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1. RESUMO 

Obejtivo: o objetivo deste estudo foi avaliar a presenya e distribuiyao de 

esp8cies de treponema em canais radiculares com necrose pulpar. 

Metoda: Cinquenta amostras foram coletadas dos canais radiculares de dentes 

com necrose pular e presenga les6es perirradiculares, destas 35 apresentaram 

resultados positives para presenqa de microrganismos. Estas 35 amostras 

clfnicas foram estudadas com relac;ao a prevalencia de sate esp8cies de 

treponema pelo metoda de Reaqao de Polimerase em Cadeia (PCR). 

Resultados: As especies mais trequentemente encontradas foram Treponema 

dentico/a e Treponema socranskii, ambas com 37%, seguidas de T vicentii 

(14%). T. medium (8%), T. maltophilum (2,85%). As especies T pectinovorum 

e T. amylovorum nao foram encontradas nas amostras avaliadas. 

Conclusiio: Os resultados das reaq6es de PCR mostram que cinco das 

especies de Treponema estudadas fazem parte da microbiota associada as 

infecy6es endod6nticas prim8.rias. 
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2. INTRODU<;:AO 

Os microrganismos e seus produtos sao os principais causadores e 

mantenedores das doen9as pulpares e perirradiculares (Allison et al. 1990). 

Esses agentes etiol6gicos podem pertencer a urn dos tr8s domfnios de vida: 

bacteria, archaea e eucaria, como por exemplo, os fungos (Vianna et al. 2005, 

2006). Dentre estes, as bacterias estao comprovadamente relacionadas a 

etiologia destas doen9as (Siqueira et al. 2005). 

As especies de treponema sao bacterias Gram·negativas do filo 

Spirochaetes. Estas possuem forma filamentosa tonga, espirilada que tendem a 

se mover com movimentos ondulantes semelhantes ao de uma h91ice. Muitas 

especies de espiroquetas sao agentes patog6nicos nocivos ao homem, 

causando, por exemplo, a sffilis e erup96es cut8.neas contagiosas (P9tasse 

tropica) comuns nas regi6es de clima tropical (Centurion-Lara et al. 2006). 

As esp9cies de treponema tamb9m estao associadas a infecc;6es orais, 

como por exemplo, a doen9as periodontais (Loesche 1988) e periodontites 

apicais (Siqueira & Ro9as 2003a,b). Entretanto a detec9ao, isolamento e 

identificac;ao de esp9cies individuais mostra-se limitada pelas t9cnicas de 

cultura. Ate mesmo a identifica98.o dessas esp9cies por m9todos mais 

sofisticados tamb6m parece ser limitada, como por exemplo, o uso de 

anticorpos ou de sondas de DNA (Willis et al. 1999). Pelo metodo de PCR as 

especies de treponema foram identificadas em canais radiculares (Siqueira et 

al. 2003, Siqueira & Ro9as 2003, Vianna et al. 2008). Por PCR em tempo real 

(real time·PCR), as especies do genero Treponema mostraram ser 

freql.ientemente identificadas e em quantidades representativas nos canais 
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radiculares de dentes com infec96es endod6nticas primarias (Vianna et al. 

2007), sugerindo que esses microrganismos podem desempenhar um papel 

importante nas infecg6es endod6nticas. 

As esp8cies de Treponema dentico/a e Treponema socranskii foram 

identificadas em dentes com infec96es endod6nticas primarias (Siqueira et al. 

2003, Vianna et al. 2008), passiveis de serem encontradas mesmo ap6s o 

preparo quimico-mecanico (Vianna et al. 2008). Treponema amylovorum, 

Treponema maltophi/um, Treponema medium tambem foram identificadas par 

"nested" PCR em dentes com infecy6es endod6nticas primarias (Siqueira & 

Ro9as 2003), sendo considerados potenciais endodonto pat6genos. Algumas 

especies de Treponema, como par exemplo, Treponema amylovorum (Wyss et 

al. 1997) e Treponema medium (Umemoto et al. 1997) estao relacionadas a 

severidade da doen9a periodontal. Entretanto, faz-se necessaria uma avalia9ao 

da diversidade de esp6cies de treponema nas infecy6es endod6nticas 

primcirias para urn maior entendimento destas esp9cies nas infecc;6es 

endod6nticas prim9.rias. 
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3. OBJETIVO 

