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Para avaliar a presenga e localizagéo de bactérias nos canais radicu-
lares e nas lesdes periapicais cronicas, foram examinados pela co-
lorag@o de Brown e Brenn 17 dentes humanos extraidos, apresentando
necrose pulpar e lesoes firmemente aderidas ao apice. Verificamos ser alta
a freqiiéncia de bactérias nos canais, com predominio de cocos e bacilos
Gram positivos e de bacilos Gram negativos, detectados em 57(95%),
55(91,7%) e 51(85%) das 60 laminas em estudo, respectivamente. Nas
lesdes periapicais as bactérias foram detectadas com graus de infeccéo leve
e moderado, com predominio de cocos e bacilos Gram positivos, presentes
em 35(58,3%) e 27(45%) das laminas examinadas, respectivamente. As
bactérias foram localizadas preferencialmente entre o apice e a lesdo, nas
imediagtes do forame.
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INTRODUCAO

Em meados de 1894 tiveram inicio as especulagdes
em torno da possivel relagdo entre bactérias e doenga
pulpar, fato documentado por MILLER'. A confir-

da o ¢ inflamagio pul-
par e periapical, s6 foi estabelecida em 1965 por
KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERALD", ao verifi-
carem que ap6s a exposicdo da polpa de molares de
ratos convencionais ao meio bucal ocorria necrose,
com formagio de abscessos ¢ granulomas. Em animais
livres de microrganismos a inflamagio pulpar era mo-
derada, e nfio havia evidéncia de reagdo periapical.

Antes de 1970 os estudos avaliando a microbiota
dos canais radiculares demonstravam uma alta freqiién-
cia de aerdbios e de anaerbios facultativos, com eleva-
da incidéncia de Streptococcus alfa ¢ gama
hemoliticos™ ™™, Gragas aos avangos na tecnologia
para a cultura de anacr6bios, a partir dessa década
houve considervel mudanga no entendimento das
infecgdes pulpares e, atualmente tem sido possivel
constatar a presenca marcante de microrganismy
anacrdbios esiritos em nivel de polpas necrosadas, tais
como: Fi
sp Pegm:lieptawcrus Vetllonella Wolinella ¢ ou-

fABI(lL[UE et al”™ verificaram experimental-
mente que nos canais radiculares de dentes com polpas
necrosadas ocorrem alteragdes da microbiota com o
passar do tempo, refletindo-se num aumento das pro-
porgdes de microrganismos anacrébios estritos, princi-
palmente no terco apical radicular.

As infecgdes endodonticas sio polimicrobianas, ¢
embora mais de 100 espécies diferentes tenham sido
isoladas, em cada canal usualmente s6 estdo presentes
entre 1 a 12 espécies, ou por vezes mais, sendo que o
niimero de u.!u]ax bacterianas ¢ maior em dentes com
lesdes periapicai

Parece evidente que existem condigdes seletivas nos
canais radiculares, provavelmen:e criadas pela necrose
pulpar, que favorecem a infecgdo por bactérias
anacrébias as expensas dos aer6bios

Estas alteragdes parecem estar na dependéncia do
teor de oxigénio e do desenvolvimento de um baixo
potencial de 6xido-redugio; ca disponibilidade de
nutrientes e das interagdes bacterianas

A anilise do sistema de canais ndlcuhre& infecta-
dos por meio de microscopia Gptica, de campo escuro ¢
eletrdnica, ampliou os horizontes dos estudos bacterio-
16gicos, demonstrando a presenga de uma microbiota

mista consistindo de cocos, bacilos, formas filamen-
tosas e espiroguetas; com os microrganismos localiza-
dos na luz do canal, relacionados por vezes com PMN;
ou formando agrupamentos, aderidos as paredes
dentindrias”. Foi também evidenciado o aumento das
formas bacilares, das filamentas e das espiroquetas no
terco apical radicular”.

