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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo realizar analise histobacterioldgica da dentina
remanescente de pré-molares humanos ap6s a remocdo do tecido cariado, quanto a
presenca, localizacdo e distribuicdo dos microrganismos nos tabulos dentindrios em
diferentes graus de profundidade da lesdo cariosa. Foram selecionadas ldminas histologicas
representativas de cortes histolégicos seriados de 20 dentes, obtidos durante a pesquisa de
Biffi et al. (1982), extraidos de pacientes de ambos os géneros e faixa etaria entre 20 a 40
anos. Estes dentes apresentaram carie proximal e/ou oclusal e a remocao do tecido cariado
foi realizada in vitro. As trés faces do dente (mesial, distal e oclusal) foram clinicamente
classificadas quanto a profundidade de céarie em graus 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 e
microscopicamente avaliadas. As laminas foram coradas pela técnica Hematoxilina e
Eosina, Tricromico de Masson e histobacterioldégico de Gram, modificado por Brown e
Brenn. A analise dos cortes histoldgicos foi realizada utilizando o microscopio de luz. Na
andlise histoldgica foi observada a presenga bacteriana superficial e/ou profunda nos
tibulos dentinarios tanto no assoalho pulpar quanto na juncdo amelo-dentinaria, bem como
a presenca de nichos bacterianos no preparo cavitario. Os tubulos contaminados
apresentavam-se morfologicamente inalterados e na exposi¢do pulpar, durante a remocéo
profunda da cérie, constatou-se a introducdo de fragmento dentinario contaminado no
tecido pulpar. Para andlise estatistica do nuimero de microrganismos, foi aplicado o
coeficiente de correlacdo de Pearson, respectivamente entre os diferentes graus de carie e
localizacdo na juncdo amelo-dentinaria e assoalho pulpar. Conclui-se que, em 56,7% das
faces cariadas 0s microrganismos encontravam-se situados na dentina considerada
clinicamente como sadia, 0s quais alojavam-se em tubulos dentinarios morfologicamente
inalterados; a localizacdo e a distribuicdo dos microrganismos nos tubulos foi variavel e

independente da profundidade da cérie.

Palavras - chave: cérie coronaria, tubulos dentinarios, 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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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A presenca do microrganismo é um dos fatores canmwintes para a instalacado da
lesé@o cariosa e patologia pulpar. Desta formaaadsterminacéo, o seu conhecimento e a
sua localizagcédo na dentina representam fatoresriemges na escolha de um processo de
controle microbiano, os quais constituem a probtexa&e estudo no presente trabalho.

Em 1881, Underwood e Millis relataram a existéridaa bactérias micrococos em
formas ovais e de bastonetes, em corte de derdimada. Os autores mostraram que a
populacdo bacteriana diminuia em direcdo as camadés profundas da lesdo cariosa,
sobre cujo assunto muitas investigacdes tém sithsfeom a finalidade de esclarecerem a
microbiota da cérie dentinaria profunda e os pessiefeitos destes microrganismos na
dentina intacta ou descalcificada, bem como, npgpdéntaria.

Posteriormente a evolugdo das técnicas de idext#iic dos microrganismos,
constatou-se que as infeccbes presentes nos tulolgiosnarios eram mistas, com
predominancia de bactérias anaerdbicas, em espaxidbram-positivas. As bactérias
encontradas nestas infec¢cdes polimicrobianas exefgecédo primordial na producédo de
enzimas e endotoxinas, sendo responsaveis poenliés reacdes que podem potencializar
a infeccdo, porquanto promovem a inibicdo da quiemia dos neutrofilos e fagocitose,
assim como garantem a migracdo de enzimas lisosaéraiainda participam da resposta
imunoldgica do sistema complemento (C 3 e C 5) alénmduzir a producdo de anticorpos
(Baumgartner, 1992).

A polpa inflamada devido a carie exibe aumentoirdenoglobulinas, as quais
sugerem que os produtos toxicos dos microrganis@osmunogénicos (Speer, 1977), pois
a reacao antigénica e a liberacdo de mediadorasfldmacao pulpar, causadores de
distarbios circulatorios (Van Hassel, 1977), podsmmeter integralmente a polpa.

Biffi et al. (1982), ao avaliarem a presenca deramganismos na dentina,
constataram que, paradoxalmente, a intensidadefi@@nacdo ndo se correlacionava a

profundidade dos microrganismos, e sim a frequéhestes.
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INTRODUCAO

Das 134 faces cariadas avaliadas pelos autoresfon&erificada inflamacgao pulpar em
carie de esmalte, a qual ocorreu a partir do gas, & sua freqiiéncia aumentou com a
profundidade, apesar da intensidade ter variadepemidentemente da localizacdo do
microrganismo até a carie de grau cinco, em goeqgéia exposicao pulpar.

A dindmica entre microrganismo, viruléncia e o=tp organica representa
incentivo para o desenvolvimento de pesquisas gu@opcionem explicacdes e definicdes
mais compreensiveis e convincentes da intima m@lagdre microbiologia e patologia,
(Estrela, 1997).

A literatura relata a persisténcia de microrganisna dentina mesmo apos a
remocdao clinica da cérie (King, 1965; Crone, 1968)geland & Langeland, 1968; 1981).
A escavacdo como meio de remoc¢ao dos Gram-posHisidegénicos e aciduricos viaveis
mostrou-se ineficaz no estudo de Lichtengerg- C(2863), em que se utilizou os métodos
bacteriolégico e histolégico na camada dentin&aréada .

Parkh et al. (1965) demonstraram que 0s estrepiecqoe estdo intimamente
relacionados com carie da dentina profunda, possaemabilidade de produzir a
hialuronidase. Mediante andlise histoquimica, T(®67), Toto & Prendergast (1968)
confirmaram a descoberta acima e concluiram queocepso destrutivo da dentina nos
dentes cariados € caracterizado pela perda de sa@dmucopolissacarideos neutros
liberados no interior dos tubulos mediado pelaun@alidase, produzida principalmente,
pelos estreptococos, invasores da dentina.

Algumas avaliacdes registraram dentina clinicamentacta sob a lesdo cariosa,
confirmadas pela auséncia de qualquer microrganisraente a lesao (Miller, 1890;
Stephan et al. 1943; Macgregor et al. 1956; Fusaya966).

Dorfman et al. (1943); Jolly & Sullivan (1960) iferaram a auséncia de
microrganismos cultivaveis na dentina saudavelem@anto constataram o crescimento de
bactérias em amostras de lesdes moles descalaficadvidenciando na regido

parcialmente descalcificada, que o nimero de ngarosmos cultivaveis € inferior que o
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INTRODUCAO

da totalidade da lesao (Burnett & Scherp, 19518169

Biffi et al. (1983), observaram que os microigars situados profundamente na
dentina clinicamente sadia e perceptiveis apenaserames laboratoriais poderiam
dificultar o diagndstico clinico da real profundi@ada cérie. Tal fato acorda a Reeves &
Stanley (1966) quando da mensuracéo entre a ptidfotel de microrganismos e a polpa,
pela comprovacao por exames histolégicos de quaw dg comprometimento pulpar era
proporcional a quantidade de dentina remanescamésar da presenca de dentina reacional
reduzir, mas ndo impedir a inflamacdo pulpar. Aldm que, a mesma poderia estar
contaminada por bactérias, o que sugere sua pefidadb, evidéncia consonante ao
estudo de Langeland (1963).

Kronfeld (1955) e Shovelton (1970) afirmaram qée® & possivel determinar por
meio do exame clinico do assoalho pulpar, se ogong@nismos foram totalmente
eliminados, pois sob restauracbes bem realizadasmesmos podem desaparecer
gradualmente. Entretanto, se ocorrer infiltrac8a peerface dente-restauracdo, Langeland
(1976) afirma que os microrganismos latentes, endicdes propicias, podem proliferar
quando exibirem membrana plasmatica integra.

Mediante os estudos efetuados, faz-se mister tdigagel analisar a presenca,
distribuicdo e localizacdo dos microrganismos natide remanescente de pré-molares
humanos apés a remocéo do tecido cariado, com &istzbsidiar cientificamente novos
esforcos em prol da adequacgéo do controle microbian

Para tanto, importa a somatoria do esmero cliriccemocao do tecido cariado, da
efetuacdo de restauracdes tecnicamente corretas,identificacdo e incorporacdo de
componentes inibitérios microbianos em materiaisalede oral ampla e de uso especifico

do profissional em odontologia.
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REVISAO DE LITERATURA

2. REVISAO DE LITERATURA

Para melhor desenvolvimento do tema, no capiteddsdo de literatura fez-se,
inicialmente uma descrigcdo da morfologia e conigitu organica do tecido dentinario nas
suas condicdes fisiolégicas, com a descricdo doronganismo quanto as suas
caracteristicas morfoestruturais e seu potenctadé@rico. Finalizando, foram abordados os
efeitos dos agentes histoldégicos desmineralizastesia influéncia na capacidade de

coloracao das bactérias Gram-positivas e Gram-wvagat

2.1. Morfologia dentinaria

A dentina € um tecido mineralizado de naturezguciva que constitui a maior
parte da estrutura do dente, sendo recoberta pah@aliee na porcdo coronéaria e pelo
cemento na porcéo radicular. Aloja em seu intarortecido conjuntivo ndo mineralizado,
a polpa dentéria, com o qual possui muitas caliatitars similares referentes a origem,
relacdo topografica e funcdo. Por esta razdo, edtes tecidos sdo intimamente
relacionados, constituindo-se o complexo dentidpgpfArana & Katchburian, 1999).

A dentina compde-se de 70,0% de hidroxiapatite) 8 de material organico e
12,0% de agua. Sua estrutura tubular confere-ip@priedade de resiliéncia, importante
na sustentacdo do esmalte.

Os tubulos dentinarios sdo pequenos tubulos quragam com resultado da
mineralizacdo da matriz dentinaria ao redor dodopgamentos odontoblasticos que
podem atravessar toda a extensdo da dentina, dgsolpa até a juncdo amelo-dentinaria
ou a juncdo amelo-cementéria (Trowbridge & Kim, @00

A forma tubular, com ligeira conicidade, possualzertura de maior diametro
voltado para a superficie pulpar com cerca dem3 enquanto os diametros dos tabulos
dentinarios na superficie externa da dentina possra média im (Gulabivala, 1996).