0 objetivo deste trabalho foi explorar a diversidade de esp<'>cies de 

treponema por metodos moleculares (Reaqao de polimerase em Cadeia- PCR) 

em amostras de canais radiculares infectados contendo tecido pulpar necr6tico 

e presenga de periodontite apical. 
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4. REVISAO DA LITERATURA 

4.1. CARACTERfSTICAS GERAIS DAS ESPECIES DE TREPONEMA 

As treponemas sao bacterias Gram-negativas do filo Spirochaetes de 

forma filamentosa tonga, espirilada que tendem a se mover com movimentos 

ondulantes semelhante ao de uma helice (Centurion-Lara et al. 2006). Essas 

espiroquetas anaer6bias tern urn significante metabolismo de oxig8nio, ate 

mesmo em baixos nlveis de oxig8nio medidos em balsas periodontais e contem 

enzimas que oferecem protec;ao contra os prejulzos das esp8cies reativas ao 

oxigenio (Caldwell e Marquis 1999). 

As espiroquetas tern forma helicoidal, mas diferem estruturalmente de 

outras bacterias helicoidais (Chan & Mclaughlin 1999). Muitas delas sao 

patog9nicas, ou seja, nocivas ao homem, causando, por exemplo, a sffilis e 

erupy6es cutaneas contagiosas comuns nas regi5es de clima tropical 

(Centurion-Lara et al. 2006). 

As esp8cies de treponemas podem estar associadas a infecgOes orais, 

como doengas periodontais (Loesche 1988) e periodontites apicais (Siqueira & 

Rogas 2003a,b). Entretanto, detecgao destas espececies nas infecg6es mostra

se limitada pe/as t9cnicas de cultura, pais estas esp8cies possuem 

metabolismo e requerem condiy5es especias para mimetizayao do ambients 

Ecol6gico in vivo, sendo assim o m8todo de cultura difPcilmente possibilita o 

isolamento e identificavao dessas especies (Vianna et al. 2005). 

Essas formamas microbianas foram freqUentemente identificadas e em 

quantidades representativas nos canais radiculares de dentes com infec9(ies 

endod6nticas primarias (Vianna et al. 2007) sugerindo que esses 
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microrganismos podem desempenhar urn papel importante nas infecg6es 

endod6nticas. 

4.2 AS ESPIROQUETAS NA CAVIDADE ORAL 

As espiroquetas sao altamente detectadas em biofilmes subgengivais 

associadas a doenc;a periodontal e regularmente representam a maioria da 

composigao da microbiota (Caldwell e Marquis 1999). 

Todas as espiroquetas orais sao classificadas no g8nero treponema e 

estas podem representar mais de 50% da microbiota detectavel no biofilme 

subgengival de pacientes com gengivite tllcero-necrosante aguda e periodontite 

cr6nica, considerando que elas compreendem a menos de 1% em sitios 

saudaveis {Chan & McLaughlin 2000). 

Apesar das esp8cies de treponemas serem exemplos de bact8rias de 

dificil cultivo, elas tern sido amplamente identificadas em infecg6es 

endod6nticas por metodos moleculares. Sakamoto et al. (2009) por metodos de 

cultivo e clonagem verificou que ha uma grande porcentagem e diversidade de 

esp8cies de treponema nos canais radiculares. Das dez esp8cies de 

treponema cultivclveis somente T pectinovorum nE1.0 foi detectada. 

As espScies de treponema cu/tivaveis que predominam na comunidade 

de espiroquetas sao T. ma/tophilum, T. socranskii, T. denticola, e T. medium, 

dentre as quais somente a Ultima nao foi encontrada em alta preval€ncia. Estas 

esp€cies de treponema dominam a comunidade de espiroquetas, contudo suas 

propory6es em relayao a microbiota total de bact€rias nao foi estabelecida 

(Sakamoto et al. 2009). 
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4.3 FATORES DE VIRULENCIA RELACIONADOS AS ESPIROQUETAS 

Os fatores de virulencia das espiroquetas orais tern sido discutidos 

dentro dos seguintes limites: aderencia, efeitos citot6xicos, seqUestra de ferro e 

locomogao (Chan & Mclaughlin 2000) 

T. denticola tern mostrado atacar as fibroblastos da gengiva humana, a 

base das membranas das protefnas, assim como outros substrates com 

ligag6es de ataque especificas. A ligagao de espiroquetas a fibroblastos 

gengivais humanos resulta em citotoxicidade e morte celular devido a liberaqao 

de enzimas e outras protefnas. A ligagao das espiroquetas aos eritr6citos e 

acompanhada par aglutinagiio e lise destes (Chan & Mclaughlin 2000) . 

