalho pulpar. Também foi possível verificar 

que apesar de existir bactérias alojadas nos túbulos dentinários estes apresentavam 

organização tubular preservada. 

Das 60 faces analisadas 37 foram diagnosticadas clinicamente como cariadas, sendo 

10 cárie grau 1, 10 grau 2, 8 grau 3, 5 grau 4 e 4 grau 5. Ao correlacionar a presença do 

microrganismo no túbulo dentinário segundo o diagnostico clínico da cárie dos 20 dentes 

avaliados, 02 apresentaram cárie classificada clinicamente como oclusal e ao exame 

microscópico ambos apresentaram microrganismo em pelo menos uma das faces analisadas 

após  o preparo cavitário. Entretanto, dos 18 dentes com cárie proximal, apenas 14 

apresentaram microrganismos nos túbulos dentinários (Quadro 1).  

 Das 10 cárie de grau 1, em apenas uma foi detectada a presença de microrganismos 

(Figura 1). Nos casos 5, 8 e 10, mesmo apresentando perda de conteúdo dentinário, não foi 

detectada dentina contaminada. No restante da amostragem, observou-se em pelo menos 

uma das faces cariadas por dente, a presença de microrganismos no interior do túbulo 

dentinário (Quadro 2). 
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Tabela 1. Número de dentes estudados (caso), profundidade da cárie*, microrganismos detectados nos túbulos 

dentinários do dente examinado e observações quanto à profundidade e à localização dos microrganismos no 

preparo cavitário. 

Profundidade 

da cárie* 

(faces) 

Microrganismos 

detectados 

(faces) 

Caso 

M O D M O D 

Observações 

01 0 1 0  x  Penetração superficial na junção amelo-dentinária (fig.1). 

02 2 0 1 x   (M) Penetração profunda no assoalho e na junção amelo-
dentinária. (D) Não detectado (fig.2). 

03 2 0 1 x   (M) Penetração superficial no assoalho e na junção amelo-
dentinário. (D) Não detectado. 

04 1 0 4   x (M) Não detectado. (D) Penetração superficial no 
assoalho. 

05 2 0 0    Não foi detectado microrganismo. 

06 4 0 3 x  x (M e D) Penetração superficial no assoalho e na junção 
amelo-dentinário. 

07 3 0 3 x   (M) Penetração superficial no assoalho e na junção amelo-
dentinário. (D) Não detectado. 

08 3 0 0    Não foi detectado microrganismo 

09 3 0 2 x   (M) Penetração superficial no assoalho. (D) Não 
detectado. 

10 2 0 0    Não foi detectado microrganismo. 

11 3 0 1 x   (M) Penetração profunda no assoalho e na junção amelo-
dentinário. (D) Não detectado (fig.3). 

12 2 3 1 x x  (M) Penetração profunda no assoalho e na junção amelo-
dentinário. (O) penetração superficial abaixo da 
restauração. (D) Não detectado (fig.4). 

13 3 0 2 x   (M) Penetração superficial no assoalho e na junção amelo-
dentinário. (D) Não detectado. 

14 1 0 1    Não foi detectado microrganismo. 

15 1 0 1 x   (M) Penetração na junção amelo-dentinário. (D) Não 
detectado. 

16 5 0 2   x (M) Não detectado. (D) Penetração superficial no assoalho 
e na junção amelo-dentinário (fig. 5). 

17 4 0 4 x  x (M e D) Penetração nos bordos amelo-dentinário 

18 5 0 4 x  x (M) Penetração superficial no assoalho e nas paredes da 
câmara pulpar. (D) Penetração superficial no assoalho. 

19 2   5 x  x (M e D) Penetração superficial no assoalho e na junção 
amelo-dentinário (fig. 6). 

20 2 0 5   x (M) Não detectado. (D) Penetração profunda no assoalho e 
na junção amelo-dentinário. 

 

* 0 ausência de cárie, 1 cárie de esmalte, 2 cárie rasa com 1/3 de dentina comprometida, 3 cárie média com 2/3 de dentina 

comprometida, 4 cárie profunda com 3/3 de dentina comprometida sem exposição pulpar e 5 exposição pulpar. 
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Quadro 1: Presença do microrganismo no túbulo dentinário, visualização microscópica,  
segundo diagnóstico clínico da cárie. 

