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RESUMO

Diferentes métodos de identificacdo tém mostrado que a comunidade microbiana em
infeccbes endodonticas apresenta uma grande diversidade. No entanto, o
conhecimento dos perfis microbianos de infeccbes endoddnticas em dentes
deciduos ainda é limitado. Portanto, este estudo teve como objetivos avaliar
gualitativa e quantitativamente a presenca de micro-organismos orais em amostras
de canais radiculares dentes deciduos com necrose pulpar, e verificar a correlagao
entre eles e sua associacdo com sinais e sintomas clinicos e radiograficos. Um total
de 31 criancas, de quatro a dez anos (idade média = 6,29 + 1,27 anos), foi incluido
neste estudo. A presenca de 12 patdgenos selecionados (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Enterococcus faecalis,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Streptococcus, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Tannerella forsythia e Treponema denticola) em 31 canais radiculares de
31 dentes com necrose pulpar foi avaliada por meio da técnica de hibridizag&o in situ
fluorescente (FISH), que identificou e quantificou os micro-organismos. Medidas
descritivas foram usadas para descrever os dados relativos a densidade (cél/mL X
10®) obtida para cada micro-organismo testado. O teste de correlacdo de Pearson
avaliou a correlagdo entre os micro-organismos identificados e o teste t de Student
verificou a associacdo entre os sinais e sintomas clinicos e radiograficos e os micro-
organismos detectados. Adotou-se um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Todos
0s patdgenos testados foram identificados em todas as amostras. O somatério das
densidades médias totais de todas as espécies bacterianas testadas e do género
Streptococcus representou 80,57% da comunidade microbiana total. Os resultados
do teste t de Student demonstraram que houve uma diferenca significante (p = 0,02)
entre no numero meédio das densidades observadas na espécie T. denticola no
grupo com presenca de dor e 0 grupo com auséncia de dor. Também foram
observadas diferencas significantes no nimero médio das densidades da espécie P.
nigrescens e presencga de edema e P. nigrescens e auséncia de edema; assim como
para 0 género Streptococcus e presenca de edema e Streptococcus e auséncia de
edema (p = 0,04; p = 0,04, respectivamente). A técnica de FISH confirmou a
caracteristica polimicrobiana da infeccdo endodéntica em dentes deciduos com a
presenca de bactérias anaerdbicas obrigatorias e anaerodbicas facultativas e do
género estreptococos.

Palavras-chave: Dente deciduo. Bactérias. Cavidade pulpar. Infeccdo. Hibridizacéo
In Situ Fluorescente.



ABSTRACT

Different microbial identification methods have shown that the microbial community in
endodontic infections presents a great diversity. However, the knowledge of the
microbial profiles of endodontic infections in primary teeth is still limited. Therefore,
the aim of this study was to evaluate, qualitative and quantitatively, the presence of
oral microorganisms in samples from root canals primary teeth, to assess the
correlations among them, and to determine their association with clinical and
radiographic signs and symptoms. A total of 31 children, 4 to 10 years old (mean age
= 6.29 £ 1.27 years old), was involved in this study. The presence of 12 selected
pathogens (Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus,
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Streptococcus, Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Tannerella forsythia, and Treponema denticola) in 31
infected root canals from 31 primary teeth with pulp necrosis was studied by using
the fluorescent in situ hybridization (FISH) technique which identified and quantified
the microorganisms. Descriptive measures were used to present the data related to
the density (cel/mL X 10%) for each microorganism tested. The Pearson correlation
test assessed the correlation among the microorganisms identified and the Student t
test assessed the association between the clinical and radiographic signs and
symptoms and the pathogens detected. The significance level was set at 5% (p <
0.05). All the tested pathogens were detected in all samples. The total sum of the
mean densities of all the bacteria species and Streptococcus genus represented
80.57% of the entire microbial community. The results of Student's t test showed that
there was a significant difference (p = 0.02) between the average number of densities
observed in the species T. denticola in the group with pain and the group with no
pain. Significant differences were also observed in the average number densities of
the species P. nigrescens and presence of edema and P. nigrescens and no edema,;
and for Streptococcus and genus Streptococcus and edema and no edema (p = 0.04,
p = 0.04, respectively). The FISH technique confirmed the polymicrobial
characteristic of the endodontic infection in primary teeth with the presence of
obligate and facultative anaerobic bacteria and of Streptococcus genus.

Key words: Tooth, Deciduous. Bacteria. Dental Pulp Cavity. Infection. In Situ
Hybridization, Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

Embora a educacdo em salude e a prevencao sejam prioridades na
Odontologia contemporanea, as alteracdes pulpares em dentes deciduos séo ainda
frequentes. InfeccBes endoddnticas, sintomaticas ou assintomaticas, sdo causadas
pela presenca de micro-organismos na cavidade pulpar (COGULU et al., 2008). A
contaminacdo da polpa por micro-organismos pode ocorrer por via direta (carie
dentaria, tubulos dentinarios e fraturas), por contiguidade (contaminacao por regiao
vizinha, por via linfatica ou retrograda), ou pela via hematogénica (KAKEHASHI;
STANLEY e FITZGERALD, 1965).

As infeccdes pulpares de dentes deciduos estdo relacionadas com a
incursdo bacteriana e sua multiplicacdo na camara pulpar e canais radiculares.
Dependendo da viruléncia e do niamero de micro-organismos presentes nos canais
radiculares, a inflamacdo aguda ou crbnica pode ser estabelecida na regiao
periapical. Em dentes deciduos infectados, as lesbes normalmente se desenvolvem
na area de bifurcacao das raizes, ao invés de se localizarem na regido dos apices, o
gue pode estar relacionado a elevada frequéncia de canais acessorios na regido de
furca (GOMES et al., 2013; TOYOSHIMA et al., 1988).

A necrose pulpar em dentes deciduos pode levar a uma leséo periapical
capaz de afetar o germe do dente permanente em desenvolvimento. A partir do
reconhecimento do importante papel desempenhado por bactérias na patogénese
das infeccdes pulpares e periapicais, a eliminacdo da infeccdo endododntica tornou-
se o objetivo do tratamento de dentes com polpa necrosada e lesdes periapicais (da
SILVA et al.,, 2006; MARSCH e LARGENT, 1967). Além disso, o sucesso do
tratamento esta diretamente relacionado com a diminuicdo do numero de micro-
organismos no sistema de canais radiculares (SCR) (GAJAN et al., 2009). Desta
forma, o conhecimento da diversidade microbiana presente nos canais radiculares
de dentes deciduos tem extrema importancia para possibilitar o desenvolvimento de
terapias mais eficazes (TAVARES et al., 2011).

Em uma perspectiva ecoldgica, todas as espécies em uma comunidade

mista devem ser detectadas e identificadas, uma vez que algumas espécies
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bacterianas com baixa incidéncia podem se tornar dominantes em resposta as
mudancas nas condi¢cdes que favorecem o seu crescimento (FABRIS et al., 2014;
SIQUEIRA JUNIOR e ROCAS, 2009; SOGIN et al., 2006). Porém, o conhecimento a
respeito da microbiota da infeccdo endodéntica de dentes deciduos ainda é limitado.

Estudos pioneiros sobre a etiologia das infec¢cdes endodonticas de dentes
deciduos demonstraram a presenca de bactérias aerbbicas e anaerdbicas
facultativas (COHEN, JORESS e CALISTI, 1960; MARSH e LARGENT, 1967). As
técnicas de cultivo para bactérias anaerdébicas demonstraram que as infeccdes
endodénticas sao polimicrobianas (da SILVA et al., 2006; PAZELLI et al.,, 2003;
TOYOSHIMA et al.,, 1988). Entretanto, a diversidade de bactérias em qualquer
ambiente é quase sempre subestimada quando avaliada por técnicas de cultura.

Os métodos moleculares vém sendo utilizados para a deteccédo de micro-
organismos em canais radiculares de dentes deciduos, pois permitem a identificacao
de espécies néo identificadas por métodos de cultura, assim como permitem que as
espécies sejam identificadas diretamente da amostra clinica, isto €, sem a
necessidade de cultivo (COGULU et al., 2008; ITO et al., 2011; SATO et al., 1993).
Métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
hibridizacdo DNA-DNA, estdo sendo utilizados para identificacdo de espécies
bacterianas dificeis de serem cultivadas, como as bactérias dos géneros Tannerella,
Treponema, Prevotella e Porphyromonas (ITO et al., 2011). O nivel de detec¢éo da
técnica de hibridizacdo DNA-DNA situa-se entre 10* e 10" células bacterianas de
uma determinada espécie em cada amostra (TAVARES et al., 2011). No entanto, o
contetdo bacteriano de amostras de infeccbes endodobnticas pode estar abaixo
deste limite de deteccéo.

A técnica da hibridizacao in situ fluorescente (FISH) pode elevar os limites
de deteccédo e parece nao ter sido ainda utilizada na investigacdo da microbiota de
dentes deciduos com infeccdo endodontica. A técnica de FISH permite a
visualizacéo, a identificacdo e a contagem das células microbianas individualmente,
sendo considerada uma técnica rapida e objetiva para a quantificacdo direta de
micro-organismos (GMUR e THUNHEER, 2002; MOTER e GOBEL, 2000).

Frente ao exposto, idealizou-se o presente estudo com o objetivo avaliar
qualitativa e quantitativamente 0S micro-organismos presentes nos canais
radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar, com ou sem inflamacéo

periapical ou interradicular, por meio da técnica de FISH.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Esta secdo revisard a literatura acerca dos aspectos relacionados a
microbiota dos canais radiculares de dentes deciduos, assim como abordard, na
segunda subsecao, a técnica de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) para sua

melhor compreensao.

2.1 MICROBIOTA DOS CANAIS RADICULARES DE DENTES DECIDUOS

Cohen, Joress e Calisti (1960) realizaram um estudo para determinar a
microbiota de dentes deciduos infectados de trinta criangcas com idade entre quatro e
oito anos por meio de culturas obtidas pela insercao de algod&o estéril na camara
pulpar por aproximadamente 1 minuto. Todos os dentes deciduos examinados no
estudo apresentavam evidéncias radiograficas de infeccdo e em sete casos havia
fistula. Das trinta culturas, 21 (70%) apresentaram crescimento de Streptococcus
salivarius e em sete (23%) foram observados Staphylococcus albus. Bacilos
entéricos Gram-negativos foram observados em cinco culturas, das quais trés foram
diferenciadas como Escherichia coli, uma como Aerobacter e a outra como uma
espécie de Alcaligenes. Foram encontrados ainda: Streptococcus beta hemoliticos
em cinco culturas (17%); Lactobacillus em quatro (13%); Streptococcus mitis em trés
(10%); Staphylococcus aureus em duas (5%); e Neisseria saprofita em uma cultura
(3%). Assim, os autores puderam constatar que o S. salivarius foi 0 micro-organismo
mais frequentemente isolado dos dentes deciduos infectados e que apesar de
fazerem parte da microbiota normal da boca, eles tém sido apontados como
potenciais agentes etiologicos da carie dentaria. A incidéncia apresentou-se muito
mais elevada neste estudo em dentes deciduos do que na maioria dos estudos
anteriores realizados em dentes permanentes. O S. albus, conhecido por ser um
habitante saproéfita da cavidade bucal, incapaz de produzir doenca, foi o segundo
micro-organismo mais frequentemente isolado. Os bacilos entéricos Gram-negativos

foram associados com a ma higiene bucal e a gengivite.
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Marsh e Largent (1967) determinaram as bactérias presentes no tecido
pulpar de 22 molares deciduos infectados. Para que as amostras bacteriolégicas
fossem coletadas, os dentes foram isolados com dique de borracha e limpos com
solucao de cloreto de Zepheran a uma concentracao de 1:1.000. Apos a remocédo do
tecido cariado com curetas e instrumentos rotatorios, as amostras foram coletadas
com cones de papel estéreis e inoculadas em diversos meios de cultura. Os micro-
organismos encontrados com mais frequéncia foram Streptococcus alpha (50%),
Streptococcus gama (41%), Dipheteroides anaerébicos (36%), cocos anaerdbicos
(36%), S. albus (27%) e Streptococcus beta (18%). Nenhum dos 22 molares
deciduos analisados apresentou menos de dois e mais de cinco tipos de micro-
organismos colonizadores do tecido pulpar.

Sato et al. (1993) realizaram um estudo com o objetivo de investigar as
bactérias predominantes nas polpas necroticas de dentes humanos recém-extraidos
usando, para este fim, uma camara anaerdbica para recuperacdo maxima de
bactérias anaerdbicas obrigatorias. Os participantes selecionados para o estudo
tinham entre trés e nove anos de idade e todos os dentes tinham extracdo indicada.
Foram utilizados seis dentes deciduos humanos com lesdes de origem endoddntica.
Imediatamente apds a exodontia, o dente teve o apice selado com cera e depois foi
transferido para uma camara anaerobica, onde foi dividido no sentido axial para o
tecido pulpar infectado ser coletado. As amostras foram diluidas e incubadas em
camara anaerobica e também em ar. As unidades formadoras de col6énias (UFC)
foram contadas e analisadas. As colbnias formadas a partir das placas incubadas
anaerobicamente foram selecionadas para mais analises. Os autores encontraram
0S seguintes resultados entre as 276 cepas isoladas: 251 cepas eram anaerobios
obrigatorios (91%); 22 cepas eram facultativos (8%); e trés cepas (1%) foram
perdidas antes que seus requisitos atmosféricos pudessem ser testados. Os géneros
predominantes dentre os micro-organismos anaerobios obrigatérios isolados foram:
Peptostreptococcus (25%); Propionibacterium (19%); Eubacterium (17%); e
Fusobacterium (13%). Outros anaerdbios obrigatérios menos isolados foram:
Bifidobacterium (2%); Lactobacillus (1%); Actinomyces (1%); Veillonella (0,07%);
Porphyromonas (0,04%); e Prevotella (0,04%). Foi observado também um
predominio de bastonetes Gram-positivos (51%) e de cocos Gram-positivos (25%).
Os autores confirmaram os achados de estudos anteriores em relacéo as cepas de

Peptostreptococcus, Propionibacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Prevotella e
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Lactobacillus, que também foram encontradas em amostras isoladas a partir de
polpas necrosadas de dentes deciduos. Afirmaram, ainda, que a microbiota presente
em polpa necrosada de dentes deciduos apresenta-se semelhante & apresentada
em camadas mais profundas de lesdes de dentina de dentes permanentes.