. A habilidade locomotora das espiroquetas patogenicas e um dos !atores 

associados com sua virul8ncia. Tal habilidade capacita espiroquetas 

patog8nicas a migrar nos fluidos viscosos e dentro dos espayos inter e intra

celular do corpo hospedeiro, ou seja, estas conseguem penetrar nos tecidos 

conjuntivos, como par exemplo no tecido gengival (Chan & Mclaughlin 2000). 

Para que estes microroganismos possam causar doenya, as 

espiroquetas devem ser capazes de aderir-se a um substrata, multiplicar-se e 

expressar seus fatores de virul9ncia. Treponema denticola mostrou ser capaz 

de aderir-se aos fibroblastos gengivais humanos tanto em condi96es aer6bicas 

como anaer6bicas. Esta observact8.o sugere que o mecanisme de ligactfi.o aos 

fibroblastos e mediado par lectina com afinidade para galactose e manose na 

superlfcie do !ibroblasto gengival humano. A aderencia das espiroquetas orais 

no sulco gengival nao e por si s6 urn processo patol6gico, este pode ser 

considerado apenas quando os efeitos citopatol6gicos da ader8ncia e 
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colonizayao das bact8rias acontecem que a colonizayao inicial pode ser 

considerada um fator virulento (Chan & McLaughlin 2000). 

Especificamente na doenya periodontal, espiroquetas foram encontradas 

entre as celulas dentro do epitelio juncional que sao normalmente unidas 

fortemente, e no epitelio adjacente e conectivo bem como, na superficie do 

tecido do osso alveolar. A habilidade de locomogao atraves de ambientes 

viscosos pode conferir vantagens ecol6gicas, tais como habilidade de migrar 

para dentro do fluido sulcular gengival e de penetrar nos sulcos do epitelio 

sulcular e tecido conjuntivo gengival. Espiroquetas orais, como todos os 

pat6genos periodontais implicaram no processo de doenga periodontal gragas 

a sua predominc3.ncia num8rica nos sitios inflamados afetados (Chan & 

McLaughlin 2000). 

Nas lnfecy6es endod6nticas pouco se conehce sabre os fatores de 

virul8cia de tais microrganismos, por8m devido as caracterfsticas similares dos 

tecidos, como par exemplo, tecido conjuntivo da polpa, pode-se especular que 

tais caracterfsticas dos fatores de virulencia sejam aplic8.veis tambem nos 

tecidos pulpares. 
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5. MATERIAL E METODO 

Foram selecionados 50 pacientes que compareceram a Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba e possuiam dentes indicados para o tratamento 

endod6ntico devido a necrose pulpar. As amostras foram coletadas pela 

orientadora de iniciagiio cientifica (Proia. Ora. Morgana Eli Vianna), com 

acompanhamento da aluna de iniciagao cientifica, na Clinica de especializagao 

da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. 

Detalhes das caletas e procedimentos clinicos toram realizados 

conforme Vianna et al. (2007). Para a coleta das amostras, foi introduzido urn 

cone de papel absorvente autoclavado no comprimento total do canal 

(determinado pela radiografia pre·operat6ria), permanecendo nesta posigao por 

60 segundos. Nos casas onde o canal encontrou-se seco, este foi umedecido 

com soro fisio16gico. Os cones de papel foram colocados em tubos plasticos 

(eppendorts) contendo 1 ml de meio de transporte RTF (Rich Transport Fluid, 

Syed & Loesche 1972) e congelados a -70'C para posterior processamento. 