Tais tubulos encontram-se interligados por ramgfies laterais em toda a dentina, as quais

17



REVISAO DE LITERATURA

denominam-se de canaliculos e possuem, cercarded# diametro e estdo dispostas em
angulo reto com os tubulos dentinarios (Ten C&881L

Segundo Carrigan et al. (1984), o nimero e o di@mdbs tlbulos dentinarios
depende da regido da dentina analisada, coronariadicular, como também da idade
fisiolégica do dente. Os dentes de pessoas na &#ara entre 20 e 34 anos tinham, em
média, 242.775 tubulos, enquanto os possuidoresaifede 80 anos apresentavam cerca de
149.025. Quanto a regido dentéria, foram encorgradaseguintes médias de tubulos por
milimetro quadrado: 8.190 tGbulos por milimetrodyaao (tibulos/ mA) na regido apical;
39.101 tdbulos/ mfma regido média radicular; 42.360 tGbulos/ma regido cervical e
44.243 tGbulos/ mfma regido coronaria.

Em relacdo aos tubulos dentinarios coronariosbéaglio & Brannstrom (1976)
observaram variagfes dependentes da distanciapa. gd& parede pulpar, esses autores
relataram existir entre 30.000 a 52.000 tdbulos/memna dentina analisada a uma
profundidade de 3,5 mm da polpa esse nimero ddoglwariou de 10.000 a 25.000.
Quanto as médias de tGbulos/ fnms autores encontraram 45.000 préximos & polpa e,
19.000 do esmalte.

Kennedy et al. (1986) encontraram diferencas eptéemolares jovens e 0s
fisiologicamente envelhecidos quanto a distribuigho tubulos por area e aos seus
diametros, com analise as fotomicrografias com atmsede 300 e 3000X.

Quanto aos diferentes tipos de dentina constitslidge estrutura dentéria, sabe-se
gue existem diferencas quanto a composicdo organigaorganica, entre aquela que
reveste internamente o tdbulo e a que se situaregies entre um tdbulo e outro
(Gulabivala, 1996).

A dentina depositada ao longo da parede internacatta tubulo dentinario
denomina-se dentina peritubular (Trowbridge & KigQ00). Segundo Garberoglio &

Brannstrom (1976), sua formagé&o progressiva é nsspel pela diminuicdo continua do
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REVISAO DE LITERATURA

didmetro dos tubulos na dire¢do do esmalte ou dee®, caracterizando a forma conica
de cada tabulo dentinario.

A dentina peritubular é mais mineralizada e possenor quantidade de fibrilas
colagénas do que a dentina intertubular (Trowbri&g&im, 2000). Gulabivala (1996)
afirmou que essa dentina hipermineralizada dasdparmternas do tabulo é que garante
rigidez e maior apoio estrutural a massa dentinaria

Quanto a espessura peritubular, Ten Cate (1988pteker, aproximadamente, de
400 milimicrons proximo a polpa e por volta de #bilimicrons junto ao limite amelo-
dentinario.

A massa dentinaria, que permeia o tubulo correspandentina intertubular, sendo
40,0% menos mineralizada que a peritubular e comteddo organico composto
principalmente de fibrilas colagenas (Trowbridg&ign, 1998).

A porcdo mais interna da dentina que se encontraaatato direto com a polpa &
composta exclusivamente por matriz organica e darmse pré-dentina. Possui em torno
de 25 a 3@um de espessura e pode ser observada durante vatido dente enquanto ha

polpa viva (Ten Cate, 1988).

2.2. Formagao da matriz organica da dentina

A matriz organica da dentina compde-se de fibrikméagenas e substancia
fundamental interfibrilar (Arana & Katchburian, 299

Nos dentes humanos o colageno intratubular rewela&@mo caracteristica
importante da dentina e ocorre em maior quantisedéentina intertubular. O colageno
preenche quase integramente significativo nimereidelo o que pode fundamentar a

idéia da variabilidade da extensdo do processotoli@stico (Ten Cate, 1999).
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O padrdo de deposicdo de coladgeno é comum a tada&stegorias dentérias,
contudo néo se relaciona com a idade do dente sepdesente na dentina principalmente
do tipo | que corresponde a 85% da matriz orgamicguanto os tipos V e Il representam
proporgédo em torno de 5,0%.

Os 10% restantes da matriz organica sdo constityddias chamadas proteinas nédo
colagenas tais como: fosfoforinas, fosfoproteirgaloproteinas dentinarias, proteinas
morfogenéticas dentinarias, Gla-proteinas (ostemagl proteoglicanas, glicoproteinas
acidas (osteonectina) e proteinas séricas (Arakat&hburian, 1999).

Ten Cate (1999) considera, ainda que, além ddsngamentos odontoblasticos, do
colageno e fibras nervosas, existe a presenca dedragel constituido de proteoglicanos,
tenascina, fibronectina, albumina do soro, alfa 8 Bl transferrina (em proporcdes
diferentes da encontrada no soro), que se apeesehtforma de uma rede densa e com
pouca condutividade hidraulica, a qual é potermadi cerca de 3000X pela degradacao
enzimatica do respectivo gel.

Em condi¢cbes normais, o tecido pulpar apresenpaetegido de agressdes externas
pelo seu isolamento anatdmi¢Bammann & Estrela, 1999Entretanto, sempre que a
dentina € exposta por perda de esmalte ou cemepmlpa é colocada em risco devido a
alta permeabilidade desse tecido, conferida peasepca dos tubulos dentinarios (Pashley
et al. 2002)Essa permeabilidade aumenta com a proximidadecitiotpulpar, devido ao
maior diametro e densidade tubular, facilitandafaséo de residuos metabolicos, enzimas
e toxinas bacterianas, provenientes do processmsoarBergenholtz, 1981) e de
componentes toxicos liberados pelos materiaisuesdares (Costa et al. 2002).

A resposta pulpar inicial resulta no aumento dalfiudentinario e macromoléculas
(Maite et al. 1981) para o exterior, que reduz a difus@@stimuladores nocivos atraves
dos tubulos dentinarios e auxilia na limpeza daidan
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A continuidade da agressdo resulta na ativacao élldas imunocompetentes,
processos inflamatérios na polpa e reducédo da gabitidade dentinéria pela presenca de
dentina reparadora ou por deposicdo de proteinfisido dentinario (Hahn et al. 1997).

Consequentemente fatores de crescimento (TGHansforming growth factor-a)
presentes na matriz dentinaria poderiam ser lilosrad estimulariam as células
odontoblasticas a sintetizarem dentina reacionglyeofacilitaria a obliteracdo dos tubulos
e reducado da permeabilidade dentinaria (Smith 08i3).

A presenca do fluido que percorre os tubulos déarbs é fundamental para a
manutencdo da sensibilidade e propriedades mesaacdentina, poréngua composi¢cao
ndo é totalmente conhecida, sendo considerado trafiltiado do sangue, portador de
albumina e imunoglobulina G (IgG). E provavel queoanposicdo do fluido supracitado se
altere mediante certas condicdes clinicas, paatimédnte quando a polpa apresentar-se
danificada ou inflamada (Love et al. 1997).

O fibrinogénio, molécula importante na hemostas&a epresente no fluido
dentinario apds preparo cavitario. Assim, a de@asde albumina, fibrinogénio ou IgG nos
tubulos reduz a presenca de fluidos através dandefitahn et al. 1997).

Os mecanismos bacterianos envolvidos na invasaaetdina ndo sdo bem
conhecidos (Love et al. 1997). Os tubulos dentisadontém apreciaveis quantidades de
coldgeno ndo mineralizado (Dahlén et28i00).

No entanto existem estudos sugestivos de que gasaatipo I, seja reconhecido
pelos estreptococos orais e quando acoplado a wpesficie de hidroxiapatita pode servir
como um substrato de adeséo (Liu et al. 1990)nfesacdes envolvem a adeséo celular e
respostas de crescimento sdo mediadas por protdmasuperficie celular bacteriana
especifica.

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

invasado bacteriana no tubulo contribuisse pardengo de novas estratégias de controle.
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Necessita-se, no entanto, identificar as substingiee mediam as interacOes
iniciais da bactéria com a dentina e valer-se, gg@mplo, de agentes bloqueadores do
antigeno polipeptideo tipo I/ll - o qual reconh@ceolageno — ou, por meio do bloqueio

das propriedades co-adesivas do referido antigeno.

2.3. Caracteristicas da citologia bacteriana e sgaotencial antigénico

A invasdo bacteriana nos tubulos dentinarios é fator preponderante na
patogénese da céarie dentaria e doenca pulpar. @l daiplégico das bactérias,
particularmente relacionado aos mecanismos desigresa reacdo do hospedeiro pode ser
mais bem entendido a partir do conhecimento dautesr e ultra-estrutura celular
(Bammann & Estrela, 1999).

A Dbactéria constitui-se estruturalmente por: emeleelular (parede celular e
membrana citoplasmatica), estruturas internas ael@me celular (citoplasma, material
genético e enddsporo) e estruturas externas adoeevéglicocalice, flagelopilus -
fimbrias - e estruturas fibrilares).

As formas das bactérias podem ser observadagstdavcoloracdo de Gram que as
dividem em dois grupos: Gram-positivas e Gram-neggt A técnica de Gram expressa
diferentes caracteristicas bacteriologicas espeeiste referente a composicdo quimica,
estrutura, permeabilidade da parede celular, figial metabolismo e patogenicidade
(Burnett & Schuster, 1982; Nisengard & Newman, 1994

A parede da bactéria Gram-negativa € constituida gstruturas de mdltiplas
camadas complexas nao retentoras do corante qeabduretida a solventes solGvel que a
torna descolorada, ao passo que, ao ser submedideoacorante adquire nova coloracao.

Contrariamente, a parede da célula Gram-positivesiste de uma Unica camada

gue retém o corante aplicado, mas nao se sujai@acoloracdo pelo segundo corante.
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Esta parede constitui-se por um polimero denomingelptidioglicano, composto de
unidades de natureza glicidica e peptidica de sespegue varia entre 20 a 50 nm.