Pazelli et al. (2003) avaliaram o perfil bacteriano em canais radiculares de
dentes deciduos humanos com necrose pulpar e leséo periapical por meio de cultura
bacteriol6gica. Para este propdsito, selecionaram 15 criancas de ambos 0s sexos
com idade entre trés e sete anos. Entre as criancas selecionadas, obteve-se um total
de 31 canais radiculares de 18 dentes deciduos com necrose pulpar e areas
radiollcidas visiveis radiograficamente na regido da furca e/ou regido periapical,
sugestivas de lesdo periapical cronica. Todos os dentes eram passiveis de serem
isolados e restaurados e também possuiam raizes intactas ou com menos de 2/3 de
reabsorcdo radicular fisiolégica, ndo apresentavam bolsa periodontal e nenhuma
intervencao endoddntica anterior. Foi realizada a antissepsia da cavidade bucal com
5 mL de digluconato de clorexidina 0,12% durante 1 minuto seguida de anestesia
local e isolamento absoluto. Posteriormente, realizou-se a antissepsia com
digluconato de clorexidina 1% do campo operatorio e coletou-se a amostra dos
canais radiculares com cone de papel absorvente estéril, apés a realizacdo da
cirurgia de acesso. Foram utilizados de trés a quatro cones de papel absorvente
estéreis, compativeis com o didmetro do canal radicular. O comprimento utilizado foi
de 2 a 3 mm aquém do apice radiografico ou limite de reabsorcéo fisiologica, o qual
foi determinado pela radiografia inicial. Os cones de papel ficaram no interior do
canal por aproximadamente 1 minuto e depois foram transferidos para um tubo de
ensaio com 2 mL de fluido de transporte reduzido para posterior analise
microbiolégica. Apdés a coleta das amostras, os canais foram tratados para a
neutralizagdo do contetdo séptico-necrético com limas tipo K e irrigacdo com NaClO
2,5% e preenchidos com pasta Calen®. A camara pulpar foi selada com 6xido de
zinco e eugenol (ZOE). Apos um periodo de 14 a trinta dias, o curativo intracanal foi
removido e os canais foram preenchidos com pasta Calen® espessada com 6xido de
zinco e os dentes foram restaurados. As amostras foram misturadas, diluidas e
semeadas. As placas foram incubadas em anaerobiose e, ap0s a incubacgdo, as
colonias foram contadas com uma lupa. Os autores puderam observar os seguintes
resultados: presenca de micro-organismos anaerébicos em trinta canais (96,8%);

bacilos produtores de pigmento preto em 11 canais (35,5%); micro-organismos
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aerdbicos em 29 canais (93,5%); Streptococcus em trinta canais (96,8%); e
Streptococcus mutans em 15 canais (48,4%). Os resultados estdo de acordo com 0s
obtidos em estudos anteriores que mostraram que em canais radiculares de dentes
deciduos com leséo periapical ocorre uma infec¢éo polimicrobiana, com predominio
de micro-organismos anaerobios, semelhantes aos da microbiota de dentes
permanentes. Os autores afirmaram que as bactérias do género Streptococcus sao
também prevalentes em dentes deciduos com necrose pulpar e lesdo periapical. Os
diferentes resultados obtidos nos estudos quanto a prevaléncia de S. mutans pode
ser explicada pela possibilidade de exposicdo a cavidade bucal de alguns canais, o
gue aumentaria a sua presenca. Na opinido dos autores, ndo € aceitavel a falta de
estudos in vitro e in vivo para se avaliar a microbiota de canais radiculares nos
dentes deciduos, devido a importancia dos micro-organismos na etiologia das
infeccdes pulpares e das alteracdes periapicais.

Gomes et al. (2004) tiveram o objetivo de identificar os micro-organismos
mais isolados dos canais com infec¢cdo endodéntica primaria e secundéaria e a
associacdo das espécies com o0s sinais e sintomas endodénticos. Foram
selecionados sessenta pacientes que necessitavam de tratamento ou retratamento
endodontico. Dos pacientes incluidos no estudo, 41 apresentavam dentes com polpa
necrosada e 19 ja tinham tratado o canal ha mais de quatro anos, porém mostravam
evidéncias radiograficas de periodontite apical. Foram excluidos do estudo pacientes
que utilizaram antibioticos nos ultimos trés meses ou que apresentavam alguma
doenca sistémica. Os dados coletados de cada paciente para serem correlacionados
com a presencga de micro-organismos foram: idade; sexo; qual o dente e estado da
polpa; e sinais sintomas clinicos (tipo da dor, historico da dor, dor a palpacéo,
sensibilidade a percussdo, mobilidade, presenca de secrecdo, presenca de edema
dos tecidos periodontais, presenca de bolsas periodontais, histérico de terapia
antibiotica ou outro medicamento relevante e exudato purulento ou hemorragico).
Sob isolamento, foi realizada a desinfeccdo com peroxido de hidrogénio 30%
seguido de hipoclorito de sédio 2,5% e inativagcdo com tiossulfato de sédio 5%.
Conseguiu-se inicialmente a paténcia do canal com o minimo de instrumentos
possiveis e sem usar nenhum irrigante quimico ativo. Quando foi necessario irrigar,
utilizou-se solucdo salina estéril. Para a coleta microbiolégica, foram introduzidos
cones de papel estéreis no comprimento total do dente (determinado pela radiografia

inicial) e estes permaneceram no canal por 60 segundos. As amostras foram
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analisadas por meio de métodos de cultura. Os autores observaram 56 diferentes
espécies e 21 diferentes géneros entre as sessenta amostras. Das bactérias
isoladas, 70% eram anaerdbicas ou microaerofilas. Dentre 0s micro-organismos
anaerdbicos mais frequentemente isolados encontraram-se: P. intermedia e P.
nigrescens (16,7%); F. nucleatum (11,7%); P. gingivalis (6,7%). Um género
bacteriano frequentemente recuperado do canal radicular foi o Streptococcus com
uma frequéncia de 53,3%. As espécies predominantes nas infec¢cdes primarias
foram: P. intermedia; P. nigrescens; F. nucleatum e P. gingivalis. A espécie
predominante nos tratamentos endodoénticos sem sucesso (infeccdo secundaria) foi
Enterococcus faecalis. A espécie Prevotella denticola foi encontrada em proporcdes
iguais em infeccbes primérias e secundéarias. Os autores encontraram também
relacdo entre anaerdbios, especialmente Gram-negativos, e a presenca ou a historia
de dor anterior, sensibilidade a percussdo e edema. Foram encontradas as
seguintes associacdes: dor e P. intermedia e P. nigrescens; sensibilidade a
percussao e Porphyromonas spp.; edema e Porphyromonas spp.; exudato purulento
e Porphyromonas spp., e infec¢do secundaria e E. faecalis e Streptococcus spp.
Faria et al. (2005) avaliaram, por meio de cultura bacteriolégica, a acao
antibacteriana do preparo biomecanico e da pasta Calen® como curativo entre
sessdes de dentes deciduos humanos com necrose pulpar e lesdes periapicais. O
estudo incluiu 26 criancas com idade entre trés e sete anos, com boa saude geral e
que nao utilizaram antibiéticos nos ultimos trés meses. Os 26 dentes deciduos
selecionados apresentavam polpa necrética e area radiollcida visivel na regido de
furca e/ou regido periapical, permitiam o isolamento absoluto e possuiam 2/3 de raiz
preservados. Foram realizados os passos de antissepsia da cavidade bucal com
bochecho de digluconato de clorexidina 0,12%, isolamento absoluto, desinfeccdo do
campo operatério, remocdo do tecido cariado, desinfeccdo da éarea, e
complementagéo do acesso. A coleta da primeira amostra foi realizada introduzindo-
se, sequencialmente, quatro cones de papel absorvente estéreis, de calibre
compativel com o didametro do canal radicular. Cada cone de papel permaneceu no
canal por 30 segundos e depois foram transferidos para um tubo de ensaio com
fluido de transporte para serem processados microbiologicamente. Nos molares
superiores, a amostra foi coletada no canal palatino, e nos molares inferiores, a
amostra foi coletada no canal distal. Em seguida a coleta, foi realizado o preparo

guimico-mecéanico com limas tipo K e hipoclorito de sédio 2,5%. No final do
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procedimento, os canais foram secos e uma bolinha de algodao estéril foi colocada
na embocadura dos canais e o dente foi selado com Cimpat® e ZOE. Apés 72 horas,
uma segunda amostra bacterioldgica foi coletada, tal como o procedimento descrito
para a primeira coleta. O canal foi entdo irrigado com 1,8 mL de solugéo salina
estéril, e seco posteriormente. Aplicou-se EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético),
gue foi agitado por 3 minutos. Em seguida, o canal foi novamente irrigado, com 1,8
mL de solucao salina estéril, e seco com cones de papel, e, entdo preenchido com a
pasta Calen®, como curativo de demora por trinta dias. Decorrido o periodo de
acompanhamento, o curativo de demora foi removido por solucéo salina, e os canais
foram secos e uma bolinha de algodao estéril foi colocada na embocadura dos
mesmos e o dente selado com Cimpat® e ZOE novamente. Apds as 72 horas em
que 0s canais permaneceram vazios, foi coletada a terceira amostra bacteriol6gica
da mesma forma que a primeira e a segunda amostras coletadas. Os canais foram
obturados com pasta Calen® espessada com 6xido de zinco e os dentes foram
restaurados. Dos 26 canais inicialmente selecionados, vinte amostras mantiveram-se
até o final do experimento. A perda de seis amostras deveu-se a falta do paciente as
consultas de retorno ou a perda do vedamento coronario. Foram obtidos os
seguintes resultados: micro-organismos anaerdbicos foram encontrados em todos os
canais (100% dos casos); bacilos produtores de pigmento preto foram encontrados
em seis casos (30%); micro-organismos aerébios foram encontrados em 12 canais
(60%); Streptococcus foram encontrados em 17 canais (85%); S. mutans foram
encontrados em seis canais (30%); e bacilos aerdbios Gram-negativos foram
encontrados em trés canais (15%). A comparacdo por meio do teste de Wilcoxon
demonstrou que o preparo biomecéanico foi eficaz na eliminacdo dos micro-
organismos dos canais radiculares em 20% dos casos e o curativo de demora em
62,5%, enquanto que a acdo cumulativa do preparo biomecéanico e do curativo de
demora eliminou os micro-organismos em 70% dos casos. Pdde-se concluir que o
preparo biomecéanico isoladamente, apresentou resultados microbiologicamente
inferiores aqueles obtidos quando o0 mesmo foi associado ao curativo de demora,
sugerindo, assim, a necessidade de aplicacdo topica de um curativo de demora
entre sessfes, em dentes deciduos com necrose pulpar e leséo periapical.

da Silva et al. (2006) investigaram a prevaléncia dos micro-organismos
em canais de dentes deciduos com necrose pulpar e lesdo periapical por meio da

técnica de cultura. A amostra consistiu em vinte criangcas com idade entre trés e sete
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anos, de ambos o0s sexos, com boa saude geral, e que ndo tinham usado antibiotico
nos ultimos trés meses. Da amostra, foram selecionados vinte dentes deciduos,
sendo sete incisivos superiores, oito molares inferiores e cinco molares superiores,
todos com necrose pulpar ou com area radiollcida visivel radiograficamente na
regido de furca ou na regiao periapical, e ainda apresentando raizes intactas ou com
menos de 2/3 de reabsorc¢ao fisioldgica, sem bolsa e sem intervencdo endodontica
prévia. Foram realizados os procedimentos de antissepsia da cavidade bucal com
digluconato de clorexidina 0,12%, anestesia local, isolamento absoluto, desinfecc¢éao
do campo operatério, remocao de tecido cariado, desinfeccdo da area de acesso
aos canais e acesso. A coleta das amostras foi realizada por meio da introducéo
sequencial de quatro cones de papel absorvente estéreis, de tamanho compativel
com o canal radicular, os quais permaneceram por 30 segundos no interior do canal
e depois foram transferidos para um tubo contendo 2 mL de fluido de transporte. Nos
molares superiores, as amostras foram coletadas do canal palatino; nos molares
inferiores, as amostras foram coletadas do canal distal. Apds a coleta, os canais
foram tratados para a neutralizacédo do contetdo séptico necrético com limas K-file e
irrigados com hipoclorito de sédio 2,5%. A pasta Calen® foi utilizada como curativo e
o selamento foi feito com ZOE por um periodo de 14 a trinta dias. Depois deste
tempo, 0 selamento provisério foi removido e o canal obturado com pasta Calen®
espessada com Oxido de zinco para, entdo, o dente ser restaurado. Foram
observados o0s seguintes resultados: micro-organismos anaerébios foram
encontrados em 100% das amostras; bacilos produtores de pigmento preto foram
encontrados em seis casos (30%); micro-organismos aerobios foram encontrados
em 12 amostras (60%); S. mutans foram encontrados em seis canais (30%), sendo
gque em uma amostra foi encontrada a associacdo S. mutans e Streptococcus
sobrinus e somente S. mutans em cinco amostras; e aerébios Gram-negativos
estavam presentes em trés amostras. Os autores afirmaram que todos os canais
examinados apresentavam uma infeccdo polimicrobiana, na qual 0s micro-
organismos anaerobicos foram os mais prevalentes. Na opinido dos pesquisadores,
micro-organismos CO,-dependentes, microaerdbicos, Streptococcus e ainda 0s
aerodbicos e os facultativos preparam o ambiente para a instalacdo dos anaerobicos
levando a instalacdo de um ambiente de baixo potencial redox. Esse decréscimo
gradual da tensdo de oxigénio em canais radiculares, juntamente com as

necessidades nutricionais dos micro-organismos e da cadeia alimentar atuam como
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se levassem a ocorréncia da selecao natural e o consequente predominio dos micro-
organismos anaerébicos em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical.

Ruviére et al. (2007), em um estudo in vivo, avaliaram a prevaléncia de
micro-organismos nos canais radiculares de dentes deciduos humanos, por meio da
técnica de hibridizacdo DNA-DNA. A amostra incluiu 55 canais radiculares de dentes
deciduos com pulpite irreversivel (grupo 1) e 51 canais de dentes com necrose
pulpar e periodontite apical (grupo 2). Para as andlises microbiologicas, foram
usadas 34 sondas de DNA. Os resultados mostraram que as espécies mais
prevalentes no grupo 1 foram: Campylobacter rectus (87%); Gemella morbilorum
(78%); Streptococcus gordonii (71%); Capnocytophaga ochracea (69%); T. denticola
(58%); e Streptococcus intermedius (49%). No grupo 2, as espécies mais
prevalentes foram: C. rectus (90%); T. denticola (88%); S. intermedius (77%); G.
morbilorum (73%); Streptococcus oralis (67%); C. ochracea (63%); S. gordonii
(55%); Streptococcus mitis (51%); e Leptotrichia buccalis (51%). Exceto pelas
bactérias Peptostreptococcus micros e Actinomyces israelii, as espécies bacterianas
mais prevalentes nos canais radiculares com periodontitie apical foram aquelas
encontradas em maior namero (p < 0,05). O teste U de Mann-Whitney demonstrou
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos com respeito ao numero
total de células bacterianas detectadas nas amostras dos canais radiculares (p <
0,05). O grupo 2 mostrou um namero acentuadamente maior de células bacterianas.

