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RESUMO:

Este trabalho teve como objetivo detectar a presenca de bactérias Gram positivas e/ou negativas em lesées
periapicais associadas ou ndo a lesdo cariosa através das técnicas histoquimicas de BH e BB. Foram seleciona-
dos 40 casos de lesdes periapicais (20 Cistos Radiculares e 20 Granulomas Periapicais) do Laboratério de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Pernambuco FOP/UPE e colhidos 13 dentes com carie na
clinica de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial contendo carie. Os nossos resultados demonstraram
gue, para a coloracdo de BB, foi possivel detectar a presenca de bactérias em 80% dos casos de GP, 85% dos
CR e 100% nos dentes cariados. Ja para a coloracéo, de BH observaram-se microorganismos em 80% dos
casos de GP, 90%, dos de CR, e 92,3%, dos de carie. Concluimos que as técnicas histoquimicas utilizadas
foram satisfatorias para deteccdo bacteriana, havendo uma associacdo entre 0os microorganismos da carie e
lesGes periapicais, sugerindo que as periapicopatias séo processos continuos decorrentes da carie.
Descritores: Carie dentaria; Cisto radicular, Granuloma periapical; Bactérias Gram-positivas; Bactérias Gram-

negativas.

ABSTRACT

This paper set out to identify the presence of Gram-positive and Gram-negative bacteria in radicular cysts and
periapical granuloma associated or not with carious injuries, using the hystochemical techniques of Brown-
Hoops and Brown—-Benn. The Oral Pathology Department at the University of Pernambuco contributed with a
total of 40 cases of periapical injuries , comprising 20 radicular cysts and 20 periapical granulomas. The Oral-
Facial Surgery Department contributed with 13 carious injuries. Results demonstrated that BB technique made
it possible to detect the presence of bacteria in 80% of the GP cases, in 85% of the RC cases, and in 100% of
the carious injuries. Regarding the use of the BH technique, microorganisms were observed in 80% of GP cases
in 90% of RC cases and in 92.3% of the carious injuries. The histochemical techniques used effciently detected
bacteria. An association between periapical microorganisms of carious and periapical injuries suggest that
periapical lesions result from a continuous process arising out of decay.

Descriptors: Dental Caries; Radicular Cyst; Periapical Granuloma; Gram-Positive Bacteria; Gram-Negative

Bacteria.
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INTRODUCAO

A carie dentéria € uma doenca infecciosa, croni-
ca, transmissivel, de origem bacteriana. Os
microorganismos causadores da doenca cérie formam
colbnias que aderem a superficie dentaria através da
placa bacteriana dental. Sob condi¢des favoraveis, po-
dem fermentar agUcares para produzirem &cidos, que,
por sua vez, causardo a desmineraliza¢do das estrutu-
ras duras do dente (Barbosa e Medeiros, 2002; Farger,
1999). A partir de 1980, quando se demonstrou a
estreita relaco entre microorganismos presentes na
superficie do esmalte dentério e nas cavidades abertas
de cérie com a producao de &cidos, ficou evidente que
a doenca cérie estava na dependéncia da presenca de
microorganismos.

A mais comum porta de entrada de bactérias para
a polpa é a carie. As bactérias associadas com a carie
ndo sdo mdveis, mas aparentemente avangcam pelos
tabulos dentinarios, por divisao binaria e pelo movimen-
to do fluido dentinario. O primeiro relato sobre a presen-
¢a de bactérias no canal radicular foi feito em 1967, por
Antony van Leeuwenhoek. Mesmo sem dispor de gran-
des recursos tecnologicos, o autor ja havia observado
gue a degradacéo do tecido pulpar era causada pelos
organismos vivos, presentes no canal radicular (Berger,
1988).

A inflamacé&o dos tecidos periapicais pode re-
presentar uma sequela de necrose pulpar, advinda da
carie dental que, pela sua prépria natureza, desenca-
dearia a formacéo de uma leséo de evolugao cronica
proliferativa a qual denominamos de granuloma
periapical (GP) ou cisto radicular (CR). O GP é resul-
tado do desenvolvimento localizado de um tecido de
granulagdo, originado de reagfes inflamatorias
pulpares em diferentes fases de desenvolvimento (Weir
et al., 1987), que, segundo Campos (1997), o CR é
uma lesdo que ostenta, na sua estrutura, cavidade
patoldgica revestida por epitélio, contendo, no seu
interior, material liquido ou semiliquido.

Os microorganismos estéo intimamente ligados

a etiologia das lesdes periapicais e a sua persisténcia

apoés tratamento endoddntico. Tanto o GP quanto o
CR séo, geralmente, resultados da invasao bacteriana
advinda da cérie (Berge, 1998).