5.1.1SOLAMENTO DO DNA 

0 DNA das amostras foi extraido com o auxilio do Oiamp DNA Mini Kit 

(Quiagen, Hilden, Germany) de acordo com o protocolo descrito a seguir: 

inicialmente as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutes e o 

supernadante foi removido. Foram adicionados 180[11 de ATL e 20f!l de 

proteinase K, a seguir foram incubadas a 56°C por 30 minutes. Ap6s isso, 

foram adicionados 200[11 AL e novamente incubadas a ?O'C por 1 0 minutes. A 
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seguir, foram adicionados 200111 de etanol 100% e todo volume foi transferido 

para tubas com filtro (QL Amp Mini Spin Collum). Os tubos foram centrifugados 

a 8000 rpm por 1 minuto, esse filtro foi transferido para outro tubo vazio do kit, 

5001'1 de AW1 foi adicionado a esse tubo e novamente centrifugado a 8000 rpm 

por 1 minuto. 0 mesmo processo foi realizado para a adi<;ao de 5001'1 de AW2, 

seguido de centrifugagao a 13.000 rpm por 3 minutos. Os filtros foram 

transferidos para eppendorts de 1 ,5 ml com tampa, 1 00111 de solu<;ao AE foi 

adicionada; aguardou-se 3 minutos para nova centrifugagao a 8000 rpm por 1 

minuto. Essa solu<;ao obtida continha o DNA das amostras e foi conservada em 

freezer 20°C para posteriror processamento. 

5.2. REACOES DE PCR 

Ap6s a extra<;ao do DNA, a reagao de PCR foi realizada em urn 

termociclador convencional (Biometra, Gottingen, Alemanha). 

As esp8cies de treponema foram identificadas por nested PCR. Os 

microrganismos: T. dentico/a DSMZ 14222 (type strain), Treponema socranskii 

subsp. socranskii ATCC 35536 (type strain), Treponema pectinovorum ATCC 

33768 (type strain), T. medium ATCC 700293 (type strain), T. vincentii ATCC 

35580 foram utilizados como controles positives. 

14 



5.2.1.PRIMEJRA REAf;AO 

A primeira reagiio foi realizada com primes universais (tabela1) com 

2,5f!l tampao (10X Taq buffer); 18,5r>l de agua Milli-Q; 0,5f!l de dNTP; 1 ,25r>l de 

MgCI,; 0,25[!1 de EuF primer (100f!M); 0,25f!l de EuR primer (100r>M); 0,125[!1 

de Taq Polymerase (5 U/f!L). Posteriormente, durante a realizagao dos testes 

pilotos, o protocolo das reag6es foi ajustado, bem como o protocolo de 

temperaturas que inicialmente foi: 95"C par 2 min; 36 ciclos de 94"C par 30s, 

55"C par 1 minute, 72"C par 2 minutes, e elongagiio final a 72"C par 4 minutes. 

5.2.2. SEGUNDA REAf;AO 

T. dentico/a: 1 ,Of!l do reagente universal; 2,5f!l tampao (10X Taq buffer); 

19,0[!1 de agua Milli-Q; 0,5f!l de dNTP; 1 ,25[!1 de MgC12; 0,25[!1 de EuF primer 

(100r>M); 0,25[!1 de EuR primer (100r>M); 0,125[!1 de Taq Polymerase (5 U/r>L). 

A realizagao dos testes depois da desnaturagao inicial em 95"C par 2 minutes, 

36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturagao par 30 segundos a 

94"C, anelamento par 60 segundos a 60"C, extensao par 2 minutes a 72"C, e 

uma final extensao a 72"C par 1 0 minutes. 

T. socranskii: 1 ,Of!l do reagente universal; 2,5[!1 tampao (1 OX Taq 

buffer); 19,0f!l de agua Milli-Q; 0,5f!l de dNTP; 1 ,25[!1 de MgCI2; 0,25f!l de EuF 

primer (100r>M); 0,25[!1 de EuR primer (100r>M); 0,125[!1 de Taq Polymerase (5 

U/r>L). A realizagao dos testes depois da desnaturagao inicial em 95"C par 2 

minutes, 36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturayao por 30 

segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 53°C, extensao por 2 

minutes a 72"C, e uma final extensiio a 72"C por 10 minutes. 
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T. vicentii: 1.0111 do reagente universal; 2.5111 tampiio (1 OX Taq buffer); 

19,0111 de agua Milli·Q; 0,5111 de dNTP; 1,25111 de MgCI2; 0,25111 de EuF primer 

(10011M); 0,25111 de EuR (1 0011M); 0,125111 de Taq Polymerase (5 U111L). A 

realizagao dos testes depois da desnaturagiio inicial em 95'C por 2 minutos, 36 

ciclos foram realizados como a seguir: desnaturagao por 30 segundos a 94'C, 

anelamento por 60 segundos a 53'C, extensiio por 2 minutos a 72'C, e uma 

final ext en sao a 72'C por 1 0 minutos. 