Além do peptidioglicano, integram esta estrutura@dos teicoicos, compostos por
ribitol ou glicerolfosfato. Os &cidos teicdicosagbnados a membrana séo de natureza do
glicerolfosfato e denominados &cidos lipoteicdicos.

O (licolipideo e o acido lipoteicdico se ligam asembranas celulares,
particularmente de linfocitos e macréfagos, resdibaem ativacdo celular. Sdo capazes,
também, de ativar a cascata do complemento, oeguéta na inducéo inflamatéria pulpar e
periapical (Dahlén & Bergenholtz, 1980).

A parede celular da bactéria Gram-negativa corsigémente mais complexa
apresenta uma camada de peptidioglicano com espesleu 3 a 8 nm. O espaco
periplasmico consiste de duas membranas, a exteraacitoplasmatica, e nele estdo
concentradas enzimas hidroliticas e proteinas gégdo que participam do mecanismo
nutritivo da célula.

A membrana externa é semelhante a citoplasmatcduado a externa apresenta
menor quantidade de fosfolipidios e proteinas. Bovolver o corpo bacteriano
conjuntamente ao peptidioglicano, ao qual ligamis®léculas lipoprotéicas, determina
integridade a célula.

Outro constituinte da parede, a endotoxina lipggaltéarideo (LPS), localiza-se na
camada externa da membrana externa das Gram-reegatiscompde-se de trés segmentos
covalententemente ligados: Lipidio A, Core e Aatig O, cuja viruléncia, determina
efeitos bioldgicos que resultam na amplificacéo dagdes inflamatorias. Também induz
0s macrofagos a secretarem as interleucinas (IL-8, e IL-8), fator alfa de necrose
tumoral (TNF), oxigénio reativo, nitrogénio interdi@io (O0xido nitrico), interferon,

fatores ativadores de plaquetas e prostaglandinas.
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Mesmo quantidades pequenas de LPS sdo capazatudie anresposta inflamatéria
periapical. Uma possivel explicagdo para a mutiigide de achados com a mesma € a
variabilidade genética do LPS entre diferentes enganismos (Estrela & Pécora, 1997).

Warfvinge et al. (1985) realizaram um estudo higjmo em que correlacionaram a
resposta pulpar frente a aplicacédo de LPS liafil em cavidades classe V realizadas em
20 dentes de macacos. Na analise histologica dtessatos tubulos dentinarios subjacentes
a aplicacdo do antigeno bacteriano, verificou-dagéo de infiltrado linfocitario no tecido
pulpar da maioria dos dentes testados. A verifecal@s dados indica que a presenca de
endotoxina de alto peso molecular atua como argiggyode afetar negativamente a polpa,
guando presente nos tubulos dentinarios.

Outra observacdo relatada pelos autores foi qudaaserias Gram-negativas
predominavam sob restauragfes dentinarias quanesespavam microinfiltracdo. Estas
bactérias ocasionam multiplos efeitos patogénicmavés da endotoxina LPS. N&o
obstante, o tamanho das moléculas permeantes pustgstor decisivo na invasao.

Pashley et al. (1977; 1983) também verificaram guEto peso e a dimensédo da
molécula sdo determinantes na permeabilidade deiatirAs moléculas testadas por estes
autores foram relativamente menores em comparagéo as complexos de alto peso
molecular do estudo de Warfvinge et al. (1985).

Estreptococos do grupmutanse lactobacilos sdo microrganismos oportunistas
comuns na cavidade bucal e patogénicos em condigbbgntais favoraveis, freqlentes
na dentina cariada e facilmente detectados por ndeiométodos microbioldgicos.
Indubitavelmente ocorre a presenca de microrgarssmes tubulos dentinarios durante o
avanco das caries com possibilidade de injuria gulfContudo, a viabilidade dos
microrganismos faz-se controversa, devido a relagé®@ a desmineralizacdo da dentina, a

localizacdo da bactéria e a resposta pulpar (Jubachngekand, 1981).
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Jubach & Langekand, 1981, em estudo para detegcdonda viabilidade dos
microrganismos por avaliagdo morfologica em miocopsx eletrbnica encontraram
bactérias ap6s a remocdao clinica da cérie com nasralate trés unidades e glicoprotéinas
espalhadas, indicativo de organismos vitais. Aimda determinacdo do efeito do
capeamento pulpar indireto foram constatadas etescbistologicos corados pelo método
de Brown e Brenn bactérias na dentina dapa@s a remocao de toda a dentina amolecida.

Na literatura parece ndo haver um consenso solw@ralacdo entre coloracao,
textura da dentina e numero de microrganismos @eles na lesdo (Duque, 2006).
Enquanto alguns investigadores relacionaram o esicoento ou a dureza da dentina com
a menor proporcao de bactérias (Bjordnal et al71Bfbrdnal & Larsen, 2000; Maltz et al.
2002) outros ndo constataram essa associacdo @idd. 1993 Ricketts et al. 1995;
Bonecker et al. 2003).

A reacdo de Maillard que ocorre entre carboidratgsoteinas tem sido proposta
como a causa do escurecimento das lesdes de edtieatia, uma vez que nas mesmas
foram detectados pigmentos marrons quimicamentelbamtes aos produzidos nesse tipo
de reacao.

O escurecimento da dentina remanescente pode a&saciado a oxidagdo dos
produtos iniciais da reacdo de Maillard ou a read@gequenos aldeidos derivados de
bactérias com proteinas formando polimeros contapdo mais acastanhada (Kleter et al.
1998). Essas alteracdes na coloracdo, texturaigaden da dentina sejam mais nitidas
clinicamente para os dentes com cérie ativa e aéend ser consideradas isoladamente na
determinacéo do sucesso do tratamento.

Além disso, a avaliacdo clinica da dentina vaoiaf@rme critérios tateis e visuais
inerentes a cada investigador. Quando os clinem®vem a dentina cariada normalmente

guiam-se pelas proprias respostas sensoriais e@xga clinica.
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Shimizu et al. (1982) desenvolveram um estudo combjetivo de avaliar a
confiabilidade da escavacdo guiada por um exploradpecial, designadtug back
através do exame da dureza da dentina remanesapote escavacdo. Aug back
(puxao/arranco) os autores definiram como forcaugeda para desalojar a ponta do
explorador inserido na dentina amolecida, a qualnfedida com a utilizacdo de um
aparelho composto por um explorador especial, uata gle mao, um amplificador de
forca e um oscilatorio.

O tug back reduziu-se progressivamente a medidaacgsravacao era realizada e
guase desapareceu ao deparar-se com uma de dargzeadie 23.3 KHN. Ao escavar-se
utilizando apenas a resposta sensorial a durezemédlentina remanescente fora de 22.8
KHN com desvio padrdo de 9.8 KHN, enquanto nazaigi#o tug back o mesmo foi 5.7
KHN. Este resultado mostrou que a escavacao gp@adag back foi superior na remocao
confiavel da dentina amolecida.

Shimizu et al. (1982) ainda acrescentaram que dindemmolecida pode ser
dividida em camada de superficie e camada profamizs separadas pela dureza critica e
gue deve ocorrer a conservacdo da camada profurigty que esta € leve ou
moderadamente descalcificada, contém pouco ou nemnfigrorganismo e endurecer-se-a
culminando com esterilizacéo por tratamento ademdaccapeamento pulpar.

Entretanto, estudos tém verificado que, emborandéirdeinfectada seja conhecida
por sua elevada concentracdo de microrganismosidgraumero de bactérias ainda
persistem na dentina mais interna (Bjorndal €t29.7; Bjorndal & Larsen, 2000).

Duque (2006) ao avaliar a efetividade clinica erafimlogica do tratamento pulpar
indireto utilizando-se dois cimentos de iondmerovatko modificados por resina e um
cimento de hidroxido de calcio observou, para tagogrupos de materiais, que nédo houve

reducdo na quantidade de estreptococos do gnupanse lactobacilos viaveis.

26



REVISAO DE LITERATURA

Apesar disso, alteracdes significantes na textaradentina foram observadas,
ratificando o exposto anteriormente de que poseaerstir correlacdo entre esse aspecto
clinico e a reducéo da microbiota (Bonecker e2@03).

Para evitar irritacdo ou até danos irreversiveistexido pulpar causados pela
difusdo de agentes toxicos, materiais denominadmetpres pulpares sdo indicados para
forramento de cavidades profundas com reduzidassspe de dentina remanescente, 0s
quais devem ser biocompativeis quando aplicadodesitina e capazes de permitirem e/ou
estimularem a reparacdo tecidual (Costa et al. )20812m de promoverem um bom
selamento da interface dente-restauracdo, dimiouangossibilidade de microinfiltragéo
bacteriana.

Uma importante propriedade do material protetompaulé apresentar atividade
antibacteriana, principalmente quando utilizadorsad dentina contaminada em dentes
com indicagdo de tratamento pulpar indireto. Nestecedimento é preconizada a
reabertura do dente alguns meses apds o0 procedirpard remo¢ao da dentina cariada
remanescente devido a possibilidade de desenvaitinuie infec¢do pulpar pela presenca
de bactérias residuais (Bjorndal et al. 1997).

Alguns autores, contudo, tém sugerido a realizalgidratamento em uma Unica
sessao, pois relataram alta prevaléncia de sucksgm e radiografico (Falster et al. 2002;
Maltz et al. 2002), além da reducgdo significativa mimero de colbnias bacterianas
presentes na dentina residual (Bjorndal & Larsed020apos meses de acompanhamento
do tratamento.

Segundo Maltz et al. (2002), os resultados mictofioos indicaram que a
remocao superficial da carie, o forramento com uatenal antibacteriano e o selamento
da cavidade reduziram o metabolismo e o cresciméaitieriano ao desacelerar a

progressao da lesao e favorecer a resposta do exongdntino-pulpar.
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Entretanto, existem estudos que demonstraram a@\8e@ncia de estreptococos
bucais, mesmo apds meses ou anos da remocéo plardahtina contaminada e selamento
dentério (Bjorndal et al. 1997; Bjorndal & Larse@0B), dai a inferéncia da existéncia de
cepas resistentes ao tratamento (Bjorndal et 8I7;1Bjorndal & Larsen 2000; Kreulen et
al. 1997; Weerheijm et al. 1999).