Cogulu et al. (2008) avaliaram a presenca de agentes patogénicos em
amostras selecionadas a partir de canais de dentes deciduos e permanentes por
meio da PCR e determinaram a associacao desses micro-organismos com sintomas
clinicos. A amostra foi composta por 145 criancas e adolescentes com idade entre
cinco e 13 anos, que nédo tivessem utilizado antibidticos nos ultimos trés meses e
sem doenca sistémica. Foram incluidos os dentes que n&o apresentavam bolsa
periodontal maior que 4 mm e que podiam ser isolados e restaurados apls o
tratamento. Foram analisadas e armazenadas as seguintes caracteristicas clinicas
para posterior verificacdo de associacdo com 0S micro-organismos encontrados:
idade; sexo; status do dente e status pulpar; e 0s sinais e sintomas clinicos (histérico
da dor, dor espontanea, sensibilidade a percusséo, dor a palpacdo, mobilidade,
presenca de edema, canal umido, odor e radiolucidez periapical). Dos 145
participantes selecionados, obteve-se uma amostra de 79 dentes deciduos e 66

molares permanentes. Todos o0s casos incluidos no estudo foram categorizados da
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seguinte forma: grupo 1 (n = 42 dentes; vinte deciduos e 22 permanentes),
representado por pacientes que apresentavam periodontite apical aguda, com
sintomas clinicos agudos (dor ao mastigar, sensibilidade & percusséo ou a palpacéo
e edema) e falta de evidéncia radiogréafica; grupo 2 (n = 63 dentes; 35 deciduos e 28
permanentes), representado por pacientes com periodontite apical crdnica, com
presenca de radiolucidez periapical e sem nenhum outro sintoma clinico nos trés
meses anteriores ao tratamento; e grupo 3 (n = 40 dentes; 24 deciduos e 16
permanentes), que incluiu pacientes com periodontite apical grave ou exacerbada e
presenca concomitante de radioluscéncia e de um ou mais sintomas clinicos. Foram
realizados os procedimentos de limpeza da coroa com pedra-pomes e colocacéo do
isolamento absoluto. Dente e campo foram, entdo, lavados com perdxido de
hidrogénio 3% e descontaminados com solu¢do de hipoclorito de sédio 2,5%,
inativada em seguida com tiossulfato de sédio 5%, e posterior acesso aos canais. As
amostras foram coletadas da seguinte forma: uma lima tipo K numero 15 foi utilizada
para agitar o contetado do canal; em seguida, outra lima foi introduzida no canal por
60 segundos, a 1 mm aquém do apice radiogréafico, e movimentos suaves de
limagem foram realizados; dois cones de papel estéreis foram inseridos
sequencialmente no mesmo nivel para absorver o fluido do canal e cada um
permaneceu no interior do mesmo por 60 segundos. Nos casos em que o canal
apresentava-se seco, foi colocada uma pequena quantidade de solucao salina estéril
para aquisicdo de amostra viavel. As limas e os cones foram transferidos para
microtubos com fluido de transporte. Todas as amostras foram processadas dentro
de 2 horas e depois congeladas e armazenadas até serem analisadas pela PCR. Em
cada um dos casos, mesmo em dentes multirradiculares, um tnico canal serviu de
amostra sendo escolhido para coleta o canal radicular que apresentasse
radioluscéncia ou lesdo, ou o canal de maior calibre, ou seja, nos molares
superiores, selecionou-se o canal palatino, e nos molares inferiores, selecionou-se o
canal distal. Os autores realizaram os ensaios de PCR para os seguintes micro-
organismos: Actnomyces israeli; Candida albicans; E. faecalis; F. nucleatum; P.
endodontalis; P. gingivalis; P. intermedia; Streptococcus intermedius, T. denticola,
Parvimonas micra, Tannerella forsythensis; Enterococcus faecium; Prevotella
melaninogenica. Nos dentes permanentes, as espécies mais prevalentes foram: E.
faecalis (13 amostras; 20% dos casos); e P. gingivalis e T. denticola, ambas

presentes em 32% dos casos (48 amostras). As espécies mais prevalentes nos
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dentes deciduos foram: P. gingivalis e T. denticola, ambas presentes em 16% dos
casos (13 amostras). A necrose pulpar foi associada aos micro-organismos E.
faecalis e T. denticola. Os micro-organismos A. israelii e E. faecium nao foram
detectados nos dentes deciduos nem nos permanentes. Os autores puderam
demonstrar com seus resultados que os micro-organismos T. denticola e E. faecalis
foram altamente associados a lesdo periapical e a dor anterior; P. gingivalis foi
associado a dor a percussao em dentes deciduos e permanentes; e, ainda, que P.
melaninogenica foi associada a dor espontdnea em dentes permanentes. Em
conclusdo, o estudo demonstrou que certas espécies de micro-organismos estao
associadas com sinais e sintomas das doencas endoddbnticas tanto nos dentes
permanentes como nos dentes deciduos.

Tannure et al. (2009) realizaram um estudo com o objetivo de identificar
0s provaveis fatores associados com o insucesso da pulpectomia de dentes
deciduos a partir da analise qualitativa por histopatologia e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Realizou-se uma avaliacdo clinica longitudinal do sucesso de
pulpectomia realizada em 66 criangas, com idade entre trés e oito anos, que nao
apresentavam comprometimento sistémico e que apresentavam inflamacao
irreversivel ou necrose pulpar em consequéncia de uma lesdo cariosa. Foram
excluidos do estudo dentes que apresentavam suporte 0sseo inadequado e
excessiva reabsorcao radicular patolégica. A amostra incluiu um total de cento e
trinta dentes tratados pela instrumentacdo com limas K, irrigagdo com hipoclorito
2,5% e solucdo salina, obturados com pasta de ZOE, e restaurados com resina
composta. Os pacientes retornaram para avaliacdo clinico-radiografica em intervalo
de trés meses e foram acompanhados por um tempo médio de 33 meses (de 18 a
48 meses). As avaliacdes determinaram falha do tratamento em 18 dentes e estes
foram, entdo, extraidos. O critério de Strindberg’s para dentes permanentes foi
utilizado para avaliar o fracasso ou néo do tratamento, o qual analisa a persisténcia
clinica dos sinais ou sintomas (dor, edema); desenvolvimento de drenagem do trato
sinusal; e aumento, n&o-alteracdo, ou aparecimento de novas reinfeccdes
perirradiculares. Apenas oito dos dentes extraidos apresentavam as raizes
suficientemente intactas para serem selecionadas aleatoriamente para analise
histopatoldgica ou por MEV. Para a analise histopatolégica foram utilizados quatro
dentes deciduos extraidos, sendo dois incisivos e dois molares; para a MEV foram

também utilizados quatro dentes deciduos extraidos, sendo dois incisivos e dois
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molares. Os autores chegaram aos seguintes resultados na analise histopatolégica:
todas as amostras mostraram tecido necrosado e células de inflamacéo crénica
persistente no canal radicular; em duas amostras, infec¢cdes bacterianas foram
observadas no canal radicular; um achado comum foram areas de reabsorcao
radicular externa associada a lacunas de Howship; um molar apresentou reabsor¢ao
patolégica avancada; um incisivo mostrou reabsorcdo e éareas reparadas; e
reabsorcdo interna inflamatoria foi também observada. Na analise por MEV, foi
possivel observar: todos os dentes, tanto nas areas apicais quanto nas areas de
bifurcacdo radicular, apresentaram-se fortemente infectados por micro-organismos,
assim como as lacunas de Howship nas superficies apicais; a morfologia dental
irregular revelou areas de reabsor¢cdo de dentina; e, em alguns casos, eritrécitos
estavam associados com bactérias. Os autores puderam concluir, entdo, que o
principal fator responsavel pelo fracasso de pulpectomia em dentes deciduos sao as
limitacBes impostas pela técnica devido as irregularidades morfolégicas do canal e
dos dentes pela reabsorcao inflamatéria externa. As bactérias, o tecido necrotico e o
substrato que persistem nos canais radiculares, revelados mesmo apo0s 0s
procedimentos de desinfeccdo, sugerem que, durante a pulpectomia dos dentes
deciduos, deve ser dada uma adequada atencdo ao preparo quimico-mecanico dos
mesmos e que devem ser utilizados materiais de preenchimento com comprovada
eficacia antibacteriana.

Ito et al. (2011) investigaram a microbiota de canais radiculares de dentes
deciduos com periodontite apical, antes e depois do curativo intracanal, por meio da
técnica de cultura microbiana e pela técnica de hibridizacdo DNA-DNA. O estudo
incluiu 19 criancas, de ambos sexos, com idade entre trés e sete anos, que
apresentavam polpa necrética e evidéncias radiograficas de perda Ossea
perirradicular. Foram selecionados 38 canais para a cultura e 28 canais para a
técnica de hibridizacdo DNA-DNA. Todos os dentes selecionados tinham raizes
intactas ou menos de 2/3 de reabsorcdo radicular, ndo apresentavam bolsa
periodontal profunda e nem intervencdo endodontica anterior. Foram excluidas do
estudo criancas com doencgas sistémicas e que fizeram uso de antibiético sistémico
e antissépticos bucais nos trés meses anteriores ao estudo. Foram realizados os
seguintes procedimentos: anestesia; isolamento absoluto do dente; remocdo do
tecido cariado; antissepsia do campo operatério e do dente com digluconato de

clorexidina 1%; complementacdo do acesso com instrumentos rotatérios; e
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introducdo de uma pequena quantidade de solucdo salina estéril nos canais para
possibilitar a coleta das amostras. As amostras bacterioldégicas primeiramente foram
coletadas com uma lima K 15 introduzida até 1 mm aquém do &pice radiografico ou
limite de reabsorgéo radicular, realizando-se um movimento discreto de vai e vem.
Em seguida, dois cones de papel estéreis foram inseridos em sequéncia no mesmo
comprimento de trabalho, por 1 minuto, para absorver o fluido do canal. Os cones de
papel foram transferidos para um tubo com 2,5 mL de fluido de transporte reduzido e
os canais foram limpos e modelados pela técnica de step-back e depois secos com
cones de papel. A irrigacéo foi realizada com hipoclorito de sédio 2,5%, os canais
foram preenchidos com pasta de hidroxido de céalcio com digluconato de clorexidina,
e os dentes restaurados com resina composta. A medicacao intracanal permaneceu
por um periodo de 14 dias. Ap6s este tempo, o curativo foi removido, irrigou-se o
canal com solucdo salina, deixando-o vazio por um periodo de sete dias, para
permitir a proliferacdo bacteriana dos micro-organismos residuais ao preparo
quimico-mecanico. Depois deste periodo, coletou-se a segunda amostra e realizou-
se 0 preenchimento do canal com hidréxido de célcio reabsorvivel espessado com
oxido de zinco, e restaurou-se 0 dente. Para os procedimentos de cultura
microbioldgica, foram feitas as diluicdes das amostras, as quais foram semeadas e
incubadas. As colbnias foram contadas em um estereomicroscopio sob luz refletida
e foram calculadas as UFC/mL (unidades formadoras de colonia por mililitro). A
hibridizacdo DNA-DNA permitiu a deteccdo da presenca e a quantificacdo relativa de
35 espécies bacterianas através de um tabuleiro de damas modificado. Os seguintes
resultados foram obtidos para os meios de cultura (n = 19; 38 canais): prevaléncia
inicial de micro-organismos anaerobicos (94,7% das amostras); em dez amostras
foram detectadas bacilos produtores de pigmento preto e Streptococcus; micro-
organismos aerobicos estavam presentes em 18 amostras; e na segunda amostra
0S mMesmos micro-organismos estavam presentes, porém em quantidades
drasticamente menores. Na hibridizacdo DNA-DNA foram identificadas 31 sondas
das 35 pesquisadas (16 de micro-organismos facultativos: seis de Gram-negativos e
dez de Gram-positivos; e 14 de micro-organismos anaerobicos, 11 de Gram-
negativos e trés de Gram-positivos). Micro-organismos aerébicos foram encontrados
em todas as amostras. Tanto na primeira coleta quanto na segunda coleta, as 13
sondas identificadas foram: quatro de micro-organismos facultativos (uma de Gram-

negativo e trés Gram-positivo); oito de micro-organismo anaerdbico (seis de Gram-
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negativo e dois de Gram-positivo); e uma de micro-organismo aerobico. Os autores
afirmaram ainda que as espécies predominantes antes e depois da limpeza dos
canais foram: Neisseria mucosa (em 100% dos casos), Fusobacterium nucleatum sit
polymorphum (50% antes contra 42,8% apdés a limpeza dos canais); P.
melaninogenica (35,7% antes contra 14,2% apo0s a limpeza dos canais); e
Streptococcus gordonni (em 28,5% dos casos). Os autores concluiram que a pasta
de hidroxido de calcio associada a digluconato de clorexidina é eficaz na reducéo do
namero de bactérias no interior do canal radicular quando aplicada como medicacéo
entre sessdes na terapia pulpar de dentes deciduos, a fim de auxiliar o tratamento
da periodontite apical.

Tavares et al. (2011) realizaram o estudo com o objetivo de combinar a
técnica de MDA (Amplificacdo de Deslocamento Mdltiplo) com a hibridizacdo DNA-
DNA para qualificar e quantificar a microbiota de infeccbes endododnticas em dentes
deciduos. Para o estudo, foram selecionadas 35 criancas com idade entre quatro e
dez anos. Todas as criangas possuiam dentes deciduos com polpa necrosada, com
ou sem lesédo periapical visivel radiograficamente, e raizes intactas ou menos de 2/3
de reabsorcéao radicular fisiolégica, além de o dente permitir o isolamento absoluto.
Foram excluidos dentes com histérico de traumatismo, com comprometimento
periodontal e com tratamento endodobntico anterior. Das 35 criangas, foram
selecionados quarenta dentes, sendo 31 molares e nove unirradiculares. Nos
molares, a amostra foi coletada do canal mais largo e associado a lesédo. Os
procedimentos clinicos realizados antes da coleta das amostras foram os seguintes:
isolamento absoluto; assepsia com peréxido de hidrogénio 30% na coroa seguido de
iodo 5%; inativacdo com tiossulfato de sodio 5%; e acesso. A coleta das amostras foi
obtida por meio de raspagem na parede do canal com lima K 15, introduzida no
canal com comprimento de trabalho de 1 mm aquém do apice radiografico ou limite
de reabsorcao fisiologica, determinado pela radiografia inicial. Quando ocorresse
imagem radiografica da raiz do dente deciduo sobrepondo a coroa do germe do
permanente, a lima seria introduzida até o nivel da cuspide do germe do dente
permanente. Ap0s a remocao da lima, os 2 mm finais da sua parte ativa foram
segmentados com uma tesoura estéril e colocados em um tubo de microcentrifuga
contendo solugcdo tampéao. Posteriormente, as amostras foram incubadas em gelo,
neutralizadas e encaminhadas para a realizacdo dos exames. A técnica de MDA foi

utilizada para a amplificacdo de todo o genoma e o teor das amostras de DNA foi
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medido antes e depois da amplificacdo do MDA. Para a hibridizacdo DNA-DNA,
foram utilizados mais de oitenta tipos de sondas para a deteccdo das espécies
presentes. Os autores obtiveram o0s seguintes resultados: Aggregatibacter
(Haemophilus) aphrophilus e Helicobacter pylori ndo foram detectados em nenhuma
das amostras; as espécies bacterianas mais prevalentes foram: P. intermedia,
detectada em 96,9% das amostras; N. mucosa, presentes em 65,2% das amostras;
P. nigrescens e Tanerella forsythia, ambas detectadas em 56,2% das amostras; P.
denticola, identificada em 53,1% das amostras; e F. nucleatum ss vincentii,
detectada em 50% das amostras. As espécies menos detectadas foram: E. faecalis
(3,2%) e Eikenella corrodens (3,1%). Em conclus&o, os autores afirmaram que 0s
canais radiculares de dentes deciduos séo infectados por uma populacéo diversa de
bactérias. A classe Prevotella spp. foi comumente encontrada, com P. intermedia, P.
tannerae e P. nigrescens entre as espécies mais frequentemente detectadas.