WALTON; ARDIMAND utilizaram um modelo
experimental para induzir lesdes periapicais em maca-
cos ¢ por meio da coloragio de Brown e Brenn identi-
ficaram bactérias, predominantemente Gram positivas,
em todos os canais, que na maioria das amostras nio
ultrapassavam o forame apical. Os microrganismos
podem também persistir nos canaliculos dentindrios,
fato comprovado experimentalmente por HAAPASA-
LO; RSTAVIK"

Quanto & presenga de bactérias nas lesdes periapi-

ais cronicas, os resultados sdo controvertidos e antes

de 1970 a utilizagio de cultura proporcionava resulta-
dos negativos para a maioria das amostras avaliadas e,
quando os resultados cram positivos, era notdria a
detecgiio de Streptococcus e Staphylococcus™ Foi
sugerido que a drea periapical podia ser estéril apesar
da presenga maciga de microrganismos nos canais
radiculares .

Posteriormente surgiram os trabalhos utilizando a
coloragio de Brown e Brenn para avaliar a presenga de
bactérias nas periapicopatias cronicas. WINKLE
MITCHELL; HEALEY" estudaram 15 dentes extrai-
dos com lesdes periapicais aderidas ao dpice, observan-
do que em 13 casos s microrganismos estavam uni-
formemente dispersos na lesdo, em concentragdes de
leve a moderada.

ANDREASEN; RUD', BLOCK et al.’, LANGE-
LAND; BLOCK; GROSSMAN"" ¢ WALTON; ARDI-
MAND detectaram bactérias em poucas amostras por
cles avaliadas

Relataram que as bactérias estavam presentes em
dreas proximas ao forame apical e relacionadas com
PMN

NAIR", por meio de microscopia 6ptica ¢ eletronica
encontrou bactérias em 4 granulomas e em um cisto,
em 31 leses avaliadas. Observou cocos, bacilos, for-
mas filamentosas e espiroquetas. Quando os micror-
ganismos se estendiam a variadas profundidades dentro
do corpo da lesdo, havia reagiio por PMN e formagio
de abscessos

Pela controvérsia na literatura consultada, decidi-
mos avaliar a presenga ¢ localizagio de baciérias nos
canais radiculares de dentes com polpas necrosadas ¢




s periapicais créonicas, por meio da coloragiio
de Brown ¢ Brenn por nds modificada.

MATERIAL E METODOS

De 15 individuos adultos de ambos 0s sexos, entre
17 e 55 anos de idade, foram sclecionados 17 dentes
que na exodontia apresentavam lesio periapical firme-
mente aderida ao dpice radicular. Todos os dentes apre-
sentavam extensos processos cariosos com perda par-
al ou total da estrutura corondria. No total foram obti-
das 20 lesdes periapicais, levando em consideragio os
dentes multiradiculares com mais de uma lesdo.

Apés a exodontia os dentes foram fixados em for-
mol a 10%, por um perfodo minimo de 48 horas,
desmineralizados em EDTA a 5%, pH 7.0, por um
tempo médio de 2 meses e incluidos em parafina. Em
seguida foram realizados cortes seriados de Sum de
espessura, que proporcionassem uma visio completa
do canal radicular, através do seu longo eixo e em con-
tinuidade com a lesio periapical. Apds a desparafiniza-
0 as amostras foram coradas pela hematoxilina-
cosina, para tragar o diagnéstico da lesio, e pela co-
loragiio de Brown ¢ Brenn ligeiramente modificada,
para pesquisar a presenca, distribuigo e localizagiio de
bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas nos canais
radiculares ¢ nas lesdes periapicais cronicas.

A leitura das laminas foj feita com microscpio
Olympus CBA binocular, com objetivas de 40x ¢ 100x.
O grau de infecgiio em nivel dos canais radiculares ¢
das lesdes periapicais cronicas recebeu um escore sub-
jetivo de leve, moderado ou intenso.

RESULTADOS

Foram avaliadas 3 laminas de cada amostra, para
cada método de coloragiio. A avaliagiio microscopic:
dos cortes de tecido corados pela hematoxilina-cosina
revelou que as lesdes consistiram de 11 granulomas
periapicais, 4 cistos periodontais apicais instalados, 4
cistos periodontais apicais incipientes ¢ 1 granuloma
abscedido.