 
CÁRIE PRESENÇA DO MICRORGANISMO NO 

TÚBULO DENTINÁRIO 

Classificação Clinica Quantidade SIM NÃO 

Oclusal 2 2 --------- 

Proximal 18 14 4 
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Quadro 2: Presença e distribuição do microrganismo nas faces cariadas, avaliação 
microscópica, segundo classificação e localização clínica da profundidade de cárie nas 37 
faces diagnosticadas clinicamente como cariadas. 

 
 Grau  de Cárie 

(37 faces) 
Microrganismo 

M O D Não 
Detectado 

Detectado no 
Assoalho 

(Profundo) 

Detectado no 
Assoalho 

(Superficial) 

Detectado 
na Junção 

Amelo-
dentinária 
(Profundo) 

Detectado 
na Junção 

Amelo-
dentinária 

(Superficial) 
 1      + 
2    +  +  
  1 +     
2     +  + 
  1 +     
1   +     
  4  +    
2   +     
4     +  + 
  3   +  + 
3     +  + 
  3 +     
3   +     
3     +   
  2 +     
2   +     
3    +  +  
  1 +     
2    +  +  
 3    +   
  1 +     
3     +  + 
  2 +     
1   +     
  1 +     
1       + 
  1 +     
5   +     
  2   +  + 
4      +  
  4    +  
5     +   
  4   +   
2     +  + 
  5   +  + 
2   +     
  5  +  +  
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 Ao correlacionar o número de microrganismos encontrados nos diferentes graus de 

cárie pôde-se verificar a existência de uma correlação fracamente positiva (0,038) cujo 

resultado estatístico confirma que a localização e a distribuição dos microrganismos nos 

túbulos dentinários foi variada e independente da profundidade da cárie (Gráfico 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Gráfico 1: Correlação entre o grau de cárie e a quantidade de localizações de 
microrganismos (M. O) nas faces estudadas. 
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Ao correlacionar a localização dos microrganismos encontrados nos diferentes graus 

de cárie com a forma de distribuição (superficial ou profunda) e a localização (junção 

amelo-dentinária e assoalho pulpar) pôde-se verificar a nulidade de correlação 

demonstrando que a localização e a distribuição dos microrganismos nas áreas consideradas 

no estudo como críticas não se relacionaram à profundidade da cárie (Gráfico 2). 

 

 
 

Gráfico 2: Correlação entre o grau de cárie e o número de localizações de microrganismos 
na junção amelo-dentinária, penetração superficial, e assoalho pulpar, penetração profunda. 
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Figura 1: Caso 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – radiografia, hipótese de diagnóstico - ausência de cárie oclusal; 

B – corte longitudinal a partir da porção central da polpa dentária. Hemi-secção do dente: evidencia 

de cárie de esmalte; 

C – negativo da hemi-secção, confirmação de cárie ao nível de esmalte; 

D – coloração de Gram, presença de microrganismos na dentina, regiões subjacentes à cárie de 

esmalte; (Brown e Brenn; ampliação original: 10X).  

E - presença de microrganismos nos túbulos dentinários após a remoção da cárie de esmalte; 

(Brown e Brenn; ampliação original: 100X). 

F – distribuição dos microrganismos, de forma superficial. (Brown e Brenn; ampliação original: 

100X). 
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Figura 2: Caso 2 

 
 
 
A – radiografia, hipótese de diagnóstico de cárie proximal de profundidade média; 

B – fotografia da face cariada; 

C – fotografia da face proximal após a remoção clínica do tecido cariado; 

D – corte longitudinal a partir da porção central da polpa dentária. Hemi-secção do dente: evidencia 

do bordo inferior ao nível da junção amelo-dentinária (círculo); 

E – coloração de Gram, presença de microrganismos na dentina (círculo). (Brown e Brenn; 

ampliação original: 10X); 

F - presença de microrganismos, penetração profunda nos túbulos dentinários após a remoção da 

cárie; (Brown e Brenn; ampliação original: 10X); 

G - presença de microrganismos, penetração profunda (seta) maior aumento de F; (Brown e Brenn; 

ampliação original: 40X). 