Gomes et al. (2013) investigaram a presenca de Filifactor alocis, F.
nucleatum, P. micra, P. endodontalis, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, P.
tannerae, T. forsythia, T. denticola e Treponema socranskii nas camaras pulpares e
canais radiculares de dentes deciduos e compararam a prevaléncia destas espécies
em ambos ambientes. Participaram do estudo 15 criancas de trés a oito anos de
idade, que apresentavam necrose pulpar em molares deciduos. Foram registradas
as seguintes informacfes para cada paciente: idade; sexo; episédios anteriores de
dor; presenca de mobilidade dentaria; trato sinusal; presenca de edema nos tecidos
periodontais; presenca ou auséncia de reabsorcdo Ossea periapical/interrradicular;
estado dos canais radiculares durante a amostragem (seco ou molhado); e presenca
ou auséncia de odor estranho. Foram excluidas do estudo as criangas que tivessem
utilizado antibiéticos nos udltimos trés meses ou que apresentassem doencas
sistémicas, ou ainda cujos dentes tivessem sofrido tratamento endodéntico anterior,
assim como dentes com exposicao da camara pulpar na cavidade bucal e dentes
com reabsorcao interna. Todos os dentes envolvidos no estudo tinham raizes
intactas ou menos de 1/3 de reabsorcéo fisiologica de raiz, permitiram o isolamento
absoluto com dique de borracha, e ndo tinham histéria de trauma e envolvimento
periodontal. Os dentes foram anestesiados, foi realizada uma antissepsia da
cavidade bucal com digluconato de clorexidina 0,12% e foi feito isolamento absoluto.
Em seguida, a superficie do dente, o isolamento absoluto, o grampo e o arco foram

desinfectados com peréxido de hidrogénio 30% seguido de hipoclorito de sédio
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2,5%, neutralizados por solucdo de tiossulfato de sédio 2,5%. O tecido cariado foi
removido com instrumento rotatério estéril e o preparo foi completado com Endo-Z
estéril até o acesso ser obtido. Apds a desinfeccdo, uma amostra foi coletada com
uma agulha estéril para ser analisada pela técnica de PCR. Uma bolinha de algod&o
estéril umedecida em solucéo fisiolégica estéril foi colocada na camara pulpar em
contato com o assoalho da mesma por 60 segundos e, em seguida, transferida para
um tubo estéril vazio. Posteriormente, trés cones de papel absorvente foram
colocados sequencialmente em todo o comprimento do maior canal (canal palatino
dos molares superiores e canal distal dos molares inferiores), durante 60 segundos e
depois transferidos para um tubo estéril. Em casos de canal seco, o cone de papel
foi umedecido com solucdo salina estéril antes da transferéncia para o tubo de
amostra para assegurar a viabilidade da aquisi¢do. As amostras foram armazenadas
a -80°C. Todos os dentes envolvidos no estudo foram tratados endodonticamente
apos a coleta da amostra. Foram utilizados iniciadores especificos para investigar as
seguintes espécies: F. alocis, F. nucleatum, P. micra, P. endodontalis, P. gingivalis,
P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, T. forsythia, T. denticola e T. socranskii.
As espécies mais frequentemente detectadas na camara pulpar foram: P. nigrescens
(86,7%); P. gingivalis (73,3%); F. alocis (73,3 %). Das amostras da camara pulpar,
13,3% continham P. micra e T. denticola, e 6,7% continham T. forsythia. As espécies
mais frequentes detectadas em amostras do canal radicular foram: P. gingivalis
(100%); P. nigrescens (93,3%); P. tannerae, P. micra e T. denticola (40%); T.
forsythia (26,7%); F. alocis (13,3%); e P. intermedia (6,7%). As espécies T.
socranskii e P. endodontalis ndo foram detectadas nas amostras da camara pulpar
ou do canal radicular. A presenca simultdanea de P. gingivalis, T. forsythia, e T.
denticola que, em conjunto, formam o "complexo vermelho", ndo foi encontrada na
camara pulpar de nenhum dente, mas foi encontrada no canal radicular em trés
casos.

Topcuoglu, Bozdogan e Kulekci (2013) avaliaram a presenca de dez
espécies bacterianas em amostras de canais radiculares de dentes deciduos e
determinaram a sua associagdo com condi¢bes clinicas. As amostras foram
coletadas de trinta canais de dentes deciduos com infeccdo priméaria. A composicao
bacteriana foi definida semi-quantitativamente pelo sistema Parocheck. Todas as
espécies testadas foram detectadas nas amostras. F. nucleatum foi a bactéria mais

frequentemente isolada (96,7%), seguida pela P. intermedia (86,7%), P. micra
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(83,3%), T. denticola (76,7%) e T. forsythia (66,7%). Estas bactérias estavam
presentes em altas contagens. Canais radiculares com mais de cinco espécies
associaram-se significativamentes com radioluscéncia periapical (p = 0,049). Em
conclusao, os autores confirmaram que dentes deciduos com infeccdo endoddntica
mostram uma grande diversidade de bactérias e que as espécies mais prevalentes
estdo presentes em altas proporcgoes.

Fabris, Nakano e Avila-Campos (2014) realizaram um estudo com o
objetivo de determinar a presenca de bactérias e seus diferentes morfotipos nos
dentes deciduos com necrose pulpar e/ou fistula. Participaram do estudo 110
criancas (69 meninos e 41 meninas) de dois a 12 anos de idade, que apresentavam
sinais clinicos e radiograficos de necrose pulpar e/ou fistula. Foram excluidas do
estudo, criancas que utilizaram antibiético trés meses antes da coleta e/ou com
doencas sistémicas. Foram coletadas amostras de 103 criancas com polpa
necrosada e de sete criancas com fistula. Para o procedimento, o dente foi isolado
com dique de borracha, limpo com peroxido de hidrogénio 3%, neutralizado por
NaClO 1%, e em seguida neutralizado por tiossulfato de sddio 5%. Os cones, para a
coleta das amostras, foram deixados no interior do canal por 60 segundos e em
seguida transferidos para um tubo contendo 250 uL de fluido de transporte. Os
morfotipos bacterianos foram visualizados pelas coloragbes de Gram e de Brown e
Brenn, e os DNA foram obtidos e usados na deteccdo bacteriana por PCR. Foi
observada a predominancia de cocos Gram-positivos em 81,8% dos casos e
cocobacilos Gram-negativos em 49,1% dos casos. O DNA bacteriano foi detectado
em 88 das 103 polpas necréticas observadas e sete amostras de fistulas; nas
amostras das polpas os micro-organismos predominantemente encontrados foram:
Enterococcus spp. (50%), P. gingivalis (49%), F. nucleatum (25%) e P. nigrescens
(11,4%). A ocorréncia do Enterococcus spp. foi maior no meninos que nas meninas
e apresentou valores estatisticamente significativos; no entanto n&o foram
observadas diferencas significativas em relacdo a idade. Foram detectados em
fistulas: P. gingivalis (43%); Enterococcus spp. (28,6%); F. nucleatum (14,3%); P.
nigrescens (14,3%); e Dialister pneumosintes (14,3%). Esses resultados permitiram
aos autores concluir, em concordancia com estudos anteriores, que a microbiota
envolvida nas infeccbes pulpares em dentes deciduos € similar em termos

guantitativos, aquela observada em dentes permanentes. Entretanto a
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predominancia de Enterococcus spp. e P. gingivalis deve ser levada em
consideracao pelos profissionais, nos casos de terapia pulpar em dentes deciduos.
Triches et al. (2014) identificaram, por meio da hibridizacdo DNA-DNA, a
microbiota endodontica dos canais radiculares de dentes deciduos com necrose
pulpar e lesdo perirradicular. O estudo incluiu oito criancas com média de idade de
seis anos, com boa saude geral e que nao utilizaram antibidticos nos ultimos trés
meses. O dente deciduo apresentava lesdo de cérie profunda com envolvimento
pulpar, diagndstico de necrose pulpar (baseado em exames clinicos e radiograficos)
e lesdo perirradicular associada, com ou sem fistula drenando. A amostra incluiu 24
canais radiculares de oito primeiros molares dos oito pacientes. Foram realizados os
passos de antissepsia da cavidade bucal com bochecho de digluconato de
clorexidina 0,12%, isolamento absoluto, desinfeccdo do campo operatério, remocao
do tecido cariado, desinfeccdo da area, e complementacdo do acesso. A coleta da
amostra foi realizada utilizando trés cones de papel absorvente estéril, colocados um
em cada canal, durante 1 minuto. Os cones foram transferidos para um microtubo
com o fluido de transporte adequado para a técnica. Foi realizada a hibridizacédo
DNA-DNA utilizando-se quarenta sondas de DNA para a identificacdo das espécies
microbianas. Os autores puderam observar que as espécies mais frequentes foram
as seguintes: P. melaninogenica, F. nucleatum sp. nucleatum e Fusobacterium
periodonticum, todas em 100% dos casos; P. nigrescens em 96% dos casos; P.
intermedia em 92% dos casos; G. morbillorum e E. faecalis em 83% dos casos; e P.
micra em 79% dos casos. As espécies facultativas estavam presentes em vinte
canais radiculares (83% dos casos), as espécies anaerdbicas estavam presentes em
24 canais radiculares (100%) e as aer6bias em 18 canais (75%). Os bacilos
produtores de pigmento preto foram encontrados em 23 amostras (96%). Observou-
se, ainda, que o numero de diferentes espécies bacterianas variou entre vinte e 33,
com uma média de 24,9 (+ 4,1) e o numero de diferentes espécies bacterianas
detectadas por canal radicular variou entre cinco e 33, tendo uma média de vinte (+
7,9). Nao foram observados sinais de quimioluminescéncia em cinco sondas
(Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii |, Actinomyces odontolyticus |,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a e Propionybacterium acnes 1)
das quarenta espécies pesquisadas. A auséncia de quimioluminescéncia pode
significar que as bactérias estavam presentes em uma concentracao abaixo do limite

de deteccdo do método da hibridizacdo DNA-DNA, que identifica as espécies
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comecando em uma concentracdo de 10° células, ou essas bactérias estavam
realmente ausentes. Este estudo corroborou resultados de estudos anteriores de
que as bactérias anaerdbicas estdo presentes em 100% dos canais. Algumas
espécies de dificil cultivo também foram identificadas, como a T. forsythia e a T.
denticola. Estes dois micro-organismos sao periodontopatogénicos e integram o
“‘complexo vermelho”, sdo caracterizados pela producédo de importantes fatores de
viruléncia relativos ao mecanismo de defesa do hospedeiro e ainda séo relacionadas
com a etiologia e a gravidade da doenga periodontal em adultos. Baseados nos
resultados do estudo, o0s autores concluiram que existe uma natureza
multimicrobiana na infeccdo endodbntica nos canais radiculares dos dentes
deciduos com necrose pulpar e lesdo perirradicular, com presenca de micro-
organismos aeroébios, facultativos e anaerébios, e que o método molecular utilizado
demonstrou que as espécies mais predominantes sdo F. nucleatum sp. nucleatum,

F. periodonticum, P. melaninogenica, P. nigrescens e P. intermedia.

2.2 TECNICA DA HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A técnica de FISH foi introduzida, em 1988, por Giovannoni et al., que
utilizaram sondas radioativas de oligonucleotideos de RNAr (acido ribonucléico
riboss6bmico), possibilitando a detec¢cdo microscopica de bactérias. Os autores
iniciaram os estudos com as sondas para detectar e quantificar os micro-organismos
em populagbes microbianas mistas e puderam observar que as sondas
apresentavam amplas aplicacdes para identificacdo microbiana em diagndsticos
médicos.

Delong, Wickham e Pace (1989) realizaram um estudo com sondas de
oligonucleotideos com marcadores fluorescentes, néo radioativos, para a deteccao
de células bacterianas. Ao compararem as sondas radioativas, 0s autores
observaram que as sondas fluorescentes sdo mais seguras, oferecem uma melhor
resolucdo e ndo necessitam de passos adicionais. Observaram também que estas
podem ser marcadas com corantes de diferentes comprimentos de onda, o que

permite a deteccéo de varias sequéncias com uma unica hibridizacao.
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Amann et al. (1990) utilizaram sondas fluorescentes de hibridizacdo de
nucleotideos para marcar as células bacterianas para analise por citometria de fluxo.

Moter e Gobel (2000) realizaram um estudo de revisédo de literatura sobre
a técnica de FISH. Corroboraram a ideia de que as sondas fluorescentes utilizadas
nesta técnica sao consideradas mais seguras, oferecem melhor resolucdo, nao
necessitam de passos adicionais e podem ser marcadas com corantes de diferentes
comprimentos de onda, o que permite a detec¢do de véarias sequéncias com uma
Unica hibridizagdo. Os corantes marcadores utilizados séo derivados fluorescentes,
como o Cy3 e o Cy5, que sao superiores por promover coloracdo mais brilhante e
serem estaveis a fotodegradacdo. Os autores também discutiram as vantagens da
técnica de FISH sobre as técnicas de cultura de micro-organismos e sobre outras
técnicas moleculares, como a PCR. Os autores relataram que as técnicas de cultura
sdo muito demoradas, seletivas e ndo refletem a composicédo exata de comunidades
bacterianas mistas ou a diversidade microbiana em infec¢des. Existem outras
técnicas moleculares, como a PCR, que podem ser usadas com sucesso nha
microbiologia clinica para detectar micro-organismos de crescimento lento ou de
dificil cultivo, porém estas nao fornecem informacdes sobre a morfologia, 0 nimero e
a distribuicdo espacial dos mesmos. A técnica de FISH tornou possivel combinar a
precisdo da genética molecular com a informacdo visual da microscopia, e
possibilita, simultaneamente, a visualizagéo, identificacdo, enumeracéao e localizagao
dos micro-organismos tanto em seu habitat natural como em tecidos doentes,
tornando-se util para a descricdo de analises da microbiota habitual e de infec¢des
microbianas mistas na cavidade bucal. Os autores apresentaram 0S seguintes
passos da técnica: (1) fixacdo da amostra; (2) preparo da amostra; (3) hibridizacédo
com a sonda especifica para deteccdo das respectivas sequéncias marcadas; (4)
lavagem para remocado das sondas que ndo se ligaram; e (5) montagem,
visualizagao e documentacao dos resultados.

Loy et al. (2006) descreveram a existéncia de um banco de dados na
internet com sondas de oligonucleotideos de RNAr, o probeBase, banco de dados
este desenvolvido, em 2002, com o0 objetivo de ajudar os pesquisadores a
encontrarem sondas ja desenvolvidas e publicadas, fornecendo-lhes, assim, as
informagdes necessarias sobre a especificidade e cobertura das sondas.

Del’'Duca e Cesar (2007) afirmaram que a técnica de FISH é uma técnica

de biologia molecular que se baseia na hibridizacdo de sondas de oligonucleotideos,
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marcadas com fluorocromos, complementares de genes-alvo especificos para a
deteccdo de micro-organismos sem a necessidade de cultivo prévio. Os marcadores
de oligonucleotideos de RNAr sdao os mais utilizados, devido a propriedade
conservativa deste RNA e por estar presente em todos 0s organismos e por
poderem ser construidos com diferentes fluorocromos, sendo o Cy3 o mais utilizado.
A identificacdo dos micro-organimos € realizada por meio da microscopia de
epifluorescéncia, microscopia de varredura ou citometria de fluxo.

Na Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), o Laboratério de
Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos e a Faculdade de Odontologia
(FO) vem desenvolvendo varios estudos com a técnica de FISH para avaliar a
microbiota bucal de gestantes, de pacientes com sindrome de Down e, agora, de
dentes com necrose pulpar.