Foi alta a fregiiéncia de bactérias nos canais radicu-
lares, particularmente de cocos ¢ bacilos Gram posi-
tivos, detectados em 57(95%) ¢ 55(91,7%) das lami-
nas, respectivamente. Os bac:los Gram negativos
foram encontrados em 51(85%) dos cortes de tecido, e
em menores proporgdes foram detectadas formas fila-
mentosas Gram positivas e negativas e cocos Gram
negativos.
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Quanto 2 localizagio dos diferentes morforipos bac-
terianos ao longo dos canais, encontrou-se na porgio
radicular préxima & embocadura dos canais um pre-
dominio de cocos e bacilos Gram positivos, com grau
de infecgao intenso ou moderado. A presenca de Gram
negativos nessa drea do canal foi sempre menor que a
de Gram positivos

No tergo médio foi notéria a diminuigio de coco
Gram positivos, sendo menor a variagio encontrada
para bacilos Gram positivos, que a esse nivel foram
detectados em concentragio mais elevada. Um achado
de interesse foi a presenga nessa porgio racicular de
formas [ilamentosas Gram positivas e de bacilos Gram
negativos, com intensidade de leve a moderada.

No tergo apical detectou-se uma diminuigio do grau
o, relativo aos cocos ¢ bacilos Gram posi-
tivos e em 8 amostras houve aumento das formas fila-
Gram positivas ¢ dos bacilos Gram nega-

Em linhas gerais, as bactérias foram observadas dis-
tribuidas ao longo do canal radicular, por vezes asso-
ciadas ao tecido necrosado ou i parede dentindria, for-
mando agrupamentos. Dessa localizagio cocos e baci-
los Gram positivos eram por vezes encontrados pene-
trando nos canaliculos dentindrios. No terco apical das
amostras 16 (granuloma abscedido) e 20 (cisto pe-
riodontal apical incipiente) observaram-se macxofdgm
e PMN se
com evidéncia de fagocitose.

Nas leses periapicais também foi alta a freqiiéncia
de bactérias, detectadas em 18 casos. Os bacilos e
cocos Gram positivos, tal como foi visto para o canais

foram os micr
evidenciados em 35(58,3'/0) e 27(45%) dos cortes
avaliados, respectivamente. Nio foram observados fila-
mentos Gram negativos

Notou-se que a localizagio mais comum para os
cocos, bacilos ¢ filamentos Gram positivos e para os
bacilos Gram negativos, na drea periapicel, foi na
regifio compreendida entre o dpice ¢ a lesdo, nas ime-
diages da saida do canal radicular. Em menores pro-
porgdes cocos, bacilos ¢ filamentos Gram positivos,
bem como cocos ¢ bacilos Gram negativos foram
encontrados entre as c¢élulas do infiltrado inflamatério.
De importancia para o estudo foi a detecg@io de cocos e
bacilos Gram positivos, na superficie da lesfio periapi-
cal préxima ao forame, estendendo-se para o interior
do tecido e em estreita relagio com células mononu-
cleares tipo macréfago. Em duas amostras, cistos pe-
riodontais apicais instalados, verificou-se a presenga de

a massas




cocos e bacilos Gram positivos na cavidade cistica.

DISCUSSAO

A literatura consultada revelou que a microbiota dos
canais radiculares infectados foi avaliada por diferentes
métodos como a cultura™ ", microscopia de con-
traste de fase ou de campo escuro™', microscopia
cletronica”, técnica de imunofluorescéncia indireta”™ e
mmoscopm Optica utilizando a coloragio de Brown e

enn’

0s resultados diferentes apresentados pelos autores,
relativos a dos canais podem

com predomnio de Gram positivos, os quais no ultra-
passavam o limite do forame apical.