A distribuicdo e persisténcia @&reptococcus mutaresn diferentes sitios dentarios
na mesma cavidade bucal foram verificadas por ReBmanuelsson et al. (2003). A
capacidade das bactérias sobreviverem e persisteemum determinado ambiente
depende, em parte, de sua plasticidade genéticentee que determina sua habilidade em
responder a flutuacdes nas condicbes do ambieadestresse (Dobrint & Hacker, 2001).

Uma répida resposta adaptativa foi exibida formutansem um processo de
sintese de proteinas especificas (Hamilton & Svensk98), a qual poderia ser induzida
pelos &cidos produzidos nas reagdes quimicas dsiam ou pelo proprio metabolismo
das bactérias que interagentes no ambiente deoestud

Na ocorréncia da acidificacdo do ambiente, as hastproduzem uma variedade de
medidas protetoras, incluindo sistemas que alteraramposicdo da membrana celular, a
extrusdo de protons e as vias metabolicas (Cottéill&2003).

A sobrevivéncia das bactérias acido-resistent@moS. mutanssob restauracées
também pode relacionar-se a capacidade de metaf@dizle carboidratos, provindos de
glicoproteinas do soro, presentes no fluido dentn&omo acido sialico, galactose e N-
acetilglicosamina (Paddick et al. 2005).

Embora o selamento favoreca a reducéo do teorigéro@ do ambientes.mutans,
por serem considerados microrganismos anaerébaoodtdtivos (aerotolerantes), ndo séo
influenciados por essa mudanca, pois podem crasgaresenca ou auséncia de oxigénio.

De modo contrario, 0 ambiente anaerdbio exclui msarganismos dependentes do
oxigénio e reduz os que crescem melhor na suarmmaséacilitando a proliferacdo de

espécies com8. mutangThomas & Pera, 1983).
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S. mutansapresenta a habilidade de resistir as alteracossniweis de &cidos
produzidos no ambiente bucal, protegendo assim@nstituintes organicos, em especial
0 DNA, dos efeitos agressivos da acidificacdo (@uiet al. 2001).

Paddick et al. (2005)letectaram distintas linhagens 8é&eptococcus oralis e
Actinomyces naeslundiapds cinco meses da remoc¢do parcial da cari@rggnémbora
com reduzida diversidade genotipica/fenotipica e@mparacdo as linhagens isoladas
previamente ao tratamento.

Wambier (1998) avaliou a viabilidade bacteriana exdsténcia de possiveis
inibicbes seletivas sobre as principais bactéap®s selamento com ionémero de vidro
resinoso por meio de estudo microbiolégico e avajbes da dentina com a utilizacdo da
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Na analise microbiolégica ao comparar-se as ansstratrole as experimentais,
observou-se reducdo no numero de bactérias. O eafanproporcionou uma reducgéo
numeérica da populagdo bacteriana com variavel sidade, sendo que a maior inibicao
ocorreu sobr&. mutans

Embora os lactobacilos sejam considerados os rgamgsmos predominantes em
lesGes de céarie profunda (Kidd et al. 1993; Bjokdrtaal. 1997; Maltz et al. 2002), no
estudo de Duque (2006), detectou-se a prevaléeoestieptococos do grupautanssobre
os lactobacilos, cujo achado acorda com outrosites@studosAyna et al. 2003).

Na literatura existe uma caréncia dsstudos que objetivam localizar os
microrganismos posteriormente a remocao da les@msaaOzaki et al. 1994 avaliaram a
prevaléncia e localizacdo de bactérias especifitelsindo microrganismos cariogénicos e
alguns anaerobicos obrigatorios, em carie de fissuperficie lisa coronal e radicular por
meio da contagem de tubulos dentinarios infectat#ificados imunohistoquimicamente

em cortes de dentina cariada.
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Na observacdo morfolégica da penetracdo bactemamajcrorganismos seguiram a
curvatura dos tubulos dentinarios, como um conecoad®es de carie de fossa e fissura, e
estendendo-se em forma de S nos cortes da céemrimtimal e radicularNa zona
superficial de penetracdo os microrganismos saguis tubulos dentinarios em direcéo a
cavidade pulpar e se espalharam lateralmente naaéntertubular. Na zona profunda de
penetracdo bacteriana alguns microrganismos espaikse apenas junto aos tubulos
dentinarios.

Berkiten et al. (2000) investigaram a penetracdoStleptococcus sanguis
Prevotella intermedianos tubulos dentinarios humanos das superficiggmapms a dentina
externa pelo uso de microscopia eletronica de garee(MEV) e microscopia de luz.

O S. sanguispenetrou nos tubulos dentinarios proximamente geréigcie do
cemento e a profundidade variou entre 50 a|880em um valor médio de 382,8n. A
profundidade de penetracao®aintermediavariou entre 0.1 e 2735m com valor médio de
25.9um.

Perez et al. (1998&ugeriram em razdo do tamanhoRlaintermédia(0.7 a 2) e
didmetro do tubulo que a profundidade de penetragéeeria ser maior, porém
consideraram que as fibrilas existentes na pareldéac desta bactéria e a sua tendéncia em
formar colbnias constituiram-se em uma barreiricdisa penetracdo desta no tubulo
dentinario.

Somado as barreiras fisicas inerentes a bactériat@eet al. (2000) propuseram
gue os prolongamentos odontoblasticos também séaimmde impedimento a penetracdo
das bactérias nos tabulos dentinérios. Entretamtsueas analises ao MEV ndo detectaram
nenhuma extensédo do processo odontoblastico comeiraefisica e acrescido a este fato
gualquer estrutura fisica que impedisse a penetdedactérias seria efetiva também com

S. sanguis
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Jeronimus et al. (1975) realizaram um estudo emame®l permanentes com
aplicacdo de selante em carie incipiente, modeggutafunda. Observaram a ocorréncia de
microrganismos viaveis na carie média e profundadae A presenca destes na jungao
amelo-dentinaria e nas camadas profundas, podetgerir uma habilidade na obtencéo
de nutrientes via tubulos dentinarios e algunsrdmsorganismos presentes nas camadas
profundas de dentina ndo seriam afetados ao ficaigstados do meio bucal.
Independentemente do tipo de selante utilizado @eeceram vivos e possivelmente com
potencial para continuar 0 processo carioso.

Handelman et al. (1976), verificaram apds dois adesselamento dentario a
reducdo na contagem total de microrganismos viavaislentina contaminada e que a
mesma aumentou com o tempo. A reducdo na contagebaatérias viaveis ocorreu de
modo mais expressivo nas primeiras duas semangs.résiltado esta de acordo com
outros estudos (Falster et al. 2002; Maltz et @022 e os autores relataram que embora
ocorressem em algumas lesdes a persisténcia déribacseu nimero se expressava
extremamente reduzido e as mesmas nao pareciaesaga continuar 0 processo carioso

provavelmente devido ao inadequado suprimento teentes.

2.4. Andlise dos agentes histologicos desmineralites e sua influéncia na coloragéo
da bactéria

As bactérias ou suas toxinas podem ter um impert@atpel no inicio e na
manutencdo de uma reacdo inflamatoria na polpaxdant

A deteccdo das bactérias nas paredes e no asstmlbavidade pulpar pode ser
determinada de duas maneiras: pelo método badgiGol e pela andlise de cortes
histologicos corados pelo método de Gram modifiqgaoloBrown e Brenn (Brown-Brenn,
1931; Luna, 1960).

Nos cortes histolégicos séo observadas bactéras@s em azul, as Gram-positivas

e em vermelho, as Gram-negativas de dificil distingos componentes teciduais.
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Este método da coloracdo supracitado inviabilizrigdes a respeito da viabilidade e
patogenicidade (Mj6r, 1974). Contudo, exames higiobs de cortes descalcificados séo
satisfatorios quanto a presenca ou auséncia dengeéerismos na parede pulpar (Browne et
al. 1983). Ainda, técnicas histologicas apresergfiodcia na deteccdo de bactérias devido
a facilidade da mesma (Qvist & Qvist, 1980).

O efeito cumulativo da desinfeccdo, armazenamefit@cdo histologica e
desmineralizacdo sobre o nimero e a capacidadeoldeagio de bactérias Gram —
positivas tem sido alvo de estudos e analises quamg resultados obtidos mediante o
processamento utilizado (Wijnbergen & Van Mulle991).

Apés a fixacdo, o primeiro passo no processamigistolégico antes do mergulho
em parafina, é a desmineralizacdo, realizada cado 46rmico, &cido nitrico, EDTA e
outros. Pesquisas demonstraram que 0 &cido formicoEDTA promoveram reducgdo
severa do numero e da capacidade de coloracadsrdas-positivas. Wijnbergen & Van
Muller 1991, verificaram que ao utilizarem o EDTA écido nitrico em substituicdo ao
acido férmico, observaram uma bactéria corada gada trés, ao invés de uma, para cada
quinze respectivamente em relagdo a Gram-positiva.

Apenas as bactérias coradas de azul podem samelate detectadas nos cortes
teciduais. Assim, os resultados dos experimemas;am que com um ndmero limitado de
organismos, existe o risco de escores falso-nematpara cortes de tecidos duros
descalcificados (Wijnbergen & Van Muller, 1987).