Este trabalho tem como objetivo identificar a
presenca de bactérias Gram positivas e/ou negativas
em lesGes periapicais (GP e CR) associadas ou ndo a
lesé@o cariosa através das técnicas histoquimicas de
Brown-Hopps (BH) e Brown-Brenn (BB) e comparar a

presenca desses microorganismos nessas lesoes.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 40 casos de lesdes
periapicais (20 CR e 20 GP) do Laboratorio de Pato-
logia Bucal da Faculdade de Odontologia de
Pernambuco FOP/UPE. As lesBes ja haviam sido
diagnosticadas pelo exame histopatolégico, sendo
registradas num periodo de 1991 a 2002. Todos 0s
cortes para esse estudo ja haviam sido fixados em
formalina a 10%, descalcificados, emblocados em
parafina e corados com HE. Treze dentes contendo
lesdo cariosa foram coletados na Clinica de Gradua-
cdo de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial
da Faculdade de Odontologia de Pernambuco/UPE
mediante autorizacédo dos pacientes, apos esclareci-
mento sobre 0s objetivos da pesquisa e a assinatura
do Termo de Consentimento-Livre e Esclarecido. Este
trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesqui-
sa da UPE, tendo sido aprovado sob o protocolo
N©116/03. Seguindo-se a rotina laboratorial, esses
dentes foram fixados em formalina a 10%,
emblocados em parafina e corados com HE. As
amostras fixadas foram cortadas com 5 im e esten-
didas em laminas de vidro, as quais foram
desparafinizadas, hidratadas e coradas pela técnica
histoquimica de B.B. e B.H. Posteriormente, os cor-
tes foram lavados em agua corrente por 10 minutos
e passados em agua destilada, seguindo-se os pas-
sos de desidratacéo, diafanizacdo e montagem das
[aminas com Entelan. Foi analisado o padréo de co-

loragdo histoquimica & microscopia da luz, individu-
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almente para cada caso bem como para cada lesao
estudada, sendo realizada por dois examinadores
devidamente informados sobre os objetivos do estu-
do. De acordo com o quadro 1, considerou-se a pre-
senca de bactérias Gram positivas e negativas com o

tipo de coloragéo

Tipo bacteriano BB BH
GRAM + azul azul
GRAM - roxo roxo

Quadro 1 — Especificidade das coloracdes
histoquimicas.

RESULTADOS

B.B. — Essa coloracdo nos permitiu detectar a
presenca de bactérias em 80% (16 casos) de GP (Fi-
gura 1) e em 85% (17 casos) dos de CR (Figura 2),
normalmente encontrados em meio ao tecido de
granulacdo e no lumen cistico, respectivamente, nas
areas de maior concentracéo de infiltrado inflamat6-
rio. Visualizamos, em 100% (13 casos), bactérias nas
lesBes cariosas identificadas nos canaliculos dentinarios
(Figura 3). A distingdo entre cocos e bacilos, em sua
grande maioria, Gram positivos e negativos, ndo foi
possivel, uma vez que eles tomavam formas e locali-
zagdes semelhantes. Nas lesdes cariosas, pudemos
distingui-las principalmente quando se foi possivel
visualizar os canaliculos dentinarios, pois elas encon-
travam-se nitidamente visiveis, por vezes, tormando
forma de rosario com predominancia de cocos em

relacdo aos bacilos.

Figura 1 — Marcagéao positiva em GP para coloracgédo
de BB. Observar macro6fago repleto de cocos
(200X).
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Figura 2 - Marcacgéo positiva em CR para coloracgédo
de BB (200X).

Figura 3 - Marcagéao positiva em carie para coloragéo
de BB. Observar canaliculos repleto de cocos
(200X).

B.H. — Nessa coloracéo, foi possivel detectar
uma freqiiéncia de bactérias que corresponderam
a 80% (16 casos) dos GP (Figura 4) e 90% (18 ca-
sos) dos CR (Figura 5) que também, por sua vez,
foram mais encontrados no tecido de granulacéo e
no limen cistico, respectivamente, por vezes,
visualizados no interior dos macréfagos. A distin-
¢ao entre os tipos bacterianos e a coloragao de BB
s6 aconteceu nos casos de lesGes cariosas, 92,3%
(10 casos) (Figura 6), sendo as bactérias
indistinguiveis nos casos de GP e CR em relacdo ao