Os estudos que utilizaram a cultura e a microscopia
como métodos de avaliagio, especialmente antes de
1970, registraram o predominio de cocos ¢ bacilos
Gram positivos aerdbios e anaercbios faculiativos, nos
canais radiculares com polpa necrosada™"

Os Streptococcus alfa ¢ gama hemoliticos eram os
microrganismos mais freqiientemente encontrados
Com o de técnicas para
cultura de anaerGbios, os Streptococcus, invasores
primérios dos canais, passaraim a ocupar um papel

rio na etiologia das alterages pulpares. Outros

ser devidos 2 metodologia empregada e a diferengas na
obtengdo das amostras.

A coloragio de Brown e Brenn surgiu da nece:
dade de examinar cortes de tecidos incluidos em parafi-
na, para determinar a presenga de bactérias Gram posi-
tivas ¢ Gram negativas, em que a viabilidade dos
microrganismos nio representaria um requisito para a
obtengiio dos resultados.

No presente estudo introduzimos pequenas modifi-
cagdes na técnica original proposta por BROWN;
BRENN' em 1931, com 0 propdsito de obter resultados.
‘mais confidveis ao trabalhar com tecidos duros. Uma
importante modificagio foi a utilizagio da solugiio de
trabalho de fucsina aquosa numa concentragio de
0,025%. Do cristal violeta foi retirado o bicarbonato de
s6dio, ¢ além disso, foi adicionada a técnica a solugio
de Gallego, um diferenciador introduzido por
BROWN; HOPPS .

A coloragio de Brown ¢ Brenn levemente modifica-
da nos permitiu detectar as bactérias Gram positivas
coradas em roxo e as Gram negativas coradas em ver-
mclho nos canais radiculares, nos canaliculos

drios ¢ nas cronicas.
alientar que apesar da técnica ter sido padronizada,
nem sempre uma diferenciagio adequada das bactérias
Gram negativas foi conseguida. Esse evento foi obser-
vado para espiroquetas, presentes no tergo apical de 6
amostras, as quais mantiveram-se coradas em roxo.

As bactérias foram observadas em tod; amostra
analisadas ¢ concluimos ser alta a sua i1 em

microrganismos, tanto Gram positivos como Gram
negativos anaerdbios estritos passaram a ser valoriza-
dos. Dentre os cocos e bacilos Gram positivo
anaerébios estritos tém recebido maior atengio os

magnus, micros,
Actinomyces viscosus ¢ A.israclii, Propionibacterium
acnes ¢ Eubacterium alactolyticum™ ™. Os bacilos
Gram negativos anacrébios cstritos, também em sido
isolados com fregiiéneia dos canais radicularss, com
Fusobacterium sp., Campylobacter sputorum,

Wollinella  recta, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis ¢ Porph
endodontalis”*

Neste estudo houve predominio de cocos e bacilos
Gram positivos nos canais radiculares de dentes com
polpas necrosadas, mas existe a possibilidade que a
coloragdo empregada, apesar das modificagdes por nds
introduzidas, ndo tenha sido eficiente o bastante para
demonstrar todas as bactérias Gram negativas presentes
nos canais radiculares. Os microrganismos foram
observados dentro do canal individualmente e/ou asso-
ciados a restos necréticos ¢ as paredes dentindri
onde formavam agrupamentos que por vezes penc-
travam nos canaliculos dentindrios.

NAIR", por microscopia ptica ¢ eletronica, eviden-
ciou uma ou mais camadas de células bacterianas, com
morfologia variada, relacionadas as paredes
dentindrias. O autor sugeriu que nos canais é possivel a
ocorréncia de fendmenos de aderéncia bacteriana ¢

de entre os mi

canais com polpas necrosadas e expostas ao ambiente

ucal. Os cocos e os bacilos Gram positivos foram os
morfotipos bacterianos predominantes, detectados em
57(95%) € 55(91,7%) das 60 laminas avaliadas, respec-
tivamente. WALTON; ARDJMAND” em estudo expe-
rimental também identificaram, pela coloragio de
Brown e Brenn, microrganismos em todos os canais,

mos.
Verificamos que a disposi¢io dos morfotipos bacte-
rianos soffia alteragdes nos diferentes tergos radicu-
lares. Na porgiio proxima  embocadura dos canais,
encontrou-se predominio de cocos ¢ bacilos Gram posi-
tivos, com grau de infecgdo intenso ou moderzdo.
Provavelmente esse fato possa ser explicado por




estar a amostra constituida por dentes afetados por
CXlensos processos cariosos ¢ com comunicagio com o
tecido pulpar.