Ozaki et al. (1994) em seu estudo utilizaram paogessamento histoldgico acido
formico de sodio 10,0% por 4 dias a 4°C, para deficacdo. Dez cortes seriados den®
espessura foram obtidos a partir das metades ds timldentes, e estes foram submetidos
ao método de Brown e Brenn e ao método imunohiftiga, usando biotina com
estreptavidina (LSBA) a temperatura ambiente. Qaras ressaltaram que a antigenicidade
das bactérias pudesse desaparecer durante o proeedsscalcificacdo. Contudo, o estudo

mostrou que 0s microrganismos apés imersdo emamhlescalcificante ainda eram

32



REVISAO DE LITERATURA

capazes de reagir com seu anti-soro correspondenteactérias coradas de Gram-positivo
podem aparecer como Gram - negativas e outras aead® falso-negativo nos cortes

podem ocorrer ocasionalmente devido a procedimeigtaescalcificacao.
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3. PROPOSICAO

Analise histobacteriologica, qualitativa da dentirmanescente de pré-molares

humanos apods a remocéao do tecido cariado.
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4. MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, aprovado pelo Comité da &t Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia — UFU (Anexol), foram selemias |aminas histologicas
representativas de cortes histologicos seriaddddentes, obtidos durante a pesquisa de
Biffi et al. (1982). Estes cortes representavapogdo mais profunda da carie em pré-
molares superiores humanos permanentes, extrdepacientes de ambos os géneros e
faixa etaria de 20 a 40 anos. O critério de irfugos dentes no estudo foi que os mesmos
deveriam apresentar céarie proximal e/ou oclusales ajremocao do tecido cariado tenha
sido realizadan vitro. Apos exodontia os dentes foram mantidos em forandl0,0%

tamponado em pH=7,0.

4.1. Remocgao do tecido cariado e documentacdo mascopica

Antes da remocgao do tecido cariado foram feita®gfatfias das lesdes e
radiografiasin vitro simulando o método interproximal. Para tal coleseuo filme e o
dente em uma superficie plana de tal modo que x@ feentral de raios-X incidisse
perpendicularmente ao longo eixo do dente, contuitande evitar distor¢ées na imagem.

Todos os dentes foram classificados de acordo aoprofundidade de carie,
segundo critérios definidos por Biffi et al. (198&n:

Grau 0 — auséncia de cérie;

Grau 1 — carie de esmalte;

Grau 2 — cérie rasa com 1/3 de dentina comprometida

Grau 3 — carie média com até 2/3 de dentina comgiida)

Grau 4 — cérie profunda com ate 3/3 de dentina comgtida, sem exposi¢ao pulpar;

Grau 5 — exposicao pulpar.
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A remocéao do tecido cariado foi realizada por uncaioperador. Os dentes foram
manualmente seguros com as raizes protegidas per Bai utilizada inicialmente colher
de dentina seguida por brocas esféricas de acdaera rotacdo, de nimeros 2, 3 ou 4,
dependendo da extensdo da carie. Durante todo aedinoento clinico de remocéo, a
cavidade era irrigada com soro fisiolégico. Quaadsonda exploradora, pressionada no
assoalho da cavidade, ndo se prendia mais na demnsiderava-se concluida a remocao
do tecido dentinario.

Apés constatacdo clinica da remocdo do tecido dm@riaseccionou-se
longitudinalmente o dente no sentido mesio-distah disco de diamante sob jato de agua,
tendo-se o cuidado de atingir a cérie e a polpaieminico corte, de maneira a obter-se
duas metades. Os dentes hemi-seccionados foragrdtados e reavaliados, levando-se

em consideracéo a céarie de esmalte (Fig. 1 B,aso

4.2. Processamento histoldgico

Os dentes mantidos em recipiente contendo fornid,8% tamponado (pH=7,0)
durante 24 a 48 horas, foram desmineralizados éug&m citratada de acido férmico a
25,0% (Rodrigues & Langeland, 1976) sob agitacawstamte (Rodrigues & Horta, 1977)
durante 15 a 20 dias, desidratados em quatro basd@dcool etilico por quatro horas,
diafanizados em trés banhos de benzol por duas kearecluidos em parafina a 56° C por
cinco horas.

Cortes seriados deguB de espessura foram obtidos utilizando micrétobeica—
RM2155). Procurou-se obter cortes longitudinaisages, das duas metades em separado
(secao vestibular e lingual) a partir do corte i@rta polpa dentaria.

Para a montagem das laminas utilizou-se PERMOUAIEmMinulas 24x60.
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As laminas foram coradas no Laboratério de Hisialoga Area de Ciéncias
Morfolégicas da Faculdade de Odontologia de RibeRé&eto da Universidade Federal de
Sdo Paulo, pelas técnicas de coloragdo para Heitrador Eosina — HE (Anexo 2),
Tricromico de Masson (Anexo 3) e histobacteriologite Gram, método modificado por
Brown e Brenn (Anexo 4, LUNA, 1960).

4.3. Andlise microscopica das amostras

Os cortes histoldgicos foram analisados ao miced@®XIOSTAR PLUS-CARL
ZEISS) e as fotomicrografias obtidas no fotomicégso (REICHERT-JUNG).

Os cortes corados em HE possibilitaram o estudoattesacbes morfologicas e
processo inflamatdrio relacionado ao tecido pulpms dentes cariados. O Tricromico de
Masson permitiu a visualizacdo de fibras intereagksg, fibras colagénas e muco. Para
identificacdo de colbnias de microrganismos foratitizados os cortes corados pelo
histobacteriolégico de Gram.

Para a avaliacdo histoldgica escolheu-se prefidlemente a lamina que continha o
corte em que a cavidade de céarie mais se aproxidey®lpa, ou seja, existia uma menor
espessura de dentina separando o assoalho dadmapidaluzida pela céarie.

As trés faces do dente (mesial, oclusal e distaBnfi clinicamente classificadas
guanto a profundidade da cérie em graus 0,1,£208,5 e microscopicamente avaliadas.

Das 60 faces avaliadas, segundo o diagnosticocalide carie e visualizagdo
microscopica, foi determinada a presenca ou auséhei microrganismos alojados nos
tubulos dentinarios, a forma de penetracdo dos wegsuperficial ou profunda) e a
localizac&o de nichos bacterianos utilizando olmgstide 10, 40 e 100X.
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4.4. Andlise estatistica
O coeficiente de correlacdo de Pearsond+le +1) foi utilizado nas variaveis
qualitativas (presenca do microrganismo, grausade e localizacao na juncao amelo-

dentinaria e assoalho pulpar) a fim de averiguaa possivel correlacao.
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5. RESULTADOS

De modo geral, observou-se nas laminas selecionadpsesenca de bactérias
dispostas em um padrdo de invasao caracteristicggef@a, uma penetracdo de forma
superficial ou/e profunda, tanto no assoalho quaatuncdo amelo-dentinaria (Tabela 1).

Quanto a localizagdo notou-se a presenca de nibacterianos no preparo
cavitario na juncdo amelo-dentinaria e no assopliipar. Também foi possivel verificar
gue apesar de existir bactérias alojadas nos tsibdéntinarios estes apresentavam
organizacao tubular preservada.

Das 60 faces analisadas 37 foram diagnosticadasastiente como cariadas, sendo
10 céarie grau 1, 10 grau 2, 8 grau 3, 5 grau 4gead 5. Ao correlacionar a presenca do
microrganismo no tubulo dentinario segundo o diagoo clinico da céarie dos 20 dentes
avaliados, 02 apresentaram carie classificadacalimente como oclusal e ao exame
microscopico ambos apresentaram microrganismo éomnpenos uma das faces analisadas
ap0s o0 preparo cavitario. Entretanto, dos 18 deotan céarie proximal, apenas 14
apresentaram microrganismos nos tubulos denting@oadro 1).

Das 10 cérie de grau 1, em apenas uma foi deteatpdesenca de microrganismos
(Figura 1). Nos casos 5, 8 e 10, mesmo apresenfaarda de contetdo dentinario, nao foi
detectada dentina contaminada. No restante da l&gest, observou-se em pelo menos
uma das faces cariadas por dente, a presenca dergartismos no interior do tubulo
dentinario (Quadro 2).
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Tabela 1. Numero de dentes estudados (caso), proflidade da carie*, microrganismos detectados nos tdios
dentinarios do dente examinado e observacdes quanéoprofundidade e a localizacdo dos microrganismoso

preparo cavitario.

Caso Profundidade Microrganismos Observacdes
da cérie* detectados
(faces) (faces)

01 0 1 0 X Penetragdo superficial na jungdo amelo-dentinfigd ).

02 2 0 1 X (M) Penetracé@o profunda no assoalho e na juncatame
dentinéria. (D) Nao detectado (fig.2).

03 2 0 1 X (M) Penetracdo superficial no assoalho e na juagéelo-
dentinario. (D) Nao detectado.

04 1 0 4 X (M) N&o detectado. (D) Penetragdo superficial no
assoalho.

05 2 0 0 Na&o foi detectado microrganismo.

06 4 0 3 X X (M e D) Penetracdo superficial no assoalho e nadon
amelo-dentinario.

07 3 0 3 X (M) Penetracdo superficial no assoalho e na juagéelo-
dentinério. (D) Nao detectado.

08 3 0 0 Na&o foi detectado microrganismo

09 3 0 2 X (M) Penetragdo superficial no assoalho. (D) N&o
detectado.

10 2 0 0 Na&o foi detectado microrganismo.

11 3 0 1 X (M) Penetragdo profunda no assoalho e na jun¢étame
dentinario. (D) Nao detectado (fig.3).

12 2 3 1 X X (M) Penetragdo profunda no assoalho e na jungétame

dentinario. (O) penetragdo superficial abaixo da
restauracdo. (D) N&o detectado (fig.4).

13 3 0 2 X (M) Penetracdo superficial no assoalho e na juagelo-
dentinario. (D) Nao detectado.

14 1 0 1 Na&o foi detectado microrganismo.

15 1 0 1 X (M) Penetragdo na juncdo amelo-dentinario. (D) Né&o
detectado.

16 5 0 2 X (M) N&o detectado. (D) Penetragdo superficial rsnalfio
e na juncdo amelo-dentinario (fig. 5).

17 4 0 4 X X (M e D) Penetracé@o nos bordos amelo-dentinario

18 5 0 4 X X (M) Penetracédo superficial no assoalho e nas psrdde

camara pulpar. (D) Penetragdo superficial no assoal

19 2 5 X X (M e D) Penetracdo superficial no assoalho e nadjain
amelo-dentinério (fig. 6).

20 2 0 5 X (M) Nao detectado. (D) Penetrag&o profunda no #ssea
na juncdo amelo-dentinério.