A B C D 

E F G E 
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Figura 3: Caso 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – fotografia da face mesial cariada; 

B – fotografia da face mesial após a remoção clinica do tecido cariado; 

C – radiografia, hipótese de diagnóstico de cárie proximal de profundidade média; 

D – corte longitudinal a partir da porção central da polpa dentária. Hemi-secção do dente: após a 

remoção clinica da cárie; 

E – coloração de Gram, presença de microrganismos do bordo superior ao nível da junção amelo-

dentinária (círculo); Frente de penetração dos microrganismos (seta). (Brown e Brenn; ampliação 

original: 10X);  

F - presença de microrganismos nos túbulos dentinários, maior aumento de E (círculo) após a 

remoção da cárie; (Brown e Brenn; ampliação original: 40X). 

 

A B C 

D E F 
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Figura 4: Caso 12 

 

 

A – radiografia, hipótese de diagnóstico de cárie proximal e restauração de amálgama (radiopaca); 

B – coloração de Gram, presença de microrganismos na face mesial e oclusal subjacente à 

restauração de amálgama. (Brown e Brenn; ampliação original: 10X) 

C – Fotomontagem: penetração profunda (em forma de cone) de microrganismos nos túbulos 

dentinários após a remoção da cárie; (Brown e Brenn; ampliação original: 40X). 

D – corte longitudinal a partir da porção central da polpa dentária (sentido mesio-distal). Secção 

vestibular (D1)e secção lingual (D2); 

D1 restauração de amálgama onde em B (seta) vizualiza-se dentina contaminada subjacente a 

restauração; D2 cavidade onde mesmo após a remoção do tecido cariado permanece dentina 

contaminada, observar em B (círculo), em E e C (seta); 

E – Maior aumento de B (circulo). (Brown e Brenn; ampliação original: 10X). 

B C 

E 
D 1 D 2 

A 
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Figura 5: Caso 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – coloração de Gram, presença de microrganismos do bordo inferior da cavidade na junção 

amelo-dentinária (círculo); presença de microrganismos distribuídos homogeneamente (setas). 

(Brown e Brenn; ampliação original: 10X); 

B – presença de cárie proximal e mesial com exposição pulpar.(Tricrômico de Masson. ampliação 

original: 10X); 

C – imagem radiográfica de cárie proximal; 

D – corte longitudinal a partir da porção central da polpa dentária. Hemi-secção do dente após a 

remoção da cárie; 

E -  Maior aumento de B evidenciando exposição pulpar patológica (ampliação original: 4X).  

F - presença de fragmentos de dentina introduzidos no tecido pulpar durante remoção do tecido 

cariado; (H.E. ampliação original: 40X). 
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Figura 6: Caso 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – hemi-secção do dente, presença de cárie distal com exposição pulpar e cárie mesial de 

profundidade média;  

B – imagem radiográfica cuja hipótese de diagnóstico de cárie profunda mesial e distal; 

C – exposição pulpar pela cárie. (Tricromo de Masson. ampliação original 10X); 

D – maior aumento de C, evidência de microrganismos remanescentes na dentina; presença de 

fragmentos de dentina (seta) contaminada introduzida durante a remoção do tecido cariado; (Brown 

e Brenn. ampliação original 10X); 

E – fragmento de dentina, levado durante a remoção clínica da cárie, no interior da câmara pulpar, 

maior aumento de D (seta); (Brown e Breen. ampliação original 40X); 

F - assoalho da cavidade após a remoção do tecido cariado com contaminação generalizada dos 

túbulos dentinários; (Brown e Breen. ampliação original 10X); 

G – evidência do bordo inferior da cavidade, nível da junção amelo-dentinária, presença de 

microrganismos localizados de forma superficial difusa; (ampliação original 40X); 

H – presença de microrganismos situados nos túbulos morfologicamente inalterados (círculo em D); 

(Brown e Breen. ampliação original 100X). 
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6.  DISCUSSÃO 

 
 Embora muitos estudos já tenham sido realizados para elucidar a presença e 

distribuição dos microrganismos no tecido dentinário após a remoção clínica da cárie, seu 

conhecimento e diagnóstico ainda é um desafio freqüente na clínica odontológica. 

 Para a realização desta pesquisa, a amostra, advinda da pesquisa realizada por Biffi 

et al. (1982), consistiu de 20 dentes pré-molares superiores humanos, com cárie oclusal 

e/ou proximal, apresentados em lâminas histológicas contendo cortes histológicos seriados, 

que foram submetidos às colorações de Hematoxilina e Eosina, Tricrômico de Masson e 

Gram. 