No tergo médio radicular os cocos Gram positivos
foram notados em menores proporgdes, enquanto que
os bacilos Gram positivos apresentavam niveis ligeira
mente maiores que no tergo corendrio. As formas fila
mentosas Gram positivas ¢ os cocos ¢ bacilos Gram
negativos a este nivel foram visualizados com intensi-
dade leve a moderada,
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microrgansmos nessas lesdes, o que pode ser decor-
rente do método de amostragem e dos procedimentos
de avaliagio cmpregados

Nesta pesquisa as bactérias foram encontradas em
18 amostras, em nivel dos tecidos periapicais. Para
climinar a possibilidade de contaminaciio externa
foram wtilizados os critérios expostos por WINKLER:
MITCHELL; HEALEY. As bactérias deviam ser
observadas no mesmo plano dos elementos teciduais,
apresentar uniformidade morfoldgica ¢ com resposta

No tergo apical havia uma
dos cocos ¢ bacilos Gram positivos e em 8 amostras
percebemos um aumento das formas filamentosas
Gram positiyas ¢ dos bacilos Gram negativos. FABRI-
CIUS et al.”’, avaliando a distribuigio das diferentes
espécies bacterianas nos canais de dentes de macacos,
em diferentes perfodos apds a exposicio pulpar, con-
cluiram que nas amostras finais havia um predominio
de bacilos Gram positivos ¢ Gram negativos anaerdbios
no tergo apical, € que a microbiota sofria alteragdes
com o tempo, verificando aumento dos anacrébios
estritos.

As alteragdes na microbiota, observadas nos dife-
rentes tergos dos canais podem ser explicadas pelas
condigBes criadas pela ncrose pulpar, tais como a
diminuigiio do potencial de 6xido-redugdo, a disponi-
bilidade de nutrientes e as interagdes bac-
terianas™

As bactérias representam os principais agentes e-
tiolégicos das alteragdes pulpares ¢ em nosso trabalho
foram detectadas tanto Gram positivas como Gram
negativas nos canais radiculares com polpas
necrosadas. A infecgio dos canais pode disseminar-sc
para os tecidos periapicais”; ¢ o tipo de resposta vai
depender da viruléncia das bactérias presentes ¢ dos
mecanismos especificos ¢ inespecificos locais de defe-
sa do hospedeiro.

Na tentativa de neutralizar e/ou destruir os agentes
agressores de origem bacteriana, gera-se uma reag
inflamatéria. Da mesma forma,as bactérias e/ou seus
produtos, podem comportar-se como antigenos, ini-
ciando reagGes imunopatolGgicas no peridpice. Se nio
for feita a remogdo da polpa necrosada e dos micror-
ganismos dos canais, a penetragio de antigenos no pe-

2 coloragiio
Apesar de ser alta a freqiiéncia de bactérias nos

canais radiculares, nas lesdes seus niveis diminufram

notadamente, com grau de infecgio leve ¢ moderado.

WINKLER; MITCHELL; HEALEY”
dentes extraidos, com polpa necrosada e lesio aderida
a0 dpice, observaram pela coloragio de Browr ¢ Brenn
altas concentragdes de bactérias nos canais, ¢ em 13
lesdes encontraram microrganismos uniformemente
distribuidos nos tecidos, em concentragdes de leve a
moderada e com predominio de cocos Gram positivos.

as bactérias princi e entre o
dpice e a lesdo, ¢ em menores proporgdes entre as
células do infiltrado inflamatério, nas imediagdes do
dpice radicular.