* 0 auséncia de cérie, 1 céarie de esmalte, 2 cdsicom 1/3 de dentina comprometida, 3 carie nuéxiia2/3 de dentina

comprometida, 4 carie profunda com 3/3 de dentimaprometida sem exposigao pulpar e 5 exposica@apulp
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Quadro 1: Presenca do microrganismo no tubulo dentinariqjalizgagdo microscopica,
segundo diagnostico clinico da carie.

CARIE PRESENCA DO MICRORGANISMO NO
TUBULO DENTINARIO
Classificagao Clinica Quantidade SIM NAO
Oclusal 2 2 | e
Proximal 18 14 4
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Quadro 2: Presenca e distribuicho do microrganismo nas faeegmdas, avaliacdo
microscopica, segundo classificagédo e localizadi@dica da profundidade de cérie nas 37
faces diagnosticadas clinicamente como cariadas.

Grau de Cérie
(37 faces)
M (0] D N&o Detectado no Detectado no Detectado| Detectado
Detectado Assoalho Assoalho na Juncdo| na Jungéo
(Profundo) (Superficial) Amelo- Amelo-
dentinaria | dentinéria
(Profundo) | (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 nimero de microrganismos enmados nos diferentes graus de
carie pdde-se verificar a existéncia de uma cayéelaracamente positiva (0,038) cujo
resultado estatistico confirma que a localizag&o distribuicdo dos microrganismos nos
tubulos dentinérios foi variada e independenterdupdidade da cérie (Grafico 1).
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Grafico 1: Correlacdo entre o grau de cérie e a quantidaglelodalizacbes de
microrganismos (M. O) nas faces estudadas.
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Ao correlacionar a localizacédo dos microrganismmaoetrados nos diferentes graus
de cérie com a forma de distribuicdo (superficial profunda) e a localizacdo (juncéo
amelo-dentindria e assoalho pulpar) pb6de-se verifia nulidade de correlacao
demonstrando que a localizacéo e a distribuicdordo®rganismos nas areas consideradas

no estudo como criticas ndo se relacionaram amdafade da céarie (Grafico 2).

-

N° de Localiza¢des M.O
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\\0
*
*

Grau de Céarie

Grafico 2: Correlagdo entre o grau de carie e o numeroahdizacdes de microrganismos
na juncdo amelo-dentinaria, penetracéo superfieiagsoalho pulpar, penetracdo profunda.
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Figura 1: Caso 1

A —radiografia, hip6tese de diagnéstico - ausédeiaarie oclusal;

B — corte longitudinal a partir da porcéo centlptblpa dentaria. Hemi-seccao do dente: evidencia
de cérie de esmalte;

C - negativo da hemi-seccéo, confirmacédo de caridwel de esmalte;

D — coloracdo de Gram, presenca de microrganisraodentina, regidées subjacentes a carie de
esmalte; (Brown e Brenn; ampliacé@o original: 10X).

E - presenca de microrganismos nos tubulos demmé@pds a remocdo da carie de esmalte;
(Brown e Brenn; ampliacéo original: 100X).

F — distribuicdo dos microrganismos, de forma digak (Brown e Brenn; ampliagdo original:
100X).
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Figura 2: Caso 2
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A —radiografia, hipétese de diagndstico de camimal de profundidade média;

B — fotografia da face cariada;

C — fotografia da face proximal apés a remoc¢aadazido tecido cariado;

D — corte longitudinal a partir da porcao centmalpdlpa dentaria. Hemi-seccdo do dente: evidencia
do bordo inferior ao nivel da juncao amelo-dentméirculo);

E — coloragdo de Gram, presenca de microrganismaoslemtina (circulo). (Brown e Brenn;
ampliacdo original: 10X);

F - presenca de microrganismos, penetracdo profoagdaubulos dentinarios apés a remocao da
carie; (Brown e Brenn; ampliacéo original: 10X);

G - presenca de microrganismos, penetracdo profiseda) maior aumento de F; (Brown e Brenn;
ampliacao original: 40X).
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Figura 3: Caso 11

A — fotografia da face mesial cariada;

B — fotografia da face mesial apds a remocéo didixtecido cariado;

C —radiografia, hipétese de diagnostico de cangimal de profundidade média;

D — corte longitudinal a partir da porgao centralpblpa dentéria. Hemi-seccdo do dente: apés a
remogao clinica da cérie;

E — coloracao de Gram, presenca de microrganismdsio superior ao nivel da jungdo amelo-
dentinaria (circulo); Frente de penetracdo dosarganismos (seta). (Brown e Brenn; ampliacédo
original: 10X);

F - presenca de microrganismos nos tubulos deittsamaior aumento de E (circulo) apés a

remocao da carie; (Brown e Brenn; ampliacdo orlgd@X).
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Figura 4: Caso 12

A - radiografia, hipétese de diagnéstico de camximal e restauracao de amalgama (radiopaca);
B — coloracdo de Gram, presenca de microrganisnaogace mesial e oclusal subjacente a
restauracdo de amalgama. (Brown e Brenn; ampliaggimal: 10X)

C — Fotomontagem: penetracdo profunda (em formaate) de microrganismos nos tubulos
dentinérios apds a remocao da cérie; (Brown e Brampliacado original: 40X).

D — corte longitudinal a partir da porcdo centralgblpa dentaria (sentido mesio-distal). Sec¢éo
vestibular (D1)e seccao lingual (D2);

D1 restauracdo de amalgama onde em B (seta) vdatsdi dentina contaminada subjacente a
restauragdo; D2 cavidade onde mesmo apls a renmimdecido cariado permanece dentina
contaminada, observar em B (circulo), em E e G)set

E — Maior aumento de B (circulo). (Brown e Brenmpdiacdo original: 10X).
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Figura 5: Caso 16

A — coloracdo de Gram, presenca de microrganisnsobatido inferior da cavidade na juncéo
amelo-dentinéria (circulo); presenca de microrgaos distribuidos homogeneamente (setas).
(Brown e Brenn; ampliagéo original: 10X);

B — presenca de carie proximal e mesial com exgogitilpar.(Tricromico de Masson. ampliacédo
original: 10X);

C - imagem radiografica de carie proximal;

D — corte longitudinal a partir da por¢do centralmblpa dentéria. Hemi-seccdo do dente apés a
remocao da cérie;

E - Maior aumento de B evidenciando exposicaogytatologica (ampliagdo original: 4X).

F - presenca de fragmentos de dentina introduzidogecido pulpar durante remogéo do tecido
cariado; (H.E. ampliagcéo original: 40X).
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Figura 6: Caso 19

A — hemi-seccdo do dente, presenca de carie distal exposicdo pulpar e cérie mesial de
profundidade média;

B — imagem radiografica cuja hipétese de diagndstecarie profunda mesial e distal;

C — exposicao pulpar pela carie. (Tricromo de Masampliacao original 10X);

D — maior aumento de C, evidéncia de microrganisreosanescentes na dentina; presenca de
fragmentos de dentina (seta) contaminada introdudiclante a remocé&o do tecido cariado; (Brown
e Brenn. ampliagdo original 10X);

E — fragmento de dentina, levado durante a remogéica da carie, no interior da cAmara pulpar,
maior aumento de D (seta); (Brown e Breen. ampiag@inal 40X);

F - assoalho da cavidade apés a remocédo do teaiiBdo com contaminagdo generalizada dos
tubulos dentinarios; (Brown e Breen. ampliacédoinabl0X);

G — evidéncia do bordo inferior da cavidade, nigdal juncdo amelo-dentinaria, presenca de
microrganismos localizados de forma superficialighf (ampliacao original 40X);

H — presenca de microrganismos situados nos tumdeofologicamente inalterados (circulo em D);
(Brown e Breen. ampliag&o original 100X).
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6. DISCUSSAO

Embora muitos estudos ja tenham sido realizadea phicidar a presenca e
distribuicdo dos microrganismos no tecido dentmapos a remocao clinica da cérie, seu
conhecimento e diagnostico ainda € um desafio értgina clinica odontoldgica.

Para a realizacdo desta pesquisa, a amostragdaddenpesquisa realizada por Biffi
et al. (1982), consistiu de 20 dentes pré-molavpersores humanos, com carie oclusal
e/ou proximal, apresentados em laminas histologioatendo cortes histolégicos seriados,
gue foram submetidos as coloracdes de HematoaliEmsina, Tricrbmico de Masson e
Gram.

Ao utilizar esta amostra teve-se a intencao defie@ria presenca, distribuicdo e
localizacdo dos microrganismos ap0s a remocado ddotecariado, objetivo até entdo
inexplorado e acrescido de informagodes da liteasdtual.

Assim, ao se iniciar a pesquisa, tomou-se como edessario, antiético e
improdutivo, incluir uma etapa metodoldgica de obé® de dentes no tempo presente. A
amostra pré-estabelecida em 1982 apresentavaseryada, inexplorada e em condi¢des
de sofrer as coloracbes pré-determinadas duranf@ocessamento laboratorial com
presenca minima de artefatos de técnica, sobretaplaz de cumprir satisfatoriamente a
proposta do estudo.

O tecido pulpar apresenta-se protegido de agressdemas pelo seu isolamento
anatébmico (Bammann & Estrela, 1991) conferido pelatina constituida de tibulos que se
estendem a partir do esmalte a polpa e que possarauteristicas especificas variaveis
conforme a area analisada.

O diametro tubular proximo da polpa é aproximaddmete im, com uma
extensdo de 45.000 tubulos/Mmenquanto que préximo & juncdo amelo-dentinaria
aproxima-se de fim com 19.000 tGbulos /nfincaracteristicas que interferem durante a
andlise sobre a acdo bacteriana e de materiamuradores na dentina e tecido pulpar
(Garberoglio et al.1976; Carrigan et al. 1984).
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A penetragdo superficial do microrganismo na juneftelo-dentinaria poderia
sugerir uma habilidade na obtencdo de nutrientastWbulos dentinarios associada a
possibilidade de microinfiltracdo na restauracamdA, microrganismos localizados nas
camadas profundas do assoalho pulpar ndo sdo @dedadserem isolados do meio bucal,
independentemente do tipo de selante utilizadon@eecerdo vivos e possivelmente com
potencial para continuar o processo carioso (Jenamet al. 1975).