seu tipo e forma.
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Caso BB BH Grau do infiltrado
inflamatério
1LC + + +
21LC + + £
3 LC + + ++
4LC + + +
5LC + + +++
6LC + + B
7LC + - ++
8LC + + B
9LC + + +
10LC + + ++
11 LC + + +
12 LC + i 1
13 LC + + ++
1GP + = £
Figura 4 - Marcacéo positiva em GP para coloracédo 2GP + + ++
de BH (200X). 3GP - + 4+
4 GP + + ++
5GP = + ++
6 GP + - +
7GP + i £
8 GP + + +++
9GP + + ++
10 GP + + +++
11 GP + i Gt
12 GP + + +++
13 GP + + +++
14 GP + + +++
15 GP + - i
16 GP + + +++
17 GP = = s
18 GP - + ++
19 GP - o +++
20 GP + + +++
Figura 5 - Marcacdo positiva em CR para coloragéo LCR N N o
2 CR + + +++
de BH (200X). % o i N .
4 CR - - +
5CR 4 4 ++
6 CR + - +++
7 CR - + +++
8 CR + + +++
9 CR + + +++
10 CR + + +
11 CR + i b
12 CR + + ++
13 CR + + +
14 CR + + ++
15 CR + + +++
16 CR + + +
17 CR + i Gt
18 CR + + +++
19 CR + + +++
20 CR + + +++

Figura 6 - Marcagéao positiva em carie para coloragéo

de BH (200X). BB- Brown-Brenn; BH- Brown-Hoops; (+)- marcagdo positiva;
(-)- marcagdo negativa; (+)- infiltrado inflamatério leve;
(++)- infiltrado inflamatério moderado; (+++)- infiltrado
inflamatério intenso.

Houve uma correlagao entre a intensidade TABELA 1 — Relagéo das coloracdes utilizadas com
do infiltrado inflamatério (leve, moderado e inten-  infiltrado inflamatorio.

s0) e a positividade bacteriana nos casos de le-

sOes cariosas e periapicais, nao so6 para a coloragao

de BB como também para BH, como demonstrado

na Tabela 1.
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DISCUSSAO

A discusséo na literatura a respeito da evolu-
¢do do processo carioso e, consequentemente, for-
macéao de lesdes periapicais tem como preocupacao
a analise, identificacdo dos tipos bacterianos e sua
correlacdo causal nesse processo evolutivo.
Microorganismos gram positivos e/ou negativos fo-
ram encontrados na totalidade dos casos de cérie
analisados para coloracdo BB, numa frequéncia de
92,3% para coloragdo BH. No entanto, essa menor
proporc¢ao encontrada para a coloracdo BH pode ser
justificada devido a uma provavel falha (artefato de
técnica) que tenha ocorrido durante os procedimen-
tos laboratoriais a que foram submetidos, ja que a
negatividade foi observada em apenas 1 (um) caso.
Ja nas lesdes periapicais, constatamos um percentual
de 82,5% de positividade bacteriana para coloragao
BB e 85% para a coloragdo BH no total de lesdes
periapicais analisadas na amostra, o0 que justifica uma
intima relacdo da carie com a formacdo das
periapicopatias, sendo relatada anteriormente essa
associacao por Leonardo et al. (1994), Perez (1993)
e Ricucci & Bergenholtz (2003).

Quando se refere aos microorganismaos, exis-
te uma preocupacdo em tipa-los, de acordo com a
coloracdo de Gram em positivas e negativas. Varias
espécies bacterianas sao citadas na literatura, en-
tretanto houve uma imensa dificuldade em distingui-
las nas lesBes periapicais, por se apresentarem em
meio ao tecido conjuntivo e/ou de granulagéo, ou,
ainda, epitelial, fato esse irrelevante para lesdes
cariosas, sendo possivel identifica-las, em sua maio-
ria, cocos, por estarem confinados aos canaliculos
dentinarios. De acordo com essa descri¢do, concor-
dam Spané (1997), Marton & Kiss (2000), e Neville
et al. (2004).
A resposta inflamatdria e seus diversos graus de in-
tensidade sao estimulados pelos produtos bacterianos
gue irdo ativar os macrofagos e, posteriormente, cé-
lulas inflamatorias, objetivando o exterminio dessas

bactérias, constituindo-se, assim, uma forma de rea-

¢ao de hipersensibilidade tardia, freqientemente em
resposta aos microorganismos persistentes nao
fagocitados (Abbas et al., 2003) microorganismos
esses de lesBes cariosas as quais ndo foram
erradicadas completamente ou estacionadas,
sugerindo um processo de carater crénico, tal como
GP e CR, objetivo esse do nosso estudo. Plasmdcitos,
histiécitos, neutrofilos, macréfagos, por vezes repletos
de bactérias e infiltrados linfociticos, fizeram-se
freglientes nos casos de granuloma por nos estudados.
J& nos casos de CR, 0s nossos achados exibiram:
linfoplasmaocitario, histidcitos, mastocitos, neutrofilos
e macréfagos.