Os niveis de bactérias por nés detectados sio mais
elevados que os relatados por outros autores, que
empregaram a mesma coloragio'™"™”, os quais foram
concordes em coneluir a localizagio das baciérias em
dreas proximas ao forame e relacionadas a0s PMN ¢
macr6fagos. B possivel que os mecanismos locais de
defesa do hospedeiro impegam a passagem das bac-
térias presentes nos canais para os tecidos periapicais
ndo invalidando a possibildade da presenca de frag-
mentos microbianos que ndo seriam detectados pela
coloragio de Brown e Brenn.

Scgundo ANDREASEN; RUD' ¢ provivel que as
lesdes periapicais scjam estéreis, mas quando pre-
sentes, as bactérias encontram-se proximas a0 forame
apical ou aderidas ao cemento radicular. NAIR" detec-
tou bactérias em todos os canais de 31 amostras exami-
nadas, mas s6 em 4 granulomas e em um cisto notou

intrae mente.
Em duas amostras, de cistos periodontais apicais

ridpice acaba por induzir o das lesdes
periapicais cronicas™.

Considerando-sc a fntima relagiio entre os tecidos
pulpar e periapical era esperado o encontro de bactérias
nas periapicopatias cronicas. Existem, porém, dis-
cordincias entre os autores quanto a detecgdo dos

instalado: a presenga de cocos ¢ bacilos
Gram positivos na cavidade das leses, proximos a0
revestimento. NAIR", observou no interior da cavidade
cistica PMN com fagolisossomos que continham bac-
térias. Esse fato ndo foi observado por nés, todavia,
detectamos cocos ¢ bacilos Gram positivos em estreita




las tipo macrofago, na superficie da
lesio proxima ao forame apical.
Na opiniio de TRONSTAD™ na fase inicial do
das lesdes is 0s i
de defesa do hospedeiro, especificos ¢ inesper
eliminariam as bactérias invasoras; mas a medida que a
infecgdo dos canais progredisse essas defesas tornar-se-
iam menos eficientes, podendo entio ocorrer a entrada
de microrganismos na intimidade das lesdes.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da avaliagio de dentes
com polpas necrosadas e com lesdes periapicais cron
cas, permite-nos coneluir, pela coloragio de Brown ¢
Brenn modificada, que € alta a fregiiéneia de bac
nos canais radiculares, detectadas em todas as
amostras, com predominio de cocos ¢ bacilos Gram
positivos ¢ de bacilos Gram negativos, presentes em
57(95%), S5(91.7%) ¢ 51(85%) das laminas avaliadas,
respectivamente. As bactérias se distribuem 4o longo
dos canais, isoladamente ou em grupos, por vezes
aderidos s paredes de dentina e/ou penetrando nos
canaliculos dentindrios. Nas lesdes periapicais cronicas
as bactérias, detectadas em 18 amostras, estdo pre-
sentes com graus de infecgiio leve e moderado, com
predominio de cocos ¢ bacilos Gram positivos, eviden-
ciados em 35(58,3%) e 27(45%) das laminas exami-

érias encontram-se preferencialmente entre o

o periapical, nas imediagi safda do
canal. Nos cistos periodontais apicais instalados podem
estar presentes, por vezes, cocos ¢ bacilos Gram posi-
tivos na cavidade cistica.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the pres-
ence and localization of bacteria in the root canals and
in chronic periapical lesions by the Brown and Brenn
staining method. Seventeen extracted teeth with pulpal
necrosis and lesions firmly attached to the apex were
used. By the modified Brown and Brenn staining was
noticed to be high the frequency of bacteria in the root
canals, with predominance of Gram positive cocci and
bacilli and Gram negative bacilli, detected in 57(95%),
55(91,7%) and 51(85%) respectively, of the examined
slides. In chronic periapical lesions the bacteria were
detected with mild to moderate degrees of infection,

SRS R

with predominance of Gram positive bacilli and cocei,
detected in 35(58,3%) and 27(45%) slides, respective-
1y, often localized between the apex and the periapical
lesion, near the foramen.

UNITERMS: Root canals bacteriology; Periapical
lesions; Brown and Brenn staining method.
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