Ao utilizar esta amostra teve-se a intenção de verificar a presença, distribuição e 

localização dos microrganismos após a remoção do tecido cariado, objetivo até então 

inexplorado e  acrescido de informações da literatura atual.  

Assim, ao se iniciar a pesquisa, tomou-se como desnecessário, antiético e 

improdutivo, incluir uma etapa metodológica de obtenção de dentes no tempo presente. A 

amostra pré-estabelecida em 1982 apresentava-se preservada, inexplorada e em condições 

de sofrer as colorações pré-determinadas durante o processamento laboratorial com 

presença mínima de artefatos de técnica, sobretudo capaz de cumprir satisfatoriamente a 

proposta do estudo.  

O tecido pulpar apresenta-se protegido de agressões externas pelo seu isolamento 

anatômico (Bammann & Estrela, 1991) conferido pela dentina constituída de túbulos que se 

estendem a partir do esmalte à polpa e que possuem características específicas variáveis  

conforme a área analisada.  

O diâmetro tubular próximo da polpa é aproximadamente de 3µm, com uma 

extensão de 45.000 túbulos/mm2, enquanto que próximo à junção amelo-dentinária 

aproxima-se de 1 µm com 19.000 túbulos /mm2, características que interferem durante a 

análise sobre a ação bacteriana e de materiais restauradores na dentina e tecido pulpar 

(Garberoglio et al.1976; Carrigan et al. 1984). 
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A penetração superficial do microrganismo na junção amelo-dentinária poderia 

sugerir uma habilidade na obtenção de nutrientes via túbulos dentinários associada à 

possibilidade de microinfiltração na restauração. Ainda, microrganismos localizados nas 

camadas profundas do assoalho pulpar não são afetados ao serem isolados do meio bucal, 

independentemente do tipo de selante utilizado, permanecerão vivos e possivelmente com 

potencial para continuar o processo carioso (Jeronimus et al. 1975). 

A partir da análise da literatura sobre a permeabilidade tubular, presença e 

localização do microrganismo, diâmetro e densidade do túbulo dentinário, considerou-se 

como área crítica o assoalho pulpar e a junção amelo-dentinária, cujas penetrações 

bacterianas foram respectivamente profunda e superficial. 

Justifica-se a escolha das referidas áreas consideradas como críticas pela facilidade 

de difusão de resíduos metabólicos, enzimas, toxinas bacterianas e componentes tóxicos 

dos materiais restauradores (Bergenholtz, 1981; Dahlén, 2000) e pela possibilidade de obter 

nutrientes por meio da interface dente-restauração que podem dar continuidade ao processo 

carioso. 

Por avaliação microscópica detectou-se microrganismo na junção amelo-dentinária 

com penetração tanto superficial como profunda, bem como esmalte sem apoio, com 

função de nicho bacteriano, que podem comprometer a restauração por interferirem no 

vedamento marginal. As figuras 2, 3 e 4 demonstram microrganismos na junção amelo-

dentinária. 

Kronfeld (1955) e Shovelton (1970), informam que sob restaurações clinicamente 

satisfatórias os microrganismos desaparecem gradualmente. Entretanto, se ocorrer 

infiltração, Langeland (1976) afirma que esses microrganismos latentes, em condições 

propícias, podem proliferar quando exibirem membrana plasmática íntegra. 

Não há dúvida sobre a presença de microrganismos nos túbulos dentinários durante 

o avanço das cáries. Apesar de existir controvérsia referente à viabilidade dos mesmos em 

relação a desmineralização da dentina, à localização da bactéria e à resposta pulpar (Lui, 

1990). 
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O presente estudo ilustra, na figura 4 (caso 12) microrganismos na face oclusal 

subjacente à restauração de amálgama. Entretanto, não é possível afirmar que os mesmos 

advêm da interface dente-restauração, ou se já estavam alojados superficialmente nos 

túbulos dentinários quando da perda do esmalte. Contudo, afigura-se com especial 

importância a persistência dos microrganismos nos túbulos dentinários, mesmo após a 

remoção do tecido cariado e a presença de restauração.  

O método de Brown e Brenn foi aplicado para elucidar a presença de bactérias no 

tecido dentinário dos dentes analisados. A literatura afirma que este método pode se tornar 

limitado se não forem realizados e analisados todos os cortes da amostra, pois a invasão dos 

microrganismos pode ser irregular e os mesmos estarem presentes nos túbulos dentinários, 

e não serem evidenciados em todos os cortes (Watts, 1987). 