A partir da andlise da literatura sobre a permikue tubular, presenca e
localizacdo do microrganismo, diametro e densidémléibulo dentinario, considerou-se
como area critica o assoalho pulpar e a juncdo cadegitinaria, cujas penetracdes
bacterianas foram respectivamente profunda e Scigérf

Justifica-se a escolha das referidas areas coadaeicomo criticas pela facilidade
de difusdo de residuos metabdlicos, enzimas, texa@terianas e componentes toxicos
dos materiais restauradores (Bergenholtz, 1981téDaR000) e pela possibilidade de obter
nutrientes por meio da interface dente-restaurggggoodem dar continuidade ao processo
carioso.

Por avaliacdo microscopica detectou-se microrgamisanjuncdo amelo-dentinaria
com penetracdo tanto superficial como profunda, lbemo esmalte sem apoio, com
funcdo de nicho bacteriano, que podem comprometestauracdo por interferirem no
vedamento marginal. As figuras 2, 3 e 4 demonstraonorganismos na jungdo amelo-
dentinaria.

Kronfeld (1955) e Shovelton (1970), informam qué sestauracdes clinicamente
satisfatérias o0s microrganismos desaparecem gradng. Entretanto, se ocorrer
infiltracdo, Langeland (1976) afirma que esses onganismos latentes, em condi¢des
propicias, podem proliferar quando exibirem memblasmatica integra.

N&o ha duvida sobre a presenca de microrganisnotibalos dentinarios durante
0 avanco das céries. Apesar de existir controvée$@mente a viabilidade dos mesmos em
relacdo a desmineralizagdo da dentina, a locatizdadbactéria e a resposta pulpar (Lui,
1990).
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O presente estudo ilustra, na figura 4 (caso 1Zyarganismos na face oclusal
subjacente a restauracdo de améalgama. Entretaide possivel afirmar que os mesmos
advém da interface dente-restauracdo, ou se j&aestalojados superficialmente nos
tubulos dentinarios quando da perda do esmalte.tu@on afigura-se com especial
importancia a persisténcia dos microrganismos nbslos dentinarios, mesmo apos a
remocdao do tecido cariado e a presenca de resiaurac

O método de Brown e Brenn foi aplicado para elucaaresenca de bactérias no
tecido dentinario dos dentes analisados. A litesaéifirma que este método pode se tornar
limitado se nao forem realizados e analisados toda®rtes da amostra, pois a invasédo dos
microrganismos pode ser irregular e 0s mesmoseestpresentes nos tubulos dentinarios,
e ndo serem evidenciados em todos os cortes (\WWa8§g).

Dos 20 dentes avaliados, 60 faces foram analisddasquais 23 classificadas
clinicamente como nao cariadas e por avaliacdo ostidpica nao evidenciaram
microrganismos e perda de contetdo dentinério colwstos cortes avaliados, explicitando
uma efetiva correspondéncia dos diagndsticos olimilistolégico.

Das 37 faces diagnosticadas clinicamente como guda da lesdo cariosa, 21
(56,75%) continham histologicamente microrganisnidgrante a analise microscopica
percebeu-se que as bactérias persistiam nos tutetdsmarios e nem sempre quando a
carie era classificada clinicamente como rasa heoreespondéncia na localizagcdo dos
microrganismos, constatacdo estendida aos outaos ge carie.

Tal afirmacgéo confirma-se na Tabela 1- caso 2sifleado clinicamente como carie
rasa, com um terco de dentina comprometida, enfiagam observadas bactérias instaladas
profundamente nos tabulos dentinarios (Figura 2).

Outra evidéncia percebida foi que a remocéo de,daaiseada em critérios clinicos,
tais como dureza e coloragéo da dentina nao gaadrgedez pulpar e a eliminacéo total de
microrganismos, visto que a dentina permanece condala. Esta comprovacdo vai de

encontro a investigagdes que relacionam o aspsctoexido ou a dureza da dentina a
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existéncia de bactérias, mesmo que em menor prEp@Bjorndal et al. 1997;2000; Ozaki
et al. 1994).

A avaliagdo dos aspectos clinicos da dentina padarde acordo com os critérios
tateis e visuais inerentes a cada investigadoréguermalmente guiado por suas proprias
respostas sensoriais e experiéncia clinica, o go#ivan especulacbes referentes a
persisténcia e localizacdo quantitativamente vasade microrganismos nos tubulos
dentinarios.

Bonecker et al. (2003patifica que pode nado existir correlagdo entre jpeet®
clinico e a reducdo da microbiota. E ainda, Biffi & (1982), observaram que 0s
microrganismos situados profundamente na dentiidc@inente sadia e perceptiveis
apenas em exames laboratoriais, poderiam dificuttadiagndstico clinico da real
profundidade da cérie. Tais afirmacfes acordam @®mesultados representados na figura
1 (caso 1), em que, embora clinicamente a céarletsito diagnosticada como de esmalte,
observou-se em ambito de microscopia a presengamprometimento dentinério pelos
microrganismos instalados superficialmente noslogbu

Outra questdo merecedora de discussédo consistemugdo do tecido cariado e
conseqiente exposicao pulpar, manobra clinicazeeki com frequéncia, em que muitas
vezes pode-se obter sucesso clinico, com preserdac@olpa. Entretanto, até que ponto
considerar a recuperacédo pulpar frente a uma egmgior carie? Na Figura 6 (caso 19),
fica evidente a presenca de fragmentos dentin@oosaminados no tecido pulpar que
foram introduzidos inadvertidamente pelo profisalomo momento da remocé&o do tecido
cariado.

Ainda, na figura 6 (caso 19), observou-se a prese&ug microrganismo situado
profundamente no tubulo dentinario morfologicameimalterado. Mediante a andlise
clinica pelo profissional, deparar-se-ia com a edéile de um tecido com dureza

clinicamente semelhante a uma dentina sadia, poo@aminado.
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Na figura 5 (caso 16), verifica-se em um mesmoechigtoldgico exposicao pulpar
patoldgica e céarie de grau 2 na face distal. Derantnalise microscopica o fragmento
dentinario introduzido na camara pulpar quandoeti@ogédo do tecido cariado apresentou
auséncia de microrganismo. Entretanto, na facaldistmesmo corte sobre a avaliacdo da
mesma coloracdo observou-se bactéria em toda aséxtedo assoalho pulpar. Esta
resposta diversificada frente ao processo cariaso@nplexo dentina-polpa tém sido alvo
de investigacdes ainda ndo esclarecidas. A dinaemxcstente entre o microrganismo,
viruléncia e resposta organica, incentiva o dedgmaento de pesquisas que busquem
explicacdes da relacdo entre microbiologia e pgtal(Estrela, 1997).

A ndo deteccéo de bactérias em 16 faces analid&d26% (Tabela 1) clinicamente
classificadas como cariadas e com evidéncia miépssa de perda do contetdo dentinario,
ndo assegura a esterilidade dos cortes avaliashesnea acuracia na remocao clinica da
carie.

No processamento laboratorial do dente procurooister cortes longitudinais
seriados, das duas metades em separado (secémbaestilingual) a partir do corte central
da polpa dentéria e deste ponto a obtencdo dassdudtoldgicos seriados, o que permitiu
analisar todos os cortes e afirmar a ndo evid&uwiaicrorganismo.

A desmineralizacéo realizada com solucéo citratledacido férmico a 25,0% sob
agitacdo constante durante 15 a 20 dias conséitprscedimento que pode interferir na
visualizacdo e caracterizacdo do microrganismoe Pt realizada com acido férmico,
acido nitrico, EDTA e outros.

Pesquisas demonstraram que o &cido férmico e o Epioveram reducao
severa do numero e da capacidade de coloracdo rdas-@dsitivas. Estudos verificaram
gue quando se utiliza o EDTA ou &cido nitrico efssituicdo ao acido férmico, observa-
se uma bactéria corada para cada trés, ao inuémagepara cada quinze, respectivamente,
em relacdo a Gram-positiva (Wijnbergen et al.1998p de dificil distincdo as bactérias
Gram-negativas coradas em vermelho, se presergggjodaos componentes teciduais

encontrados nos cortes histoldgicos.

55



DISCUSSAO

Outra desvantagem da coloracdo € que nenhumamia¢éo € obtida sobre a
viabilidade e patogenicidade. Contudo, exames Ibgitios de cortes seriados levam a um
resultado satisfatorio quanto a presenca ou awséeanicrorganismos na parede pulpar, o
gue corresponde a um dos objetivos do presentdaestu

A analise da dentina remanescente foi realizadapséwio tratamento com material
forrador/antibacteriano, o que ndo impede a car@elacom 0s outros estudos que
introduziram a etapa da medicacdo com tempo deataduide acdo e andlise. O que fica
evidente é a persisténcia dos microrganismos ap@sacao da cérie, independente da
presenca ou ndo do forramento dentario.

N&o foi pretensdo discriminar as espécies baotsigersistentes, entretanto a
literatura deixa claro a habilidade queStreptococcus mutarepresenta em resistir as
alteracfes nos niveis de acidos produzidos no amedideical, protegendo seus constituintes
organicos, em especial o DNA, dos efeitos agressida acidificacdo (Redmo
Emanuelsson, 2003).

A sobrevivéncia de estreptococos bucais tem sidetatada, mesmo ap0s meses ou
anos da remocdo parcial da cérie e selamento ddadav(Bjorndal et al. 1997;2000.i,
1990), demonstrando a existéncia de cepas regstaattratamento.

O S. mutansconsiderado o principal patdégeno envolvido no psceda carie
dentaria é dotado de habilidade em resistir aschsualteracdes de pH, desde a acentuada
alcalinidade (Bonecker,2003) aos extremos niveesocitiez (Lui, 1990) .

Além disso, em ambientes com restricdo de nutsent®mo em cavidades
adequadamente seladas, foi sugerido qui& mutansapresenta capacidade de produzir
enzimas glicosidicas e liberar carboidratos deoghateinas provenientes do fluido dos
tubulos dentinarios (Langeland e Jubach, 1981).