T. medium: 1,0111 do reagente universal; 2,5111 tampao (1 OX Taq buffer); 

19,0111 de agua Milli·Q; 0,5111 de dNTP; 1,25fll de MgCb: 0,25111 de EuF primer 

(1 0011M); 0,25111 de EuR primer (1 0011M); 0, 125fll de Taq Polymerase (5 U111L). 

A realizagiio dos testes depois da desnaturagiio inicial em 95'C por 2 minutos, 

36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturagiio por 30 segundos a 

94'C, anelamento por 60 segundos a 54'C, extensiio por 2 minutos a 72'C, e 

uma final extensiio a 72'C por 10 minutos. 

T. pectinovorum: 1,0111 do reagente universal; 2,5111 tampiio (1 OX Taq 

buffer); 19,0fll de agua Milli-Q; 0,5111 de dNTP; 1 ,25111 de MgCI2; 0,25fll de EuF 

primer (100f.LM); 0,25111 de EuR primer (100f.IM); 0,125111 de Taq Polymerase (5 

U/f.LL). A realizagao dos testes depois da desnaturagao inicial em 95'C por 2 

minutes, 36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturay§.o par 30 

segundos a 94'C, anelamento por 60 segundos a 53'C, extensao por 2 

minutes a 72°C, e uma final extensao a 72°C par 10 minutes. 

T. maltophi/um: 1 ,Ofll do reagente universal; 2,5fll tampao (10X Taq 

buffer); 19,0fll de agua Milli-Q; 0,5111 de dNTP; 1 ,25fll de MgCI2; 0,25111 de EuF 

primer (100f.LM); 0,25111 de EuR primer (10011M); 0,125f11 de Tag Polymerase (5 

Ulf.LL). A realizagiio dos testes depois da desnaturagao inicial em 95'C por 2 
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minutes, 36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturayao par 30 

segundos a 94°C, anelamento par 60 segundos a 54°C, extensao par 2 

minutos a 72°C, e uma final extensao a 72°C par 10 minutos. 

T. amylovorum: 1 Ｌ Ｐ ｾ Ｑ 1 do reagents universal; Ｒ Ｌ Ｕ ｾ Ｑ 1 tampao (1 OX Taq 

buller); Ｑ Ｙ Ｌ Ｐ ｾ Ｑ 1 de agua Mil/i-0; Ｐ Ｌ Ｕ ｾ Ｑ 1 de dNTP; 1 Ｌ Ｒ Ｕ ｾ Ｑ 1 de MgCI2 ; Ｐ Ｌ Ｒ Ｕ ｾ Ｑ 1 de EuF 

primer Ｈ Ｑ Ｐ Ｐ ｾ ｍ Ｉ ［ ; Ｐ Ｌ Ｒ Ｕ ｾ Ｑ 1 de EuR primer Ｈ Ｑ Ｐ Ｐ ｾ ｍ Ｉ ［ ; Ｐ Ｌ Ｑ Ｒ Ｕ ｾ Ｑ 1 de Taq Polymerase (5 

ｕ Ｏ ｾ ｌ Ｉ Ｎ . A rea/izagao dos testes depois da desnaturagao inicial em 95°C par 2 

minutos, 36 ciclos foram realizados como a seguir: desnaturagao par 30 

segundos a 94°C, anelamento par 60 segundos a 54°C, extensao par 2 

minutos a 72°C, e uma final extensao a 72°C par 10 minutos. 
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Tabela 1. Primers especificos para cada microrganismo avaliado. 