Dos 20 dentes avaliados, 60 faces foram analisadas das quais 23 classificadas 

clinicamente como não cariadas e por avaliação microscópica não evidenciaram 

microrganismos e perda de conteúdo dentinário com todos os cortes avaliados, explicitando 

uma efetiva correspondência dos diagnósticos clínico e histológico.  

Das 37 faces diagnosticadas clinicamente como portadoras da lesão cariosa, 21 

(56,75%) continham histologicamente microrganismos. Durante a análise microscópica  

percebeu-se que as bactérias persistiam nos túbulos dentinários e nem sempre quando a 

cárie era classificada clinicamente como rasa havia correspondência na localização dos 

microrganismos, constatação estendida aos outros graus de cárie.  

Tal afirmação confirma-se na Tabela 1- caso 2, classificado clinicamente como cárie 

rasa, com um terço de dentina comprometida, em que foram observadas bactérias instaladas 

profundamente nos túbulos dentinários (Figura 2).  

Outra evidência percebida foi que a remoção da cárie, baseada em critérios clínicos, 

tais como dureza e coloração da dentina não garante a higidez pulpar e a eliminação total de 

microrganismos, visto que a dentina permanece contaminada. Esta comprovação vai de 

encontro a investigações que relacionam o aspecto escurecido ou a dureza da dentina à  
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existência de bactérias, mesmo que em menor proporção (Bjorndal et al. 1997;2000; Ozaki 

et al. 1994). 

A avaliação dos aspectos clínicos da dentina pode variar de acordo com os critérios 

táteis e visuais inerentes a cada investigador que é normalmente guiado por suas próprias 

respostas sensoriais e experiência clínica, o que motiva especulações referentes à 

persistência e localização quantitativamente variadas de microrganismos nos túbulos 

dentinários.  

 Bonecker et al. (2003) ratifica que pode não existir correlação entre o aspecto 

clínico e a redução da microbiota. E ainda, Biffi et al. (1982), observaram que os 

microrganismos situados profundamente na dentina clinicamente sadia e perceptíveis 

apenas em exames laboratoriais, poderiam dificultar o diagnóstico clínico da real 

profundidade da cárie. Tais afirmações acordam com os resultados representados na figura 

1 (caso 1), em que, embora clinicamente a cárie tenha sido diagnosticada como de esmalte, 

observou-se em âmbito de microscopia a presença de comprometimento dentinário pelos 

microrganismos instalados superficialmente nos túbulos. 

 Outra questão merecedora de discussão consiste na remoção do tecido cariado e 

conseqüente exposição pulpar, manobra clínica realizada com freqüência, em que muitas 

vezes pode-se obter sucesso clínico, com preservação da polpa. Entretanto, até que ponto 

considerar a recuperação pulpar frente a uma exposição por cárie? Na Figura 6 (caso 19), 

fica evidente a presença de fragmentos dentinários contaminados no tecido pulpar que 

foram introduzidos inadvertidamente pelo profissional no momento da remoção do tecido 

cariado.  

Ainda, na figura 6 (caso 19), observou-se à presença do microrganismo situado 

profundamente no túbulo dentinário morfologicamente inalterado. Mediante a análise 

clínica pelo profissional, deparar-se-ia com a dubiedade de um tecido com dureza 

clinicamente semelhante a uma dentina sadia, porém contaminado. 
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Na figura 5 (caso 16), verifica-se em um mesmo corte histológico exposição pulpar 

patológica e cárie de grau 2 na face distal. Durante a análise microscópica o fragmento 

dentinário introduzido na câmara pulpar quando da remoção do tecido cariado apresentou 

ausência de microrganismo. Entretanto, na face distal do mesmo corte sobre a avaliação da 

mesma coloração observou-se bactéria em toda a extensão do assoalho pulpar. Esta 

resposta diversificada frente ao processo carioso e o complexo dentina-polpa têm  sido alvo 

de investigações ainda não esclarecidas. A dinâmica existente entre o microrganismo, 

virulência e resposta orgânica, incentiva o desenvolvimento de pesquisas que busquem 

explicações da relação entre microbiologia e patologia (Estrela, 1997).   

A não detecção de bactérias em 16 faces analisadas 43,25% (Tabela 1) clinicamente 

classificadas como cariadas e com evidência microscópica de perda do conteúdo dentinário, 

não assegura a esterilidade dos cortes avaliados e nem a acurácia na remoção clínica da 

cárie.  