Machado et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de testar a
hipéteses das diferencas qualitativas e quantitativas dos micro-organismos
Actinobacillus actinomycetemcomitans, T. forsythia, Campylobacter rectus, P.
gingivalis, T. denticola, F. nucleatum, P. intermedia e P. nigrescens por meio da
técnica de FISH entre vinte mulheres gravidas, no segundo trimestre de gravidez e
vinte mulheres ndo-gravidas. Para o estudo foram registrados os seguintes indices:
profundidade de sondagem; sangramento & sondagem; nivel clinico de insercao; e
presenca de calculo. Amostras de placa subgengival foram coletadas e a técnica de
FISH identificou a presenca e o numero dos micro-organismos analisados. Os
parametros clinicos ndo mostraram diferencas significativas entre mulheres gravidas
e ndo-gravidas. O estudo mostrou que os padrdes de colonizagdo das diferentes
bactérias mais comumente associadas com a doenca periodontal ndo foram
diferentes na placa subgengival de mulheres gravidas e de mulheres ndo-gravidas.
Os autores sugeriram que a auséncia de diferenca pode estar associada a
variabilidade da amostra. Os valores maximos de P. intermedia foram mais de quatro
vezes maior nas gravidas do que nas nao-gravidas. Entretanto, estes micro-
organismos ndo foram encontrados em algumas gravidas, mas todas as nao-
gravidas apresentaram individuos desta espécie, mesmo que em baixas densidades.

Scalioni (2013) realizou um estudo com o objetivo de avaliar a experiéncia
de carie dentaria e a contagem de S. mutans, S. sobrinus e Streptococcus presente
na saliva de criancas portadoras de sindrome de Down (grupo SD) em comparacao

com criangas nao sindrémicas (grupo ND). O estudo incluiu trinta criangcas com SD
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(com idade entre trés e 12 anos) e trinta criancas (com idade entre quatro e 12 anos)
sem a sindrome. A técnica de FISH foi empregada para a identificacdo e
quantificacdo dos micro-organismos presentes na saliva. As criancas do grupo SD
apresentaram significativamente uma experiéncia da carie dentaria mais baixa (p <
0,001) e mais baixa contagem de S. mutans na saliva (p < 0,001), em comparagéo
com as criancgas do grupo ND. N&o se observou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa na contagem de S. sobrinus e Streptococcus presentes na saliva entre
os dois grupos. As contagens de S. mutans e S. sobrinus, presentes na saliva, ndo
puderam ser associadas a mais baixa experiéncia de carie dentaria observada entre
as criancas do grupo SD.

Vale ressaltar que n&do foram encontrados estudos que utilizaram a
técnica de FISH para a andlise da microbiota de dentes deciduos com infeccdo
endodontica. Assim, 0 uso desta técnica molecular, por suas vantagens, adicionaria
informacfes a esta importante area de tratamento da Odontopediatria, que é a mais

controversa da especialidade.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo se propbs a avaliar qualitativa e quantitativamente
micro-organismos presentes nos canais radiculares de dentes deciduos com
diagnostico de necrose pulpar com ou sem inflamacdo perirradicular ou
interradicular.

Especificamente, este estudo se prop6s a:

e lIdentificar e quantificar, por meio da técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), em dentes deciduos com necrose pulpar, com ou sem
inflamacdo peri ou intrarradicular, as seguintes espécies de bactérias:
Actinobacillus actinomycetemcomitans; Campylobacter rectus; Enterococcus
faecalis; Fusobacterium nucleatum; Porphyromonas gingivalis; Prevotella
intermedia; Prevotella nigrescens; Streptococcus mutans; Streptococcus
sobrinus; Tannerella forsythia e Treponema denticola; e o0 género
Streptococcus.

e Verificar a correlagcdo entre os micro-organismos identificados nos canais
radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar.

e Verificar a associacao entre sinais e sintomas clinicos e radiograficos dos
dentes deciduos com infeccdo endodbdntica com 0S micro-organismos

identificados nas amostras dos canais radiculares.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, de avaliacdo clinica e laboratorial.

4.2 ASPECTOS ETICO-LEGAIS

O presente estudo seguiu as normas e diretrizes da Resolugcao 196/96 do
Conselho Nacional de Satde e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CEP/UFJF), em 22 de marco de 2013
(Parecer n®. 226.775 — Anexo A).

Os pais e/ou responsaveis pelas criancas que atenderam aos critérios de
incluséo consentiram na participagcdo do menor no estudo por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice A).

Todas as criangcas incluidas no estudo receberam tratamento

odontolégico adequado.

4.3 CASUISTICA

4.3.1 Selegado da Amostra

A amostra foi selecionada entre criancas atendidas na disciplina
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia (FO) da UFJF, sem distin¢cdo de raca,
género, nivel socioecondémico, cujos pais e/ou responsaveis concordaram com sua

participacdo no estudo.
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4.3.1.1 Critérios de inclusao

Para ser incluida no estudo, a crianca deveria atender aos critérios abaixo

listados, que estdo fundamentados em estudos anteriores (COGULU et al., 2008;
GOMES et al., 2004; GOMES et al., 2013; ITO et al., 2011; PAZELLI et al., 2003;
SATO et al., 1993; TANNURE et al., 2009; TAVARES et al. 2011):

Concordar e permitir a realizacdo do exame e a coleta das amostras.
Comparecer a consulta acompanhada do pai, mae ou seu responsavel legal,
para a assinatura do TCLE.

N&o apresentar comprometimento sistémico, informado pelos pais ou
responsavel legal.

Ter pelo menos um dente deciduo com diagndstico de necrose pulpar, com
ou sem inflamacéao perirradicular ou interradicular, sem bolsa periodontal, com
indicacdo de tratamento (pulpectomia), com raiz(izes) intacta(s) ou com
reabsorcdo menor que 2/3, que permitisse isolamento absoluto do campo

operatério e realizacdo de restauracao.

4.3.1.2 Critérios de exclusdo

Foi excluida do estudo a crian¢a que apresentou as condicdes descritas a

seguir, também adotadas em estudos anteriores (COGULU et al. 2008; GAJAN et
al., 2009; GOMES et al. 2004; GOMES et al., 2013; ITO et al., 2011; PAZELLI et al.,
SATO et al., 1993; 2003; TANNURE et al., 2009; TAVARES et al. 2011):

Doencas sistémicas informadas pelos pais.

Uso de medicacdo antimicrobiana sistémica nos trés meses anteriores ao
exame inicial.

Dentes com bolsa periodontal.

Dentes deciduos com diagnéstico de necrose pulpar com mais de 1/3 de
reabsorcédo radicular, reabsor¢do 6ssea comprometendo a crista de germe do



47

dente permanente sucessor, com coroas irrestauraveis ou que nao
permitissem o isolamento absoluto do campo operatério.

e Dentes que ja tivessem sido tratados endodonticamente.

4.4 MATERIAIS E METODOS

4.4.1 Dados de Identificacéo

Para cada participante, foi preenchido um prontuario clinico, adotado
regularmente na disciplina Odontopediatria da FO-UFJF (Anexo B), no qual foram
registrados os dados de identificacdo e anamnese. Posteriormente, foram realizados
os exames clinico e radiogréfico iniciais do dente a ser tratado, para registro, em
uma ficha especialmente elaborada para o estudo (Apéndice B), dos sinais e
sintomas, conforme adotado em estudos anteriores (COGULU et al., 2008; GOMES
et al., 2004; GOMES et al., 2013), a saber:

e Sintomatologia dolorosa: presente; ausente.

e Edema: presente; ausente.

e Fistula: presente; ausente.

¢ Radioluscéncia na regido periapical ou de furca: presente; ausente.

e Reabsorcao radicular patologica: presente; ausente.

4.4.2 ldentificacdo e Quantificacdo de Micro-organismos nos Canais

Radiculares

4.4.2.1 Coleta das amostras

A amostra para analise qualitativa e quantitativa dos micro-organismos

presentes nos canais radiculares de dentes deciduos foi coletada em uma consulta



48

posterior a do exame clinico. Para cada crianca, foi usado um dente como unidade
amostral. Optou-se por esta estratégia para evitar problemas de correlacdo entre
observacfes, no caso de andlise de mais de um dente por individuo. Em dentes
multirradiculares, um Unico canal serviu de amostra, a fim de limitar a avaliacdo
microbiana para um unico ambiente ecoldgico (COGULU et al.,, 2008). Para a
selecdo do canal em dentes multirradiculares, foram adotados os seguintes critérios:
canal radicular que apresentasse radioluscéncia ou lesédo; ou o canal de maior
calibre, que nos molares superiores € representado pelo canal palatino e nos
molares inferiores é representado pelo canal distal (COGULU et al., 2008; GOMES
et al., 2005; TAVARES et al., 2011).

Inicialmente, a crianca realizou bochecho com digluconato de clorexidina
0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Ind. Brasileira, Osasco, SP, Brasil), durante 1
minuto, para antissepsia da cavidade bucal; nas criancas que nao conseguiram fazer
o bochecho, a antissepsia foi realizada com auxilio de uma gaze estéril embebida no
mesmo antisséptico. Sob anestesia local e isolamento absoluto, foi realizada a
desinfeccdo do campo operatério com digluconato de clorexidina a 1% (Farmacia
Cavalieri®, Juiz de Fora, MG, Brasil). A remocdo de todo o tecido cariado foi
realizada com curetas e brocas esféricas carbide (KG Sorensen®, Cotia, SP, Brasil),
de acordo com o tamanho da cavidade, em baixa rotacdo, seguida de nova
desinfeccdo do campo operatério e posterior acesso com pontas diamantadas
estéreis (KG Sorensen®, Cotia, SP, Brasil). Foi realizada irrigacdo com solucédo
salina estéril nos canais que se apresentaram mais secos para que as amostras
pudessem ser coletadas. Em seguida, uma lima tipo K nimero 15 (Maillefer®,
Ballaigues, Suica) foi introduzida até o comprimento de trabalho, delimitado pela
radiografia inicial, e estabelecido a 1 mm aquém do apice radiografico ou do limite
de reabsorcgéo radicular fisiologica, realizando-se movimentos suaves de limagem
por 1 minuto (COUGULU et al. 2008) apds sua remocdo do canal, a lima foi
transferida para um microtubo. O conjunto microtubo/lima foi pesado (Balanga
Exacta Digital Precisdo PL-1200AS, Curitiba, Brasil) antes e apds a coleta, como
descrito no estudo piloto, para que a diferenca de peso entre as duas pesagens
fornecesse 0 peso da amostra obtida e a andalise quantitativa pudesse ser realizada.
Posteriormente, foram adicionados 2 mL de paraformaldeido 2% para a manutencgao
da amostra até a analise microbiolégica (COTTREL e KIRCHMAN, 2000). O risco de

degluticdo/aspiracao pela crianca foi prevenido pelo uso do dique de borracha que
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serve como barreira aos materiais utilizados no procedimento operatério. Além disso,
adotou-se a estratégia de amarrar os grampos, limas e cones de papel utilizados.

Apoés a coleta das amostras, o preparo quimico-mecanico foi realizado
segundo a técnica descrita por Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola (1981), que preconiza
0 preparo mecanico com limas K, preparo quimico com Endo-PTC (Férmula & Acao
Farmacia Magistral Ltda. — ME®, S&o Paulo, Brasil) e liquido de Dakin (NaClO 0,5%;
Farmécia Cavalieri®, Juiz de Fora, MG, Brasil), irrigacéo final com tergentol-furacin e
obturacdo do sistema de canais radiculares com a Pasta Guedes-Pinto (Formula &
Acdo Farmacia Magistral Ltda. — ME®, Sdo Paulo, Brasil), constituida por iodoférmio,
paramonoclorofenol canforado e Rifocort. A camara pulpar foi preenchida com
cimento de ZOE (Pulpo-San; SS White®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e o dente foi
selado com cimento de iondmero de vidro autopolimerizavel (Vidrion-R; SS White®,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) até a sua restauracédo definitiva (COGULU et al., 2008;
ITO et al., 2011; PAZELLI et al., 2003; TAVARES et al., 2011).

4.4.2.2 Analise laboratorial

As amostras foram mantidas congeladas a uma temperatura de -20°C até
a analise microbiolégica. Cada amostra foi passada no vortex, e, em seguida o
conjunto lima + paraformaldeido foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL, ao
qual foram acrescentados 3 mL de &gua destilada filtrada, totalizando assim, 5 mL
de amostra diluida no tubo. A amostra foi sonicada trés vezes com intervalos de 1
minuto entre cada sonicacéo, e filtrada em filtro branco de policarbonato de 0,2 um
de poro.

A técnica de hibridizagcéo in situ fluorescente (FISH) foi utilizada para a
identificagcdo e a quantificagdo dos micro-organismos. Para tanto, foram utilizadas 12
sondas de oligonucleotideos, 16S rRNA (Operon Technologies Inc., Alemanha,

EUA), marcadas com fluorocromo Cy3 para a identificacdo das espécies (Quadro 1).
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Quadro 1. Caracteristicas das sondas (oligonucleotideos marcados com Cy3 - Operon
Technolog_;ies®) utilizada para a identificacdo dos micro—organismos.
Sonda Especificidade Sequéncia da Sonda | Concentracdo da Referéncia
(5-3) formamida
ACAC Actinobacillus TCCATAAGACAGA 30 SUNDE et al.
actinomycetemcomitans TTC (2003)
B/TAFO Tanerella forsythia CGTATCTCATTTTA 30 SUNDE et al.
TTCCCCTGTA (2003)
CARE Campylobacter rectus TTAACTTATGTA 20 RIEP et al.
AAGAAG (2009)
Efs129 Enterococcus faecalis CCCTCTGATGGG 35 BEHR et al.
TAGGTT (2000)
FUS664 Fusobacterium CTTGTAGTTCCG 40 THURNEER,;
GMUR;
nucleatum C(C/T)TACCTC GUGGENHEIM
(2004)
MUT590 | Streptococcus mutans ACTCCAGACTTT 30 TREBESIUS et
CCTGAC al. (2000)
Pint649 Prevotella intermedia GCCGCCRCTGA 40 GMUR;
THURNHEER
ASTCAAGCC (2002)
Pnig657 Prevotella nigrescens TCCGCCTGCGCTG 40 GMUR;
THURNHEER
CGTGTA (2002).
POGI Porphyromonas CAATACTCGTATC 30 SUNDE et al.
gingivalis GCCCGTTATTC (2003)
TRE Il Treponema denticola GCTCCTTTCCTC 30 MOTER et al.
ATTTACCTTTAT (1998)
SOB Streptococcus sobrinus TTAACTCCTCTT 40 TREBESIUS et
ATGCGG al. (2000)
STR Streptococcus TAGCCGTCCCTT 30 TREBESIUS et
TCTGGT al. (2000)

A técnica de FISH foi realizada de acordo com o protocolo utilizado por
Cottrel e Kirchman (2000). Foi utilizada, também, uma sonda de controle negativo
(5-CCTAGTGACGCCGTCGAC-3’), que ndo possui especificidade para nenhum
grupo bacteriano, para a avaliacdo da eficiéncia da hibridizagc&do. Os filtros foram
divididos ao meio; metade foi armazenada caso fosse necessario repetir alguma
analise e a outra metade foi dividida em 13 partes. Cada parte foi colocada sobre
uma lamina revestida por parafiime, e com a sonda de oligonucleotideo na
concentragao final de 2,5 ng/uL, marcada com Cy3. As laminas foram incubadas em

um recipiente selado (camara de hibridizacdo) com a solucdo de hibridizacdo e
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permaneceram em estufa a 42°C por, no minimo, 4 horas. A solucao de hibridizacéo
continha 0,9 M de NaCL, 20 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 0,01 duodecil de sulfato de
sédio e a concentragdo de foramida especifica de cada grupo de bactérias. Apos a
hibridizacdo, a amostra foi transferida para uma solucéo de lavagem e corada com
DAPI (4’,6’-diamino-2-fenil-indol) para que, assim, as células bacterianas pudessem
ser contadas no procedimento seguinte.