Universa/16S AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-1.513 55 

ribosomal DNA ACGGCTACCTTGTTACGACTT (1.505) 

TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 
T. denticola 

193-508 (316) 60 

TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA 

T. amylovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-211 (193) 54 

CTCACGCCTTTATTCCGTGAG 

T. maltophilum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-446 (438) 54 

CCTATTGTGCTTATTCATCAGGC 

T. medium AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-200 (192) 54 

CCTTATGAAGCACTGAGTGTATTC 

GATCACTGTATACGGAAGGTAGACA 179-468 (285) 53 
T. socranskii 

TACACTTATTCCTCGGACAG 

T. pectinovorum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-205 (194) 53 

ATATATCTCCAACTTATATGACCT 

T. vincentii AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-201 (193) 56 

AATACTTCTTATGAACATTGAGAC 

5.3. ELETROFORESE 

A eletroforese foi realizada com oito microlitros de cada produto do PCR 

em um gel de 1% de agarose em um tampao de 0.5X Tris-borate-EDTA a 4 

V/cm por 1 hora, corados e visualizados por fotografia em camara escura. As 

rea96es positivas foram determinadas pela presenya de bandas nos tamanhos 

determinados conforms descrito na tabela 1 (bases-pares). 
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5.4. ANALISE ESTATiSTICA 

Neste estudo foi utilizado o teste exato de Fisher, no qual pudemos 

avaliar que nao foram encontradas associac;Oes positivas ou negativas entre as 

especies de treponema detectadas (teste Exato de Fischer; p>0,05). 
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6. RESULTADOS 

As reay6es com primers universais foram feitas para verificar a presenya 

de bacterias totais. Dos 50 casas iniciais, 35 casas mostraram ser positives 

para presenga de bacterias. Os resultados refrentes aos 35 casas positives 

encontram-se na tabela 2. 

Dos 35 casas positives para bact6rias totais, treze casas mostraram-se 

negatives para a presenya das esp6cies: Treponema socranskii, Treponema 

vicentii, Treponema dentico/a, Treponema medium e Treponema pectinovorum. 

Treponema dentico/a foi encontrado em 37% das 35 amostras positivas para 

bacterias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e ausencia da 

especie de Treponema dentico/a. 

Treponema socranskii foi encontrado em 37% das 35 amostras positivas para 

bact8rias. A figura 1 mostra representativamente a presenya e ausencia da 

esp8cie de Treponema socranskii. 

Treponema vicentii foi encontrado em 14% das 35 amostras positivas para 

bactBrias. A figura 1 mostra representativamente a presenya e ausencia da 

esp8cie de Treponema vicentii. 

Treponema medium foi encontrado em 8% das 35 amostras positivas para 

bact6rias. A figura 1 mostra representativamente a presenc;:a e aus6ncia da 

especie de Treponema medium. 
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As especies Treponema pectinovorum e Treponema amylovorum nao 

foram encontradas nas amostras avaliadas e os primers descritos na literatura 

mostraram-se inespecfficos. 

Treponema ma/tophilum foi encontrado em 2,85% das 35 amostras positivas 

para bact6rias. A figura 1 mostra representativamente a presenga e aus9ncia 

da especie Treponema maltophilum. 

NB.o foram encontradas associay6es estatisticamente significativas entre as 

especies de Treponema. 
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Tabela 2. Frequencia das especies de treponema encontradas em 35 canais 

radiculares com infecgoes endod6nticas primarias 

Amostras Treponema Treponema Treponema Treponema Treponema Treponema Treponema 
socranskii vicentii denticolo medium pectinavorum amylavorum maltophilum 

1. - - + - - - -

2. - - - - - - -
3. - - - - - - -
4. + - + - - - -
5. + - - - - - + 

6. + - + + - - -
7. - - + - - - -
8. - - + - - - -
9. - - + + - - -
10. + - - - - - -
11. + + + - - - -
12. + - + + - - -
13. + + - - - - -
14. + - + - - - -
15. - - - - - - -
16. - - - - - - -
17. + - - - - - -
18. - - + - - - -
19. - - + - - - -
20. - - - - - - -
21. - - - - - - -
22. + - - - - - -
23. - - - - - - -
24. - - - - - - -
25. - - - - - - -
26. - - - - - - -
27. - + - - - - -
28. - + - - - - -
29. - + + - - - -
30. + - - - - - -
31. - - - - - - -
32. - - - - - - -
33. + - - - - - -
34. - - - - - - -
35. + - + - - - -
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A Figura 1 mostra uma visao geral das especies encontradas nos 35 

canais positivos para presen<;a de bacterias. As especies mais frequentemente 

encontradas foram Treponema dentico/a e Treponema socranskii, ambas com 

37%, seguidas de T. vicentii (14%), T. medium (8%), T. maltophilum (2,85%). 