No processamento laboratorial do dente procurou-se obter cortes longitudinais 

seriados, das duas metades em separado (seção vestibular e lingual) a partir do corte central 

da polpa dentária e deste ponto à obtenção dos cortes histológicos seriados, o que permitiu 

analisar todos os cortes e afirmar a não evidência do microrganismo. 

 A desmineralização realizada com solução citratada de ácido fórmico a 25,0% sob 

agitação constante durante 15 a 20 dias constitui-se procedimento que pode interferir na 

visualização e caracterização do microrganismo. Pode ser realizada com ácido fórmico, 

ácido nítrico, EDTA e outros. 

Pesquisas demonstraram que o ácido fórmico e o EDTA promoveram redução 

severa do número e da capacidade de coloração das Gram-positivas. Estudos verificaram 

que quando se utiliza o EDTA ou ácido nítrico em substituição ao ácido fórmico, observa-

se uma bactéria corada para cada três, ao invés de uma, para cada quinze, respectivamente, 

em relação à Gram-positiva (Wijnbergen et al.1991). São de difícil distinção as bactérias 

Gram-negativas coradas em vermelho, se presentes, devido aos componentes teciduais 

encontrados nos cortes histológicos. 
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 Outra desvantagem da coloração é que nenhuma informação é obtida sobre a 

viabilidade e patogenicidade. Contudo, exames histológicos de cortes seriados levam a um 

resultado satisfatório quanto à presença ou ausência de microrganismos na parede pulpar, o 

que corresponde a um dos objetivos do presente estudo  

A análise da dentina remanescente foi realizada sem prévio tratamento com material 

forrador/antibacteriano, o que não impede a correlação com os outros estudos que 

introduziram a etapa da medicação com tempo determinado de ação e análise. O que fica 

evidente é a persistência dos microrganismos após a remoção da cárie, independente da 

presença ou não do forramento dentário.  

 Não foi pretensão discriminar as espécies bacterianas persistentes, entretanto a 

literatura deixa claro a habilidade que o Streptococcus mutans apresenta em resistir às 

alterações nos níveis de ácidos produzidos no ambiente bucal, protegendo seus constituintes 

orgânicos, em especial o DNA, dos efeitos agressivos da acidificação (Redmo 

Emanuelsson, 2003).  

A sobrevivência de estreptococos bucais tem sido constatada, mesmo após meses ou 

anos da remoção parcial da cárie e selamento da cavidade (Bjorndal et al. 1997;2000, Lui, 

1990), demonstrando a existência de cepas resistentes ao tratamento.  

O S. mutans considerado o principal patógeno envolvido no processo da cárie 

dentária é dotado de habilidade em resistir às bruscas alterações de pH, desde a acentuada 

alcalinidade (Bonecker,2003) aos extremos níveis de acidez (Lui, 1990) .  

Além disso, em ambientes com restrição de nutrientes, como em cavidades 

adequadamente seladas, foi sugerido que o S. mutans apresenta capacidade de produzir 

enzimas glicosídicas e liberar carboidratos de glicoproteínas provenientes do fluido dos 

túbulos dentinários (Langeland e Jubach, 1981).  

Dessa forma, é possível sugerir que características fenotípicas específicas estejam 

sendo expressas por genótipos de S. mutans mais adaptados a sobreviverem e/ou crescerem 

em ambientes adversos (Bjorndal et al. 2000).  
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Duque, (2005) ao avaliar a efetividade clínica e microbiológica do tratamento pulpar 

indireto utilizando dois cimentos de ionômero de vidro modificados por resina e um 

cimento de hidróxido de cálcio, para todos os grupos de materiais, observou que não houve 

redução na quantidade de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos viáveis. 

 Jubach & Langekand, (1981) em estudo para determinar a viabilidade dos 

microrganismos por avaliação morfológica em microscopia eletrônica encontraram 

bactérias, após a remoção clínica da cárie, com membrana de três unidades e glicoprotéinas 

espalhadas, o que é indicativo de organismos vitais.  

A capacidade das bactérias em sobreviverem e persistirem em um determinado 

ambiente depende, em parte, de sua plasticidade genética inerente, que determina sua 

habilidade em responder a flutuações nas condições do ambiente e ao estresse (Costa et al 

2002).  