Para a contagem das células bacterianas dez campos aleatdrios foram
utilizados em cada filtro com auxilio do microscépio de epifluorescéncia Nikon
Eclipse Ci equipado com os seguintes jogos de filtro: bloco de filtro U-2 A, para
DAPI; e bloco de filtro C-FL CY3 HYQ, no aumento de 1000X.

O microscopio utilizado foi equipado com uma camera digital de alta
resolucdo e as imagens foram capturadas para ilustragcdo. Posteriormente, essas
imagens foram avaliadas como auxilio do programa Image Tool 3.0.

Todos os procedimentos para as analises microbiolégicas foram
realizados no Laboratério de Ecologia e Biologia Molecular de Micro-organismos da
UFJF e no Laboratério de Biologia do IFET (Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e

Tecnologia/Sudeste de Minas Gerais/Campus Juiz de Fora).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em um banco de dados no programa
estatistico Statistical Package for the Social Sciences — SPSS — versédo 15.0 para
Windows. Medidas descritivas (média, desvio-padrdo, mediana, valores minimo e
maximo) foram usadas para descrever as variaveis continuas, relativas a densidade
(cél/mL X 10°) dos micro-organismos testados. O teste de correlacdo de Pearson
avaliou a diferencga estatistica entre os micro-organismos identificados. O teste t de
Student foi usado para verificar a diferenca entre a
densidade média de cada bactéria testada na presenca ou na auséncia dos
sinais e sintomas clinicos e radiograficos avaliados (dor, edema,
fistula, radioluscéncia na regido periapical e/ou de furca, e reabsorcéo
radicular patolégica. Em todas as andlises, o nivel de significancia adotado foi de 5%
(p < 0,05).
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4.6 ESTUDO PILOTO

Antes da realizacdo do estudo principal, realizou-se um estudo piloto com
o0 objetivo de definir o melhor procedimento para a coleta e a obtencdo das
amostras. Dois métodos de coleta e quatro métodos de processamento (Quadro 2)
foram testados. Trés criancas, com idade entre trés e dez anos, participaram desta
etapa. Para os dois métodos de coleta a serem testados, os procedimentos clinicos
descritos na subsecéo 4.2.2.1 foram obedecidos até o passo de irrigacdo do canal

radicular com solucéo salina estéril.

Quadro 2. Fluxograma do estudo piloto para definicdo dos métodos de coleta e de
processamento das amostras.

AMOSTRA NOS CONES

AMOSTRA NA LIMA

1
SONICACAO
VORTEX VORTEX VORTEX CA

| l l i

FILTRACAO SONICACAO FILTRACAD ‘ CENTRIFUGACAOD ‘
— FILTRACAOD
FILTRACAD A

No primeiro método de coleta e processamento, utilizou-se uma lima K,
gue foi passada no vortex para que o material microbiolégico soltasse da lima e, em
seguida, a amostra foi filtrada. No segundo método de coleta e processamento,
utilizou-se uma lima K, segundo os procedimentos anteriormente descritos na
subsecédo 4.2.2.1. Para o terceiro e 0 quarto métodos de coleta e processamento, foi
utilizada a insercédo de trés cones de papel absorvente, em sequéncia, no mesmo
comprimento de trabalho, por 1 minuto. Posteriormente, os cones foram transferidos

para um microtubo, e o conjunto microtubo + cones foi pesado e acrescido de
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paraformaldeido 2%. O conjunto (microtubo + cones) também foi pesado antes da
coleta para que a diferenca entre as pesagens fornecesse o peso da amostra.

Apds serem fixadas e armazenadas em paraformaldeido, as amostras na
lima foram processadas de duas formas (op¢des denominadas de 1 e 2, para
facilitar a comunicacédo). A opcao 1 foi processada da seguinte forma: passou-se 0
microtubo contendo a amostra no vortex; removeu-se 0,5 mL da amostra, que foi,
posteriormente, filtrado em filtro branco de policarbonato de 0,2 um. A opc¢éo 2 foi
processada da seguinte forma: passou-se 0 microtubo no vortex e em seguida
transferiu-se todo o contetdo do microtubo (lima + paraformaldeido) para um tubo
Falcon de 15 mL, ao qual foram acrescentados 3 mL de agua destilada filtrada,
perfazendo um total de 5 mL de amostra diluida no tubo. A amostra foi, entéo,
sonicada trés vezes, com intervalos de 1 minuto entre cada sonicacdo e, depois,
filtrada em filtro branco de policarbonato de 0,2 um. As amostras de cone também
foram processadas de duas formas (opcdes 3 e 4). A opcao 3 foi realizada a partir
da filtracdo de 0,5 mL do paraformaldeido onde os cones estavam armazenados. A
opcdo 4 foi realizada a partir da transferéncia de 1,5 mL do paraformaldeido
contendo a amostra para um tubo Falcon de 15 mL, completado com 3 mL de agua
destilada filtrada. A amostra foi sonicada conforme descrito na opg¢ao 2 e depois
centrifugada em trés etapas em 3000 RPM durante 5 minutos. Apés a centrifugacao
da amostra, filtrou-se 1 mL da nova amostra centrifugada.

Para avaliar a completa liberacdo das bactérias da lima, a mesma foi
lavada com agua destilada filtrada em filtro com poro 0,2 um e posteriormente
corada com DAPI.

As laminas obtidas em cada método testado foram analisadas ao
microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse Ci equipado com o bloco de filtro U-2
A para DAPI e bloco de filtro C-FL CY3 HYQ, no aumento de 1000X.

Ao serem analisadas microscopicamente, as amostras coletadas com
cones apresentaram dificuldade de visualizagcéo, pois as fibras que fazem parte da
constituicdo do cone ficaram sobrepostas sobre os micro-organismos. Ainda ao ser
analisado microscopicamente, o cone apenas filtrado apresentou um menor nimero
de micro-organismos em relacdo ao cone que foi sonicado e centrifugado. Menor
namero de micro-organismos também foi observado microscopicamente no
processamento da amostra com lima apos filtracdo direta. Além da quantidade, a

distribuicdo dos micro-organismos na lamina foi usada como critério de escolha.
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Tratamentos com distribuicdo mais homogénea foram priorizados em comparacéao
com tratamentos onde a distribuicdo era agregada, com formacéo de aglomerados e
onde havia bactérias aderidas as particulas, no caso fibras dos cones. A distribuicdo
agregada e os aglomerados subestimam a quantificacdo dos micro-organismos
devido a sobreposicdes.

Foi criada uma escala para avaliacdo das laminas para a obtencdo da

forma de coleta que seria utilizada no estudo, conforme apresentado no Quadro 3.

Quadro 3. Resultado do estudo piloto para definicdo dos métodos de coleta e de processamento
das amostras.

METODOS DE LAMINA P01 LAMINA P02 LAMINA P03
COLETA/
PROCESSAMENTO
1 +++ +++ +++
2 ++++ ++++ ++++
3 + + +
4 ++ ++ ++

Escala de visualizagdo das laminas ao microscopio: ++++ Lamina com o6tima visualizacao;
+++ Lamina com boa visualizacdo; ++ Lamina com visualizagdo ruim; + Lamina com péssima
visualizagao.

Observou-se que a opc¢do 2 permitiu a obtencdo de laminas mais limpas,
em melhores condigbes de serem visualizadas e analisadas sem interferéncia ou
artefato advindos da técnica de preparo. As laminas obtidas com as amostras
coletadas com cone apresentaram muitos artefatos que impediram uma boa

visualizacdo. Desta forma, o método adotado no estudo principal foi a opgao 2.
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5 RESULTADOS

No periodo compreendido entre janeiro de 2013 e fevereiro de 2014, 53
criangas foram examinadas. O estudo incluiu a participacéo final de 31 criangas (13
do género feminino e 18 do género masculino), com idade entre quatro e nove anos
(média de idade = 6,29 £ 1,27 anos), que atenderam aos critérios de inclusédo
estabelecidos no estudo. Todas as amostras analisadas eram de dentes
multirradiculares, sendo cinco amostras de primeiros e segundos molares superiores
e 26 de primeiros e segundos molares inferiores.

A Figura 1 apresenta o0s sinais e sintomas clinicos e radiogréaficos
identificados nas 31 amostras de canais radiculares de dentes deciduos com
necrose pulpar. Em 77,42% (24/31) da amostra total, observou-se a presenca de
dor; em 29,03% (9/31), observou-se edema; em 38,71% (12/31), havia presenca de
fistula; em 38,71% (12/31), identificou-se radioluscéncia; e em 16,13% (5/31), havia

reabsorcédo radicular patolégica.

Dor Edema Fistula Radioluscéncia Reabsorcao
Radicular
Patoldgica

M Presenga M Auséncia

Figura 1. Distribuicdo dos sinais e sintomas clinicos e radiogréaficos (dor, edema,
fistula, radioluscéncia e reabsorcdo radicular patolégica) analisados nos dentes
multirradiculares das crianc¢as incluidas neste estudo (n = 31)
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A Tabela 1 apresenta as medidas descritivas da densidade dos micro-
organismos (cél/mL X 10°) identificados nas 31 amostras de dentes deciduos com
necrose pulpar. Os micro-organismos testados mostraram-se presentes em todos 0s
casos, com médias proximas de 2 cél/mL x 10%. A variacdo no nimero de cada
micro-organismo entre as amostras foi considerada alta (coeficiente de variacéao
acima de 30%). As excecOes foram para as amostras de C. rectus e P. gingivalis
com coeficientes de variagédo de 28 e 23%, respectivamente. O maior coeficiente de
variacao foi encontrado nas amostras de A. actinomicetencomitans (83%). O menor
namero de individuos, encontrados em todas as amostras, foi do género
Streptococcus (0,13 cél/mL X 10°), e a maior densidade foi da espécie F. nucleatum
(11,27 cél/mL X 108).

Tabela 1. Medidas descritivas (média, desvio-padrdo, mediana e valores minimo e maximo) da
densidade de micro-organismos (cél/mL X 108) em dentes deciduos com necrose pulpar

(n=31)
Micro-organismo Medidas descritivas
Média Desvio- Mediana Minimo Maximo
padréo

A.

actinomicetencomitans 2,46 2,04 1,82 0,52 9,76
C. rectus 2,74 0,78 2,73 1,08 4,84
E. faecalis 2,05 0,76 2,21 0,35 3,24
F. nucleatum 3,12 2,14 2,65 0,56 11,27
P. gingivalis 2,32 0,55 2,45 1,31 3,13
P. intermedia 2,33 0,90 2,18 0,76 5,44
P. nigrescens 2,59 1,55 2,42 1,15 9,70
Streptococcus 2,53 1,45 2,35 0,13 7,86
S. mutans 1,90 0,84 1,71 0,49 4,04
S. sobrinus 2,38 0,97 2,20 0,52 4,36
T. forsythia 2,40 1,07 2,16 0,62 6,01
T. denticola 2,82 1,33 2,39 1,24 7,23
Micro-organismos

totais 36,83 8,72 37,76 20,69 56,31

A Tabela 2 apresenta as correlacdes das densidades médias calculadas
para 0os 12 micro-organismos testados nas 31 amostras de dentes deciduos com
necrose pulpar. Alta correlagéo (r entre 0,8 e 0,6) foi encontrada entre F. nucleatum
e P. nigrescens (p < 0,001) e entre S. mutans e S. sobrinus (p < 0,001). A
densidade de F. nucleatum ainda se correlacionou moderadamente (r entre 0,6 e
0,4) com a densidade de P. intermedia (p = 0,022). A densidade de S. sobrinus

correlacionou-se significativamente com a densidade de outros seis micro-
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organismos. A densidade de E. faecalis também se correlacionou com outras sete
densidades dos micro-organismos analisados. A densidade de Streptococcus
correlacionou-se com as duas espécies pertencentes ao género (S. mutans e S.
sobrinus). Ambas as espécies de Streptococcus também se correlacionaram com as
densidades de C. rectus, E. faecalis e T. forsythia. A densidade de S. sobrinus ainda
se correlacionou com P. gingivalis e T. denticola. As densidades das duas espécies
de Prevotella (P. intermedia e P. nigrescens) avaliadas também se correlacionaram
moderadamente entre si (p = 0,003). A correlacdo moderada da densidade de P.
intermedia e T. denticola foi extremamente significativa (p < 0,001). A densidade de
A. actinomicetencomitans ndo se correlacionou significativamente com a densidade

de nenhuma outra bactéria.



Tabela 2. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre 0s micro-organismos testados nas amostras de dentes deciduos com necrose pulpar (n = 31)

Valores das correlacdes

Micro- A. C. rectus E. F. P. P. P. nigres- | Strepto- S. S. T. T.
organis- | actinomi- faecalis nuclea- | gingivalis | interme- cens coccus mutans sobrinus | forsythia | denticola
mos cetenco- tum dia
mitans

A.
actinomi-
cetenco-

mitans
C. rectus ns

E. ns 0,394*

faecalis

F. ns ns ns

nuclea-

tum

P. ns ns 0,390* ns
gingivalis

P. ns ns 0,557" 0,411* Ns

interme-

dia
P. nigres- ns ns 0,387* 0,724* Ns 0,509"

cens

Strepto- ns 0,380* ns ns 0,413* ns Ns

coccus

S. ns 0,525" 0,577" ns Ns ns Ns 0,403*

mutans

S. ns 0,490" 0,401" ns 0,535" ns Ns 0,391* 0,697*

sobrinus

T. ns ns ns ns 0,372* 0,535" Ns Ns 0,426* 0,5627
forsythia

T. ns ns 0,371* ns Ns 0,567+ Ns Ns ns 0,469" 0,432*
denticola

Nivel de significancia: * significativo (p entre 0,01 a 0,05); T muito significativo (p entre 0,001 a 0,01); * extremamente significativo (p < 0,001);

e ns ndo significativo.

8G
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A propor¢cdo média de cada um dos micro-organismos avaliados nao
ultrapassou 10% da média total de bactérias (coradas com DAPI) encontradas nas
31 amostras. Em média, a densidade de S. mutans encontrada foi a menor (1,90 *
0,84 cél/mL X 10®) e a de F. nucleatum foi a maior (3,12 + 2,14 cél/mL X 10%), o que

pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Distribuicdo das densidades médias totais (cél/mL X 10%) dos 12 micro-
organismos testados em 31 amostras de canais radiculares com necrose pulpar.

A Figura 3 representa 0 somatério das densidades (cél/mL X 10°)
encontradas para cada um dos 12 micro-organismos testados e sua propor¢ao em
relacdo a comunidade microbiana total. O somatério médio das densidades foi 29,62
cél/mL X 10® e correspondeu a 80,57% da comunidade microbiana total dos canais
radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar. Observa-se que a amostra 7 foi
a que teve o menor nimero de micro-organismos identificados (29,72 cél/mL X 108
de um total de 46,92 cél/mL X 10%), o que correspondeu a 63,34%; a amostra 28 foi
a que apresentou 0 maior numero de micro-organismos identificados (45,26 cél/mL
X 108 de um total de 48,11 cél/mL X 10°), o que correspondeu a 94,06%.
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H N3o identificadas

M Identificadas

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Figura 3. Distribuicdo em porcentagem das densidades médias totais dos 12
micro-organismos testados e identificados e ndo identificados em relagdo a
comunidade microbiana total de canais radiculares de dentes deciduos com
necrose pulpar para cada amostra (n = 31).