Dessa forma, é possivel sugerir que caracteristiradipicas especificas estejam
sendo expressas por genétiposSdenutansnais adaptados a sobreviverem e/ou crescerem

em ambientes adversos (Bjorndal et al. 2000).
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Duque, (2005) ao avaliar a efetividade clinica eratiiologica do tratamento pulpar
indireto utilizando dois cimentos de iondmero ddre@i modificados por resina e um
cimento de hidroxido de calcio, para todos os gsugmmateriais, observou que ndo houve
reducdo na quantidade de estreptococos do gnupanse lactobacilos viaveis.

Jubach & Langekand, (1981) em estudo para detarmén viabilidade dos
microrganismos por avaliagdo morfologica em miocopsx eletrbnica encontraram
bactérias, apés a remocdo clinica da carie, combnagra de trés unidades e glicoprotéinas
espalhadas, o que é indicativo de organismos vitais

A capacidade das bactérias em sobreviverem e fnsisem um determinado
ambiente depende, em parte, de sua plasticidadé&ticgerinerente, que determina sua
habilidade em responder a flutuacdes nas condod@esnbiente e ao estresse (Costa et al
2002).

Dessa forma, a transformacdo genética natural, ripodr considerada um
importante mecanismo de adaptacdo as mudancas raabjiepromovendo resisténcia
microbiana, variagcdo genética e rapida evolucaofatoses de viruléncia (Dahlén, 2000;
Duque, 2005; Langeland & Jubach, 1981).

Pdde-se verificar que as bactérias localizavam-ss tubulos dentinarios
morfologicamente inalterados e penetravam seguirdocurvatura dos mesmos,
apresentando-se como cone na cérie oclusal , ffg(caso 12), estendendo-se em forma de
S nos cortes das caries interproximais, figuraa3dd1).

Na zona superficial de penetracdo de bactériasniosorganismos seguiram 0s
tubulos dentinarios em direcdo a cavidade pulpse espalharam lateralmente na dentina
intertubular. Na zona profunda de penetragcdo baoter alguns microrganismos
espalharam-se apenas junto dos tubulos dentinasdo histoldgico que concorda

prontamente com o estudo de Ozaki et al. 1994.
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A profundidade de penetracdo bacteriana sujeit@ssearacteristicas inerentes as
bactérias como: fibrilas existentes na parede a&elubndéncia em formar coldnias e
capacidade de adaptacdo aos diferentes meios oquetitwem-se em barreira fisica, a
incursdo dessa no tubulo dentinario.

A estas caracteristicas Berkiten et al (2000) aerdam que 0s prolongamentos
odontobléasticos, constituintes do fluido dentinadasposicdo e diametro tubular seriam

fator de impedimento a penetracao das bactériagibaks dentinarios.
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

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

as seguintes conclusdes:

1. Em 56,7% das faces cariadas avaliadas foram deétectaicrorganismos situados
na dentina considerada clinicamente sadia, os aquientravam-se alojados em
tubulos dentinarios morfologicamente inalterados.

2. A localizagdo e a distribuicdo dos microrganismos mibulos dentinarios foi

variavel e independente da profundidade da carie.

Apesar de alguns estudos terem sido publicadosuhimsas décadas sobre os
microrganismos e sua persisténcia nos tubulosrdeiuas, o diagnostico clinico da dentina
apos a remocao do tecido cariado e a situacaordudpeie a bactéria sepultada nos tabulos
permanece incerto devido a limitagdo de métododiagndsticos disponiveis e variaveis
inerentes a dentina e a bactéria.

N&o obstante, o presente estudo veio corroborarectematica problematizada, ao
localizar o microrganismo, em areas consideradasoatriticas, como na juncdo amelo-
dentinaria e no assoalho profundo, cuja persistéombdrreu independentemente do grau de
carie.

Em suma, consensualmente a outros autores afirnmapsrativa a realizacdo de

novas pesquisas, para melhor e mais abrangenta@ensgo da dentina contaminada e da

resposta pulpar.
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ANEXO 1 — Aprovacao do comité de ética em pesquisa

U Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jozo Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034)239-4131
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 211/04
Registro CEP: 148/04

Projeto Pesquisa: “Avaliagdo histobacteriologica do remanescente dentindrio apds a
remocdo clinica da cdrie em pré-molares humanos”.

Pesquisador Responsavel: Danicle Alves de Oliveira
De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugio CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela

aprovagdo do projeto de pesquisa proposto.

Situagio: Projeto aprovado.

Uberlandia, 17 ac setembro de 2004. i

L7
2| (oA M
Prof. D Al ino EduardyBonella
Coordenadoy do CEP/URU
Orientages ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagdes)

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de relirar sey consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizaciio alguma e sem prejuizo ao sen cuidado (Res. CNS 196/96 - Ttem IV.1f) e
deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.4).

« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agdo imediata.

+ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Ttem V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

« Eventuais modificagSes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I
ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envig-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item TL.2.e). O prazo para entrega de relatorio ¢ de 120 dias apds o término da execugio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXOS

Anexo 2 — Soluges e etapas da técnica de Hematoxgile Eosina (H. E.)
1-Solucdes

1.1 Hematoxilina de Harris

Hematoxilina (CrStaIS)  ..ooiiiiiiiiiiiiiiiie e e 59
Alcool abSOIUID e s 50 ml
AlUMEN de POLASSIO i 100 g
Agua destilada s

1000ml
Oxido de MercUrio aMarel0............c.ccveveeeeieeeeeeeeeeeeeeeereee e 250

1.2 Eosina

SOIUGAD de  0SINA oo 1,0%
SOIUGAD A- EOSINAG oo 19
Agua destilada s 20ml

Apos a dissolucao adicionar:
AlCOOI 95% e s 80ml

Diluir uma parte de eosina para trés partes deoBR@% e adicione 0,5 ml de &cido

aceético glacial por 100ml de solucéo.

2- Fixador: indiferente

3- Método de coloracéo

3.1- Desparafinizacao

XIOL L 15 minutos
XIOL 2 15 minutos
3.2- Hidratacéo

Alcool abSOIULOL.......uueeiiiiiee e 2 segundos

Alcool abSOIULO 2......uvveciiiieiccccc 2 segundos
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ANEXOS

alcool absolUtO B......eeeeiiiiie e
AlCO0I 95%0 e
AICOOI 7090 oo
AQUA COMENTE......ceiii ittt e e e e e e e e e eeeees
3.3 Coloracéao

Hematoxilina..........cooovviiviieccee e,
lavar €M AQUEAL.........uuviiiiiiiiiiiiiiieeee e
diferenciador............uviiiiiiiiiii e
lavar em agua COIMENLE. ........cvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
EOSINA o ——————
3.4 Desidratacéo

AICOOI 700 oo —————
AICO0I 95%0 oo ————————
alcool absoluto L.......cooiiiiieii i
Alcool absoIUtO 2......ueiiiiiiiieii
Alcool absoluto 3.
XIOL L e —————————————
XIOl 2 e ———————

XIOl 3

2 segundos
2 segundos
2 segundos

5 minutos

5 minutos
tirar excesso
2 segundos
10 minutos

5 minutos

2 segundos
2 segundos
2 segundos
2 segundos
2 segundos
2 segundos
2 segundos

2 segundos

4 —Montagem das laminas com cortes corados com neaiPermount e laminula
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ANEXOS

Anexo 3 — Solucdes e etapas da coloragao Tricromide Masson
1 Solugoes

Hematoxilina férrica (Weigert)

Fucsina acida (escarlate de Beibrich)

Solucgdo fosfotangstica 5,0% - &cido fosfomolibdg@lo

Azul de anilina-acética

Acido acético solucéo aquosa 1,0%

Fixador
Se o tecido estiver fixado em formalina 10,0% xa&fiem Bouin aquecido a 56° C por

uma hora ou durante uma noite em temperatura atebien

Método de coloragéo

Desparafinar;

Lavar em agua de torneira até por uma hora até@deszer o cor do fixador;
Lavar em agua destilada por cinco minutos;

Corar em hematoxilina férrica de Weigert ou de ldadurante cinco minutos;
Lavar em agua de torneira por cinco minutos;

Lavar em agua destilada por cinco minutos;

Corar pela fucsina acida-escalarte de Biebrichcpmo minutos (conservar o corante);
Lavar em agua destilada por dez minutos (removesso de corante);
Tratar pelo acido fosfotangstico-acido fosfomol@wdpor dez minutos;

Sem lavar, corar pelo azul de anilina-acética garrdinutos;

Lavar em agua destilada por cinco minutos;

Lavar em solucéo de acido acético 1,0% por trésitog,

Desidratar;

Montar.
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ANEXOS

Anexo 4 — Solugdes e etapas do método de Brown e
1 Solugoes

1.1Solucéo de lodo (lugol)

(000 s
ToTo (=] (0T L= oT0] =11 o

Agua destilada ........cccooveeeeieeiie e

1.2 Solucéo de Galego

Formaldeido .o
Acido aCEtiCO glacial.........c.cveveeeeieeieeeeeie e

Agua destilada ..o

1.3 Solucéo Cristal de Violeta

Cristal de VIOIBIA .e.oeieeeee e
AICOOL BHIICO oo,
ACIHO CArDOIICO oot e e e e e e

Agua destilada  ..occooieiieeeee s

1.4 Solugéo de Fucsina Bésica

FUCSING e

Agua destilada ..o

1.5 Solugéo de Acido Picrico

ACIHO PICIHICO oo

ACEBIONA e

2 Etapas da coloracéo 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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ANEXOS

Lavar em agua corrente por cinco minutos;

Corar com solucéo de Cristal Violeta por dois nosut

Remover o excesso e cobrir os cortes com solucdagtd por um minuto;
Remover o excesso e diferenciar os cortes em étéofes,;

Lavar em agua destilada;

© © N o 0 b

Corar com solucéo de fucsina por trés minutos;

10.Lavar em agua destilada;

11. Diferenciar em solucéo de Galego por trés minutos;

12.Lavar em agua destilada;

13.Lavar em acetona,

14.Diferenciar em solucdo de acido picrico;

15.Lavar em acetona,

16.Lavar em mistura de partes iguais de acetona kpalol5 minutos;
17.Lavar em cinco banhos de xilol;

18. Montar com resina Permount.
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