Dessa forma, a transformação genética natural, poderia ser considerada um 

importante mecanismo de adaptação às mudanças ambientais, promovendo resistência 

microbiana, variação genética e rápida evolução dos fatores de virulência (Dahlén, 2000; 

Duque, 2005; Langeland & Jubach, 1981).  

Pôde-se verificar que as bactérias localizavam-se nos túbulos dentinários 

morfologicamente inalterados e penetravam seguindo a curvatura dos mesmos, 

apresentando-se como cone na cárie oclusal , figura 4 (caso 12), estendendo-se em forma de 

S nos cortes das cáries interproximais, figura 3 (caso 11).  

Na zona superficial de penetração de bactérias, os microrganismos seguiram os 

túbulos dentinários em direção a cavidade pulpar e se espalharam lateralmente na dentina 

intertubular. Na zona profunda de penetração bacteriana alguns microrganismos 

espalharam-se apenas junto dos túbulos dentinários, achado histológico que concorda 

prontamente com o estudo de Ozaki et al. 1994. 
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A profundidade de penetração bacteriana sujeita-se às características inerentes às 

bactérias como: fibrilas existentes na parede celular; tendência em formar colônias e 

capacidade de adaptação aos diferentes meios que constituem-se em barreira física, à 

incursão dessa no túbulo dentinário.  

A estas características Berkiten et al (2000) acrescentam que os prolongamentos 

odontoblásticos, constituintes do fluido dentinário, disposição e diâmetro tubular seriam 

fator de impedimento à penetração das bactérias nos túbulos dentinários. 
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7. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

De acordo com a metodologia empregada e os resultados obtidos, puderam ser destacadas 

as seguintes conclusões: 

 

1. Em 56,7% das faces cariadas avaliadas foram detectados microrganismos situados 

na dentina considerada clinicamente sadia, os quais encontravam-se alojados em 

túbulos dentinários morfologicamente inalterados. 

2. A localização e a distribuição dos microrganismos nos túbulos dentinários foi 

variável e independente da profundidade da cárie. 

 

 

Apesar de alguns estudos terem sido publicados nas últimas décadas sobre os 

microrganismos e sua persistência nos túbulos dentinários, o diagnóstico clínico da dentina 

após a remoção do tecido cariado e a situação pulpar frente à bactéria sepultada nos túbulos 

permanece incerto devido à limitação de métodos de diagnósticos disponíveis e variáveis 

inerentes à dentina e à bactéria.  

Não obstante, o presente estudo veio corroborar com a temática problematizada, ao 

localizar o microrganismo, em áreas consideradas como críticas, como na junção amelo-

dentinária e no assoalho profundo, cuja persistência ocorreu independentemente do grau de 

cárie.  

Em suma, consensualmente a outros autores afirma-se imperativa a realização de 

novas pesquisas, para melhor e mais abrangente compreensão da dentina contaminada e da 

resposta pulpar. 
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ANEXO 1 – Aprovação do comitê de ética em pesquisa 
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Anexo 2 – Soluções e etapas da técnica de Hematoxilina e Eosina (H. E.) 

1-Soluções 

1.1 Hematoxilina de Harris 

Hematoxilina (cristais)  ....................................................................... 5g 

Álcool absoluto              ....................................................................... 50 ml 

Alúmen de potássio              ....................................................................... 100 g  

Água destilada             .......................................................................

 1000ml 

Óxido de mercúrio amarelo  .......................................................................  2,5 g 

 

1.2 Eosina 

Solução de eosina                   ....................................................................... 1,0%         

Solução A- Eosina  ....................................................................... 1g 

Água destilada  ....................................................................... 20ml 

Após a dissolução adicionar: 

Álcool 95%   ....................................................................... 80ml 

 

Diluir uma parte de eosina para três partes de álcool 80% e adicione 0,5 ml de ácido 

acético glacial por 100ml de solução. 