As Figuras 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam as distribuicbes médias das
densidades (+ desvio-padréo) dos micro-organismos (cél/mL X 10°), de acordo com
0s sinais e sintomas clinicos e radiograficos (dor, edema, fistula, radioluscéncia e
reabsorcdo radicular patolégica, respectivamente) observados nas 31 amostras
analisadas. Os resultados do teste t de Student demonstraram que houve uma
diferenga no numero médio das densidades observadas entre a espécie T. denticola
e a presenca de dor (3,01 cél/mL X 10%), e T. denticola e a auséncia de dor (2,13
cél/mL X 108, com diferenca estatistica significativa (p = 0,02). Foi observada
também uma diferenga no nimero médio das densidades da espécie P. nigrescens
e presenca de edema (3,47 cél/mL X 10%), e P. nigrescens e auséncia de edema
(2,22 cél/mL X 108); assim como para o género Streptococcus e presenca de edema
(3,34 cél/mL X 10%), e Streptococcus e auséncia de edema (2,19 cél/mL X 10%), com

diferenca estatistica significativa (p = 0,04; p = 0,04, respectivamente).



6,00

5,00 - T *

M Pacientes sintomdticos (n=24) M Pacientes assintomaticos (n=7)

Figura 4. Distribuicdo das densidades médias totais dos 12 micro-organismos
testados em relacdo a variavel dor avaliada para cada amostra (n = 31)

* T. denticola apresentou uma diferenca estatistica significante em relacdo a
presenca de dor nos individuos (p = 0,02).

M Pacientes comedema (n=9) M Pacientes sem edema (n=22)

Figura 5. Distribuicdo das densidades médias totais dos 12 micro-organismos
testados em relagado a variavel edema avaliada para cada amostra (n = 31).

T P. nigrescens apresentou uma diferenga estatistica significante em relacédo a
auséncia de edema (p = 0,04).

T Streptococcus apresentou uma diferenca estatistica significante em relagéo a
auséncia de edema a (p = 0,04).
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7,00

i Pacientes com fistula (n=12) M Pacientes sem fistual (n=19)

Figura 6. Distribuicdo das densidades médias totais dos 12 micro-organismos
testados em relacéo a varidvel fistula avaliada para cada amostra (n = 31).

M Pacientes com radioluscéncia (n=12) M Pacientes sem radioluscéncia (n=19)

Figura 7. Distribuicdo das densidades médias totais dos 12 micro-organismos
testados em relagdo a variavel radioluscéncia avaliada para cada amostra (n =
31).
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i Pacientes com reabsorg¢do radicular patolégica (n=5)

M Pacientes sem reabsorc¢do radicular patoldgica (n=26)

Figura 8. Distribuicdo das densidades médias totais dos 12 micro-organismos
testados em relagéo a variavel reabsorcao radicular patolégica avaliada para cada
amostra (n = 31)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado para identificar e quantificar micro-
organismos presentes nos canais radiculares de dentes deciduos com necrose
pulpar por meio da técnica de FISH.

A microbiota dos canais radiculares de dentes deciduos foi anteriormente
investigada por meio de métodos de cultura (COHEN, JORESS e CALISTI, 1960; da
SILVA et al., 2006; FARIA et al., 2005; GOMES et al. 2004, ITO et al., 2011; MARSH
e LARGENT, 1967; PAZELLI et al., 2003) e métodos moleculares como PCR
(COGULU et al., 2008; FABRIS, NAKANO e AVILA-CAMPOS, 2014; GOMES et al.,
2013), hibridizagdo DNA-DNA (ITO et al., 2011; RUVIERE et al., 2007; TAVARES et
al., 2011; TRICHES et al., 2014) e MDA (TAVARES et al., 2011). Segundo 0 nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo a utilizar a técnica de FISH na identificacao
e quantificacdo da microbiota de dentes deciduos com infeccdo endodontica
primaria.

A técnica de FISH é um método rapido e objetivo que fornece resultados
quantitativos diretos, sem uma cultura prévia, com visualizacdo e contagem das
células microbianas individualmente pelas informag6es da microscopia (AMANN et
al., 1990; DEL’'DUCA e CESAR, 2007; DELONG, WICKHAM e PACE, 1989; GMUR
e THURNHEER, 2002; LOY et al., 2006; MACHADO et al., 2012; MOTER e GOBEL,
2000). Além disso, estudo recente demonstrou que o limite de deteccao da técnica
de FISH é 10° maior, portanto, que o da hibridizacdo DNA-DNA (LI e GU, 2011).

Todos os 31 canais radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar
mostraram evidéncia positiva para 0s micro-organismos testados. Observou-se uma
predominéncia decrescente das bactérias F. nucleatum, T. denticola, C. rectus, P.
nigrescens, do género  Streptococcus, seguido das bactérias A.
actinomycencomitans, T. forsythia, S. sobrinus, P. intermedia, P. gingivalis, E.
faecalis e S. mutans.

Estudos anteriores realizados com a utilizacdo de métodos moleculares
demonstraram a predominancia das bactérias F. nucleatum (FABRIS, NAKANO e
AVILA-CAMPOS, 2014; TAVARES et al, 2011; TOPCUOGLU, BOZDOGAN e
KULEKCI, 2013; TRICHES et al.,, 2014), T. denticola (COGULU et al.,, 2008;
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RUVIERE et al., 2007; TOPCUOGLU, BOZDOGAN e KULEKCI, 2013), C. rectus
(RUVIERE et al., 2007), P. nigrescens (FABRIS, NAKANO e AVILA-CAMPOS, 2014;
GOMES et al., 2013; TAVARES et al., 2011), T. forsythia (TRICHES et al., 2014), P.
intermedia (TAVARES et al., 2011), P. gingivalis, e E. faecalis (FABRIS, NAKANO e
AVILA-CAMPOS, 2014; TRICHES et al., 2014).

Os resultados do presente estudo confirmaram observacdes obtidas em
estudos com métodos de cultura sobre a prevaléncia do género Streptococcus (da
SILVA et al., 2006; ITO et al.,, 2011; MARSH e LARGENT, 1967; PAZELLI et al.,
2006). A espécie S. sobrinus parece néo ter sido testada anteriormente em nenhum
estudo com métodos de cultura e ndo foi encontrada nos estudos com métodos
moleculares. A espécie S. mutans apresentou a menor média de densidade
bacteriana e correlacdo significativa com as espécies S. sobrinus, T. forsythia, T.
denticola, C. rectus, E. faecalis e com o género Streptococcus. Embora pareca
também nao ter sido testada por métodos moleculares, em estudos com métodos de
cultura a prevaléncia desta espécie em dentes deciduos variou de 5 a 30% (da
SILVA et al.,, 2006; FARIA et al.,, 2005; PAZELLI et al., 2003). Os diferentes
resultados obtidos podem ser explicados pela possibilidade de exposicédo a cavidade
bucal de alguns canais, o que aumentaria a sua presenca (PAZELLI et al., 2003). No
presente estudo, a maioria das amostras apresentava lesdo cariosa extensa com
grande perda de estrutura dental coronaria, sem impossibilitar, contudo, o
isolamento absoluto e a posterior restauracao do dente, o que faz com que os canais
tenham comunicagdo com o meio bucal.

O estudo de Pazelli et al. (2003), que pesquisou o perfil bacteriano em
dentes deciduos por meio de cultura, chamou a atencdo para os dados de
prevaléncia de Streptococcus em sua amostra que foi de 96,8% dos casos e de S.
mutans de 48,4%. Nossos achados mostraram que a espécie S. mutans apresentou
a menor média de densidade (1,90 cél/mL X 10°), contra uma densidade de 2,53
cél/mL X 10® para o género Streptococcus. Por outro lado, Pazelli et al. (2003)
relataram nao terem encontrado nenhum caso de S. sobrinus, espécie que
detectamos em todas as amostras com uma densidade média de 2,38 cél/mL X 108
Streptococcus e S. mutans sdo integrantes da microbiota do canal radicular de
dentes deciduos com necrose pulpar e lesédo periapical, normalmente encontrados
em avaliacdo por meio de cultura (da SILVA et al., 2006; ITO et al., 2011; MARSH e
LARGENT, 1967).
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Resultado importante do presente estudo foi a observacéo da espécie E.
faecalis em todas as amostras, assim como nos estudos de Fabris, Nakano e Avila-
Campos (2014) e Triches et al. (2014). Trata-se de um patdgeno oportunista que
consegue resistir ao tratamento quimico-mecanico, e que possui, também,
capacidade de resistir a elevados niveis de pH, em funcdo de seu potencial de
formacdo de biofilme e pelo funcionamento de uma bomba de prétons que reduz o
pH intracitoplasmético. Desta forma, o E. faecalis pode resistir a terapias
endodonticas que utilizem o hidroxido de calcio como medicacao intracanal (PAULA,
2012).

Para todos o0s micro-organismos, foram realizados testes para se
avaliarem as correlacées entre eles e puderam ser observadas as seguintes
correlagdes: E. faecalis com C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, S.
mutans, S. sobrinus, e T. denticola; P. intermedia com F. nucleatum, P. nigrescens,
T. forsythia e T. denticola; P. nigrescens com F. nucleatum; Streptococcus com C.
rectus, P. gingivalis, S. mutans e S. sobrinus; S. mutans com C. rectus; S. sobrinus
com C. rectus, P. gingivalis, T. forsythia, S. mutans e T. denticola; T. forsythia com
P. gingivalis, S. mutans, S. sobrinus e T. denticola. Em uma investigacdo anterior,
foram observadas, por meio de testes estatisticos de correlacdo, 81 possiveis
associagcOes estatisticamente significativas entre micro-organismos. Destaque foi
dado a observacdo de que os micro-organismos nao estdo distribuidos nos canais
radiculares de maneira aleatdria, e também a importancia do conhecimento das
interacdes microbianas para o estabelecimento da patologia endodontica (PETERS,
WESSELINK e VAN WINKELHOFF, 2002). Interacbes entre diferentes grupos
bacterianos permitem o estabelecimento de uma patologia, dificilmente encontrada
guando 0s mesmos micro-organismos estéo isolados (GOMES et al., 2004).

Os dados obtidos demonstraram a natureza polimicrobiana das infec¢oes
endodénticas de dentes deciduos com predominio de micro-organismos anaerobios
obrigatorios e facultativos em concordéancia com investigacdes anteriores realizadas
com métodos de cultura (da SILVA et al., 2006; FARIA et al., 2005; GOMES et al.,
2004; PAZELLI et al., 2003) ou com métodos moleculares (COGULU et al., 2008;
ITO et al.,, 2011; RUVIERE et al., 2007; TAVARES et al., 2011; TOPCUOGLU,
BOZDOGAN e KULEKCI, 2013; TRICHES et al.,, 2014). O conhecimento dessa
natureza polimicrobiana € de extrema importancia, uma vez que bactérias podem

alterar seu comportamento se tornando mais virulentas devido a estresses advindos
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de condicbes adversas do meio, como quando ocorre aumento da densidade
populacional, escassez de nutrientes, alteracdo no pH e na temperatura. Em tais
condicbes, 0s micro-organismos, por adaptacdo e/ou defesa realizam uma
comunicacao intercelular através de sinalizacdo molecular, inserindo-se nos
conceitos de biofilme e de comunidade microbiana. Assim a relacdo intra ou
interespécie aumentam a chance deles sobreviverem, no meio o que vai tornando a
infeccdo mais resistente (PAULA, 2012).

Existe uma diferenca das caracteristicas da composi¢cdo da microbiota
dos canais radiculares de dentes com necrose pulpar (infeccédo primaria) e daqueles
tratados endodonticamente, mas que apresentam insucesso (infeccao
secundaria/persistente). A presenca de uma microbiota mista formada por micro-
organismos Gram-negativos e Gram-positivos, principalmente anaerdbios, com no
maximo dez espécies diferentes por canal radicular, € encontrada em infeccbes
primarias. Por outro lado, nos casos de insucesso do tratamento endoddéntico,
observa-se a predominancia de micro-organismos anaerobios facultativos e Gram-
positivos, com uma média de uma ou duas espécies por canal radicular (Gomes et
al., 2004). No presente estudo, avaliou-se a presenca de 12 micro-organismos em
dentes deciduos com infeccdo primaria. Os resultados obtidos confirmaram as
observacfes de Gomes et al. (2004), uma vez que foram identificadas 11 espécies,
que incluiram espécies Gram-negativas anaerdbicas (F. nucleatum, P. gingivalis, P.
intermedia, P. nigrescens, T. denticola e T. forsythia), Gram-negativas anaerébicas
facultativas (A. actinomycetemcomitans e C. rectus), Gram-positiva anaerdbica (S.
sobrinus), e Gram-positivas anaerébicas facultativas (E. faecalis e S. mutans), além
do género Streptococcus. Os micro-organismos identificados corresponderam
aproximadamente a 81% da comunidade microbiana total investigada. Este
resultado ressalta a apropriada opgao pelos micro-organismos testados, apesar da
diversidade de espécies que pode ser detectada em casos de infec¢cdes em canais
radiculares com necrose pulpar (MONTAGNER, 2009). Vale destacar ainda, que as
bactérias identificadas incluem-se entre aquelas dos géneros microbianos mais
frequentemente detectados nas infec¢cdes endodénticas primérias (SIQUEIRA Jr.,
2002).

As pressdes seletivas que ocorrem no interior dos canais radiculares
sugerem que certas bactérias sdo mais capazes de sobreviver e de se multiplicar do

gue outras, favorecendo, assim, o crescimento de anaerdbios obrigatérios no interior
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dos canais radiculares com infeccdo primaria e o crescimento de anaerdbios
facultativos em infec¢cdes endodonticas secundarias (GOMES et al., 2004; ITO et al.,
2011).

Os resultados do teste t de Student demonstraram que houve uma diferenga
significante (p = 0,02) entre no namero meédio das densidades observadas na
espécie T. denticola no grupo com presenca de dor (3,01 cél/mL X 10%), e o grupo
com auséncia de dor (2,13 cél/mL X 10%). Também foram observadas diferencas
significantes no nimero médio das densidades da espécie P. nigrescens e presenca
de edema, 3,47 cél/mL X 108, e P. nigrescens e auséncia de edema, 2,22 cél/mL X
10%; assim como para o género Streptococcus e presenca de edema, 3,34 cél/mL X
10®, e Streptococcus e auséncia de edema, 2,19 cél/mL X 10® (p = 0,04; p = 0,04,
respectivamente). Estes achados nao estado de acordo com os do estudo de Cogulu
et al. (2008) que demonstraram que a dor a percussdo esta relacionada com a
espécie P. gingivalis e que a dor junto com a leséo estdo associadas as espécies T.
denticola e E. faecalis. O estudo de Gomes et al. (2004) correlacionou a presenca de
edema a Porphyromonas spp. e a dor as espécies P. intermedia e P. nigrescens.

No presente estudo, de todas as amostras obtidas, 24 casos eram
sintomaticos e sete eram assintomaticos. Observou-se que as espécies com maiores
densidades entre os dentes sintomaticos foram: P. nigrescens; C. rectus; T.
denticola; e F. nucleatum, com densidades de 2,67; 2,83; 2,95; 3,05 cél/mL X 10°,
respectivamente. Este resultado esta de acordo com o relatado no estudo de Gomes
et al. (2004), que associaram o0s sintomas dor aguda, histérico de dor anterior,
sensibilidade a percussdo e inchagco com micro-organismos Gram-negativos,
especialmente Prevotella, Porphyromonas spp. e Fusobacterium. Os autores
afirmaram ainda que micro-organismos Gram-negativos contém endotoxinas, que
podem estimular a producéo de bradicinina, um potente mediador de dor, sendo
provavel, assim, que ela esteja associada com exacerbacdes infecciosas dolorosas
durante o tratamento endoddntico. E a dor € um dado importante para a
Odontopediatria, uma vez que dificulta o controle de comportamento do paciente
durante o tratamento odontoldgico.