Nesse trabalho, classificamos o infiltrado infla-
matoério em leve, moderado e intenso. Esse critério
parece melhor atender as necessidades de se estabe-
lecerem parametros com a identificacdo de
microorganismos Gram positivos e/ou negativos nas
lesBes avaliadas. Nao sé para os GP como para os CR
houve uma predominéncia de intenso infiltrado infla-
matorio, que estava relacionado a prevaléncia de
positividade para bactérias (Tabela 1). Nos casos de
carie, prevaleceu o infiltrado leve no tecido conjuntivo
pulpar com 61,54%, ndo existindo, pois, na maioria
dos casos. Tais resultados corroboram os estudos re-
alizados por Martin et al. (2002) que, em 65 dentes
cariados extraidos, observaram um percentual de 43%
para o infiltrado do tipo leve.

No trabalho de Bohorquez et al. (1995) so-
bre lesBes periapicais em que foram evidenciados o
grau leve e moderado pela coloracéo de BB, discor-
dando dos nossos resultados 0s quais, na grande
maioria, se constituem pelo infiltrado inflamatorio
intenso para lesdes periapicais.

Apesar das possiveis falhas anteriormente ci-
tadas, constatamos, para a coloragdo BB no total de
lesdes periapicais, um percentual de 82,5%, sendo
40% para GP e 42,5% para CR. J& para a carie dentaria,
foi observada a positividade bacteriana na totalidade
dos casos, justificando e corroborando a eficacia da

coloracao de BB na identificagdo de microorganismos
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Gram positivos e/ou negativos em cavidades dentais,
carie e em polpa (Campos, 1997; Hebling et al, 1999;
Murray et al, 2001; Scharts, 1989; Shimada et al, 2004;
Waltimo et al, 2000), em lesBes periapicais e em
tlbulos dentinarios, deltas apicais, cementoblastos
(Ribeiro, 1997), justificando, talvez, o percentual de
43,7% que obtivemos de lesdes periapicais em dentes
tratados endodonticamente.

No que se refere a coloragdo BH, obtivemos
um percentual de 85% de positividade bacteriana no
total de lesBes periapicais, sendo 40% para GP, 45%
para CR e 92,3% para caries, concordando, dessa
forma, com os estudos de Engbaek et al., (1979), os
quais fizeram uso dessa técnica na andlise de
microorganismos Gram positivos e negativos, obten-
do resultados em cérie, polpa e GP. Complementando
essa analise, tém-se os trabalhos de Robey-Cafferty
et al. (1989) e Schwarts et al. (1989), os quais con-
cluiram ser essa técnica, além de facil e rapida,
bastante eficiente.

Com relacéo a eficiéncia das coloragdes, hou-
ve uma concordancia dos nossos resultados quan-
do se trata de lesdes periapicais com os trabalhos
de Engbaek et al. (1979) e Robey-Cafferty et al.
(1989), os quais afirmaram ser a colora¢do BH mais
satisfatoria e eficaz para a identificagédo de bactéri-
as Gram positivas e/ou negativas, embora para nos
foram encontrados percentuais equivalentes para
GP na coloragao de BB. Ja para a carie, nossa amos-
tra se mostrou mais eficaz para a coloragéo de BB,
concordando com os trabalhos de Campos et al.
(1997). Além das coloragdes por nos avaliadas nes-
se estudo, vale ressaltar a importancia das colora-
¢bes de Giemsa e Shorr para identificacdo
bacteriana em carie, periodontopatias, CR e GP, com
satisfatdria eficiéncia, como relatam os estudos de
Duarte et al. (2003).

Ha possibilidade de que pequenas alteracdes
em nivel de percentuais existam nos nossos resulta-
dos, ocasionando, dessa forma, casos falso-positivos

gue sdo justificados pela diferenca no grau de infla-

macéao e do dano ao tecido periapical (Holland, 1994)
ou também pela acdo de agentes desmineralizantes
durante os procedimentos laboratoriais (van Mullem
& Witnbergen, 1989).

O nosso trabalho demonstra que para melhor
compreensdo do processo de cérie e formacéo de
periapicopatias, ndo se faz necessario somente
correlaciona-las de maneira interdependente
histomorfologicamente como também a andlise e a
identificacdo causal do processo de maneira paralela,
fazendo opcao por uma técnica correta que possa evi-

denciar microorganismos da melhor forma possivel.
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