As especies T. pectinovorum e T. amylovorum nao foram encontradas nas 

amostras avaliadas. 
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Figura 1. Preval€mcia das especies de treponema encontradas em 35 canais 

radiculares com necrose pulpar. 
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7. DISCUSSAO 

Alguns dos oligonucleotfdeos descrilos por Willis et at. (1999) 

mostraram inepecificidade para identificagao de algumas especies com a 

presenga de bandas com varios pesos moleculares. Com o objetivo de 

aumentar a especificidade dos primers os protocolos utilizados nesta pesquisa 

foram ligeiramente modificados. 

Primeiramenle, a temperatura de anelamento de 54°C, descrila literature 

para T. amy/ovorum mostrou-se inespecifica. Poslerionmente foi tentada a 

temperatura de 56°C (tentando buscar especificidade) e loi constatada 

inespecificidade ainda que menor. Tentou-se entao o anelamento com 58°C 

que ainda demonstrou inespecffico, entao foi considerado como negative o 

resultado para essa esp8cie. 

Com a especie Treponema medium foram realizadas as mesmas 

tentativas. Primeiramente, a temperatura de anelamento foF de 54°C, a qual foi 

inespecffica. Posteriormente, a temperatura foi modificada para 55°C, a qual foi 

inespecffica ainda. Tentou-se entao com a temperatura de ssoc a qual mostrou 

urn resultado satisfat6rio. 

Na especie Treponema maltophilum loi leila a primeira reagao com 

54°C, e o resultado da reag§.o mostrou bandas duplas. Assim, um aumento na 

temperatura de anelamento foi realizado (55°C) e essa ainda demosnstrou 

bandas duplas. Posteriormente ainda, foi leila uma reagao com 58°C quando 

somente uma banda no tamanho exato de 438 bases pares loi detectada, 

considerando o resultado satisfat6rio 

JEt na espScie Treponema pectinovorum tentou-se, primeiramente, a 
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temperatura de anelamento de 53°C, a qual se mostrou inespeclfica. 

Posteriormente foi feita reagao com anelamento de 54°C, na qual foi possfvel 

observar que as amostras foram negativas. Esta esp8cie por8m, deixou dUvida 

se estes microrganismos estavam mesmo ausentes ou se as condiy6es para 

amplificagao do referido par de primers ficou desfavonivel para as reag6es de 

PCR. 

Comparando os resultados desta pesquisa com os de Sakamoto et al. 

(2009) foi possfvel observar que suas amostras tambem foram negativas para 

T. pectinovorum. 

Em contrapartida, p6de-se observar que a freqiiencia de T. maltophilum, 

T. socranskii, T. denticola, e T. medium foram superiores as encontradas no 

presente estudo, provavelmente resultado este relacionado aos diferentes 

metodos aplicados nas pesquisas. 

Em ambos os estudos, no presents e no de Sakamoto et al. (2009), T. 

medium foi encontrado em menor frequencia que as outras esp8cies de 

treponema, podendo-se concluir que os resultados dependem, al8m das 

amostras coletadas, da metodologia aplicada e da especificidade dos primers 

utilizados. 

As intera96es competitivas ou sinergistas entre esp€cies microbianas 

sao complexas, entretanto no presents estudo n8.o pudemos observar essas 

associag6es (Teste exato de Fisher; p>0,05) provavelmente devido a grande 

diversidade microbiana possfvel de ser encontrada nos canais radiculares, bern 

como o numero relative de amostras avaliadas. 
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8. CONCLUSAO 

Os resultados das reag6es de PCR mostram que pelo menos cinco das 

especies de treponema estudadas fazem parte da microbiota associada as 

infec<;Oes endod6nticas prim8.rias. 

As especies mais frequentemente encontradas em ordem decrescente 

foram: Treponema denticola, T. socranskii, T. vicentii, T. medium e T. 

maltophilum. 
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