Em infec¢Bes endoddnticas crbnicas, bactérias e seus sub-produtos nédo
estdo presentes apenas no canal principal do dente e sim em todo o sistema de
canais radiculares (SCR). Portanto, um dos objetivos da preparacdo mecanica do

canal radicular associado a soluces irrigadoras € a eliminacdo da infeccdo. Devido
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ao fato de eles ndo estarem apenas na raiz principal, mas também no SCR e em
regides mais profundas, estando, assim, espalhados pela dentina mais préxima da
raiz, regido inacessivel para erradicacdo durante o preparo mecanico do canal, a
utilizacdo de solucgdes irrigadoras eficientes e medicacéao intracanal especifica entre
as sessfes para 0s micro-organismos ali presentes torna-se imprescindivel para um
tratamento eficaz (FARIA et al., 2005; ITO et al., 2011; TANNURE et al., 2009). Da
mesma forma, os cimentos obturadores também devem permitir uma obturacédo de
boa qualidade.

A identificacdo dos integrantes da comunidade polimicrobiana da infeccéo
endodbntica em dentes deciduos é importantissima para que o tratamento a ser
realizado. Assim as medicacdes entre sessdes, solucdes irrigadoras, cimentos
obturadores e outros medicamentos empregados, poderdo ser cada vez mais
especifico para a infeccédo instalada, visando, diminuir o insucesso do tratamento,
para que o dente deciduo permaneca na cavidade bucal até a época prépria de
exfoliacao, a fim de desempenhar suas funcoes.

A utilizacdo da técnica de FISH permitiu a identificacdo de micro-
organismos presentes na infeccdo de dentes deciduos com necrose pulpar, que
integram os grupos Bacteria e Archea. Paster et al. (2001) relataram que cerca de
700 diferentes espécies, pertencentes a 11 filos do dominio Bacteria, foram
detectadas na cavidade bucal de humanos. Cerca de 50% destas bactérias ndo
tinham sido ainda isoladas em 2001, sendo somente conhecidas atraves de suas
sequéncias de 16S rRNA. Posteriormente, Aas et al. (2005), empregando avaliacdo
do 16S rRNA, determinaram a divisdo das espécies microbianas presentes na
cavidade bucal em seis filotipos: Firmicutes (Streptococcus, Gemella, Eubacterium,
Selenomonas, Veillonella); Actinobacteria (Atopobium, Rothia); Proteobacteria
(Neisseria, Eikenella, Campylobacter); Bacteroidetes (Porphyromonas, Prevotella,
Capnocytophaga); Fusobacteria (Fusobacterium, Leptotrichia); e Filo TM7 de micro-
organismos ainda nao cultivaveis. Futuros estudos conduzidos com a técnica de
FISH poderdo investigar a importancia clinica de micro-organismos ainda nao
testados no estabelecimento da infecgédo pulpar de dentes deciduos.

Além de serem de claro interesse cientifico para a rea académica do
conhecimento, os resultados obtidos neste estudo tém inquestionavel importancia
clinica, uma vez que contribuem para a busca de estratégias antimicrobianas

eficazes para eliminar os componentes da microbiota de dentes deciduos com
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necrose pulpar, que sao essenciais para uma melhor pratica clinica, baseada na

evidéncia cientifica, desta controversa area de tratamento da Odontopediatria.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e dos resultados obtidos, concluiu-

se que:

Todos os micro-organismos testados foram observados em todos 0s casos
examinados e corresponderam a 80,57% da comunidade microbiana total da
infeccdo da polpa dos canais radiculares de dentes deciduos com necrose
pulpar.
Quantitativamente, identificou-se a predominancia, em ordem decrescente,
dos micro-organismos F. nucleatum, T. denticola, C. rectus, P. nigrescens,
Streptococcus, A. actinomicetencomitans, T. forsythia, S. sobrinus, P.
intermedia, P. gingivalis, E. faecalis e S. mutans.
Correlacdes positiva foram encontradas entre 0s micro-organismos:

e E. faecalis com C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, S.

mutans, S. sobrinus, e T. denticola;

P. intermedia com F. nucleatum, P. nigrescens, T. forsythia e

T.denticola;

P. nigrescens com F. nucleatum;

Streptococcus com C. rectus, P. gingivalis, S. mutans e S. sobrinus;

S. mutans com C. rectus;

S. sobrinus com C. rectus, P. gingivalis, T. forsythia, S. mutans e T.
denticola;
e T. forsythia com P. gingivalis, S. mutans, S. sobrinus e T. denticola.
Os resultados do teste t de Student demonstraram que houve diferenga
significante no nimero médio das densidades observadas entre a espécie T.
denticola e a presenca de dor, 3,01 cél/mL X 10%, e T. denticola e a auséncia
de dor, 2,13 cél/mL X 10°%. Foram observadas diferencas significantes no
namero meéedio das densidades da espécie P. nigrescens e presenca de
edema, 3,47 cél/mL X 108, e P. nigrescens e auséncia de edema, 2,22 cél/mL
X 10%; assim como para o género Streptococcus e presenca de edema, 3,34
cél/mL X 108, e Streptococcus e auséncia de edema, 2,19 cél/mL X 10% (p =

0,04; p = 0,04, respectivamente).
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A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente confirmou a natureza
polimicrobiana da infeccdo endodontica de canais radiculares de dentes
deciduos, na qual estdo presentes bactérias anaerObias obrigatérias e

facultativas e do género Streptococcus.
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s/n — telefone (32) 3229-3788 ou pelo e-mail: cep.propesq@ufijf.edu.br. As criangas selecionadas
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ndo serdo identificadas na publicacdo do trabalho em revista especializada. Os prontuarios ficardo
sob a guarda da pesquisadora por 5 anos apds o término da pesquisa.

Os participantes desta pesquisa ndo terdo nenhum custo e ndo serdo remunerados por esta
participacdo. Este estudo ndo implica em gastos de qualquer natureza para as criangas ou para seu
responsavel, ndo havendo, portanto, necessidade de ressarcimento. A participacao é voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é
atendido pelo pesquisador.

As criangas e/ou seus responsaveis serdo indenizados de qualquer prejuizo que possam vir
a ter, desde que seja devidamente comprovado que seja em fungéo de sua participagdo no projeto.

0 pesquisador ird tratar a identidade da crianca participante do estudo com padrdes
profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. O nome da crianca
ou o material que indique sua participacdo nado sera liberado sem a permissdo do responsavel pela
mesma.

O menor autorizado pelo Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro LOCAL DO ESTUDO e a outra sera
fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Eu, , portador do documento de
Identidade responsavel pelo menor
fui informado (a) dos objetivos do estudo “Espécies de micro-organismos
detectadas e quantificadas pelo método da hibridizagao in situ fluorescente (FISH) em
canais radiculares de dentes deciduos contaminados.”, de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informac6es e modificar
minha decisdo de autorizar 0 mesmo a participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em permitir que 0 menor
participe desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de 20
/ /
Assinatura do (a) responsavel ID do responsavel Data
/ /
Assinatura do (a) do pesquisador ID dopesquisador Data

CEP- COMITE DE ETICA EM PESQUISA - UFJF

PRO-REITORIA DE PESQUISA / CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF
Juiz DE FORA (MG) - CEP: 36036-900

FONE: (32) 2102-3788 / E-MAIL: cep.propesg@ufijf.edu.br
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL :ROSANGELA ALMEIDA RIBEIRO
ENDERECO: RUA SANTO ANTONIO, 1098 APT 204 CENTRO

Juiz DE FORA (MG) - CEP: 36.016-210

FONE: (32) 3213-5714 / | E-MAIL: ralmeida@powerline.com.br
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APENDICE B
FICHA DE AVALIACAO CLINICA E RADIOGRAFICA

Ficha para realizacdo da avaliacdo clinica e radiografica.

Nome:
Prontuario: Idade: Nascimento: [/ [/
Endereco:
Cidade: Telefone:
Pai:
Mée:
Consulta 1 — Anamnese e avaliagdo das caracteristicas clinicas e radiograficas.
Data do exame / /
Dente
Sintomatologia dolorosa () Presente
() Ausente
Fistula () Presente
() Ausente
Edema gengival () Presente
() Ausente
Radiolucéncia (lesdo) ( )Presente ( )Furca
() Periapical
() Ausente
Reabsorc¢ao radicular patoldgica () Presente
() Ausente

Assinatura da pesquisadora ID da pesquisadora




ANEXO A
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ﬂﬁomp
JUIZ DE FORAIMG %

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mentificacho de micro-organsamoes prasenies om canais radiculares de dantes
deciducs contaminados.

Pesquisador: Rosangea Admeda Ribero
Arca Temdtica:

Versdo: 1

CAAE: 10723712.4.0000.5147

aStuigho Propenente: FACULDADE DE ODONTOLOGIA (JUFJF )
Patrocinader Prindipal: Finandamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nissero do Parecer: 226775
Data da Relatoria: 24/01/22013

Agresantaciio do Projto:
Estudo bem dadineado, boa Lindamaniaglo, justiicaliva patinenia ¢ valor canifico.

Objetive da Pesquisac
Os objeives proposios apresantam canza @ compaitildade com a proposta.

Avaliagho dos Riscos ¢ Beneficios:
Pesquisa de reco minimo. Foram clados o6 Baneficios gue @ pescuisa and. Infima gue 0 pesqusador se
105 PORAIEZANS POr POSSIVES dAN0S QU POSSAN SO QENAC0s A06 SUKNS, pala PAMNICINACIO Na pasquisa.

Commentirios ¢ Consideragdes sobwe a Pesquisa:

0 estudo esa bam daelineado @ undameniado @ 6 apesenta am CoNsondnda com oa principios dticos
NOMeadores da 46Ca na pasquisa dentlica amohendd seres humanos alencados na resclugdo 196/9 do
CNS.

Consideragdes sobre o Termos de agresentacho obrigatdeia:
Os ermos esiio claros, razem 10435 as informagies nocessddas.

Cndersgo:  JOSE LOURDNDO KELMER SN
Oubra: SAD PEDRO CEP: 36006500

ur: NG Menicipicc  JUC DE FORA

Telwlose:  (230920-3708 Fac (3211102-3708 Cmalt  cepaecpeaciiuf adute
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE w
JUIZ DE FORAMG
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Splcilamon Cue e evviads pand asis CEF o milaideo fnal 9o esiudo.

Caidius fus o Pandbntias @ Lists de Inedeguagbas:
LTS N )

Bituaghs do Parecar:
LTS N )

R sila Agveciacha di COMER:

P

Coawfradiia el Sad Findis & cribdris da CEP

Cians o axposio, o Comnd da Edca em Pescuta CTEPIUFJIF, da eooidd Coim & alribuigiie definedat na
Fas. CHE 19658, mmpﬂﬂmﬂiﬂm proiocoin da pesquse propoaio. Vale embrar &
pESouisaiey respormavel paks projens, o COMPOMised oo aiad a0 CEF da rdaidros panciais atou tdal da
Slia el uss Phormands O andSmenid OF MasTE, COmuncE e i eehnits sdversis & sl
e ifcagdis o prodoosia,

JUIZ DE FORA, 22 da Margos 30 2013

Aasinedor ped
Faulo Cornss dago
C e nader|
Endwregee  JOSE LOUPDNOD KILECA S04
Dabra: SADFEDRO CEP: MEOW-E0D

Telwlona: (1540 912-0TE8 Faz Q20 I0E-3TEE Cralt  cspseomsacfufjl scubr



ANEXO B
FICHA DA DISCIPLINA ODONTOPEDIATRIA

: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
‘ FACULDADE DE ODONTOLOGIA

1. IDENTIFICACAO - DADOS PESSOAIS

Nome: Matricula:
Sexo: Cor: Nacionalidade: Naturalidade:
Data de nascimento: / / Idade: Grau escolar:

Residéncia: Bairro:
Cidade: UF: Telefone:

Filiagao: - Pai:

- Mae:

2. ANAMNESE
2.1 Ja foi ao dentista alguma vez? () Sim () Nao

Se afirmativo. qual foi o seu comportamento?

2.2 Tem atualmente algum problema médico? ( ) Sim () Nao

Em caso afirmativo, qual?

Medico pediatra:

2.3 Quais doencas ja teve? Quando?

2.4 Quando a crianca se fere, costuma: () Sangrar muito ( ) Logo passa a hemorragia
Tem problema de sangramento nasal: ( ) Sim ( ) Nao
Frequencia:
2.5 Jatomou anestesia? () Sim ( ) Néo
Teve reacao alérgica a anestesia? ( ) Sim ( ) Nao
2.6 Medicamentos:
Atuais.
Passados:
2.7 Alguma vez manifestou reagao alérgica? { ) Sim () Nao

2.6 Antecedentes hereditarios:
Pai:
Mae:

Familiares:

2.9 Numero de irmaos: Tipo de parto:

2.9 Observacoes:

Assinatura do responsavel:

Juiz de Fora, / /
DATA ASSINATYRA DO ALUNO ASSINATURA DO PROFESSOR
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ALUNO: Periodo:

ALUNO: Periodo:

OBS.: Antes de iniciar o tratamento, repassar os dados da anamnese oara verificar se ndo houve qualquer alteracao.

EXAME CLINICO

Data do exame: / /

1. Queixa principal:

2. Observagoes do profissional com a crianga e com o responsavel na primeira consulta:

3. Higiene bucal ao exame clinico:
" ( ) Boa () Regular () Ma )
4. Escovagao:

() Correta () Incorreta () Nao escova

5. Habitos:

() Sucgéo de dedo () Interposigéo de lingua ( ) Sucgéo de labio
() Sucgao de chupeta () Respiragdo bucal () Outros

6. Oclusao:

6.1 Dentigao decidua
() Arcotipol () Arcotipo Il () Arco misto
() Presenca de espagos primatas () Auséncia de espacos primatas
- Relagao dos segundos molares deciduos:
( )Plano () Degrau mesial para a mandibula () Degrau distal para a mandibula
- Relagao de caninos deciduos:
() Normal () mésio-oclusao () Disto-oclusao
- Incisivos:
() Sobremordida () Sobressaliéncia
- Modida aberta:
() Anterior () Posterior
- Mordida cruzada:
() Anterior () Posterior
6.1 Dentigcao decidua
- Relagao dos primeiros molares permanentes:

() Topo ( ) Classel ( ) Classe ll ( ) Classe lll
- Incisivos:
() Sobremordida () Sobressaliéncia

- Modida aberta:
() Anterior () Posterior
- Mordida cruzada:
() Anterior ( ) Posterior
7. Exame intra-bucal:
Labios

Mucosa jugal




nsergac de freios

Labial superior

Labial inferior

Lingual

Palato

Assoalho de boca

Gengiva

Degluticéc

Fonagdo

ODONTOGRAMA - EXAME CLINICO (TECIDOS MOLES E DUROS)
USAR CORES DIFERENTES PARA CONDICAO DE SAUDE E CONDICAO DE DOENGA
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3 PLANO DE TRATAMENTO

DB RODDaba b pa b

Juiz de Fora, / /
DATA ASSINATUA DO ALUNO ASSINATUA DO PROFESSOR
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