 

2- Fixador: indiferente 

 

3- Método de coloração: 

3.1- Desparafinização 

xilol 1  .......................................................................  15 minutos 

xilol 2  .......................................................................  15 minutos 

3.2- Hidratação 

álcool absoluto1 .......................................................................  2 segundos 

álcool absoluto 2.......................................................................  2 segundos 
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álcool absoluto 3.......................................................................  2 segundos 

álcool 95%     .......................................................................  2 segundos 

álcool 70%          .......................................................................  2 segundos 

água corrente .......................................................................  5 minutos 

3.3 Coloração  

Hematoxilina .......................................................................  5 minutos 

lavar em água  .......................................................................  tirar excesso  

diferenciador .......................................................................  2 segundos 

lavar em água corrente...........................................................  10 minutos 

Eosina              .......................................................................  5 minutos 

3.4 Desidratação 

álcool 70% .......................................................................  2 segundos 

álcool 95% .......................................................................  2 segundos 

álcool absoluto 1...................................................................   2 segundos 

álcool absoluto 2...................................................................   2 segundos 

álcool absoluto 3...................................................................   2 segundos 

xilol 1       .......................................................................  2 segundos 

xilol 2   .......................................................................  2 segundos  

xilol 3       .......................................................................  2 segundos 

 

4 –Montagem das laminas com cortes corados com resina Permount e lamínula 
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Anexo 3 – Soluções e etapas da coloração Tricrômico de Masson 

1 Soluções 

Hematoxilina férrica (Weigert) 

Fucsina ácida (escarlate de Beibrich) 

Solução fosfotúngstica 5,0% - ácido fosfomolíbdico 5,0% 

Azul de anilina-acética 

Ácido acético solução aquosa 1,0% 

 

Fixador  

Se o tecido estiver fixado em formalina 10,0%, refixar em Bouin aquecido a 56º C por 

uma hora ou durante uma noite em temperatura ambiente. 

 

Método de coloração 

Desparafinar; 

Lavar em água de torneira até por uma hora até desaparecer o cor do fixador; 

Lavar em água destilada por cinco minutos; 

Corar em hematoxilina férrica de Weigert ou de Harris, durante cinco minutos; 

Lavar em água de torneira por cinco minutos; 

Lavar em água destilada por cinco minutos; 

Corar pela fucsina ácida-escalarte de Biebrich por cinco minutos (conservar o corante); 

Lavar em água destilada por dez minutos (remover excesso de corante); 

Tratar pelo ácido fosfotúngstico-ácido fosfomolíbdico por dez minutos; 

Sem lavar, corar pelo azul de anilina-acética por dez minutos; 

Lavar em água destilada por cinco minutos; 

Lavar em solução de ácido acético 1,0% por três minutos; 

Desidratar; 

Montar. 
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Anexo 4 – Soluções e etapas do método de Brown e Brenn 

1 Soluções 

1.1Solução de Iodo (lugol) 

Iodo        .......................................................................   1g 

Iodeto de potássio .......................................................................   2 g 

Água destilada      .......................................................................   300ml 

 

1.2 Solução de Galego  

Formaldeído  .......................................................................  1 g 

Ácido acético glacial .......................................................................  0,5 ml 

Água destilada .......................................................................  50 ml   

 

1.3 Solução Cristal de Violeta 

Cristal de violeta .......................................................................  1 g  

Álcool etílico  .......................................................................  10 ml 

Ácido carbólico .......................................................................  2 g 

Água destilada .......................................................................            100ml 

 

1.4 Solução de Fucsina Básica  

Fucsina  .......................................................................  0,25 g 

Água destilada .......................................................................  100ml 

 

1.5 Solução de Ácido Pícrico 

Ácido pícrico  .......................................................................  0,1 g 

Acetona  .......................................................................  100 ml 

 

2 Etapas da coloração de Brown e Brenn 

1. Desparafinizar e hidratar; 

2. Corar com Hematoxilina de Herris por cinco minutos; 

      3.   Diferenciar por um minuto; 
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4. Lavar em água corrente por cinco minutos; 

5. Corar com solução de Cristal Violeta por dois minutos; 

6. Remover o excesso e cobrir os cortes com solução de Lugol por um minuto; 

7. Remover o excesso e diferenciar os cortes em éter/acetona; 

8. Lavar em água destilada; 

9. Corar com solução de fucsina por três minutos; 

10. Lavar em água destilada; 

11. Diferenciar em solução de Galego por três minutos; 

12. Lavar em água destilada; 

13. Lavar em acetona; 

14. Diferenciar em solução de ácido pícrico; 

15. Lavar em acetona; 

16. Lavar em mistura de partes iguais de acetona e xilol por 15 minutos; 

17. Lavar em cinco banhos de xilol; 

18. Montar com resina Permount.  

 


